Infos

MAXAFERM®

Hacia un mejor dominio de la fermentacion alcohdlica
por adicion al mosto de un biorregulador especifico:
Impacto sobre la velocidad de fermentacidn y sobre

las caracteristicas del vino.

Las languidas fermentaciones y las paradas constituyen un problema mayor para los vinifi-
cadores debido a su caréacter poco previsible.

Se producen con mayor probabilidad con mostos pobres en nitrdgeno asimilable, teniendo
una fuerte concentracion de azlcar, o provenientes de variedades tales como el Chardonnay.
Algunas parcelas viticolas estan identificadas por conducir a problemas frecuentes sin que
la causa de las dificultades de fermentacion siempre pueda ser bien identificada.

En todo caso, las dificultades de fermentacion se deben a una disminucidn progresiva de la
viabilidad de las levaduras, que es la consecuencia del efecto combinado de varios factores:
la pérdida de permeabilidad de la membrana citoplasmica de la levadura debido a una sin-
tesis de esteroles insuficiente, la adsorcion de acidos grasos toxicos, un aumento de la concen-
tracion de alcohol etilico, una disminucion de la cantidad de nitrégeno asimilable o una
fuerte concentracion de CO,.

La multiplicidad de estas causas tiene dos consecuencias: por un lado, confiere un caracter
dificilmente previsible para las dificultades de fermentacién que ningan analisis previo del
mosto permite prevenir de modo seguro; por otro, explica por qué la adicion de sales de
amonio no constituye una panacea ya que ésta solo trata el caso relativamente sencillo de
las carencias de nitrégeno asimilable.

El objetivo de este estudio era de elaborar un activador de fermentacion especifica que
pueda ser afiadido al mosto de fermentacién con el fin de prevenir (o tratar) la mayoria de
los casos de parada de la fermentacién. La formula elaborada se compone de sales de amo-
nio, de tiamina y de levaduras inactivadas térmicamente.

La cepa de Saccharomyces cerevisiae utilizada fue seleccionada por su alto contenido en
ergosteroles y en zimosteroles.

} Las principales causas de los problemas de fermentacion

Varias causas de pérdida de velocidad o de parada de la fermentacion fueron indicadas (Cuadro 1)
y se pueden clasificar en tres categorias:

m Aquellas debidas a la composicion inicial del mosto: deficiencias en nitrégeno asimilable y en
vitaminas tales como la tiamina (Bataillon y al. 1996), concentraciones elevadas de azlcares
susceptibles a fermentacion, valores bajos de pH,

= Un dominio insuficiente de los procedimientos de vinificacion durante las etapas de clarificacion,
de levadurado (eleccion inadecuada de la cepa, mala rehidratacion y aclimatado al mosto), de
oxigenacion y de control de la temperatura (Ribereau-Gayon y al. 1998; Sablayrolles, 1998),

m La produccion por las levaduras de inhibidores tales como el etanol, el gas carbonico y los acidos
grasos saturados en C8 y C10 (Lafon-Lafourcade y al. 1984).

Los problemas de fermentacion se deben raramente a una causa Unica sino mas bien a la combinacion
de varios factores que producen una pérdida de viabilidad importante de las levaduras.

Sin embargo, fue demostrado que cierta causas aparecen con mas frecuencia que otras (Sablayrolles y
al. 1996). El nitrogeno disponible es, esencialmente, para favorecer el desarrollo exponencial inicial
de la levadura y también para permitir la renovacion continua del « grupo » de proteinas enziméti-
cas y de transportadores transmembranarios. El aumento del contenido en etanol de los mostos en
fermentacion tiene un efecto sobre la permeabilidad de la membrana citoplasmica de las levaduras y por
consiguiente sobre la actividad de los transportadores transmembranarios de azucar (Salmon, 1989).
Los azucares residuales, dominados por la fructosa, no pueden asi ser metabolizados por la levadura
ni fermentados.

De hecho, las levaduras deben adaptar la composicion de su membrana plasmica por la sintesis
continua de esteroles y acidos grasos insaturados. Esta sintesis se produce en presencia de una
concentracion minima de oxigeno disuelto.
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} Elaboracién de un biorregulador especifico de fermentacion

Composicion

El objetivo del presente estudio fue el de elaborar un biorregulador de fermentacion complejo con el
fin de procurar une solucion a la mayoria de las causas de los problemas de fermentacion encontrados
por los vinificadores. La composicion de este activador (Maxaferm®) y la importancia de cada uno
de sus componentes estan indicadas en el Cuadro 2. La optimizacion de la composicion estuvo basada
esencialmente en la eleccion de la cepa de S. cerevisiae retenida para la formulacion del producto.
Con este fin, examinamos detenidamente el conjunto de cepas de levadura producidas por el grupo
DSM con el objeto de determinar sus contenidos respectivos en ergosteroles, zimosteroles, trehalosa y
glutation. El departamento de investigacion de DSM identifico las cepas de levaduras que tenian los
contenidos de esteroles mas elevados y retuvo la mas eficaz para la formulacion final del activador
de fermentacion. En el transcurso de esta fase de optimizacion, la eficacia de los productos fue
probada, asi como la reduccion del tiempo de fermentacion de un mosto de Chardonnay que presen-
taba, en condiciones normales, una aminoracién de fermentacion.

La formula de Maxaferm® permite a la vez evitar y tratar las aminoraciones y las paradas de
fermentacion. La presencia de levaduras inactivadas permite la evacuacion del CO, y la adsorcion
de los metabolitos toxicos de levadura (acidos grasos saturados de cadenas cortas) asi como el
aporte de esteroles, de fosfolipidos, de aminoacidos y de otros micro-nutrimentos para las levaduras
de fermentacion. Maxaferm® comprende igualmente tiamina y sales de amonio que favorecen el
crecimiento y el continuo renuevo de las enzimas del metabolismo, permitiendo asi mejorar la
viabilidad de las levaduras.

Prueba en vinificaciones modelos para la prevencion de
fermentaciones languidas

El impacto de Maxaferm® en la velocidad de fermentacion fue probado realizando micro-
vinificaciones de mosto de Chardonnay que presentaban una fermentacion languida en condiciones
estandares, la temperatura de fermentacion fue fijada a 24 °C.

La velocidad de fermentacion fue seguida midiendo la produccién de gas carbonico (Sablayrolles y
al. 1987).

Los mostos utilizados condujeron todos a fermentaciones lentas, de duraciones superiores a 300
horas, todo ello independientemente de la cepa de levadura afiadida. Las diferentes levaduras secas
activas fueron afiadidas a 20 g/hl.

Importancia de las condiciones de aporte sobre el tiempo total
de fermentacion

Hemos comparado la eficacia del activador de fermentacion en funcién del momento y de las
condiciones de aporte al mosto.

Cuando el activador de fermentacion fue afiadido en el encubado, en dosis de 300 mg/I, el efecto
principal observado fue una reduccion de la fase latente y un inicio rapido de la fase de crecimiento
exponencial de las levaduras (Figura 1). Este aporte precoz de activador no tuvo sin embargo efecto
revelador sobre el tiempo total de fermentacion, el porcentaje de viabilidad de las levaduras y los
contenidos en azucares residuales después 200 h de fermentacion. Al contrario, una adicion a
media fermentacion tuvo un efecto inmediato de reactivacion de la fermentacion alcohélica que se
acabd en menos de 200 horas.

Una adicion fraccionada de 2 x 150 mg/I, afiadidos respectivamente al principio y a media fermen-
tacion, tuvo también un impacto muy positivo sobre la velocidad de fermentacién (no representado).

Impacto de diferentes tipos de activadores sobre la velocidad
de fermentacion y la viabilidad de las levaduras

El efecto de la adicion de Maxaferm® fue comparado al del fosfato di-aménico dosificado a

20 g/hl, solo o combinado a una oxigenacion moderada (7 mg/l).

Estas pruebas mostraron que el tratamiento mas eficaz para la prevencion de fermentacién languida
es la adicién simultdnea de 300 mg/l de Maxaferm® y de oxigeno a media fermentacion (Figura 2).
En esta prueba, la fermentacion se acabé al cabo de 150 horas cuando el mosto testigo contenia
mas de 10 g de azucares residuales al cabo de 300 horas. Estos resultados sobre el tiempo total de
fermentacion estaban en perfecta correlacion con los valores de viabilidad de las levaduras en final
de fermentacion (Figura 3). Las otras modalidades probadas (fosfato diaménico y oxigeno, afiadidos
solos o combinados) dieron resultados intermedios en estos dos criterios. En las muestras tratadas
con Maxaferm®, solo o combinado con oxigeno, las levaduras viables representaban en final de
fermentacion méas del 50 % de las células totales, mientras que la viabilidad al final del procedimiento
con los demas tratamientos probados era del orden del 40-45 %.
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} Pruebas de vinificacion y consecuencias sobre las caracteristicas

del vino

Influencia sobre el tiempo total de fermentacion

Las pruebas de vinificaciones modelos fueron realizadas durante las vendimias de 1999 en colabo-
racion con el Centro Técnico Interprofesional de la Vifia y del Vino (ITV-France, Tours).

El mosto utilizado fue obtenido a partir de Sauvignon blanco, sulfatado a 5 g/hl, y clarificado después
de la adicién de enzima pectolitica (Rapidase® CB) a 2 g/hl. La concentracion inicial de azlcares
reductores era cercana a 200 g/I. Después del levadurado (Collection Cépage Sauvignon LWO07) a
20 g/hl, la fermentacién alcohdlica del mosto testigo se acab6 después de 17 dias a una temperatura
comprendida entre 19 y 20 °C. Se puede concluir pues, que el mosto testigo utilizado para las
pruebas no presentaba problema especifico que condujera a una parada de la fermentacion.

El aporte de Maxaferm® a 30 g/hl, después de una disminucion de 0,035 de la densidad (4° dia de
fermentacion) permitié una reduccion a 13 dias el tiempo total de fermentacién.

La utilizacion de este activador constituye asi un medio eficaz de reduccion de los tiempos de fer-
mentacion y optimizacion de la gestion del encubado en los establecimientos vinicolas.

Impacto sobre las caracteristicas de los vinos obtenidos

Las diferentes muestras de Sauvignon blanco fermentadas sin (testigo) y con adicién de 30 g/hl de
Maxaferm® fueron sometidas a analisis enoldgicos (Cuadro 3) y a una evaluacion sensorial. La
comparacion de los perfiles analiticos de los vinos (Cuadro 3) muestra que la utilizaciéon del activa-
dor de fermentacion tuvo un efecto positivo sobre varios pardmetros importantes como:

m |a concentracién final en azlcares reductores es mas baja,

m |a acidez volatil fue reducida de 0.17 g/, (o sea una reduccién del 30 % en relacion al vino testigo),
m el contenido en glicerol fue aumentado en un 10 %.

Otros parametros como el volumen del grado alcohdlico, la acidez total, o la absorbencia a 420 nm
no fueron modificados.

Estos vinos mismos fueron sometidos a una evaluacion sensorial por el jurado del ITV-France
expertos de la zona del Valle del Loira. El jurado evalud los parametros sensoriales tales como el
olor, la intensidad y la calidad, el gusto, el aspecto visual, el equilibrio, la suavidad, la amargura, la
acidez,... y los resultados fueron sometidos a una interpretacion estadistica.

Los dos vinos fueron juzgados idénticos en cada parametro evaluado.

La adicion de Maxaferm® durante la fermentacion no produjo ninguna modificacion sensorial del vino.

Pruebas de vinificacion: efecto-dosis y tiempo total de
fermentacion

Las pruebas de vinificacion modelo fueron realizadas durante las Gltimas vendimias en colaboracion
con el CIVAM de la regién de Cércega. El mosto utilizado fue obtenido por prensado directo de
Vermentino blanco, sulfatado a 4 g/hl, y clarificado por deslio estéatico después de la adicién de
enzima pectolitica (Rapidase CB®) a 2 g/hl. La turbidez inicial fue ajustada a 100 NTU antes del
levadurado a 20 g/hl con la cepa Equinox B1. La vendimia retenida para este estudio provenia de
una parcela identificada por dar mostos con fermentaciones languidas. La fermentacion del mosto
obtenido (TAP de 13,5 % de vol.) dur6 asi 31 dias a una temperatura de 18-19 °C.

El aporte de Maxaferm® fue realizado en el 2° dia de fermentacion y un efecto dependiente de la
dosis pudo ser observado. Un aporte de 10 g/hl permitié reducir el tiempo total de fermentacién a
21 dias, una dosis de 30 g/hl tuvo un efecto espectacular ya que la fermentacion se acab6 en 13 dias,
0 sea una reduccion de cerca del 60 % con respecto al testigo. Las caracteristicas analitica y
sensoriales (evaluacion del jurado del CIVAM de Corcega) de los vinos obtenidos no representaban
ninguna diferencia significativa. Esta nueva prueba confirma pues el interés de este biorregulador
de fermentacion como una herramienta en la gestién del encubado en los establecimientos
vinicolas, sin que la calidad de los vinos sea modificada.

Conclusion

El activador de fermentacion elaborado por el departamento de investigaciones de DSM y
probado en el presente estudio se reveld6 un medio muy eficaz para reducir el tiempo de
fermentacion alcohdlica y evitar las principales causas de los problemas de fermentacion.
La adicion de Maxaferm® a media fermentacion permite una reduccidon importante de la
frecuencia y la intensidad de las dificultades de fermentacion (reduccion o parada).
Ademas, algunos parametros analiticos pueden ser mejorados sin engendrar la menor
modificacion sensorial de los vinos.

Este producto puede también ser utilizado en el tratamiento de la parada de la fermentacion,
en paralelo con la inoculacion de cepas como la Fermichamp® (cepa 67J INRA Narbona).
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Cuadro 1:

Principales causas de los problemas de fermentacion.

4{COMPOS|C|ON DEL MOSTO }

Factor

Consecuencia

Comentarios

Carencia de nitrégeno.

Crecimiento exponencial
de las levaduras y
velocidad de fermentacion
bajos.

El contenido del mosto depende:

= de la tierra y del modo de llevar la vifia
(empradizado,...),

= de la variedad,

= de la madurez de la uva.

Concentracion elevada de
azlcares reductores.

Mortalidad inicial de las
levaduras y contenidos
finales de alcohol elevados

La seleccion de cepas de levaduras resistentes a las
presiones osmoticas asi como a los altos contenidos
de alcohol permite liberarse de este problema.

Carencia de tiamina

Limitacion de la multipli-
cacion de las levaduras.

La tiamina debe ser afiadida muy pronto, antes
de la fermentacion, para favorecer el desarrollo
de las levaduras.

4{PROCESO DE VINIFICACION }

Factor

Consecuencia

Comentarios

Exceso de SO,.

Inhibicion de las levaduras.
fuerte concentracion
de etanol.

La toxicidad aumenta con un pH bajo y una
clarificacion excesiva.

Mosto empobrecido
en ciertos elementos
nutritivos.

Los fangos:

= contienen lipidos (acidos grasos insaturados),
= permiten la nucleacion del CO, y luego su
eliminacion.

La turbidez del mosto debe ser mantenida de 80 a
200 NTU segun el estado sanitario de la vendimia
y la cepa de levadura utilizada.

Carencia de oxigeno.

Toxicidad aumentada del
alcohol que produce
pérdida de viabilidad

de las levaduras.

El efecto de las carencias de oxigeno esta agravado
por una clarificacion y por medidas de proteccién
excesivas contra la oxidacion.

Afadiendo oxigeno en mitad de la fermentacién,
el riesgo de oxidacion es practicamente
despreciable.

Temperaturas extremas.

Una temperatura superior
a 32 °C favorece la
mortalidad de las levaduras

Una temperatura inferior
al5 °C disminuye su
actividad.

Las fuertes diferencias de tolerancia a las temperaturas
extremas existen entre las diferentes cepas de
levaduras.

El calor amplifica el efecto del alcohol en la
membrana de la levadura. Evite todo choque térmico
superior a 10 °C en el momento de de la inoculacién
(pérdida de viabilidad de la poblacion inicial de levaduras)

4{METABOLITOS AUTO-TOXICOS DE LA LEVADURA }

Factor

Consecuencia

Comentarios

Etanol.

El etanol, en sinergia con
otros inhibidores, provoca
la mortalidad de las
levaduras.

El poder alcohdgeno de las levaduras seleccionadas
es superior al de las flores de levaduras indigenas.

Exceso de CO,.

Mortalité des levures.

Algunas cepas de levaduras toleran un nivel
elevado de CO..

Acidos grasos C8 C10.
de fermentacion.

Toxico para las levaduras

La pared celular de las levaduras adsorbe estos
inhibidores.
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Cuadro 2:

Composicion del activador de fermentacion elaborado.

Compuesto Comentarios

Levaduras inactivadas Eliminacion del gas carbénico.
Adsorcién de los acidos grasos toxicos.
Fuente de esteroles, glutatién, aminoacidos y oligoelementos.

Amonio sulfatado, Favorecen la multiplicacion y la viabilidad a largo plazo de las
Fosfato diamdnico. levaduras.
Tiamina. Favorece el crecimiento exponencial de las levaduras.
Cuadro 3:
Analisis comparado de los vinos blancos Sauvignon fermentados sin (testigo) y con aporte
de 30 g/hl de Maxaferm® después de 4 dias de fermentacion. Datos: ITV-France (Tours).
Parametro Testigo Vino obtenido con Maxaferm®
AzuUcares reductores (g/1) 1,3 0,9
Acidez volatil (g/1-H,SO,) 0,46 0,29
Grado alcohdlico (% vol.) 12,3 12,4
pH 3,08 3,03
Acidez total (g/1-H,S0,)) 5,25 55
Glicerol (g/1) 59 6,5
Potasio (g/l) 0,52 0,54
Absorbencia a 420 nm/1 cm 0,035 0,034
Figura 1:

Velocidad de fermentacion alcohdlica de un mosto de Chardonnay que ha dado una ami-
noracién de la fermentacion: Testigo (curva azul), después del aporte de 300 mg/I de
Maxaferm® al principio (curva verde) y a media fermentacion (curva roja).

Datos: UMR Sciences pour I'Oenologie (INRA-Montpellier, France).
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Figura 2:
Acabado de la fermentacion obtenida a través de diferentes tratamientos de un mosto de
Chardonnay: adicion de fosfato diamonico (200 mg/l) y de Maxaferm® (300 mg/l), solos

0 combinados con oxigeno (7 mg/l), aportes realizados cuando la densidad del mosto
alcanza 1040.

Datos: UMR Sciences pour I'Oenologie (INRA-Montpellier, France).

tiempo de fermentacion segln los tipos de activadores

w
o
o

N
a
o

Tiempo (h)

N
o
o

150

100

50

Testigo N, Maxaferm® N, + O, Maxaferm® + O,

Figura 3:
Viabilidad de las células de levadura (en %) al final de la fermentacion alcohdlica de un
mosto de Chardonnay sometido a diferentes tratamientos: adicion de fosfato diamonico

(200 mg/l) y de Maxaferm® (300 mg/l), solos o combinados con oxigeno (7 mg/l), cuando
la densidad del mosto alcanza 1040.

Datos: UMR Sciences pour I'Oenologie (INRA-Montpellier, France).

Efecto sobre la viabilidad de las levaduras de diferentes activadores.
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