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RESUMEN:

La diferencia en la cinética de consumo de la glucosa respecto a la fructosa durante la
fermentacidn por parte de Saccharomyces cerevisiae resulta en un retraso o parada de la
misma. Este problema ha conducido al estudio de la levadura fructofilica del vino como
Candida zemplinina para su aplicacidon en el restablecimiento de la proporcién éptima
glucosa/fructosa del mosto o bien para la eliminacién de los azucares residuales del vino.
Quedando supeditada su aplicacion de forma general a la disponibilidad de C. zemplinina en
forma de LSA. En el presente estudio hemos desarrollado un protocolo para la preparacion
de LSA de C. zemplinina que alcanza una viabilidad de hasta un 40%. Ademas, su
desempefio en indculos mixtos en microvinificaciones resulté en una mayor complejidad
organoléptica en comparacion con los vinos obtenidos con S. cerevisiae.
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1. Introduccion

La capacidad fructofilica de la levadura vinica C. zemplinina puede ser de gran utilidad
para la prevencién de paradas de fermentacidn producidas por la sensibilidad de S. cerevisiae a
fermentar eficientemente mostos donde la fructosa presenta mayor concentracion en la
proporcién fructosa : glucosa [1]. Se mostré que el restablecimiento de este equilibrio
mediante la adiciéon de glucosa permitia reactivar la fermentacién mediada por cepas de S.
cerevisiae sensibles, o bien por el mantenimiento del equilibrio mediado por la capacidad
fructofilica de C. zemplinina [2, 3]. Los vinos producidos con indculos mixtos S. cerevisiae/C.
zemplinina presentan un enriquecimiento en acetoina, acetaldehidos, acido succinico y niveles
elevados de glicerol respecto a los producidos Gnicamente con S. cerevisiae [4]. Para lograr que
C. zemplinina se vuelva una herramienta biotecnolégica, tanto para aplicaciones puntuales
durante la fermentacion o bien para inducir cambios organolépticos del vino, ha de poderse
comercializar en formato de Levadura Seca Activa (LSA), reduciéndose asi gastos de
almacenado y transporte, y asegurando la pureza del indculo.

Debido a la capacidad fructofilica de C. zemplinina, la cual puede ser necesaria en
algunos momentos puntuales de Ila fermentacion o para acentuar caracteristicas
organolépticas del vino, se podrian realizar indculos mixtos de C. zemplinina y S. cerevisiae.
Para que estos indculos puedan ser una herramienta biotecnoldgica para los endlogos,
deberian poder comercializarse como LVSA (levadura vinica seca activa), formato para el cual
los profesionales del sector ya cuentan con las competencias requeridas para su uso.
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Consecuentemente, el objetivo de este trabajo es la obtencién de un protocolo para
obtener una cepa de C. zemplinina en formato de LVSA y evaluar su impacto en el perfil
organoléptico de un vino elaborado a partir de inéculos mixtos.

2. Material y métodos

Se evaluaron 6 cepas de C. zemplinina aisladas de mosto de uva, éstas fueron
cultivadas en agitacion constante a 100 rpm y a 322C en YPD e inoculadas con un precultivo a
una DOgq inicial de 0,250.

Se procedié a la desecacion de 5-10” células, previamente sonicadas (3 veces durante 3
s con descansos en frio de 4 s), con diferentes concentraciones de trehalosa (5%, 10%, 20% y
30%) durante 20 h con un flujo de aire a 289C [5]. Transcurridas las 20 h se rehidrataron las
células a: 30°C, 40°C y 509C; durante: 10min, 20min y 30min. Ademas de rehidratar las células
con H,0 se evaluaron la presencia de rafinosa 0,25%, 0,5mM FeSO,, 1ImM 4cido ascérbico,
5mM MgSQ,, prolina 10% y sus combinaciones.

La viabilidad celular fue evaluada mediante siembra en YPD, usando un sembrador
automatico (AES Laboratoire, Francia). Se cuantificaron las unidades formadoras de colonias
(UFC) tras haber sido incubadas a 32°C durante 48 h, mediante el software ProtoCol SR/HR
version 1.27 de Symbiosis (Cambridge, UK).

Las microvinificaciones se realizaron en 1,5 L a partir de mosto concentrado y
suplementado con 300 mg:-L™ de nitrégeno asimilable. Al dia 4 se habfa consumido el 50% de
los azticares totales, cuando las fermentaciones fueron complementadas con 50 mg-L™" de
fructosa. Los componentes volatiles principales fueron determinados por el Laboratorio de
Analisis del Aroma y Enologia (Zaragoza, Espafia).

3. Resultados

Se evaluo la tolerancia a la deshidratacion de 6 cepas de C. zemplinina en diferentes
puntos de crecimiento para determinar la tasa de viabilidad para cada cepa en diferentes
estados fisiologicos (Fig. 1). Todas las cepas evaluadas presentaron perfiles similares de
tolerancia a la deshidratacién, con células obtenidas entre 16 h y 24 h de cultivo en fase
estacionaria. No obstante los resultados aqui presentados corresponden a los obtenidos para
la cepa CBS1713, la cual alcanzé el mayor valor de viabilidad una vez sometida al proceso de
secado y rehidratacion.

Para la cepa C. zemplinina CBS1713 se evalud la viabilidad rehidratando las células
entre 302C y 502C durante 10 min, 20 min y 30 min (Fig. 2). Se observé una disminucion
significativa de la viabilidad en los casos en que las células se rehidrataron a 502C durante 10
min. La mayor viabilidad se obtuvo con células rehidratadas durante 30 min a 302C. De los
suplementos evaluados durante la rehidrataciéon prolina 10% duplicd la viabilidad celular,
alcanzandose un 40% (dato no mostrado).

Las microfermentaciones mixtas finalizaron al 9 dia de ser inoculadas, cuando las
inoculadas con S. cerevisiae se extendieron 5 dias mas (datos no mostrados). Los valores
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enoldgicos obtenidos aproximadamente para las diferentes fermentaciones fueron: etanol
13.5 % vol-vol™, aztcares residuales 3.2 mg:L™ y acido acético 150 mg-L™.
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Fig. 1 Viabilidad celular a diferentes puntos de la curva de crecimiento. A titulo de ejemplo de representan los
valores obtenidos para la cepa C. zemplinina CBS1713. Resultados de 3 réplicas bioldgicas + DS.
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Fig. 2 Viabilidad celular a diferentes condiciones de rehidratacion. Resultados de 3 réplicas bioldgicas * DS.

Los perfiles aromaticos obtenidos de las diferentes microfermentaciones mixtas
muestran un marcado incremento de acetato de etilo, acetato isoamilo, butirato etilo,
hexanoato etilo, octanoato etilo, alcohol isoamilico, metionol, B-feniletanol, acido butirico,
acido isovaleridnico, acido hexanoico y acido octanoico. De los 29 compuestos analizados
solamente el acetaldehido de las fermentaciones mixtas presentd un valor tres veces inferior a
las inoculadas solamente con S. cerevisiae.
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Tabla 1 Componentes volatiles producidos durante las fermentaciones mixtas y simples.

S. cerevisiae + Umbral de
Compuestos C. zemplinina S. cerevisiae  percepcién
Carbonilos, notas oxidativas y lacticas Acetaldehido 21.03+5.65 77.24+9.11 05
Acetatos, notas frutales y florales Acetato de etilo 41.10+1.57 4.29+4 .30 12.3
Acetato isoamilo 1.01+0.20 N.D. 0.03
Esteres etilicos lineales, notas frutales Butirato etilo 0.2040.01 N.D. 0.125
Hexanoato etilo 1.16+0.78 N.D. 0.062
Octanoato etilo 0.56+0.32 0.15£0.03 0.58
Decanoato etilo 0.08+0.04 N.D. 0.2
Alcoholes, notas fusel y verdes Alcohol iscamilico 101.01+£3.16 23.09+0.42 30
Metionol 2.4940.18 0.30+£0.01 1
B-feniletanol 16.55+2.57 8.22+5.82 14
Acidos, notas de queso Acido butirico 0.76+0.02 0.20+0.01 0.173
Acido isovalerianico 0.73+0.01 0.18+0.01 0.033
Acido hexanoico 3.54+0.41 0.32+0.02 0.42
Acido octanoico 8.81+0.50 1.3240.13 0.5

. g . . . o il 1
Los valores del umbral de olfaccion estdn estimados en vinos sintéticos. Los valores representados en mg-I~ de al
menos tres réplicas de fermentacion + DS.

4. Conclusiones

Se ha podido demostrar que la presencia de prolina durante la rehidratacidon tiene un
efecto positivo en la mejora de la viabilidad celular en la preparacion de C. zemplinina en
forma de LSA. La evaluacién de la LSA de C. zemplinina en inéculo mixto confirmé el aporte
organoléptico positivo de esta levadura al vino aportando notas florales, fusel y de queso.
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