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RESUMEN

En un contexto de cambio climatico, la produccion vitivinicola se enfrenta a desafios como
el aumento de las temperaturas y la reduccidon de las precipitaciones, lo que conlleva una
maduracién mas acelerada de la uva, una menor acidez y un pH mas elevado en los vinos.
Frente a esta problematica, se ha propuesto el uso de Lachancea thermotolerans como
herramienta microbiolégica para incrementar la acidez mediante la produccidn de acido
lactico durante la fermentacion alcohdlica.

El presente estudio se llevé a cabo en condiciones reales de vinificacion en una bodega del
Penedés (Barcelona), con el objetivo de evaluar el comportamiento acidificante de tres
cepas comerciales de L. thermotolerans (de los comerciales Agrovin, Vason y AEB)
mediante fermentaciones secuenciales con Saccharomyces cerevisiae. Se utilizaron cuatro
depésitos de dos mil litros, uno de ellos como control fermentado solo con S. cerevisiae, y
los tres restantes inoculados inicialmente con L. thermotoleransy, al cabo de unos dias, con
S. cerevisiae. Durante el proceso se monitorizaron parametros como la densidad, la acidez
total, el 4cido lactico, el acido acético, el pH y la temperatura.

De las tres cepas utilizadas, solo una (Viniferm NS Chance, Agrovin) generé una
concentracion apreciable de acido lactico y un incremento significativo de la acidez total.
Las otras dos cepas (Vason y AEB) no produjeron cantidades detectables de acido lactico,
si bien presentaron niveles de acidez total ligeramente superiores al control. En conjunto, el
uso de L. thermotolerans como herramienta de acidificacion biolégica debe plantearse con
prudencia, teniendo en cuenta tanto la cepa especifica como las condiciones de
aplicacion.

Palabras clave: Lachancea thermotolerans, Saccharomyces cerevisiae, acidificacion,
acido lactico, fermentaciéon secuencial
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ABSTRACT

In the context of climate change, wine production faces challenges such as rising
temperatures and reduced rainfall, leading to accelerated grape ripening, decreased acidity,
and higher pH levels in wines. To address this issue, the use of Lachancea thermotolerans
has been proposed as a microbiological tool to increase acidity through the production of
lactic acid during alcoholic fermentation.

This study was conducted under real winemaking conditions in a winery located in the
Penedes region (Barcelona), with the aim of evaluating the acidification performance of
three commercial strains of L. thermotolerans (Agrovin, Vason and AEB) through sequential
fermentations with Saccharomyces cerevisiae. Four two thousand liters stainless steel
tanks were used: one as a control fermented only with S. cerevisiae, and the other three
initially inoculated with L. thermotolerans and subsequently with S. cerevisiae a few days
later. Parameters such as density, total acidity, lactic acid, acetic acid, pH, and temperature
were monitored during fermentation.

Of the three strains used, only one (Viniferm NS Chance, Agrovin) generated an appreciable
concentration of lactic acid and a significant increase in total acidity. The other two strains
(Vason and AEB) did not produce detectable amounts of lactic acid, although they had
slightly higher total acidity levels than the control. Overall, the use of L. thermotolerans as a
biological acidification tool should be approached with caution, considering both the
specific strain and the application conditions.

Keywords: Lachancea thermotolerans, Saccharomyces cerevisiae, acidification, lactic
acid, sequential fermentation
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RESUM

En un context de canvi climatic, la produccid vitivinicola s’enfronta a reptes com augment
de les temperatures i la reduccio de les precipitacions, que provoguen una maduracié
accelerada del raim, una menor acidesa i un pH més elevat en els vins. Davant aquesta
problematica, s’ha proposat l’'Us de Lachancea thermotolerans com a eina microbiologica
per incrementar Uacidesa mitjangant la produccié d’acid lactic durant la fermentacié
alcoholica.

Aquest estudi es va dur a terme en condicions reals de vinificacié en un celler situat a la
comarca del Penedés (Barcelona), amb l'objectiu d’avaluar el comportament acidificant de
tres soques comercials de L. thermotolerans (dels comercials Agrovin, Vason i AEB)
mitjancant fermentacions sequencials amb Saccharomyces cerevisiae. Es van utilitzar
quatre diposits d’acer inoxidable de dos mil litres: un com a control fermentat només amb
S. cerevisiae, i els altres tres inicialment inoculats amb L. thermotolerans i posteriorment
amb S. cerevisiae després d’uns dies. Durant el procés fermentatiu es van monitorar
parametres com la densitat, acidesa total, l’acid lactic, Uacid acetic, el pH i latemperatura.

De les tres soques utilitzades, només una (Viniferm NS Chance, Agrovin) va generar una
concentracié apreciable d’acid lactic i un increment significatiu de 'acidesa total. Les altres
dues soques (Vason i AEB) no van produir quantitats detectables d’acid lactic, si bé van
presentar nivells d’acidesa total lleugerament superiors al control. En conjunt, U'us de L.
thermotolerans com a eina d’acidificacié bioldogica ha de plantejar-se amb prudéncia, tenint
en compte tant la soca especifica com les condicions d’aplicacié al celler.

Paraules clau: Lachancea thermotolerans, Saccharomyces cerevisiae, acidificacio, acid
lactic, fermentacio sequencial
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1. INTRODUCCION

1.1. Contexto del cambio climatico en la vitivinicultura

El cambio climatico representa uno de los mayores desafios actuales para la
vitivinicultura mundial. Las previsiones del Panel Intergubernamental sobre Cambio
Climatico (IPCC) indican un aumento sostenido de la temperatura media global,
acompanado de un incremento en la frecuencia e intensidad de fendmenos climaticos
extremos como olas de calor, sequias y tormentas (IPCC, 2021). En regiones vitivinicolas
mediterrdaneas como el Penedés, estas alteraciones climaticas estan teniendo un
impacto directo sobre el ciclo vegetativo de la vid, la maduracién de la uva y, en
consecuencia, sobre la calidad del vino.

Uno de los efectos mas importantes es el adelanto de la maduracion tecnoldgica, lo que
conlleva una acumulacion mas rapida de azlcares en la baya y una degradacion
acelerada de los acidos organicos, especialmente el acido malico (Keller, 2020; Vicente
et al., 2023). Esta situacidon conduce a mostos con elevado grado alcohdlico potencial,
baja acidez totaly pH elevado, lo cual compromete tanto la frescura como la estabilidad
microbioldgicay quimica delvino (Schultz, 2016).

La pérdida de acidez es especialmente preocupante en la elaboracidn de vinos blancos
y espumosos, donde la acidez no solo interviene en el equilibrio gustativo, sino también
en la percepcion de frescura, la capacidad antioxidante, la persistencia aromatica y la
compatibilidad con el diéxido de carbono en el caso de los espumosos (Ribéreau-Gayon
etal., 2006). A su vez, valores de pH elevados incrementan la sensibilidad del vino frente
a microorganismos indeseados y disminuyen la eficacia del diéxido de azufre como
agente protector.

En este contexto, la necesidad de adaptar las practicas enolégicas al nuevo escenario
climatico se vuelve prioritaria, no solo para preservar la calidad sensorial y sanitaria del
vino, sino también para asegurar su tipicidad, su capacidad de guarda y su aceptacion
en los mercados (lzquierdo-Canas et al., 2025). Esta problematica ha impulsado la
busqueda de soluciones tecnoldgicas y microbiolégicas que permitan compensar la
pérdida de acidez y restaurar el equilibrio natural de los vinos elaborados en zonas
calidas o afectadas por el estrés hidrico.
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1.2. Estrategias para mantener o aumentar la acidez

La pérdida de acidez en los vinos, especialmente en regiones afectadas por el cambio
climatico, ha motivado el desarrollo de diversas estrategias para corregir este
desequilibrio. Estas se agrupan habitualmente en tres categorias principales: métodos
agrondmicos, fisico-quimicos y microbiolégicos. Su aplicacién dependera del tipo de
vino, las condiciones del mosto, el perfil deseado y el marco normativo de cada
denominacién de origen.

El objetivo de las estrategias agrondmicas o viticolas es preservar o favorecer la
acumulacion de acidez en la uva durante el ciclo vegetativo. Algunas de estas practicas
incluyen el manejo de la canopia para reducir la exposicidon solar de los racimos, el
control del riego (mas concretamente con estrategias de déficit hidrico controlado), la
seleccién de parcelas con mayor altitud o amplitud térmica entre el dia y la noche,
atrasar la poda con el fin de demorar el desarrollo fenolégico de la vid y, muy
especialmente, lavendimia anticipada antes de que los 4cidos organicos, como el 4cido
malico, se degraden por respiracion (Payan et al., 2023; Keller, 2020). Todas estas
medidas pueden contribuir a conservar niveles mas altos de acidez natural en la uva al
momento de la vendimia, lo que resulta crucial en climas calidos o en campanhas
afectadas por el aumento térmico global. Aunque su efecto suele ser mas limitado en
comparacién con las técnicas enolégicas, estas practicas representan la primera linea
de intervencién en el vinedo para mantener el equilibrio acido del vino.

Entre las estrategias fisico-quimicas, la mas comun es la acidificacién mediante adicion
directa de acidos organicos, como el tartarico, malico o citrico. El acido tartarico es el
mas utilizado en enologia por su estabilidad y capacidad para reducir el pH, aunque
puede precipitar como sales tartaricas si se sobrepasa su solubilidad (Payan et al.,
2023). El acido malico, menos estable, puede ser posteriormente degradado por la
fermentacion malolactica, mientras que el acido citrico, aunque aporta frescura, puede
metabolizarse en acido acético y elevar la acidez volatiL si no se controla
adecuadamente (Vicente et al., 2022).

Una alternativa interesante emergente es el uso de acido fumarico, un compuesto con
capacidad acidificante que no se ve degradado durante la fermentacién malolactica.
Estudios recientes han demostrado que su adicién a mostos permite reducir el pH y
mejorar la percepcion de frescor, sin efectos negativos sobre el perfil sensorial ni sobre
la estabilidad quimica del vino. Ademas, puede contribuir a una menor necesidad de
sulfitado, al mejorar la estabilidad microbiolégica del vino (Payan et al., 2023). El uso de
este compuesto ha sido aprobado por la Organizacion Internacional de la Vifay el Vino
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(OIV) como inhibidor de la fermentacién malolactica, aunque su autorizacién como
agente acidificante aun no ha sido concedida (OIV-OENO 581A-2021).

Entre las estrategias fisico-técnicas, destacan los tratamientos con resinas de
intercambio catiénico, que eliminan cationes como el potasio intercambiandolos por
protones, lo que reduce el pHy aumenta la acidez sin afiadir compuestos externos. Esta
técnica ha sido aprobada por la OIV, permitiendo una correccién ajustada de la acidez
(OIV-OENO 443-2012). También se ha documentado el uso de electrodialisis, que separa
iones a través de membranas selectivas mediante corriente eléctrica, permitiendo
reducir la inestabilidad tartarica y modificar la acidez total (Payan et al., 2023).

Mas alla de estas herramientas técnicas, algunos estudios han explorado también el uso
de productos derivados de la uva como el verjus (mosto de uvas verdes) o la glucosa
oxidasa (GOx), una enzima que consume parte del azucar y produce acido glucoénico,
aungue estas opciones estan aun en fase experimental o con aplicacién limitada (Keng
etal., 2025).

Por ultimo, las acidificaciones microbiolégicas, centradas en el uso de levaduras no-
Saccharomyces capaces de producir acido lactico a partir de azucares, como
Lachancea thermotolerans, representan una estrategia biotecnoldgica natural.

1.3. Acidificaciones microbiologicas como herramienta natural

Frente a las limitaciones técnicas, sensoriales o normativas de los métodos fisico
quimicos, la acidificacion microbiolégica ha ganado interés en la ultima década como
una estrategia natural y sostenible. Este enfoque se basa en el uso de microorganismos
capaces de producir acidos organicos durante la fermentacion alcohélica, modificando
la acidez totaly el pH delvino sin necesidad de aditivos externos.

A diferencia de la fermentacion malolactica, que transforma acido malico en acido
lactico disminuyendo la acidez total, la acidificacion microbioldgica busca justamente
el efecto contrario: generar acido lactico desde los azlicares del mosto paraincrementar
la acidez del producto final (Vicente et al., 2022). Este proceso permite una mejor
integracion de la acidez en el perfil sensorial del vino, con efectos beneficiosos tanto en
la percepcién de frescor como en la estabilidad microbiolégica.

Diversos estudios han demostrado que la aplicacion de levaduras no- Saccharomyces
productoras de acido lactico permite alcanzar reducciones de pH de hasta 0,5 unidades
y aumentos de acidez total superiores a 3 g/L, dependiendo de la cepa utilizada y de las
condiciones de fermentacion (Vicente et al., 2022; Zhang et al., 2023). Ademas, estas
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levaduras no solo modifican la acidez, sino que también pueden contribuir
positivamente al aroma del vino mediante la produccién de ésteres y otros compuestos
volatiles (Morata et al., 2018; Morales et al., 2019; Vicente et al., 2022).

La principal ventaja de esta estrategia es su alineacién con las tendencias actuales
hacia una enologia de minima intervencién, donde se prioriza el uso de herramientas
bioldgicas frente a tratamientos correctivos. Ademas, se considera una solucidn
especialmente valiosa en zonas calidas o afectadas por el cambio climatico, donde la
acidez natural de la uva es insuficiente para garantizar el equilibrio del vino (Payan et al.,
2023).

En este contexto, el uso de levaduras seleccionadas que combinen capacidad
acidificante con un buen comportamiento fermentativo representa una oportunidad
enolégica relevante. Entre ellas, Lachancea thermotolerans se ha consolidado como la
especie mas prometedora.

1.4. Lachancea thermotolerans y su uso en enologia

Lachancea thermotolerans es una levadura no-Saccharomyces de la familia
Saccharomycetaceae, inicialmente descrita como Kluyveromyces thermotolerans por
Filippov en 1932. Su actual clasificacidon dentro del género Lachancea fue establecida
por Kurtzman en una revision filogenética en 2003 basada en analisis moleculares
(Kurtzman, 2003). Esta especie es considerada la mas relevante del género en términos
enolégicos, yaque posee la capacidad de producir acido lactico durante la fermentacion
alcohodlica a partir de azucares, fendmeno poco comun entre levaduras fermentativas
(Fleet, 2008; Vicente et al., 2021).

Esta particularidad se relaciona con unaruta metabdlica alternativa que desvia parte del
piruvato; producto de la glucdlisis, hacia la sintesis de acido lactico mediante el enzima
lactato deshidrogenasa (LDH), en lugar de transformarlo exclusivamente en etanol. Esta
singularidad metabdlica le permite incrementar de forma natural la acidez total del vino
y reducir su pH, propiedades especialmente valoradas en escenarios de maduracién
desequilibrada como consecuencia del cambio climatico (Benito, 2018; Vicente et al.,
2021). En la Figura 1 se presenta un esquema general simplificado de las rutas
metabolicas principales implicadas en la conversion de glucosa en metabolitos clave
durante la fermentacién alcohdlica.
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Figure 1. Vias metabdlicas principales de L. thermotolerans durante la fermentacion. La levadura puede
transformar el piruvato en etanol, lactato, acetato o glicerol, segun la actividad enzimatica y condiciones
fermentativas. Fuente: Hranilovic et al. (2018).

Desde el punto de vista ecolégico, L. thermotolerans presenta una distribucién amplia:
se ha aislado de diferentes frutas, exudados de cortezas e incluso insectos, lo cual
sugiere un origen ambiental diverso antes de su domesticacion (Vicente et al., 2025;
Hranilovic et al., 2017). Sin embargo, las cepas utilizadas en enologia muestran claras
adaptaciones tanto fenotipicas como genémicas al ambiente fermentativo, destacando
subpoblaciones domesticadas con mayor robustez fermentativa y capacidad
acidificante (Hranilovic et al., 2018; Vicente et al., 2025).

La eficacia acidificante de L. thermotolerans ha sido ampliamente documentada en
numerosos ensayos realizados tanto a escala de laboratorio como en condiciones piloto
e industriales. La produccion de acido lactico presenta una gran variabilidad segun la
cepa utilizada, el tipo de inoculacion y las caracteristicas del mosto. En condiciones
optimizadas de laboratorio, algunas cepas han alcanzado concentraciones a 16 g/L de
acido lactico, mientras que en ensayos a escala piloto los valores se sitldan
habitualmente entre 3y 7 g/L (Su et al., 2024; Benito, 2018, Zhang et al., 2023). Las
fermentaciones en las que se aplicé una inoculacion secuencial resultaron en mayores
concentraciones de acido lactico y reducciones de pH mas pronunciadas que aquellas
con inoculacion simultanea, observando descensos de pH de hasta 0,5 unidades y
aumentos de la acidez total comprendidos entre 1y 4 g/L (Gobbi et al., 2013; Vicente et
al., 2023; Izquierdo-Canas et al., 2025).

Ademas del acido lactico, la actividad metabdlica de L. thermotolerans contribuye al
aumento de otros acidos organicos como el acido succinico, que puede aportar entre
0,2y 0,6 g/L adicionales de acidez y complejidad sensorial, y a la reduccion del acido
malico en determinados casos (lzquierdo-Canhas et al., 2025). Los efectos beneficiosos

5



Julia Arroyo Arroyo

de esta levadura se han mantenido también en fermentaciones a escala industrial,
donde se ha documentado una mejora en el color, la percepcion de frescor y la
formacién de compuestos aromaticos como ésteres frutales y alcoholes superiores
(Zhangetal., 2023).

Sin embargo, la respuesta no es uniforme: la diversidad intraespecifica de L.
thermotolerans implica una elevada variabilidad en su comportamiento fermentativo y
en su impacto sobre parametros clave como acidez, pH, intensidad cromatica o perfil
aromatico. Esta heterogeneidad justifica la necesidad de una cuidadosa seleccion de
cepas adaptadas a los objetivos enolégicos y a las condiciones especificas de
fermentacion (Benito, 2018; Vicente et al., 2025).

Otro aspecto destacable de L. thermotolerans es su termotolerancia. Aunque
tradicionalmente se ha descrito que esta levadura crece hasta un maximo de 35° C,
estudios recientes han demostrado que esta caracteristica puede mejorarse mediante
evolucién adaptativa. En concreto, Zhou et al. (2019) lograron seleccionar cepas con
termotolerancia incrementada, capaces de crecer a 37°C, tras aplicar una presién de
seleccién basada en co-cultivos con bacterias. Ademas, estas cepas mostraron una
mejora simultanea en su capacidad fermentativa, lo que representa una ventaja
significativa en el contexto de calentamiento globaly en fermentaciones a temperaturas
mas elevadas.

No obstante, debido a su limitada capacidad fermentativa, se recomienda su uso en co-
fermentacion secuencial con S. cerevisiae para asegurar la completa transformacion de
los azuicares del mosto (Benito, 2018; Vicente et al., 2023). La eficacia de esta estrategia
depende en gran medida del momento en que se introduce S. cerevisiae en el proceso.
Aunqgue lo habitual es realizar la inoculacién entre 24 y 72 horas después de la adicién
de L. thermotolerans, algunos estudios han demostrado que un retraso mayor puede
favorecer una produccién mas elevada de acido lactico, asi como una mayor
complejidad aromatica (Su et al.,, 2024). Esta consideracion adquiere especial
relevancia en el disefo experimental del presente trabajo, donde se aplicé una
inoculacién de S. cerevisiae tardia intencionada para maximizar la actividad acidificante
de L. thermotolerans.

1.5. Interés aplicado en la vinificacion de espumosos en el Penedés

La elaboraciéon de vinos espumosos de calidad en la region del Penedés requiere
preservar una acidez adecuada en los vinos base, un parametro esencial tanto para el
equilibrio organoléptico como para la estabilidad y longevidad del producto final. Sin
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embargo, el aumento de las temperaturas y la disminucién de la pluviometria en los
ultimos anos en esta region han favorecido una maduraciéon mas rapida y un
desequilibrio entre el grado alcohdlico y la acidez natural de la uva, comprometiendo el
perfil deseado en este tipo de elaboraciones.

El Penedés, situado entre el Mediterraneo y la cordillera prelitoral catalana, es una de
las zonas vitivinicolas mas antiguas y prestigiosas de Cataluia, con una fuerte tradicién
en la produccién de espumosos mediante el método tradicional (Barcelona Corporate
Travel, s.f.).

Impulsadas por una vision compartida de calidad, origen y sostenibilidad, varias
bodegas emblematicas del Penedés promovieron en los ultimos afos la marca
Corpinnat, con el objetivo de revalorizar los espumosos de alta calidad elaborados
integramente en esta regién. Entre los requisitos de esta distincion figuran la cosecha
manual, el uso de variedades autéctonas, la vinificacion en la propiedad, la
certificaciéon ecolégica del vinedo y crianzas minimas superiores a las exigidas por otras
denominaciones tradicionales (Corpinnat, s.f.).

En este contexto, la bodega Gramona, ubicada en Sant Sadurni d’Anoia y miembro
fundador de Corpinnat, se ha consolidado como un referente internacional en la
elaboracion de espumosos de larga crianza con identidad territorial. Con una filosofia
basada en la agricultura ecolégica y biodinamica certificada, Gramona apuesta por
practicas agricolas regenerativas y respetuosas con el entorno, como el pastoreo con
animales, la cobertura vegetal espontanea, la gestidon sostenible del agua y el uso de
energia geotérmica (Gramona, s.f.)

A nivel enoldgico, la bodega aplica un enfoque de minima intervencién, limitando al
maximo el uso de aditivos, evitando tratamientos agresivos y priorizando la expresion
genuina del terruio. Esta sensibilidad hacia lo natural y lo sostenible ha motivado una
busqueda activa de soluciones biolégicas que permitan mantener el frescory la acidez
delvino sin necesidad de recurrir a acidificaciones quimicas.

Enestalinea, el equipo técnico de Gramona ha mostrado un interés creciente por el uso
de levaduras no-Saccharomyces, en particular L. thermotolerans, por su capacidad de
producir acido lactico durante la fermentacion alcohdlica. Este tipo de acidificacion
microbioldgica ofrece una alternativa coherente con la filosofia de la bodega y responde
a los retos que impone el cambio climatico sobre la composicién del mosto.

Este trabajo se inscribe en esa linea de investigacion aplicada, desarrollada en
colaboracion con el equipo enolégico de Gramona durante la vendimia de 2024.
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2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad de diferentes cepas comerciales de L. thermotolerans para
incrementar la acidez total en vinos blancos y espumosos elaborados bajo condiciones
de estrés hidrico en el Penedés, con el fin de determinar su potencial como estrategia
enoldégica frente al cambio climatico.

2.2. Objetivos especificos

- Analizar la produccion de acido lactico de las distintas cepas comerciales
seleccionadas.

- Comparar la evolucidon del perfil acido y del pH durante la fermentacién alcohdlica
dirigida por cada cepa.

- ldentificar las cepas comerciales con mejor rendimiento y adaptabilidad en
condiciones de estrés hidrico para recomendar su uso en practicas enoldgicas
adaptadas al cambio climatico.

MATERIALES Y METODOS

3.1. Cepas utilizadas en el estudio

En el presente estudio se emplearon cuatro combinaciones distintas de levaduras,
incluyendo una fermentacién con S. cerevisiae como control, y tres tratamientos con
inoculacion secuencial de L. thermotolerans + S. cerevisiae. La cepa de S. cerevisiae
utilizada en todos los casos fue IOC 18-2007 (Institut Oenologique de Champagne;
Champana, Francia). Las cepas comerciales de L. thermotolerans evaluadas fueron las
siguientes:

- Viniferm NS Chance (L. thermotolerans; Agrovin; Alcazar de San Juan, Espana)
- VIW Shield LT (L. thermotolerans; Vason Group; Verona, ltalia)
- Levulia Alcomeno (L. thermotolerans; AEB Group; Brescia, Italia)

Con el fin de contextualizar las caracteristicas enoldgicas de las tres cepas de L.
thermotolerans empleadas en el ensayo, se presenta una tabla comparativa (Tabla 1)
elaborada a partir de informacidn recogida de sus respectivas fichas técnicas (Anexo 1).
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Table 1. Tabla comparativa de las diferentes cepas comerciales de L. thermotolerans utilizadas en el ensayo.

, Viniferm NS Chance, VIW Shield LT, Levulia Alcomeno,
Parametro .
Agrovin Vason AEB
Dosis 20 g/hL 20 g/hL 30 g/hL
recomendada
Temperatura de 35-40°C 25°C 25-30°C
hidratacion

Anadir la levadura en 10 Anadir la levadura en

veces su peso en agua,
esperar 10’, agitar,
esperarotros 10’ e
incorporar el mosto
(procurar que no haya
una diferencia >10°C
entre la mezclay el

Rehidratacion

10 veces su peso en
agua, con 1-2% de
azlcar, reposar 15’
agitar, anadir 1:3 de
mosto (evitar
diferencias de
>10°C). Anadir

Anadir la levadura en
10 veces su peso en
agua, esperar 20’,
afadir mosto hasta
equilibrar la
temperatura e
inocular.

mosto). nutrientes.
Temperatura de 16-20°C 15-25°C No especificada
fermentacion
Produccién de Hasta 6 g/L No especificada Hasta 5 g/L

acido lactico

Tolerancia al
etanol

Hasta 4,5% vol

Hasta 10% vol

Hasta 7,2% vol

Incremento de Baja No especificada Muy baja
acidez volatil
Producciéon de Aumenta Aumenta No indicada

glicerol

Perfil aromatico Aporta complejidad y

suavidad

Aporta frescura,
plenitud y estructura

Aporta frescuray
equilibrio en boca

3.2. Ensayo inicial

Inicialmente, se llevd a cabo una primera vinificacién en condiciones reales de bodega,

utilizando depdsitos de 2000 L de capacidad. Las variedades empleadas fueron

Sauvignon Blanc y Moscatel de Frontignan, destinadas a la elaboracion de un vino

blanco tranquilo, con el objetivo de aumentar la concentracién de acido lactico del vino

y, €n consecuencia, aumentar acidez y reducir el pH.

En este primer ensayo se utilizaron dos cepas comerciales de L. thermotolerans en
combinacion con S. cerevisiae, aplicando una estrategia de inoculacién secuencial al
séptimo dia de fermentacion. Los depdsitos fueron codificados de la siguiente manera:

- Depdsito 221: S. cerevisiae (I0C 18-2007; 10C)
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- Depdsito 223: L. thermotolerans (Viniferm NS Chance; Agrovin) + S. cerevisiae (I0C 18-
2007;10C)

- Depésito 225: L. thermotolerans (VIW Shield LT; Vason Group) + S. cerevisiae (I0C 18 -
2007;10C)

A pesar de que se observé una cierta produccion de acido lactico, los valores obtenidos
fueron considerablemente inferiores a los esperados segun las especificaciones
proporcionadas por los fabricantes y la literatura revisada. Debido a estos resultados,
se decidio interrumpir el seguimiento analitico y no se realizdé un andlisis exhaustivo
posterior.

Esta experiencia inicial sirvié, no obstante, para ajustar aspectos metodolégicos como
el control mas homogéneo de la temperatura, la adicién de nutrientes en momentos
clave y laincorporacion de una tercera cepa de L. thermotolerans (Levulia Alcomeno de
AEB).

3.3. Segundo ensayo

En este caso, el mosto utilizado procedia de la variedad Parellada, una uva blanca
autoctona de Cataluna frecuentemente empleada en la elaboracién de vinos base para
espumosos, conocida por su perfil aromatico delicado y acidez moderada. Las
caracteristicas analiticas del mosto utilizado se analizaron tras el desfangado y se
presentan en la Tabla 2.

De nuevo, el ensayo se llevd a cabo en condiciones reales de bodega, utilizando
depdsitos de acero inoxidable de 2000 L de capacidad cada uno. Se implementd un
protocolo de fermentacion secuencial, inoculando S. cerevisiae al séptimo dia de
fermentacion.

Los depdsitos fueron codificados de la siguiente manera:
- Depdsito 221: S. cerevisiae (I0C 18-2007; 10C)

- Depésito 223: L. thermotolerans (Viniferm NS Chance; Agrovin) + S. cerevisiae (I0C 18-
2007;10C)

- Depdsito 225: L. thermotolerans (VIW Shield LT; Vason Group) + S. cerevisiae (I0C 18-
2007; 10C)

- Depédsito 227: L. thermotolerans (Levulia Alcomeno; AEB Group) + S. cerevisiae (I0C
18-2007; 10C)
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Table 2. Caracteristicas analiticas del mosto de Parellada tras el desfangado.

Parametro Valor'
Densidad 1067,8
°Brix 16,5
pH 3,32
Acidez total (g/L acido sulfurico) 3,66
NFA (mg/L) 194
Acido malico (g/L) 2,09
Acido lactico (g/L) 0,00
SO libre (mg/L) 9
SO, total (mg/L) 24
Temperatura (°C) 15,2
Turbidez (NTU) 5,22
Taninos (mg/L) 355

'Los analisis del mosto inicial se realizaron una Unica vez sobre una muestra representativa tomada antes de repartir
el volumen entre los cuatro depdsitos.

3.4. Protocolo de fermentacion

Las cepas de L. thermotolerans fueron inoculadas al inicio de fermentacién alcohélica
siguiendo las recomendaciones del fabricante en cuanto a dosis (25 g/hL), temperatura
de hidratacién y rehidratacion con nutrientes especificos: Actimax Natura (Agrovin), X-
PRO Verve (Vason) y Fermoplus Energy Glu 4.0 (AEB). Para el control (221) se utilizd
Fermoplus Blanc (AEB) (Anexo 2).

Durante la fermentacion, se controlé la temperatura en todos los depdsitos mediante
camisas de frio, procurando mantenerla entre 16 y 18°C para favorecer una cinética
adecuada y comparable entre ellos. Ademas, se realizé la adicién de nutrientes en
momentos determinados; 10 g/hL el dia 4 y 20 g/hL el dia 5 de fermentacion, pero
siempre de forma simultanea a los cuatro depdsitos, con el fin de asegurar una nutricion
homogéneay evitar sesgos en el desarrollo fermentativo de cada tratamiento.

En los depdsitos 223, 225y 227, lainoculacién con S. cerevisiae se realizé el séptimo dia
de fermentacién con el objetivo de favorecer una mayor produccién de acido lactico por
parte de L. thermotolerans. Esta decision estratégica buscaba maximizar el efecto
acidificante de las levaduras no-Saccharomyces antes de la finalizacién de la
fermentacion con S. cerevisiae.

3.5. Seguimiento analitico

Durante el proceso fermentativo se realizé un seguimiento diario de los principales
parametros de interés enolégico, incluyendo: densidad, pH, temperatura, acido lactico,
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acido acético, acidez total, nitrégeno facilmente asimilable (NFA), nitrégeno aminico y
amoniacal. Todas las mediciones se realizaron por triplicado para garantizar la
reproducibilidad de los resultados y permitir su posterior analisis estadistico.

Los analisis de densidad y temperatura se realizaron mediante densimetro digital DMA
35 (Anton Paar; Graz, Austria), y termémetro digital TEMP 7 VIO PT100 (XS instruments;
Mdédena, Italia), respectivamente.

Los acidos organicos (acido acético, acido malico y acido lactico), asi como el NFA,
nitrégeno aminico y amoniacal, y azlcares totales, se determinaron por
espectrofotometria con un equipo automatizado Miura 200 (I.S.E S.r.l.; Roma, ltalia),
distribuido en Espana por TDI (Tecnologia Difusidon Ibérica; Gava, Barcelona). Se
emplearon kits enzimaticos comerciales compatibles con el equipo siguiendo las
instrucciones del fabricante.

La acidez total se determind mediante valoraciéon acido base con un titulador
automatico Flash (TDI; Gava, Barcelona). El pH se determindé con pHmetro (Hanna
Instruments; Woonsocket, Rhode Island, EE.UU.) calibrado diariamente. El grado
alcohdlico final se determind con un destilador de alcohol modelo Macrodest (GAB
system; Barcelona, Espana).

El contenido en sulfuroso libre y total se determind mediante el titulador ENO 20
PLUS/ECO (TDI; Gava, Barcelona), basado en el método de Ripper.

Antes de la determinaciéon analitica, las muestras fueron sometidas a una doble
filtracidon; con papel de filtro de celulosa para eliminar los sélidos mas gruesos en
suspension y, posteriormente, una filtracion mas fina con filtros de membrana
acoplados a un sistema de filtracion al vacio con kitasatos, para asegurar la ausencia de
particulas finas que pudieran intervenir en la precisidon de los analisis posteriores.

Ademas del seguimiento instrumental, en algunas ocasiones se realizaron
observaciones microscopicas para evaluar el estado poblacional de las levaduras
durante lafermentacion. Aunque estos analisis no se efectuaron de manera sistematica,
aportaron informacion complementaria sobre la evolucidon microbioldgica del proceso.

3.6. Tratamiento de los datos

Los datos obtenidos fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una
via para evaluar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos. El analisis se aplicé sobre los valores medios obtenidos por triplicado para
cada parametro, y considerando un nivel de significancia del 95% (p < 0,05). Para
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identificar qué tratamientos presentaban diferencias significativas entres si, se aplico
una prueba de comparaciones multiples de Tukey. Ademas, se calcularon promedios y
desviaciones estandar, y los resultados se representaron graficamente utilizando
Microsoft Excel.

RESULTADOS

4.1. Ensayo inicial

La evolucion de la densidad mostré una cinética fermentativa activa en los tres
depdsitos desde el inicio, pero con diferencias claras en el ritmo de fermentacién. El
depdsito 221 (control) presentd una disminucidn mas lenta en comparacién con los
otros dos, mientras que el depdsito 225 mostré una caida mas pronunciada. El depdsito
223 presentd una cinética intermedia. Estas diferencias reflejan un comportamiento
fermentativo desigual entre las cepas evaluadas.

En cuanto a la temperatura, se observaron variaciones notables entre las cepas, siendo
especialmente destacables los picos bajos de temperatura registrados en el depdsito
221 (Figura 2). Esta baja temperatura podria justificar la lentitud en la fermentacién de
la cepa S. cerevisiae.
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Figure 2. Evolucidn de la densidad durante la fermentacion alcohdlica en el primer ensayo de los
depdsitos 221 (S. cerevisiae), 223 (Viniferm NS Chance + S. cerevisiae) y 225 (VIW Shield LT + S.

cerevisiae).

A pesar de la actividad fermentativa aparente, los niveles de acido lactico alcanzados

antes de inocular S. cerevisiae fueron bajos en los tres depdsitos, tal como se observa

en la Figura 3. Unicamente el depdsito 223 presenté una produccién significativa, con

un incremento notable a partir del tercer dia, llegando a 1,35 g/L de acido lactico,

mientras que los depdsitos 221 y 225 mantuvieron concentraciones practicamente

constantes y muy bajas durante todo el seguimiento.
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Figure 3. Evolucidn del dcido lactico durante la fermentacidn alcohdlica en el primer ensayo de los
depdsitos 221 (S. cerevisiae), 223 (Viniferm NS Chance + S. cerevisiae) y 225 (VIW Shield LT + S.
cerevisiae).

4.2. Segundo ensayo

4.2.1. Evolucion de la fermentacion alcohélica

El seguimiento de la densidad a lo largo de los primeros siete dias de fermentacion
permitid observar claras diferencias entre el comportamiento fermentativo de los
depésitos inoculados unicamente con L. thermotolerans y el depdsito control, en el que
se inoculd S. cerevisiae desde el inicio. Como se aprecia en la Figura 4, el depdsito 221
(control) mostré una disminucién rapiday sostenida de la densidad, pasando de 1066 a
1008 entre el primer y el séptimo dia, lo que indica una fermentacién activa desde las
primeras etapas.

En cambio, en los depodsitos 223, 225 y 227, inoculados inicialmente con diferentes
cepas comerciales de L. thermotolerans, no se observa descenso de la densidad en los
dos primeros dias tras la inoculacion, y es a partir del tercer dia cuando se aprecia una
disminucidn gradual, hasta aproximadamente 1020, cuando se inoculd S. cerevisiae.

Tras lainoculacion de S. cerevisiae, los depdsitos 223y 227 mostraron una ralentizacion
transitoria en la caida de la densidad, seguida de una recuperacion del ritmo
fermentativo a partir del dia 9. Por el contrario, el depdsito 225 mantuvo una disminucion

15



Julia Arroyo Arroyo

continua y progresiva de la densidad desde la inoculacién de S. cerevisiae, sin
interrupciones aparentes.

La temperatura se mantuvo mas homogénea entre depdsitos, sobre todo entre cepas de
L. thermotolerans en comparacion con el ensayo inicial, con temperaturas alrededor de
los 18°C. cabe destacar que la fermentaciéon control presentd, en general, temperaturas
algo mas bajas, alrededor de 16-17°C. En todos los casos, la fermentacién se completd
correctamente, con densidades finales similares a las del control.
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Figure 4. Evolucidn de la densidad durante la fermentacion alcohdlica de los depdsitos 221 (S.
cerevisiae), 223 (Viniferm NS Chance + S. cerevisiae), 225 (VIW Shield LT + S. cerevisiae) y 227 (Levulia
Alcomeno + S. cerevisiae).

4.2.2. Evolucion del acido lactico

El seguimiento del contenido de &acido lactico durante los siete primeros dias de
fermentacion mostré diferencias sustanciales entre los depdsitos, dependiendo de la
cepa de levadura utilizada. Como puede observarse en la Figura 5, el depdsito control,
fermentado Unicamente con S. cerevisiae, presentd concentraciones muy bajas y
constantes de acido lactico.
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En contraste, los depdsitos inoculados con L. thermotolerans mostraron una produccion
diferenciada de acido lactico. El depdsito 223, en el que se utilizé la cepa comercial de
Agrovin (Viniferm NS Chance), alcanzd una concentracion final de 1,30 g/L al séptimo
dia, mostrando un incremento progresivo a partir del tercer dia de fermentacién. Esta
tendencia sugiere una actividad acidificante sosteniday efectiva de la cepa utilizada. En
cambio, los depdsitos 225y 227, inoculados con las cepas de Vason (VIW Shield LT) y
AEB (Levulia Alcomeno), respectivamente, presentaron una evolucion practicamente
plana, manteniéndose alrededor de los 0,05 g/L a lo largo de todo el periodo, mostrando
un comportamiento muy similar a S. cerevisiae.

1,40
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0,00 @— e ® s o

Tiempo (dias)
—0—221 —@—223 —@—225 —@—227

Figure 5. Evolucidn del contenido en acido lactico durante la fermentacion alcohdlica de los depdsitos
221 (S. cerevisiae), 223 (Viniferm NS Chance + S. cerevisiae), 225 (VIW Shield LT + S. cerevisiae) y 227
(Levulia Alcomeno + S. cerevisiae).

La diferencia observada en el contenido de acido lactico el tercer dia fue evidente: la
cepa de Agrovin produjo valores mas de 10 veces superiores al resto de levaduras.
Debido a la ausencia de variabilidad entre réplicas analiticas, no se pudo aplicar ANOVA
de forma valida, aunque los resultados fueron claros y consistentes (Tabla 3).
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Table 3. Concentracion media de acido lactico el tercer dia de fermentacidn alcohdlica

Parametro 221 223 225 227
Acido lactico 0,04 = 0,00 0,59+ 0,00 0,04 = 0,00 0,04 £ 0,00
(g/L)

Aunque los valores alcanzados de acido lactico en este ensayo son significativos, se
sitian por debajo de los maximos tedricos descritos por los proveedores comerciales,

que indican producciones de hasta 6 g/L. Este aspecto se analiza con mas detalle en el
apartado de discusion.

4.2.3. Evolucion de la acidez total

Durante los primeros dias de fermentacion, se observa un aumento de la acidez en el
depdsito 223, que destaca por un ascenso mas marcado a partir del tercer dia de
fermentacion, mientras que las demas cepas aumentan gradualmente y de forma muy
similar, debido a la produccién normal de acidos durante la fermentacion alcohdlica
(Figura 6).
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Figure 6. Evolucidén de la acidez total durante la fermentacion alcohdlica de los depdsitos 221 (S. cerevisiae),
223 (Viniferm NS Chance + S. cerevisiae), 225 (VIW Shield LT + S. cerevisiae) y 227 (Levulia Alcomeno +
S. cerevisiae).
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4.2.4. Caracteristicas quimicas finales de los vinos

Al finalizar la fermentacion alcohélica, se observaron diferencias significativas entre los

tratamientos en diversos pardmetros quimicos, en especial aquellos relacionados con

la acidez y los compuestos derivados de la actividad fermentativa (Tabla 4). Destaca el
tratamiento con Viniferm NS Chance (Agrovin), que presentd la acidez total y la

concentraciéon de acido lactico mas elevadas, asi como un grado alcohdlico

significativamente menor, lo que sugiere una mayor desviacion metabdlica hacia rutas

alternativas a la produccion de etanol. También se observaron diferencias significativas

en el acido acético, los azlcares residuales, el contenido en didxido de azufre (libre y

total) y el acido malico.

Por el contrario, no se detectaron diferencias significativas en el pH final de los vinos,

cuyos valores se mantuvieron en un rango similar entre todos los tratamientos (Anexo 3).

Table 4. Resultados de los parametros analiticos al terminar la fermentacidon alcohdlica.

Parametro

S. cerevisiae
(10C 18-2007)

L. thermotolerans

(Viniferm NS
Chance)
+ S. cerevisiae

L. thermotolerans
(VIW Shield LT)
+ S. cerevisiae

L. thermotolerans

(Levulia
Alcomeno)
+ S. cerevisiae

Acidez total
sulfarica (g/L)

3,86 0,08 2

4,90+0,10°

4,36+0,11°

4,34+0,11°

Acido acético

0,057 + 0,006 2

0,107 + 0,008 °

0,063 0,010 @

0,067 0,012 2

(g/L)
Azucares totales a b a c
(/L) 0,21 +0,03 0,68 + 0,03 0,23 0,03 0,15 + 0,04
Grado alcohélico a b a a
(% vol) 9,83 0,06 9,67 £0,08 9,77 £0,10 9,83 +0,12
pH 3,12+0,01 2 3,12+0,02 2 3,13+0,02 2 3,13+0,02 2
SO2 libre (mg/L) 21+1° 11:2P 1320 102
S02 total (mg/L) 5022 44+2° 41+2° 40+3°
Acido malico a b c c
L) 1,94+0,03 1,83+ 0,04 1,87 0,04 1,88 0,04
Acido lactico a b a a
(/L) 0,073 + 0,006 1,30 + 0,02 0,08 + 0,02 0,08 + 0,02

Las diferentes letras en una misma linea indican la existencia de diferencias significativas (p < 0,05) entre las

muestras.

A continuacién, se presentan y comentan en detalle los parametros que mostraron

diferencias significativas entre los tratamientos.
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En el caso de la acidez total, todos los depdsitos fermentados con L. thermotolerans
presentaron un incremento significativo respecto al control (depdsito 221, fermentado
Unicamente con S. cerevisiae), lo que confirma el efecto acidificante de esta levadura.
El aumento fue especialmente notable en el depédsito 223, correspondiente a la cepa
comercial de Agrovin que alcanzo el valor mas elevado (4,90 g/L). Las cepas de Vason
(225) y AEB (227) también incrementaron la acidez en comparacion con el control,
aunque en menor magnitud (Figura 7).
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5,00

b
C C
a
4,00
2,00
1,00
0,00
221 223 225 227

Figure 7. Acidez total sulfdrica final.

Acidez total sulfurica (g/L)
w
o
o

En cuanto al acido lactico, Unicamente el depdsito 223, fermentado con la cepa de L.
thermotolerans de Agrovin, presentdé una acumulacion significativa (1,30 g/L), muy por
encima del resto de tratamientos. Los depdsitos 225 y 227, asi como el control,
mostraron concentraciones muy bajasy estadisticamente similares, en torno a 0,08 g/L.
Este resultado indica que, aunque todas las cepas se inocularon bajo las mismas
condiciones, solo la de Agrovin fue capaz de producir acido lactico en cantidades
relevantes.

El grado alcohdlico mostro una diferencia significativa Unicamente en el depdsito 223,
que presentd un valor ligeramente inferior al resto de vinificaciones, los cuales no
difirieron estadisticamente entre si (Figura 8). Esta reduccién coincide con la cepa de L.
thermotolerans que generé mayor cantidad de acido lactico, lo que sugiere una
desviacion parcial del metabolismo de la levadura hacia rutas secundarias.
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Figure 8. Grado alcohdlico adquirido

Grado alcohdlico (% vol)

La concentracion de acido acético fue significativamente mas alta en el depdsito 223
(0,107 g/L), coincidiendo con la fermentacion que presenté mayor producciéon de acido
lactico. En los demas depdsitos no se observaron diferencias significativas,
manteniéndose los niveles en torno a 0,06-0,07 g/L, dentro de los margenes normales
para fermentaciones bien conducidas (Figura 9).
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Figure 9. Contenido en &cido acético final.

Acido acético (g/L)
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Todas las cepas terminaron los azucares del mosto durante la fermentacién alcohdlica,
dejando los niveles de azucares residuales por debajo de los 2 g/L. Aun asi, el depdsito
223 presentd el valor mas alto (0,68 g/L), significativamente superior al resto de
depdésitos, cuyos valores se situaron entre 0,15y 0,25 g/L (Figura 10).
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0,00
221 223 225 227

Figure 10. Contenido en azucares residuales final.

Azucares totales (g/L)

El contenido de acido malico disminuyd ligeramente respecto al valor inicial del mosto,
situandose entre 1,83 y 1,94 g/L al finalizar la fermentacion alcohélica. Aunque el
depdsito de 223 mostrd una concentracion significativamente menor, la diferencia es
pequefiay no parece seguir un patrén relacionado con la levadura utilizada (Figura 11).
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Figure 11. Contenido en acido malico final.

Acido malico (g/L)
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el primer ensayo evidenciaron diferencias significativas en
la cinética fermentativa de las cepas ensayadas, destacando especialmente el
depdsito 225 por su fermentacion mas activa, y el depdsito 223 por presentar una
produccion notable de acido lactico desde el tercer dia. A pesar de este
comportamiento prometedor en el depdsito 223, los niveles totales de acido lactico
alcanzados fueron considerablemente inferiores a lo esperado, motivo por el cual se
decidié realizar un segundo ensayo.

La repeticion del ensayo se fundamenté en la necesidad de confirmar estos resultados
iniciales y mejorar las condiciones experimentales, con el objetivo de favorecer una
mayor produccidn de acido lactico y lograr una acidificacién mas efectiva del vino. Para
ello, se modificaron algunos parametros clave del protocolo, como una temperatura
mas homogéneay estable entre los depdsitos, y se trabajo con una cepa adicional de L.
thermotolerans.

La comparacion de ambos ensayos proporciona una perspectiva mas sdlida sobre el
comportamiento de las cepas bajo distintas condiciones fermentativas, permitiendo
verificar lareproducibilidad y consistencia en su capacidad acidificante. Los resultados
obtenidos en el segundo ensayo, descritos a continuacion, permiten valorar el impacto
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de estas modificaciones y analizar si se logré mejorar el rendimiento en términos de
produccion de acido lactico y acidez total.

Durante los primeros siete dias de fermentacidon, antes de la inoculacion de S.
cerevisiae, se observa en la grafica una fase inicial de latencia comun en las tres cepas
de L. thermotolerans. En los primeros dos o tres dias apenas se aprecia disminucién de
la densidad, lo que sugiere una lenta adaptacion al medio fermentativo, posiblemente
condicionada por la baja temperatura del mosto en el momento de lainoculacidon. Esta
fase de inactividad inicial es coherente con lo descrito en la literatura para levaduras
no-Saccharomyces, gue suelen necesitar mas tiempo para aclimatarse y comenzar su
actividad metabdlica en condiciones enoldgicas reales (Vicente et al., 2022).

A partir del tercer dia, la fermentacion se activa gradualmente en los tres depdsitos, sin
que se aprecien grandes diferencias entre cepas en cuanto a velocidad de
fermentacion. Esto sugiere que, en este ensayo, el comportamiento cinético de las tres
L. thermotolerans fue comparable durante el periodo inicial de fermentacion.

El hecho de mantener a L. thermotolerans como Unica especie durante siete dias,
aunque poco habitual en condiciones comerciales, responde a una estrategia
deliberada orientada a maximizar la produccion de acido lactico antes de lainoculacion
de S. cerevisiae. Esta practica puede suponer un riesgo si S. cerevisiae no consigue
implantarse adecuadamente, pero también puede ofrecer un mayor impacto en la
acidificacién del vino si se controla adecuadamente el proceso (Su et al., 2024).

Tras la inoculacién de S. cerevisiae al séptimo dia, la fermentacidon continué sin
interrupciones aparentes. No obstante, se aprecia una leve ralentizacion en la
disminucidon de ladensidad en los depésitos 223y 227 durante los dias inmediatamente
posteriores a la inoculacion. Esta diferencia podria estar relacionada con un posible
retraso en laimplantacion de S. cerevisiae. Como sefalan estudios previos como Gobbi
et al. (2013) y Benito (2018), la introduccién tardia de S. cerevisiae en un medio ya
colonizado por L. thermotolerans puede condicionar su implantacién, aunque
finalmente tiende a dominar el proceso debido a su mayor tolerancia al etanol y su
eficiencia fermentativa. Por el contrario, en el depdsito 227 no se observa ralentizacién,
y la cinética de fermentacién sigue una tendencia lineal constante. Este
comportamiento podria deberse contaminacién cruzada con S. cerevisiae en el medio
o que L. thermotolerans no logré imponerse sobre las levaduras indigenas de la uva, lo
que habria evitado una fase de adaptacién tras la inoculacién formal.

Sin embargo, estas similitudes en la cinética de las tres cepas L. thermotolerans no se
tradujeron en un comportamiento homogéneo en cuanto a produccién de acido lactico,
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uno de los principales objetivos enoldgicos del uso de esta especie. La cepa de Agrovin
(depdsito 223) fue la Unica que produjo una concentracion apreciable de acido lactico
(1,30 g/L), mientras que las cepas de Vason y AEB mostraron valores practicamente
residuales, similares al control fermentado Unicamente con S. cerevisiae. Esta
diferencia, claramente marcada, pone de manifiesto la gran variabilidad intraespecifica
que existe entre cepas comerciales de L. thermotolerans en cuanto a su metabolismo
acidificante (Vicente et al., 2023).

En el presente ensayo, la produccién de acido lactico por parte de la cepa de Agrovin
mostré un aumento claro a partir del tercer dia de fermentacién, alcanzando un valor
visiblemente superior al del resto de depdsitos en el cuarto dia. Este comportamiento
coincide con lo descrito por Vaquero et al., (2021), quienes afirman que L.
thermotolerans produce su mayor cantidad de acido lactico entre los dias 4 y 6 de
fermentacion, dependiendo de su competitividad frente a otras levaduras. Este
momento de maxima actividad metabélica puede resultar clave para su eficacia como
herramienta microbioldgica.

En fermentaciones secuenciales realizadas en laboratorio, algunos autores han
reportado concentraciones de acido lactico de hasta 16,8 g/L (Morata et al., 2018), lo
que demuestra el potencial acidificante de ciertas cepas cuando se dan condiciones
Optimas. No obstante, estos valores rara vez se alcanzan a escala de bodega. Por
ejemplo, en el estudio de Zhang et al., (2023), donde se compard la fermentacién con L.
thermotolerans en ambas escalas, se observé que en condiciones piloto la produccion
de acido lactico fue considerablemente mas baja que en laboratorio. Esta diferencia se
atribuyd a factores como la menor competitividad de L. thermotolerans frente a la
microbiota nativa de la propia uva, las condiciones de estrés asociadas al proceso real
(temperatura, oxigenacion, disponibilidad de nutrientes) y la dificultad para mantener el
dominio efectivo de la levadura durante los primeros dias.

En este ensayo, todas las cepas fueron inoculadas segun las recomendaciones del
fabricante y tuvieron el mismo tiempo de actuacion antes de incorporar S. cerevisiae.
Por tanto, las diferencias observadas en la produccion de acido lactico parecen estar
principalmente asociadas a la cepa utilizada, mas que al protocolo fermentativo.
Mientras Agrovin mostré un comportamiento acidificante relevante, las otras dos cepas
no ofrecieron mejoras significativas respecto al control, lo que cuestiona su idoneidad
como herramienta microbioldgica para corregir la acidez en vinos elaborados en
condiciones reales de bodega.

Aunque el acido lactico fue el principal parametro evaluado para caracterizar la
capacidad acidificante de L. thermotolerans, los resultados también mostraron
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diferencias significativas en la acidez total entre los depdsitos. Los tres vinos
elaborados con L. thermotolerans, independientemente de la cepa utilizada,
presentaron valores superiores al control fermentado Unicamente por S. cerevisiae. El
incremento fue mas marcado en el caso de la cepa de Agrovin, pero también se
observaron aumentos significativos en los vinos de Vason y AEB, en comparacion con el
valor del control. Estos resultados indican que, a pesar de las diferencias en la
produccion de acido lactico, todas las cepas evaluadas contribuyeron a mejorar la
acidez total del vino respecto al testigo.

Esto sugiere que la acidificacion observada no se debe unicamente al acido lactico,
sino que podrian estar implicados otros acidos organicos generados durante la
fermentacion. Diversos estudios han senalado que ciertas cepas de L. thermotolerans
pueden producir, en menor proporcion, otros acidos como el succinico (lzquierdo-
Canas et al., 2025; Vicente et al., 2022). La magnitud de este efecto depende tanto del
perfil metabdlico de la cepa como de las condiciones de fermentacion, incluyendo la
disponibilidad de nitrégeno, el pH inicial del mosto y el momento de inoculacion de S.
cerevisiae. En este estudio no se midieron individualmente todos los acidos organicos
presentes, por lo que no es posible atribuir de forma especifica el aumento de la acidez
a compuestos concretos.

En cuanto aladisminucién del acido malico, esta fue visible en todos los depdsitos, con
pequenas diferencias entre ellos. Esto podria estar relacionado con la propia actividad
metabolica de las levaduras. Algunos estudios han descrito que ciertas cepas pueden
consumir pequenas cantidades de acido malico durante la fermentacion (Ribéreau-
Gayon et al., 2006), aunque no se trata de un rasgo especialmente relevante en
comparacién con otras especies como Schizosaccharomyces pombe, que son
conocidas por su capacidad descarboxilativa (Vicente et al., 2022). En cualquier caso,
el consumo de malico observado fue limitado y no parece haber tenido un impacto
determinante sobre el perfil 4cido final de los vinos.

El contenido de acido acético fue ligeramente superior en el depdsito con la cepa de
Agrovin, mientras que las otras dos cepas de L. thermotolerans no presentaron
diferencias significativas respecto al control. Aunque elvalor mas alto se mantiene muy
por debajo del umbral sensorial (en torno a 0,3 g/L), destaca en comparacién con el
resto. Este aumento podria estar relacionado con una mayor actividad fermentativa o
con una menor tolerancia al etanol en etapas avanzadas de la fermentacion, lo que
podria favorecer la formacion de acido acético en determinadas cepas. Tal como
sefialan Vicente et al. (2022), L. thermotolerans muestra un comportamiento variable
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en cuanto a produccién de acidez volatil, dependiendo de la cepay de las condiciones
del medio.

A pesar de las diferencias observadas en acido lactico, acidez total y acido acético, los
valores de pH fueron muy similares entre las cepas, lo cual podria atribuirse al efecto
tampodn del mosto y a la interaccidn entre los distintos acidos presentes, que atendan
el descenso del pH a pesar del incremento de la acidez total (Ribéreau-Gayon et al.,
2006).

Para finalizar, cabe comentar que, curiosamente, los niveles de acido lactico obtenidos
en ambos ensayos se situaron en valores muy similares, lo que, pese a diferencias
varietales y de condiciones fermentativas, podria interpretarse como un indicio de
cierta robustez en el comportamiento de las cepas utilizadas.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La acidificaciéon microbiolégica con L. thermotolerans no resultd eficaz en las
condiciones evaluadas, a pesar de tratarse de una estrategia ampliamente
documentada en la literatura cientifica. Aunque se observé un ligero incremento de
acidez respecto al control, ninguna de las tres cepas comerciales ensayadas fue capaz
de alcanzar los niveles esperados de 4cido lactico ni de reducir significativamente el pH
delvino, lo que limita su utilidad practica en el contexto de vinificaciones reales.

Estos resultados contrastan con los descritos en otros estudios realizados en
condiciones controladas, donde se reportan producciones mas elevadas de acido
lactico y efectos mas marcados sobre la acidez total y el grado alcohdlico. Esta
divergencia refuerza la idea de que el rendimiento de L. thermotolerans depende de
multiples factores, entre ellos la cepa utilizada, las condiciones fermentativas, la
composiciéon del mosto o el momento de la inoculacidon de S. cerevisiae.

De cara a futuros trabajos, seria recomendable ampliar el nimero de cepas ensayadas
y evaluar su comportamiento bajo condiciones homogéneas y controladas, asi como
realizar un seguimiento microbioldgico que permita verificar laimplantacion efectiva de
L. thermotolerans. También se sugiere estudiar la influencia de la adicidon de nutrientes,
analizar mas parametros fermentativos, y completar los ensayos con un analisis
sensorial de los vinos obtenidos, a fin de valorar el impacto global de esta estrategia
enoldgica.
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9. ANEXOS

ANEXO 1. Fichas técnicas de las levaduras

@ I FICHA TECNICA

10C 18-2007
LEVADURAS SECAS ACTIVAS

Franqueza, nitidez, fructofilia y toma de espuma

N APLICACIONES ENOLOGICAS

10C 18-2007 hasido seleccionada por el I0C a partir de las mejores levaduras indigenas de la toma de espuma de los vifiedos de
Champagne.

Es una levadura especialmente recomendada para:

* Latoma de espuma,

* La fermentacién de mostos dificiles,

* La fermentacién a baja temperatura,

* Lareanudacién de la fermentacion.

Permite elaborar vinos netos y francos gracias a su gran tolerancia al etanol y a su poder fructofilico. Su gran capacidad de
adaptacién a los medios mas dificiles (pH muy bajo y temperaturas bajas) permne un consumo rapido y completo de los
azucares, al mismo tiempo que se evita la produccién de comp secund. ir dos. De este modo permite preservar
las caracteristicas del terroir.

AN CARACTERISTICAS ENOLOGICAS

* Especie: Saccharomyces cerevisiae galactose-. * Velocidad de fermentacién: rapida.

* Factor Killer: K2 activa. * Produccion de acidez volatil: baja a moderada.

* Resistencia al alcohol: elevada (15 %vol.) * Produccién de SO2: muy baja.

* Necesidad de nitrégeno: baja. Utilizar preferentemente nutrientes * Formacién de espuma: baja.

complejos para evitar la aparicién de olores azufrados. * Compatibilidad con las bacterias lacticas en
= Garantiza fermentaciones regulares entre 8 °Cy 30 °C. coinoculacién/en inoculacién secuencial: baja/
* Fase de latencia: corta. moderada.

A DOSIS Y MODO DE EMPLEO

* Vinificacién : -enblancos: 10220 g/hL
-entintos: 20225 g/hL
* Reactivacién de la fermentacion : 20 a 40 g/hL (preparacién de un pie de cuba)
* Toma de espuma [método tradicional) : 10 a 20 g/hL (preparacién de un pie de cuba)

* Rehidratacion:

Rehidratar con 10 veces su peso enagua a 35-37 °C. Es esencial rehidratar la levadura en un recipiente limpio.

Respetar escrupulosamente |as temperaturas; no introducir |as levaduras en una solucién con una temperatura superiora 40 °C.
Agitarst 1te ydejar reposar 20 minutos. Se recomienda vivamente la utilizacién del protector de levadura HYDRAPC
en fase de rehidratacién.

= Preparacién de la levadura:

Tras la rehidratacion, es necesario aclimatar la levadura a la graduacién alcohélica y alas condiciones especificas de los vinos (pH,
azucares, SOz, temperatura, etc...). Para ello, realizar un pie de cuba de 12 a 24 horas que debe ir seguido de una fase de
multiplicacién de unos 3 dias apr ente. Esta fase p obtener un ferr activoy lo suficientemente concentrado
para realizar la formacion de espuma. Seguir las recomendaciones de su enélogo.
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I O c FICHA TECNICA

Révélons votre différence

10C 18-2007: Una levadura fructofilica

N

Fructosa, glucosa y seguridad de la fermentacién

Para completar la fermentacién alcohdlica, las levaduras tienen que transformar toda la glucosa y la fructosa del mosto.
Desafortunadamente, éstas muestran una mayor a nidad por la glucosa que por la fructosa. Tanto es asi que, en el caso de
fermentaciones lentas, a menudo se pone a prueba su capacidad para consumir la fructosa residual. Y en las paradas de
fermentacion, donde en general la mayor parte del azdcar residual es fructosa, la fermentacion se hace dificil.

La afinidad por la fructosa varia en funcién de la levadura

No todas las levaduras muestran el mismo grado de mayor preferencia porla glucosa que porlafructosa. Para algunas de ellas,
la diferencia en el consumo de los dos azdcares es menor, es decir que abandonan menos la fructosa en favor de la glucosa.
Este es el caso de las levaduras Saccharomyces cerevisiae galactosa - : su indice fructofilico es generalmente superior que el
delaslevaduras S. cerevisiae clasicas (denominadas galactosa +).10C 18-2007, que pertenece a este grupo de levaduras GAL-,
muestra por tanto una capacidad fructofilica natural por encima de la media .

Levaduras GAL- et GAL+ :

Una capacidad para consumir fructosa muy diferente
En medio MS300 260g/L Gle/Fru [ratlo 1:1); T=24'C; dosis levadura 25g/hL

o 4.0
=

£ 35

e

xé 3.0

-

» 25

o©

® 2.0

8

E 1.5

& 410 )

10C 18-2007: levadura GAL - Levaduras GAL + (media)

(media de 11 cepas galactosa +conocidas por
su capacidad para agotar los azdcares)

CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

N

* Levaduras reactivadas : >10000 millones de células/g
* Pureza microbiolégica : menos de 10 levaduras indigenas por millén de células

ENVASE Y CONSERVACION

* Bolsas de aluminio polietileno de 500 g al vacio.
Conservaren lugar fresco y seco
Una vez abierto, el producto debe ser utilizado rapidamente.

e H & Lainformacion contenida en este folleto corresponde a la
Institut Enobg'que de Champagna Tél+33 [013 265196 00 que disponemos en el estado actual de p(:mestros
Z| de Mardeuil - Allée de Cumiéres Fax +33 (0)3 26 51 02 20 conocimientos.No impide alos usuarios tomar sus propias

precauciones y realizar sus propios ensayos. Se debe
BP 25 - 51201 EPERNAY Cedex France www.loc.eu.com minuciosamente respetar toda reglementacion vigente.

VERSION 14-03-14/A
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a/agro‘"n Levaduras Ficha técnica

vinifermn ns CHANCE

Biotecnologia contra el cambio climatico

CARACTERISTICAS

Levadura no-Saccharomyces cepa Lachancea thermotolerans seleccionada por su elevada capacidad de sintesis
de acido lactico. El uso de Viniferm NS CHANCE permite resolver el problema de pérdida de acidez en vinos,

generado por el cambio climatico. Favorece la elaboracion de vinos mas longevos, complejos y untuosos.

ORIGEN

Viniferm NS CHANCE nace tras varios anos de investigacion junto con la Universidad Complutense de Madrid en

el marco del proyecto de investigacion LOWpHWINE.

[=]%0 =] LOWPAINE

N Contro prrael UNION EUROPEA
1 . Dasarrolle Fonao Eurspes de.
E _ d ;‘1 B soncon v Tercligioo Desarrs lo Rogional {FEDER)
TOL Y sienn

Indusurial i merera de tocer Encga

CUALIDADES ORGANOLEPTICAS

Viniferm NS CHANCE no solo presenta un elevado poder de acidificacion -mayor formacion de acido lactico- sino
que incrementa la complejidad aromatica, acentla la untuosidad y suavidad -por formacion de glicerol- y da

lugar a vinos con baja acidez volatil debido a su rapida implantacion.

APLICACION

La cepa Lachancea thermotolerans presenta un poder fermentativo moderado, de forma que en la elaboracion de
vinos con esta levadura se debera realizar una fermentacion secuencial con Saccharomyces cerevisiae.

La dosis de inoculo de Viniferm NS CHANCE y el momento de adicion de la levadura Saccharomyces cerevisiae
seran fundamentales en la formacion del acido lactico

AGROVIN.S.A Avda. de los vinos, s/n - P.I Alces - 13600 Alcazar de San Juan ( Ciudad Real ) Tel: +34 926 55 02 00 - Fax: +34 926 54 62 54 agrovin.com

La informacion detallada en la presente ficha técnica responde a nuestro conocimiento actual. La empresa no se responsabiliza del uso inadecuando G fuera del marco del marco legal de utilizacion del producto.
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a/agro‘"n Levaduras Ficha técnica

Acido lactico (g/L)
6

5 Contenido en acido lactico en vinos

4 obtenidos con distintas dosis de
adicion de Viniferm NS CHANCE e
inoculacion de S. cerevisiae a

2 distintos tiempos. En la gréfica se

indica el momento en el que se

inocula la levadura Saccharomyces

0 — — e ra— —— o o o cerevisiae y la dosis de Viniferm NS
oh oh 24 h 24 h 48h 48h 72h 72h CHANCE emplead.
10 g/hl 20 g/hl 10 g/hl 20 g/hl 10 g/hl 20 g/hl 10 g/hl 20 g/hl i

Momento de
inoculacion de
S. Cerevisiae

Produccion de Dosis de Viniferm

acido lactico NS CHANCE

0-15g/l 10 g/rL 24 horas
T *Concentraciones de acido lactico superiores a 2

15 del 20:8/hL 2ithoras g/1 pueden inhibir la fermentaciéon malolactica.

PROPIEDADES ENOLOGICAS

Poder fermentativo Medio (<10 %/ %vol)
Temperatura de trabajo 16-25°C

Necesidades nutricionales Media (nitrégeno organico)
Rendimiento alcohélico Bajo

Resistencia al sulfuroso Moderada (<30 ppm)
Formacion de acidez volatil Baja

MODO DE EMPLEO

Para obtener los mejores resultados es indispensable asegurar la buena implantacion de la cepa en el medio,
por lo tanto es importante:

- Mantener una buena higiene en la bodega.

- Anadir la levadura lo antes posible.

La informacion detallada en la presente ficha técnica responde a nuestro conocimiento actual. La empresa no se responsabiliza del uso inadecuando G fuera del marco del marco legal de utilizacion del producto.

AGROVIN.S.A Avda. de los vinos, s/n - P.I Alces - 13600 Alcazar de San Juan ( Ciudad Real ) Tel: +34 926 55 02 00 - Fax: +34 926 54 62 54 agrovin.com
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a/agro‘"n Levaduras Ficha técnica

- Respetar la dosis prescrita.
- Rehidratar bien la levadura.

Rehidratacion:

1.- Afadir las levaduras secas en 10 veces su peso en agua a 35 °C - 40 °C (10 litros de agua por 1 kg de levadura).
2.- Esperar 10 minutos.
3.- Agitar la mezcla.

4.- Esperar 10 minutos e incorporar al mosto, procurando que no haya una diferencia de mas de 10 °C entre el
medio rehidratado y el mosto.

Precauciones de trabajo:
- En cualquier caso, la levadura no debera estar rehidratandose mas de 30 minutos en ausencia de azlcares.

- El respeto del tiempo, temperatura y modo de empleo descrito garantizan la maxima viabilidad de la levadura
hidratada.

ASPECTO FisICO

Granulos de color tostado, desprovistos de polvo.

ASPECTO FisICO

Paquetes de 500 g envasados al vacio en envuelta multilaminar de aluminio en cajas de 10 kg.

PROPIEDADES FiSICOQUiMICAS Y MICROBIOLOGICAS EP 894 (rev.0)
Recuento de levaduras (Saccharomyces spp.) [UFC/g] > 10"
Otras levaduras [UFC/g] <108
Mohos [UFC/g] <10°
Bacterias lacticas [UFC/g] <108
Bacterias acéticas [UFC/g] <10*
Salmonella [UFC/25 g] Ausencia
£ coli[UFC/25 g Ausencia
Staphylococcus aureus [UFC/g] Ausencia
AGROVIN.S.A Avda. de los vinos, s/n - P.I Alces - 13600 Alcazar de San Juan ( Ciudad Real ) Tel: +34 926 55 02 00 - Fax: +34 926 54 62 54 agrovin.com

La informacion detallada en la presente ficha técnica responde a nuestro conocimiento actual. La empresa no se responsabiliza del uso inadecuando G fuera del marco del marco legal de utilizacion del producto.
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aggrOVIn Levaduras Ficha técnica

Coliformes totales [UFC/g] < 10?

Humedad [%] <8

Pb [mg/kg] <2

Hg [mg/ke] &

As [mg/kgl <3

Cd [mg/kgl <1
CONSERVACION

El producto conforme a los estandares cualitativos se conserva en su envase sellado al vacio durante un periodo
de cuatro anos en lugar fresco y seco, ausente de olores.

Una vez abierto debe emplearse lo antes posible.

Eventuales exposiciones prolongadas a temperaturas superiores a 35° Cy/o con humedad reducen su eficacia.

RGSEAA: 31.00391/CR

Producto conforme con el Codex Enologico Internacional y el Reglamento (UE) 2022/68

La informacion detallada en la presente ficha técnica responde a nuestro conocimiento actual. La empresa no se responsabiliza del uso inadecuando G fuera del marco del marco legal de utilizacion del producto.

VINIFERM NS CHANCE /Rev.0/ Fecha: 09/05/2023

AGROVIN.S.A Avda. de los vinos, s/n - P.I Alces - 13600 Alcazar de San Juan ( Ciudad Real ) Tel: +34 926 55 02 00 - Fax: +34 926 54 62 54 agrovin.com
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TECHNICAL DATA SHEET OF:10/06/2022 W

VIW® SHIELD LT

Lachancea thermotolerans

PRODUCT
E .
Selected Non-Saccharomyces yeast for enological use.

CHARACTERISTICS
: a

VIW® SHIELD LT is excellent for bioprotection as well as for the first steps of the alcoholic
fermentation. VIW SHIELD LT predominates over the native microflora, and it is present
during the first stage of the fermentation.

Itis able to yield a good fermentation in the temperature range from 15 to 25 °C, until the
ethanol concentration reaches 10% (V/V). VIW® SHIELD LT produces lactic acid that
gives more freshness and roundness to the wine, as slightly decreases the ethanol
content.

E USES
g
Because of these characteristics, VIW® SHIELD LT is a strain particularly recommended
to manage bioprotection and the first steps of alcoholic fermentation, in order to produce
wines with great freshness and sweetness, full body and structure.

For the use of VIW® SHIELD LT, please follow the legal regulations in force.

ENOLOGICA Enologica Vason S.p.A.

etro in Cariano (VR - Italy | Tel. +39 045 685901 X +3Q 045 7725188

)
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TECHNICAL DATA SHEET OF:10/06/2022 W

VIW® SHIELD LT

Lachancea thermotolerans

DIRECTIONS FOR USE
a

Be sure to add VIW® SHIELD LT without addition of SO2.

Add the necessary quantity of yeast in ten parts of tepid water (25°C) containing 1 to 2
% sugar. After 30 minutes, stir and gradually add to the filtered and sulfured must,
taking care not to produce sharp drops in temperature.

In order to facilitate the multiplication of the yeast cells, the substrate must not contain
more than about 2% sugars, and must be properly aerated. At this stage it is recom-
mended the use of fermentation activators such as X-PRO® VERVE in ratio 11 is
recommended. For more detailed information about the management of the nutrients
and the best use of the yeast, please consult our technical service and the official
procedures.

DOSAGE

Bl
il

20 g/hL

PACKAGING

The product comes vacuum-packed in 500g polylaminate bags.

STORAGE

The product should be stored in a cool and dry environment. In such conditions it
keeps its viability until the expiration date reported on the label.

HAZARDOUSNESS

Based on the current European regulations the product is classified: not hazardous.

ENOLOGICA Enologica Vason S.p.A.

etroir riano (VR - ltaly | Tel +3Q 045 6859017 | Fax +30 045 7725188
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ENOLIA
LEVULIA® ALCOMENO

Levadura ecoldgica no-Saccharomyces para la produccién
de vinos respetando los equilibrios dcidos.

Guyol

INTERESES ENOLOGICOS

LEVULIA ALCOMENO es una cepa de levadura no Saccharomyces resultante de un programa de investigacion
sobre ecologfa microbiana. Esta seleccion desarrollada en diferentesterrenos de Borgofia se llevd a cabo en colaboracion
con la Université de la Vigne et du Vin (UVV) de Dijon.

LEVULIA ALCOMENO pertenece a la especie Kluyveromyces thermotolerans, una cepa de levadura presente de
forma natural en la uva que contribuye a la complejidad organoléptica del vino desde la fase de pre-fermentativa.

Su metabolismo conduce a una importante produccién de acidos organicos como el dcido ldctico y por ello aporta
al vino frescura y equilibrio en boca. Esto se traduce en un aumento neto de la acidez total y una disminucién del pH
del vino.

A nivel analitico, los vinos fermentados con LEVULIA ALCOMENO se diferencian por una disminucién del
contenido alcohdlico y un aumento del dcido lactico. Estas variaciones fisico-quimicas dependen de la variedad de uva,
las condiciones climticas y la calidad de la introduccién de la levadura en el mosto.

LEVULIA ALCOMENO puede asegurar una fermentacion alcohdlica de al menos un 7% vol. Se utiliza en
inoculacién secuencial. El momento de la inoculacion con una levadura de la especie Saccharomyces cerevisiae, de la
gama LEVULIA o FERMOL, dependerd del objetivo de correccién de la acidez al que aspire el endlogo.

pagne

COMPOSICION Y CARACTERISTICAS TECNICAS

* Cepa: Kluyveromyces thermotolerans. Produccién ecoldgica.
* Células vivas > 10'° UFC/g

Para uso enoldgico, conforme al Cédigo Enoldgico Internacional.

Caracteristicas de fermentacion:

* Tolerancia al alcohol: 7,2 %Vol.

* Necesidad de nitrégeno: medio.
* Disminucién del grado alcohdlico.
* Baja produccién de acidez voltil.

Referenda : LEVULIA_ALCOMENO_TDS_ES_| 16042 |_OENOLIA_Es;

@AEB

AEB IBERICA SA. « Avda. Can Campanya, s/n. Pol. Ind. Conde de Sert * 08755-Castellbisbal, Barcelona (ES) « +34 937720251 « aebiberica@aebiberica.es - www.aeb-groupcom
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\/

ENOLIA

LEVULIA® ALCOMENO

DOSIS DE EMPLEO
30 g/hl.

FORMA DE EMPLEO

En unrecipiente limpio, rehidratar la levadura en 10 veces su peso usando agua caliente (no clorada si es posible) a 25-
30°C y mezclar suavemente. Esperar 20 minutos antes de afadir un volumen igual de mosto del depdsito a inocular.
Repetir esta operacion hasta que la diferencia entre la temperatura de la levadura y la del mosto no sea inferior a
10°C. Afadir la levadura al depdsito y mezclar con ayuda del remontado. Esperar de 24 a 72 horas antes de inocular
una cepa de Saccharomyces cerevisiae.

INFORMACION ADICIONAL

* Cepa sensible al SO,
* En caso de condiciones de fermentacion dificiles (TAP alto, temperaturas extremas, baja turbidez, uvas alteradas,
etc.) recomendamos el uso de FERMOPLUS ENERGY GLU 3.0 (de 5a |5 g/hL) en el agua de rehidratacion de

la levadura.

CONSERVACION Y CONFECCION

Conservar en un sitio seco e inodoro, preferiblemente a una temperatura entre 4 y 7° C. Conservar cerrado, en
frigorifico, después de abierto.

* Paquete de 500g en cajas de 10 kg

pagne

Referencia: LEVULIA_ALCOMENO_TDS_ES_| 160421 _OENOLIA_Es;

GAEB

AEB IBERICA SA. « Avda. Can Campanya, s/n. Pol. Ind. Conde de Sert « 08755-Castellbisbal, Barcelona (ES) « +34 937720251 « aebiberica@aebiberica.es - wwwaeb-groupcom
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ANEXO 2. Composicion de los nutrientes

FERMOPLUS"® Blanc

L N S N N N N N N N N N N N NN NYE )

Nutriente para vinificacion de mostos de uva blanca FREE

LR S R N N R S N N N S N R N R R R A N R )

-» DESCRIPCION TECNICA

Efectos sobre la cinética de fermentacion Fermoplus Blanc es un bioregulador completo que aporta las
sustancias nutritivas necesarias para completar la fermentacion.

Contiene celulosa para mantener homogeneamente dispersas las levaduras durante la fase fermentativa,
adsorbiendo eventuales toxinas presentes en el medio. Las manoproteinas permiten finalizar las
fermentaciones en tiempos reducidos (hasta el 20%).

Efectos organolép ticos: el aporte de sustancias nutritivas es importante sobretodo en mostos clarificados
en los que se desean elevar las caracteristicas de frescura y las notas aromaticas florales y afrutadas.
La adicion de tanino y el aporte de manoproteinas, contribuyen a dar un mejor gusto y persistencia
aromatica a los vinos.

Principales aplicaciones: esta indicado para todos los mostos blancos clarificados, donde se quiera hacer
resaltar las caracteristicas organolépticas de tipicidad.

-» COMPOSICION Y CARACTERISTICAS TECNICAS

Paredes celulares de levaduras, fosfato amodnico bibdsico, tanino eldgico, suspensivante inerte,
clorohidrato de tiamina (vitamina B1).
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FERMOPLUS® Energy Glu 4.0

L N N N N R NN R RN NE )

Nutriente para la rehidratacion de la levadura rico en oligoelementos
altamente asimilables y glutatién

P N L N T I R A A R A N N Y L R R R N N R A S R o R A R R RN )

FERMOPLUS Energy Glu 4.0 es la nueva frontera en nutrientes para la rehidratacién que permite
rehidratar la levadura con agua a una temperatura de aproximadamente 20°C. Se trata de una férmula
que, gracias a los aminodcidos especificos disponibles, los esteroles, el glutation natural y los minerales,
permite una rehidrataciéon acorde con la creciente orientacién de las empresas hacia un ahorro energético,
sin interferir negativamente en el crecimiento celular.

FERMOPLUS Energy Glu 4.0, gracias a su formula rica en aminoacidos y vitaminas naturales, permite
obtener una levadura que, desde su reactivacién, tiene un vigor significativamente superior al normal,
influyendo positivamente en su velocidad de multiplicacién. Al propercionar aminodacidos directamente
asimilables, FERMOPLUS Energy Glu 4.0 hace que la célula no necesite sintetizarlos, ahorrando asi la
energia que puede dedicar a su multiplicacion, especialmente en la fase de hidratacion, donde el gasto
energético es mayor.

FERMOPLUS Energy Glu 4.0, gracias a los esteroles naturales y los oligoelementos minerales, permite
mantener una fluidez de membrana superior a las versiones anteriores de productos similares; garantiza
un inicio perfecto de la fermentacion y su continuacién regular, gracias a la elevada elasticidad de la
membrana celular rehidratada en presencia de estos compuestos.

FERMOPLUS Energy Glu 4.0, a través de una especial lisis enzimatica de las células de levadura, logra
aumentar el contenido de glutatidn, que actia come antioxidante, asegurando las mejores condiciones
para obtener el maximo rendimiento de la fermentacion y reducir el envejecimiento celular. Esta
nueva frontera en nutricion permite a las levaduras expresar completamente sus caracteristicas, que
normalmente no se alcanzan debido a las alteraciones metabdlicas.

Aunque en todas las bodegas se dispone de agua caliente e instrumentos para medir su temperatura,
durante la vendimia no se garantiza la rehidratacion de la levadura en el agua segun los parametros
requeridos (38°C). Esto claramente afecta la calidad de la fermentacién.

Gracias a FERMOPLUS Energy Glu 4.0, es posible solucionar este problema, ya que el nutriente
acelera los tiempos de multiplicacién y favorece la prevalencia sobre las cepas indigenas. La posibilidad
de operar a una temperatura de aproximadamente 20°C permite optimizar las operaciones de |la bodega
y ahorrar tiempo y energia que se requiere para calentar el agua hasta 38°C, lo que permite obtener los
mismos resultados.

Paredes celulares de levaduras, autolisados de levaduras, fosfato de amonio dibasico, clorhidrato
de tiamina (vitamina B1)

IPLUS_ENERGY_GLU_4_0_TDS_ES_0040924_0ENO_Spain
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X-PRO
VERVE

Autolisados de levadura y levaduras inactivas de alto valor nutritivo.

X-PRO® VERVE es un activador de fermentacion integral, de nueva generacion Su composicion, resul-
tado de amplios estudios y experimentos. tiene en cuenta los mejores resultados que se pueden
cbtener con el proceso X-PRO® para la produccion de derivados de levadura. Se trata de procesos
fisicos realizados en un entorno anasrdbico. que mantiensen intactas las estructuras de los valiosos
nutrientes gue contienen de forma natural las levaduras frescas

El proceso X-PROE aplicado a la produccion de activadores para la fermentacion es capaz de garanti-
zar productos integrales, muy ncos en microelementos v cofactores que. al mismo tiempo. posesn
destacadas caracteristicas nutricionales y regulan adecuadamente el redox para la conservacion de los
aromas primarnos de la uva vy el reequilibrio natural de las reacciones ocxdativas en la matriz polifendlica
Compuesto por levaduras inactivas y autolisados ricos enesteroles, microelementos. cofactores.
¥-PRO® VERVE esta intencicnadamente desprovisto de fuentes de nitrogeno amoniacal, parainducir a
la levadura a la utilizacion de elementos organicos, necesanios para la formacion de complejos
enzimaticos, sustancias aromaticas, etc

¥-PRO® VERVE garantiza un elevado aporte organico de APA, conun considerable efecto de biorregu-
lacion de la fermentacion.

FICHA TECHNICA DEL: 27/05/2024 H
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dagrovin Nutrientes Ficha técnica

Actimax NATURA

Activador organico para fermentacion alcoholica.
Maxima expresion varietal. Liberacion activa de aminoacidos.

CARACTERISTICAS

Actimax NATURA es un nutriente arganico para fermentacion alcohalica de uva y mosto. Constituye una fuente
muy rica en nitrégeno organico (aminoacidos libres).

El nitrogeno arganico, constituido por aminoacidos, es deficitario en la mayoria de los procesos de fermentacion
alcohalica. Actimax NATURA propaorciona un aporte equilibrado de aminoacidos y vitaminas en la fase inicial de
fermentacian, reduciendo la aparician de problemas en su fase final La disponibilidad de aminoacidos optimiza
la calidad organoléptica de los vinos. Por un lado, los aminoacidos son precursores de aromas fermentativos.
Por otro, el aporte equilibrado de aminoacidos permite una correcta sintesis de las enzimas responsables de la
revelacion de precursores varietales (glicosidasas, liasas). Ademas, limita la produccion de acido sulfhidrico y
por tanto evita la generacion de defectos de reduccian. La correccion del NFA con este preparado no presenta
riesgos de subida de temperatura ni desviaciones sensoriales.

Proporciona aminoacidos para la generacion de proteinas de transporte y enzimas. Asegura el contenido de
nitrageno facilmente asimilable (NFA) evitando asi la necesidad de empleo sales de amanio.

COMPOSICION

Levadura de autolisis completa (Saccharomyces cerevisiae). Cepa especifica seleccionada, crecida en medio rico
en nutrientes. Importante fuente de aminoacidos primarios, de asimilacion lenta. Inactivada térmicamente y
totalmente autolisada, para la mayor disponibilidad de los recursos nitrogenados. Se trata de un producto
natural y no modificado genéticamente.

Una dosis de 30 g/hl de Actimax NATURA cede al mosto:

La infarmacién detallada en la prese me ficha téCnica responde a nuestro conocimien Bl La @mpresa no se responsabiliza del uso inadecuando O fuera del marco del marco legal de utilzacibn del producto

Nitrogeno facilmente asimilable (NFA) 44 mg/l
Nitrogeno organico (aminoacidos, NOPA) 40 mgfl
AGROVINES.A dvda. de los vinos, &/n - PJ Alces - 13800 Alcdzar de San Juan [ Ciudad Real ) Tel: +34 926 55 02 00 - Fax: +34 926 54 62 64 angVlﬂxCDm

44



Julia Arroyo Arroyo

ANEXO 3. Datos complementarios

Evolucion del pH durante la fermentacion
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