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LLEVATS

DESRAPAT i TREPITJAT VI NEGRE

l SULFITAT

Fins a densitat aprox. 1020:
. 1 DELESTAGE +

r \
i 1 REMUNTAT/dia
T De 1020 fins 1000:
REMUNTATS 2 REMUNTATS/dia amb aireacid
. _ Final FAL, allargament maceracio

1 REMUNTAT sense aireacio

" . . ' sols mullar barret
/BWT & \DELESTAGE j ( )

) v PASTA
BACTERIs ¥ F = =

FERMENTACIO
ALCOHOLICA i
MACERACIO

VINS JOVES: 26°C
VINS CRIANCA: 28°C

LAcTICs 4 f — L
(o — VI DE PREMSA
FERMENTACIO e ¢
MALOLACTICA PREMSAT FML i TRASBALSOS
1 0 2TRASBALSOS
després FINAL FML ¢
SULFITAT
SULFITACIO, CLARIFICACIO,
VI CRIANCA ESTABILITZACIO, FILTRACIO
v EMBOTELLAT
CUPATGES CRIANGA EN FUSTA v
Crianca: 6 mesos en barrica de roure. VI DE TAULA
{ _ Total > 2 anys naturals ‘
CLARIFICACIO, ESTABILITZACIG i CLARIFICACIO i FILTRACIO Reserva: barrica 12 mesos. Total > 36

FILTRACIO v mesos | ‘
i - Gran reserva: min. 24 mesos en barrica

v de roure i 36 mesos minim en ampolla. v
| ‘ CRIANCA EN AMPOLLA .=
| | - VENDA I

CONSUM

v
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ESTA JUSTIFICAT SEMBRAR UNA SOCA DE
LLEVAT / BACTERI SELECCIONAT ?

« ASSEGURAMENT D'UNA BONA CINETICA
FERMENTATIVA

« EVITAR DESVIACIONS ORGANOLEPTIQUES

- ASSEGURAR LA QUALITAT DEL PRODUCTE

EINAL

PER PODER SEGUIR LA IMPLANTACIO DEL LLEVAT / BACTERI
SEMBRAT ES NECESSARI PODER DIFERENCIAR LA SOCA DE
LA RESTA DE LLEVATS / BL (AUTOCTONS) PRESENTS AL
LLARG DEL PROCES.
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METODES TRADICIONALS TECNIQUES MOLECULARS

Volums grans A partir de poc volum de mostra

Caracters geneétics

Caracters morfologics i fisiologics / no depenen del medi

que depenen del medi

Una sola prova per

De 50 a 100 proves per arribar ) . )
identificar a nivell de soca

a identificar I'espécie
Obtencio de resultats en

Obtenciod de resultats en setmanes )
un o dos dies

Resultats ambigus i variables .
Resultats precisos

Meétodes microbiologics classics

Resultats reproduibles
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Internationale Organisation fur Rebe und Wein
International Organisation of Vine and Wine
Organizacion Internacional de la Vina y el Vino
Organisation Internationale de la Vigne et du Vin
Organizzazione Internazionale della Vigna e del Vino

PROYECTO DE RESOLUCION PROVISIONAL
QENO-MICRO 09-408 ETS

HERRAMIENTAS MOLECULARES PARA IDENTIFICAR LA LEVADURA DE
VINIFICACION SACCHAROMYCES CEREVISIAE Y OTRAS LEVADURAS
RELACIONADAS CON LA VINIFICACION

PROYECTO DE RESOLUCION PROVISIONAL
QENO-MICRO 05-409 Et5

HERRAMIENTAS MOLECULARES PARA LA IDENTIFICACION DE BACTERIAS LACTICAS EN
LA UWA Y EL VIND
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METODES DEPENDENTS DE CULTIU
A NIVELL D’ESPECIE A NIVELL de SOCA

{ TS RFLP-PCR ] RFLP-mtDNA -

] ~ Amplificacio de

sequencies 0

Sequenciacio de la regio
D1/D2

Genotipat per
microsatel-lits

METODES INDEPENDENTS DE CULTIU

Electroforesis en gels de gradient desnaturalitzant (DGGE) |
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‘ METODES DEPENDENTS DE CULTIU

A NIVELL d’ESPECIE A NIVELL de SOCA

Hibridaci6 amb sondes d’ADN

especifiques d’espécie o d’una B RAPD-PCR
|_ regio del genoma (“dot-blot”)

== Métodes basats en PCR: — B PFGE

» Amplificacié de les regions de
consens i sequenciacio:
subunitat del ARNr 16S o gen
rpoB

* PCR especifica de I'espécie

« RFLP (16S RNAr o rpoB)

‘ METODES INDEPENDENTS DE CULTIU (a nivell d’ESPECIE)

PCR -DGGE

Hibridacié in situ amb fluorescéencia (FISH)
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CONTROL DE LA IMPOSICIO DE SOQUES
DE Saccharomyces cerevisiae
EN LA FERMENTACIO ALCOHOLICA.

[

ANALISI DEL PERFIL DE RESTRICCIO DE L’ADN

MITOCONDRIAL (RFLP - mtDNA)
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ESTUD] de |zt IMPOSICIO DE SOQUES DE Secchzaroyces carayis
MITIJANCANT LPANALISI DE L' ADN MITOCONDRIAL

|
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FERMENTACIO SEMBRADA , \
amb LLEVAT SELECCIONAT FERMENTACIO ESPONTANIA
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CARACTERITZACIO DE 140 MARQUES COMERCIALS

MUESTRAS de

LEVADURAS MUESTRAS de LEVADURAS 22 PATRONS DIFERENTS

50 5152 53 5455 56 5758 59 60

S i | . 5 PATRONS INCLOIEN 57 MARQUES:

>
bp S 17 21 22 29 30
-

PATRONES I 11 11 11 1 PATRONES

IEXISTEIX TANTA VARIABILITAT EN EL MERCAT ?? ... |
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VINS BLANCS

Primer dia
d’analisi: presencia
majoritaria d’altres

llevats (87,5 %)

§ § o O
> o > > Sembra del peu de
Q)‘ q‘ Q. &. .

cup dos dies

Dia de fermentacio després de I'inici

O Altres O Llev. Selec. de FA

Percentatge

La poblaci6 del
llevat sembrat

.- baixa al llarg del
temps.
mplenats
successius amb altres
- lots de most:

Percentatge

introduccié de soques
Dia de fermentacié S ERTTIES.
Implantacié del PC no

m Llev.selec. OO0 Altres

2.10.00 5.10.00 9.10.00
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MERLOT (A

100%
80%
60%
40%

20%

Percentatge

O % I I I I I

9900 11900 13.9.00 159.00 17.9.00 19.9.00 CABERNET SAUVIGNON A

VINS NEGRES

Dia de fermentacié 100%
® Llev.selec. O Altres g.) 80% I |
©
= 60% - - |
S 40% | —
8zl
0%

Fermentacions sembrades
S QQ S S
2> N 2 o0 A o0
N vV ’1/ vV Vv ’1/
Dia de fermentacio

O Llev.selec. O Altres

directament amb peu de cup
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Inocul

Merlot B (9.9.00) provinent
0% PC +100 % altres (8 soques diferents) d’un dipO sit

Merlot B (15.9.00)

en 0% PC + 100 % altres (7 soques diferents)

fermentacio

Merlot B5 (17.9.00)
% PC + 100 % altres (7 soques diferents)

Merlot B (11.9.00)
0% PC +100 % altres (13 soques diferents)

[— PR a— = e
— P — r1
r [ > r

Merlot B (13.9.00) Merlot B6 (19.9.00)
0% PC + 100 % altres (8 soques diferents) 0% PC + 100 % altres (7 soques diferents)

IMPLANTACIO
del LLEVAT
SELECCIONAT
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AILLAMENT DE LLEVATS AUTOCTONS
EN FERMENTACIONS ESPONTANIES

OBJECTIUS

Alllar 1 identificar en varis anys consecutius els llevats
autoctons procedents de fermentacions alcoholiques

espontanies de raims cultivats en una determinada
zona.

Crear un banc de soques de llevat per a un posterior
estudi del seu potencial enologic en aguest tipus de

vinificacions, caracteritzades per |'origen de la seva
materia primera.
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MACABEU 2008 - 2009 - 2010

100%

]

80% -

70%

60% -

50% -

40% -

30% -

20%

10% -

0%
MEITAT FIFA 08 METAT FIFA 09 METAT FIFA 10
FA 08 FA 09 FA 10
MEITAT FA 08 FI FA 08 MEITAT FA09 FIFA09 MEITATFA10 FIFA10
a 53 39 40 10 14 7
b 9 15 11
© 11 16
d 13 16
altres 14 15 49 75 67 55
(I 15

g 19 27

m 11

n=70(12) n=69(12) n=72(24) n=72(35) n=73(39) n=74(35)

n (n° soques totals analizades) () (n° perfils diferents trobats)
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MACABEU 2008 - 2009 - 2010

| SOQUES MAJORITARIES EN ELS 3 ANYS d’ESTUDI |

MEITAT FA 08 FIFA 08 MEITAT FA09 FIFA09 MEITATFA 10 FH FA10
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INOCULACIO SEQUENCIAL en FA de Torulaspura delbrueckii — Saccharomyces cerevisae

TTTTT RS T T 7T (d inicial most = 1091)

INICI FA (d=1080) 100 % T
(abans d’inocular Sc)

50 % Sc
| MEITAT FA (d=1057) 333%T

16,6 % altres Sc

FI FA (d=990)
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L'analisi dels perfils de restriccio de [I'ADN
mitocondrial permet efectuar un seguiment rapid i
flable de I'evoluciéo de les diferents poblacions de
llevats (comercials o autoctons) durant la fermentacio
alcoholica

El metode permet analitzar incidents, com aturades o
Implantacio d’altres soques, que poden apareixer al
llarg del procés fermentatiu

Aqguesta tecnica pot fer-se servir com a control de
gualitat per llevats de primera o segona fermentacio |
processos de seleccid de soques propies
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IMPOSICIO DE BACTERIES LACTIQUES en
la FERMENTACIO MALOLACTICA.

RAPD-PCR: Random Amplified Polymorphism
Detection (primer M13)
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— H._. — ©/

SUSPENSIO
RAPD-PCR (M13)

CEL LULAR

]

S’EVITA el PAS

D’EXTRACCIO-

J PURIFICACIO DE
I’ADN
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PATRONS de
SOQUES
COMERCIALES

nitiidl
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NO IMPLANTACIO
(soques autoctones)
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FERMENTACIO MALOLACTICA

e Poblaci6 natural de bacteéeries lactigues:

Pediococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc spp |
Oenococcus oeni = capacitat aminogenica

1 |

Fermentacions espontanies

e Fermentacions conduides: estarters de Oenococcus oeni.

e Garantir lI'inici de la fermentacio

e Atorgar al vi les caracteristiques organoleptiques desitjades
e Menor produccié d’amines biogenes

e Problemes d'imposicio de la soca estarter ??7??
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El percentatge d'imposicio de |'estarter
té influencia sobre la produccio
d’amines biogenes durant la
fermentacio malolactica ???




"

I smssmns,, @INCAVI  IMPOSICIO BL — CONCENTRACIO AB

|
(AL L% Alimentacid | Accld Rural Instiut Catald de la Vinya | ef W

Serie | i Série S:
FML en barriques a0

(sembra directa)
1058 +
—--'.-. T T T
Serie T: # T l;_ [

FML en inox 50 HI

(sembra PC) (T13) :

: a0 g

'8 | 1

: W

IE g

E F

=

% )

H 110 2

oL T °

. T T
g e w e e e s e o

SL IS5 112 (13 1T 114 15 |S3 |54

—=— imposician LA, | | -10

—— histamina )
—a— putrescina Fermentaciones
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Les fermentacions malolactiques espontanies van
mostrar concentracions d’amines biogenes
superiors a les fermentacions malolactiques
inoculades amb soques comercials.

La produccié de histamina, tiramina, putrescina i
cadaverina tendeix a disminuir a mesura que
aumenta el percentatge d’imposicio de la soca
estarter.
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- TEMPRANILLO
10
8 A MLE 08 month L FML induida en
1 n month later -
= _ = = B o diferents moments
3 6| de I'elaboracio del vi
@)
L o
4-
, CARBAMAT
d’ETIL
O,
N BN ‘G\x\* G\"‘i\ o
6\30(\\ Inoculated strain
imposition Other strains
Cl 0% 37%a+63%b *
(O Lp Cll cll 0% 18% a+ 32% b+ 50% ¢ *
A' OO alpha Clll 4% 96% alpha *
Al 100% 0%
I: 12-24 h inici FA All 96% 4%a *
II: @ 10g/l sucre al final de FA Al % 3306 D + 4% B + 58% C
lll: post FA CI+Al 8% alpha +4% C11 4% a+ 4%b  *
CI+Alll 100% alpha+0% C11 0%
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TSI 103/10 104/10 105/10 106/10 107/10
Coinoculacié BL a Inoculacié BL post Inoculacio BL post FA. Coinoculacié BL a les 24 h
les 24 h de FA. FA. NLEAEIE salls ameniasals de FA. Inoculacié BL post FA.
TRACTAMENT Nutricié complexa Nutrici6 complexa Sense afegir nutrients Sense afegir nutrients
IMPLANTACIO 100% VP41 92,8% VPALK 7.2%  63,6% VPA4L + 36,4% otras 92,8% VP4L)}+ 7,2% otras 38,5% VPAL + 61,5% otras (2
otras (1 perfil) (3 perfiles con 18,2% + 9,1% + 9,1%) perfil) perfiles con 53,8% + 7,7%)

Vinif 103: 100% IMPOSICIO Vinif 107: 38,5 % IMPOSICIO

La coinoculacio i la nutricio complexa semblen afavorir la implantacio
de les BL sembrades per realitzar la FML







