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FINALIDADE DO PROXECTO

A finalidade do proxecto “Explotacién do potencial de garda dun terroir histérico do Ribeiro con
cultivo sustentable do vifiedo” foi utilizar os recursos varietais e microbianos propios da Granxa
D’Outeiro para elaborar un vino de garda diferenciado de forte personalidade.

OBXECTIVOS DO PROXECTO

O obxectivo xeral deste proxecto foi elaborar un vifio de garda diferenciado de forte personalidade
no que destaguen a sUa composicion varietal e as achegas do terroir microbiano tanto na
elaboracidon como na crianza posterior do vifio. Para iso, tomamos vantaxe dos recursos varietais e
microbianos propios da Granxa do Outeiro

Con ese fin propuxéronse os obxectivos especificos que se indican a continuacion:
1. Caracterizar o potencial enoldxico de distintas variedades de uva e lévedos asociados.
2. Definir mesturas adecuadas para vela sia evolucidon nun proceso de crianza sobre lias

3. Avaliar a influencia do tipo de depésito para a crianza sobre lias finas sobre as caracteristicas do
vifio. Estudaranse depdsitos de distintos tipos de madeira e volume e depdsitos inox.

4. Establecer un protocolo para a elaboracién dun vifio de garda propio (Granja D"Outeiro)

5. Presentar o produto e dar a cofiecer os resultados de interese para o seu aproveitamento polo
sector e pola comunidade cientifica

RESULTADOS

1. Caracterizar o potencial enoldxico de distintas variedades de uva e lévedos asociados.

A) Caracterizacion del microbioma del suelo para definir el terroir microbiano de la finca de
Granxa D’Outeiro

Para la caracterizacidon del microbioma del suelo del vifiedo de la finca de Granxa D’Outeiro se
recogieron muestras de suelo en invierno (08 febrero 2023) y en verano (31 agosto 2023). Se
recogieron 7 muestras en cada estacion. Para cada una de las muestras se consideraron las
zonas de las distintas variedades (Figura 1). De cada zona/variedad se recogieron entre 5y 9
submuestras que se mezclaron para tener una muestra final compuesta que se envid a analizar a
la empresa Biome Makers. Las muestras se tomaron en la capa superficial del suelo (aprox. 5
cm) en la linea de cepas a 40 cm de la cepa, previa retirada de la vegetacion.
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Figura 1. Esquema del vifiedo de Granxa D’Outeiro especificando las variedades de uva plantadas en
cada zona.

Los resultados mostraron diferencias en la poblacién tanto de hongos como de bacterias en las
distintas zonas de la explotacion. En el caso de la comunidad de bacterias se separan (mediante
andlisis PCA): 1. La muestra de Moscatel de verano en el primer cuadrante; 2. Las muestras de suelo
donde esta el Caifio Blanco en el segundo cuadrante; 3. las muestras de suelo donde esta cultivada la
Treixadura y Godello en el tercer cuadrante, y 4. Las muestras de suelo donde estan Loureira, Lado y
Albarifio se ubican en la parte positiva del PC2 las muestras de verano (V) y en la parte negativa las
muestras de invierno (l) (Figura 2). Se observaron diferencias significativas entre las muestras de
verano y de invierno en general (pamosw=0.028; R=0.208), pero no entre las muestras de cada
variedad. Todas las muestras de invierno estaban localizadas en la parte negativa del PC2, excepto la
recogida en la parte de suelo donde estd plantada la variedad Caifio blanco. Las bacterias que
contribuyeron en mayor medida esta diferenciacion fueron Udaeobacter sp., Bradyrhizobium sp.,
Rhodoplanes sp., Pseudarthrobacter oxydans, Nocardioides sp. y Novibacillus thermophilus que
presentaron en mayor abundancia en las muestras de la parte positiva del PC2 donde se localizan las
muestras de CB, y las de verano de LADO, ALB, MOS y LOU. En la parte negativa del PC2 estan
localizadas la mayoria de las muestras de suelo recogidas en invierno y destaca la abundancia de
Nitrosocosmicus sp., Sphingomonas sp., Bradyrhizobium japonicum, o Pseudarthrobacter



PC2 (21.7%)

polychromogenes. Otras bacterias abundantes en todos los suelos de Granxa D’Outeiro son
Conexibacter sp., Solibacter sp., Nitrosocosmicus oleophilus, Bacillus megaterium y Bacillus sp.
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Figura 2. Distribucion de las muestras de suelo en base a la poblacion de bacterias.

En el caso de la poblacidon de hongos se separan (mediante PCA): 1. En zona central de la graficay en
el primer cuadrante las muestras de suelo donde se ubican el Lado, Moscatel, Loureira y Albarifio; 2.
Las muestras de suelo donde estd el Caifio Blanco en el segundo cuadrante; y 3. las muestras de
suelo donde esta cultivada la Treixadura y Godello en el tercer cuadrante (Figura 3). En general no se
observaron diferencias significativas entre las muestras de verano y de invierno en general
(Panosu=0.264; R=0.043), ni entre las variedades. Los hongos que contribuyeron en mayor medida
esta diferenciacién fueron Curvularia trifolii, Mortierella rishikesha, Umbelopsis vinacea, Alternaria
eichhorniae, Solicoccozyma terrea, Penicillium simplicissimum, Lycoperdon pratense, Hormonema
viticola, Humicola olivacea y Mortierella sp.



PC 2 (20.3%)

20

134
CB-V

oCE-l

10+

LADOH 5+

L
LADGRHH
MOS-V LALEMOS

EOU-V

L I ] 1

alsv 7 ,TFD(-IW 13 20

5

r I !
=20 -13 -10

o+ GODH

109 Ry GOD-V

-154

=20

PG 1 (27.7%)

Figura 3. Distribucién de las muestras de suelo en base a la poblacién de hongos



B. Potencial enoldgico de las distintas variedades de uva

En cada campafa (2022 y 2023) se vinificaron por separado las distintas variedades, o en algunos
casos se utilizaron mezclas de variedades. En la campana de 2022 las fermentaciones se realizaron
en la bodega experimental de la Evega con mosto de cada una de las variedades. En la campaina de
2023 ya estaba disponible la bodega de nueva construccién en la finca de Granxa D’Outeiro, por lo
tanto, se vinificd en ella. Las fermentaciones realizadas en 2023 en la bodega de Granxa D’Outeiro
incluyendo la variedad de uva, caracteristicas del mosto y cddigo se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Fermentaciones realizadas en 2023 en la bodega de Granxa D’Outeiro

Characteristicas del mosto

- . Acidez Total GAP* NFA **
Caodigo Variedad de Uva (g tartaric (% vol) (mg/mL)
acid/L)

G+T Godello + Treixadura 5.8 125

L+T Loureira + Treixadura 52 12.9 188
CB+T Caifo Branco + Treixadura 4.6 12.9 241
ALB Albarifio 5.9 13.4 193
TRX Treixadura 4.5 12.4 250

LD Lado 55 13.5 288
M+T Moscatel + Torrontés 4.6 11.5 185
LOU Loureira 6.6 12.8

CB Caifo blanco 6.9 13.2 177

*GAP: grado alcohdélico probable; **NFA: Nitrogeno facilmente asimilable

La fermentacion se llevé a cabo a 17 2C de forma espontanea con las levaduras propias del mosto
(sin adicion de levaduras comerciales), y el proceso se controlé mediante medida de la densidad y
temperatura cada 12 h. Durante la fermentacidn se afiadié bentonita y nutriente en distintas fases.
Al inicio de la fermentacion se afiadid fosfato diamdnico. Sobre densidad 1070 se afiade Actimax
Natura, un activador de fermentacion. Sobre densidad 1050 se afiadid bentonita (60g/hL). A
densidad 1000 se hace un trasiego y se afiade Actimax Vit (20g/hL). Al finalizar la fermentacidn se
procede al descube y se afiade Sulphur 6 (60mg/L).

Para el analisis quimico de los vinos se utilizaron los métodos oficiales (OIV, 2022). En la Tabla 2 se
muestran los resultados de la composicion quimica basica de los vinos obtenidos en 2022.

Tabla 2. Caracteristicas quimicas basicas de los vinos elaborados en 2022

Vinos campafia 2022 GODELLO TORRONTES TREIXADURA  LADO LOUREIRA  ALBARINO
Acidez total (g tart/L) 4,9 5,5 4,2 5 5,2 4,9
Acidez volatil (g acético/L) 0,44 0,19 0,31 0,27 0,29 0,29
Acido Lactico (g/L) 0,3 0,1 0,5 0,4 0,3 0,5
Acido Malico (g/L) 1,2 1,1 1,7 2,2 1,7 1,8
Acido tartarico (g/L) 2,8 4,1 2,2 2,4 3,1 3
Azicar (G+F) (g/L) 2,5 0,3 1,4 1,2 0,8 1,9
SO, libre (mg/L) 47 38 26 27 32 37
SO, total (mg/L) 113 100 91 93 91 107

Glicerol (g/L) 5,2 4,1 4,8 4,8 4,3 4,3



Grado Alcohdlico (% vol) 13,1 11,2 13,7 14,2 13 13,1
pH 3,36 3,05 3,74 3,61 3,38 3,7

En la Tabla 3 se muestran los resultados de la composicién quimica basica de los vinos obtenidos en

2023,

[Parametro /fvina. | i [ e e [ [ ou T [Fee
Acideztotal (gtart/L) 46 51 5,2 5,9 4,9 4,6 5,7 7,0
Acidez volatil (g acético/L) 0,38 0,4 045 045 036 026 028 047
Acido Lctico (g/1) 0.2 0,3 03 0,2 0,2 0,3 <01 <01
AcidoMmalico (g/t) 22 1,9 2 2,3 2,5 2 1,6 2,5
Acidotartérico (/L) 16 2,0 18 2,3 13 1,5 2,6 2,6
PH() | 360 355 352 353 358 347 320 322
Azicar (G+F)(g/L) 09 4,8 71 6,7 0,8 0,4 4 14,5
Glicerol (g/t) 43 4,4 4,5 4,7 4,4 4,7 4,4 4,9
| GradoAlcohdlico (%vel) | 135 134 13,0 139 142 124 128 126
SO, libre (mg/L) 24 22 27 23 <10 <10 18 11
SO, total (mg/L) 115 122 128 126 42 56 63 68

Tabla 3. Caracteristicas quimicas basicas de los vinos elaborados en 2023

*LGT=mezcla G+T +LD

Caifio blanco destacé por su acidez y también Loureira y Albarifio en 2023; el mayor grado se obtuvo
con la variedad Lado en las dos anualidades. En las fermentaciones de 2023 algunos vinos aun tenian
azucares residuales.

El andlisis de los perfiles aromaticos se llevd a cabo mediante cromatografia de gases con detector
de masas CG-MS. En ambas anualidades en el andlisis de componentes principales se diferenciaban
claramente los vinos elaborados con las distintas variedades (Figura 4 y Figura 5)

En 2022 los vinos de Treixadura y Albarifio presentaron una mayor concentracién de acetatos,
ésteres y acidos grasos (Figura 4). El vino de la variedad Torrontés tenia un mayor contenido de
alcoholes superiores, mientras que los vinos de Loureira destacaron por la presencia de compuestos
terpénicos (particularmente el linalool) y eugenol. Los vinos de las variedades Lado y Torrontés
presentaron un menor contenido de compuestos volatiles que los obtenidos con las otras
variedades.



Figura 4. PCA de los vinos elaborados en 2022 con las distintas variedades de uvas cultivadas en
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Granxa D’Outeiro seglin su composicidon aromatica.

En la campafia de 2023 se confirmd en efecto varietal en los vinos. Asi, los vinos elaborados con
Treixadura se agruparon en la parte positiva del PC1 (Figura 5). Cada vino monovarietal se localizé en
un cuadrante diferente. El Albarifio se ubicé en el primer cuadrante caracterizado por un alto
contenido de acetatos, ésteres y acidos. El Lado se ubicd en el segundo cuadrante debido a su
contenido de isobutanol y gamma-butirolactona. El vino elaborado con Caifio blanco no destacé por
ningun compuesto volatil y aparecié en el tercer cuadrante. Finalmente, el vino Loureira, el mas
aromatico, se ubicd en el cuarto cuadrante caracterizado por el mayor contenido de 2-feniletanol,
linalol, alcohol isoamilico y lactato de etilo.
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Figura 5. PCA de los vinos elaborados en 2023 con las distintas variedades de uvas cultivadas en
Granxa D’Outeiro seglin su composicién aromatica.

C. Aislamiento y seleccion de levaduras propias

En la campafia de 2022 las fermentaciones se realizaron en la bodega experimental de la Evega. En la
campana de 2023 ya estaba disponible la bodega de nueva construccion en la finca de Granxa
D’Outeiro, por lo tanto, se vinificd en ella. Presentamos los datos de esta ultima campanfia, ya que
serian estas levaduras las propias de la plantacion.

METODOLOGIA

Se llevd a cabo fermentacion espontanea (sin adiciéon de levaduras comerciales) con las levaduras
propias del vifiedo y/o de la bodega. A partir de mosto y durante las distintas etapas de la
fermentacion (inicio, tumultuosa vy final) se aislaron levaduras para su caracterizacion. Primero se
sembraron en medio Lysine Agar para diferenciacidn en levaduras tipo Saccharomyces y no-
Saccharomyces. Estas Ultimas se caracterizaron a nivel de cepa mediante mtDNA-RFLP (Querol y col.,
2022)

Para evaluar el potencial enoldgico de las distintas cepas de S. cerevisiae identificadas se llevaron a
cabo ensayos de microvinificacion, por duplicado, utilizando mosto de la variedad Treixadura
congelado durante la vendimia. Las caracteristicas quimicas del mosto eran: grado alcohdlico
probable 11.8 % v/v, pH 3.59 y 37 mg/L de SO, total. Las fermentaciones se realizaron en botellas de
1 L con 900 mL de mosto. De cada cepa se prepard un indculo, se afiadié a una concentraciéon de 1 x
10s cel/mL a las botellas correspondientes y se dejo fermentar a 18 2C en una cdmara refrigerada. La



evolucidn de las fermentaciones se siguié mediante medida diaria del grado Brix. Una vez finalizado
el proceso (repeticion del grado Brix durante 3 dias), los vinos se centrifugaron, se sulfitaron (25
mg/L SO, libre) y se guardaron para analisis quimicos.

Para la valoracion de las distintas cepas de S. cerevisiae se tuvieron en cuenta diversos criterios
incluidos en la Resolucion OIV-OENO 370-2012. Ademads, se evalud la actividad killer de las cepas
segun el método descrito por Maqueda et al., (2012) y la produccion de H,S en medio Nickerson
Agar (BiGGY agar). Finalmente, para seleccionar aquellas cepas con propiedades enoldgicas
deseables para su uso en la bodega, se puntuaron de 1 a 5 los resultados de los distintos parametros
por rangos segln se especifica en la Tabla 4. Ademads, se consideraron la actividad killer y la
produccién de H,S aunque no se sumaron para la puntuacién final de cada cepa.

Tabla 4. Puntuacidn establecida por rango de los diferentes pardmetros utilizados en la seleccién de
cepas de S. cerevisiae.

Puntuacion
Parametro 5 4 3 2 1
Acidez total (g tart/L) 5,6-5,2 5,2-4,8 4,8-4,4 4,4-4,0 4,0-3,6
Acidez volatil (g acético/L) 0,2-0,3 0,3-0,4 0,4-0,5 0,5-0,6 >0,6
Glucosa + Fructosa (g/L) 0,2-1,0 1,0-2,0 2,0-5,0 5,0-10,0 >10
Alcohol (% v/v) >14 13,5-14 12,5-13,5 12-12,5 11,0-12
Glicerol (g/L) >6 5,5-6,0 5,0-5,5 4,5-5,0 <4,5
Dias de fermentacion (Dias) 22 23 24 25-26 29
Vigor fermentativo (g
azlcar/dia) 26,0-30,0 20,0-26,0 16,0-20,0 12,0-16,0 | 8,0-12,0

Diversidad de cepas de Saccharomyces cerevisiae en la bodega de Granxa D'Outeiro

De un total de 473 colonias aisladas de Saccharomyces cerevisiae se identificaron 24 cepas
diferentes denominadas A, B, ..., W. El niUmero de aislados en cada fermentacién, nimero de cepas
encontradas y el indice de diversidad de Shannon (H) y la frecuencia de los perfiles mas abundantes
se incluyen en la Tabla 5.

Tabla 5. Diversidad de cepas de Saccharomyces cerevisiae en las distintas fermentaciones

Numero de Numero de cepas y frecuencia
aislados de S. Numero de
Fermentacion cerevisiae cepas H >25% 5-25% <5%
G+T 54 9 0,95 1(B) 1(E) 7
L+T 52 8 1,19 1(B) 2 (E,H) 5
CB+T 51 9 1,47 1(B) 3 (D,E,H) 5
TRX 54 5 1,09 1(B) 3 (C,D,H) 1
ALB 54 6 1,33 1(B) 2 (D,E) 3
LD 49 13 2,07 1(B) 3(D,E,L) 9
M+T 53 11 1,90 1(D) 4 (B,E,H,P) 6
Lou 53 6 1,01 1(B) 2 (D,E) 3



cB 53 8 1,12 1(B) 2 (CH) 5

Total 473 24 1,71 1(B) 3 (D,E,H) 20

La diversidad de cepas de S. cerevisiae vario entre 13 cepas (H=2.07) en la fermentacion de
Lado (LD) y 5 cepas (H=1.09) con Treixadura (TRX) (Tabla 5). La cepa B fue la levadura dominante
en todas las fermentaciones excepto en la vinificacion M+T, controlada por la cepa D. Las
proporciones de la cepa B variaron entre 29% y 80%. Las cepas D, E y H alcanzaron frecuencias
entre 5 and 25%. La cepa L aparecia con una frecuencia <10% in la fermentacién LD mientras que
la proporcion de la cepa C era > 7% en los ensayos de TRX y CB. La presencia de las demas cepas
era anecdodtica (< 5%); sin embargo, estas levaduras pueden poseer propiedades enoldgicas de
interés. En la Figura 6 se muestra la frecuencia acumulada de las cepas de S. cerevisiae para cada
fermentaciéon. La cepa B era la levadura dominante (frecuencia > 50%) en la mayoria de las
fermentaciones, pero con LD and M+T aparecia en codominancia con otras cepas.
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Figura 6. Frecuencia acumulada de cepas de Saccharomyces cerevisiae aisladas de fermentaciones
espontaneas en la bodega de Granxa D'Outeiro. Sc-minor: X frecuencias de cepas encontradas a < 5% en cada
fermentacion.

Potencial enolégico de las cepas de S. cerevisiae de Granxa D'Outeiro

El estudio de la capacidad fermentativa de las distintas cepas de S. cerevisiae aisladas en Granxa
D'Outeiro mostrd diferencias entre ellas (Table 6). La duracidén de las fermentaciones estuvo entre
22 y 29 dias; aunque algunas cepas no fueron capaces de completar el proceso, como indica la
presencia de azUcares en los vinos resultantes. Acorde con esto, también variaba el vigor
fermentativo, que oscilé entre 8,6 y 29 g azlcar/dia; siendo el consumo de azlcares > 35% en los
tres primeros dias de fermentacién para algunas cepas. También se observaron diferencias
significativas en la acidez total y volatil, asi como en el grado y contenido en glicerol de los vinos
obtenidos con las distintas cepas de levadura. Los valores de estos pardmetros se puntuaron por



rangos como hemos indicado en la Tabla 4. La puntuacion obtenida por las distintas cepas de S.
cerevisiae se muestra en la Tabla 7. En cuanto a la actividad killer, la mayoria de las cepas producian
esta toxina o eran neutras (Tabla 6); sdlo la cepa J era sensible. Ademas, todas las cepas mostraron
una moderada produccidn de H,S. Teniendo en cuanta todos estos criterios alcanzaron la puntuacion
mas elevada las cepas L, K, M y P (Table 7). Sorprendentemente, ninguna de estas cepas fue de las
gue encontramos como dominantes en las fermentaciones espontaneas de la bodega de Granxa
D’Outeiro. Todas ellas fueron aisladas en la fermentacién con la variedad Lado y presentaron una
abundancia baja, excepto la cepa L que alcanzd hasta un 12%). La cepa P también aparecia en la
fermentacién M+T en una proporciéon del 10%.

Ademads de los parametros incluidos en la Table 6, se cuantificaron los aromas fermentativos de los
vinos elaborados con cada cepa. Los resultados de la concentracion total de aromas y de las
principales familias se representa en la Figura 7. En la grafica podemos observar que las cepas B, C, N
y D son las que presentan una mayor concentracién de aromas fermentativos, fundamentalmente
debido a un contenido mas alto de ésteres etilicos, compuestos que estdn relacionados con
caracteristicas sensoriales deseables en los vinos como notas afrutadas y florales. De esas levaduras,
las cepas B y D fueron las levaduras predominantes en las fermentaciones de Granxa D’Outeiro. Sin
embargo, precisamente con estas cepas no obtuvimos una buena puntuacion en los ensayos de
laboratorio. Por otra parte, los vinos resultantes de las cepas mejor puntuadas en laboratorio no
presentaron un contenido de compuestos aromaticos tan elevado.



Tabla 6. Caracteristicas quimicas de los vinos elaborados con las distintas cepas de S. cerevisiae de Granxa D'Outeiro y otras propiedades tecnoldgicas

Cepas de Acidez total Acidez volatil Glucosa + Glicerol Alcohol (% v/v) Dias de *Vigor Consumo Rendimiento*** Fenotipo Produccion
S. cerevisiae (g tart/L) (g acético/L) Fructosa (g/L) (g/L) fermentacion  Fermentativo de killers de H,S
(g azucar /dia) azdcar**
A 4,4+0,0 0,50+0,03 5,020,1 4,8+0,3 12,840,1 26 14,9+0,8 21,441,0 15,840,2 K 3
B 4,7+0,1 0,57+0,01 10,9+1,8 4,9+0,8 12,240,4 26 13,942,7 20,3#3,3 15,940,1 K 3
C 4,1+0,0 0,42+0,06 3,1#1,8 3,940,1 11,940,2 25 9,949,7 15,7+15,5 15,640,2 K 3
D 3,620,0 0,23+0,02 0,540,1 3,840,1 12,1#0,1 23 18,7+1,7 29,743,1 15,640,0 K 2
E 4,1+0,0 0,36+0,02 1,540,3 4,8+0,1 11,7+0,0 22 19,6+4,6 31,6+7,4 15,8+0,0 N 3
E 4,8+0,1 0,55+0,11 1,0£1,1 5,640,3 11,540,1 22 21,945,9 35,849,2 15,840,2 N 2
G 4,5+0,0 0,74%0,10 1,440,1 5,240,1 11,240,0 22 18,040,5 30,8+0,6 15,640,1 N 3
H 4,3+0,1 0,40+0,03 0,8+0,0 5,0£0,3 11,240,0 22 17,940,8 30,4+1,4 15,740,1 K 2
| 4,240,1 0,28+0,01 1,840,1 5,8+0,1 13,740,1 26 17,640,3 23,840,3 16,040,0 K 3
J 4,8+0,2 0,80+0,10 3,3%1,7 5,540,2 13,8+0,1 29 23,046,8 30,648,7 16,0%0,2 s 3
K 5,020,1 0,20+0,00 0,420,1 5,540,3 14,5£0,1 26 29,041,1 37,740,6 15,8+0,4 K 3
L 5,6%0,0 0,20+0,00 0,4+0,0 5,4+0,1 14,540,0 24 29,00,6 37,440,3 16,0%0,2 K 2
M 5,1%0,3 0,3240,01 0,6%0,3 5,3%0,0 12,940,6 22 25,041,7 36,240,9 15,940,1 K 3
N 4,4+0,3 0,46+0,01 1,640,3 5,240,3 12,1#1,0 23 21,545,4 33,315,5 15,840,1 N 3
N 4,8+0,0 0,60+0,06 0,620,1 6,6+0,2 13,8+0,6 25 20,4+1,5 27,742,7 16,0%0,2 K 3
fo) 4,7+0,1 0,62+0,13 2,742,3 5,740,5 14,240,3 25 16,5+3,9 21,645,6 16,040,1 K 3

P 4,6+0,1 0,26+0,06 0,4+0,0 6,0+0,1 12,140,1 23 22,8423 35,443,6 15,90,2 K 2



4,7+0,0

4,3:0,2
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4,610,0
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4,7+0,0

Los datos son la media de dos repeticionestSD. Se encontraron diferencias significativas para todos los pardmetros a p<0.001
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4,240,1

4,6+0,1

5,4+0,6

5,840,6
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* Vigor fermentativo (g aztcar/dia) calculado al tercer dia de fermentacion

**9% de azlcar consumido después de 3 dias de fermentacion

*** Rendimiento = gramos de azlcar requerido para producir un grado de alcohol

§-K= actividad killer; N=neutra; S-sensible a la toxina killer
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Tabla 7. Puntuacidn obtenida por las cepas de S. cerevisiae para los distintos criterios de seleccién y
puntuacion total. Los criterios de seleccidon fueron: Acidez total -TA; Acidez volatil -VA; Grado
alcohdlico-AC; Glicerol-Gly; Tiempo de fermentacion-Ft and Vigor fermentativo-Fv.

Cepa de Puntuacio

n
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cerevisiae TA VA G+F Fv
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Figure 7. Concentracidn (ug/L) de las principales familias de aromas fermentativos en los vinos
obtenidos con diferentes cepas de S. cerevisiae aisladas en la bodega de Granxa D’Outeiro.

Ensayo en bodega con las levaduras seleccionadas en la campaiia de 2024

En base a estos resultados se prepararon inéculos de las cepas K y L para utilizar en la campafia de
2024.

Como en las campafas anteriores, la uva se vendimié de forma manual en cajas de 15 kg y se
trasportd a la bodega de la antes de 2h. En bodega la uva se procesé para obtencién del mosto
como se indica a continuacién. La uva se despalillé y en la bomba de pasta se sulfitd con Sulfamol60
(24 mg SO2/Kg uva), se afiadid acido tartarico (1g/Kg uva) y se transfirio a la prensa. En la bandeja de
la prensa se sulfité de nuevo (6 mg SO2/Kg uva). El mosto se transfiere al depdsito receptor para el
desfangado estatico durante 48 h a 13.4 °C y se afiade enzima (Lysis VC 2 g/100L) y Phylia Cys
20g/100L. Tras 48 h se transfiere el mosto al depdsito de fermentacion.

Los mostos se inocularon con las cepas de S. cerevisiae K y L, y se utiliz6 como control una
fermentacién espontanea. Al inicio y al final de la fermentacién se realizé un control microbiolédgico
para evaluar la capacidad de implantacién de las cepas afiadidas. La fermentacion se llevd a cabo a
17.52C y el proceso se controlé mediante medida de la densidad y temperatura cada 12 h. Durante
la fermentacion se afiadié bentonita y nutriente en distintas fases. Al inicio de la fermentacion se
afiadié fosfato diamodnico. Sobre densidad 1070 se afade Actimax Natura, un activador de
fermentacion. Sobre densidad 1050 se afiadié bentonita (60g/hL). A densidad 1000 se hace un
trasiego y se aflade Actimax Vit (20g/hL). Al finalizar la fermentacién se procede al descube y se
afiade Sulphur 6 (60mg por

Los resultados mostraron que la cepa K no fue capaz de imponerse a las levaduras ya presentes en el
mosto; sin embrago la cepa L si era la predominante en la fermentacién donde fue afiadida, y
también era importante su presencia en el proceso espontaneo. Por lo tanto, esta levadura presenta



una buena adaptacion e los mostos de Granxa D’Outeiro. La composicién quimica basica de los vinos
fue similar en los tres ensayos.

Aplicacion de levaduras no-Saccharomyces y distintas variedades de uva para la diferenciacion de
los vinos

METODOLOGIA

Para este objetivo se utilizd6 mosto de las variedades Lado y Albarifio procedentes de la finca de
Granxa D’Outeiro. Ambas son variedades de uva blanca tradicionales de Galicia. Lado es una
variedad de uso minoritario, especialmente en la DOP Ribeiro. Albarifio es una variedad blanca
mayoritaria de Galicia. Las caracteristicas del mosto se indican en la Tabla 8.

Las cepas de levaduras no-Saccharomyces utilizadas fueron Metchnikowia fructicola Mf278
(Coleccion de levaduras de Evega) y Pichia kluyveri Pkl (Granxa D’Outeiro). Estas levaduras se
afiadieron como primer indculo y la cepa Saccharomyces cerevisiae XG3 (Evega) como segundo
inéculo. Los indculos se prepararon como se indica en Blanco et al. (2013).

Los ensayos se realizaron por triplicado en depdsitos de acero inoxidable de 5L en una camara con
temperatura controlada a 179C, inoculando 1x10#¢ cél/mL de la levadura No-Saccharomyces en los
depdsitos correspondientes (en el control de fermentacidon espontanea no se inoculd levadura). En
las fermentaciones con levaduras no-Saccharomyces, una vez iniciada la fermentacién se inoculd S.
cerevisiae XG3 de forma secuencial. La evolucién de las fermentaciones se sigui® mediante la
medida diaria de la densidad y la temperatura. Al inicio de la fermentacion (Fi) y durante la fase
tumultuosa (Ft) y final (Ff) se tomaron muestras para el control de implantacidn de las levaduras
inoculadas. Una vez terminada la fermentacidn, los vinos se trasegaron vy sulfitaron (50 mg/L), se
estabilizaron por frio, y se embotellaron para posteriores analisis (quimico y sensorial).

Para el control microbiolégico las muestras de mosto y fermentacion se diluyeron de forma
adecuada y se sembraron en medio WL Nutrient Agar (Scharlau Microbiology). Las placas se
incubaron a 28 2C hasta la aparicién de colonias visibles, tras lo cual se procedid al recuento de
levaduras y al aislamiento de un numero representativo de colonias de cada muestra para su
posterior identificacidn. Los aislados se crecieron en Lysine Medium (Oxoid) para su diferenciacion
en levaduras de tipo Saccharomyces y no-Saccharomyces. La identificacion de las levaduras a nivel
de especie se realizd mediante amplificacién por PCR del gen 5.85 rRNA y dos espaciadores
ribosomales internos (ITS) (Esteve-Zarzoso et al., 1999). Aquellos aislados identificados como
Saccharomyces se caracterizaron a nivel de cepa mediante la técnica de analisis de los patrones de
restriccion del mtDNA (mtDNA-RFLPs) segun el protocolo descrito por Querol et al. (1992).

Para el anadlisis del mosto y de los vinos se utilizaron los métodos oficiales (OIV, 2023). Se
determinaron: grado alcohdlico, azucares reductores, acidez total, acidez volatil, pH, glicerol y
sulfuroso libre y total. El analisis de los perfiles de aromas fermentativos se llevd a cabo mediante
cromatografia de gases con detector de masas CG-MS. En la evaluacién sensorial de los vinos
participd un panel de 9 catadores con experiencia en vinos gallegos.

RESULTADOS
La evolucién de las fermentaciones con Albariifio y Lado se muestra en la Figura 8. Con la variedad

Albarifio la curva de los distintos ensayos era similar, aunque en los inoculados con las levaduras no-
Saccharomyces el descenso rapido de la densidad en fase tumultuosa tenia lugar un dia mas tarde



(dia 6). La fermentacion espontdnea y el control inoculado con S. cerevisiae mostraron una cinética
muy parecida. La temperatura se mantuvo controlada a 17+192C durante todo el proceso. La
fermentacién con la variedad Lado fue mas irregular y se observé una ralentizacion del proceso
sobre el dia 7.

Densidad (g/L)
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1100 =9 @ ALB + Mf278 1100 S=eg-8 o @ LADO + Mf278
ALB + XG3 LADO + XG3
1080 1080
ALB — ESP LADO — ESP
1060 1060
1040 1040
1020 1020
1000 . 1000
NG
980 980
960 960
940 940
920 920
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 8. Evolucién de las fermentaciones de Albarifio y Lado inoculadas con distintas especies de
levaduras.

El seguimiento microbioldgico de las fermentaciones mostré que el mosto desfangado de Albarifio y
Lado contenia 9,2 x 102y 3,3 x 102 cél/mL respectivamente, una cantidad bastante baja de levaduras.
Este dato podria explicar porque incluso la fermentacién inoculada tardd hasta 4 dias en arrancar. En
las fermentaciones con Albarifio al inicio de fermentacién la poblacién habia alcanzado 2,0 x 107,
aumentd hasta 1,0 x 108 en fase tumultuosa para disminuir de nuevo hasta 4,0 x 107 cél/mL hacia el
final. Con la variedad Lado la poblacién media en las fermentaciones era de 2,7 x 107 en la fase
inicial, aumentd hasta 5,7 x 107 en fase tumultuosa y descendia al final de fermentacién hasta 3,3 x
107 cél/mL. A nivel cualitativo, P. kluyveri 1 y M. fructicola 278 eran las levaduras dominantes en la
fase inicial de las fermentaciones donde fueron inoculadas. Como se esperaba, al afiadir el segundo
inéculo su presencia disminuyd de forma drastica. Asi, en las fases tumultuosa y final fue S.
cerevisiae la levadura predominante. En las fermentaciones monocultivo con XG3 esta cepa actué en
codominancia con otras S. cerevisiae. Sin embargo, cuando esta cepa se afiadié como segundo
inéculo no fue capaz de dominar sobre las levaduras presentes ya en el mosto, como se muestra en
la Figura 9. En las fermentaciones con Albarifio predominaron las cepas H, | y B; XG3 aparecia con
una frecuencia <10%. Con la variedad Lado las cepas mayoritarias fueron diferentes: B y C; XG3
estaba presente por encima del 20% en las fermentaciones con Mf278 y por encima del 10% en el
caso de las vinificaciones con Pk1.



Figura 9. Presencia de diferentes cepas de S. cerevisiae en las fermentaciones de A) Albarifio y B)
Lado. Las letras A hasta P indican diferentes cepas de S. cerevisiae.

El andlisis quimico basico de los vinos Albarifio mostré diferencias significativas entre las distintas
levaduras en el contenido de azicar (mas elevado en las fermentaciones con XG3), acidez volatil
(menor en los vinos de Mf278) y glicerol (mayor en los vinos de Mf278) (Tabla 1). El grado alcohélico
era mas elevado en la fermentacidon espontanea y las inoculadas con Pkl y S. cerevisiae que en la
llevada a cabo con MF278, aunque las diferencias no eran significativas. Con los vinos de la variedad
Lado se observo la misma tendencia en la acidez volatil y glicerol con la levadura Mf278 (Tabla 1). Sin
embargo, es este caso fue el vino fermentado con Pkl el que quedd con azucares sin fermentar.

Tabla 8. Caracteristicas de los vinos obtenidos de la fermentacion con distintas levaduras de mosto

Albarifio y Lado.

Variedad y parametro Mosto Mf278 Pk1 XG3 ESP
ALBARINO

Grado Alcohdlico/probable (%vol) 13.4 12.5+0.6 12.9+0.7 12.7+0.4 13.5
Glucosa + Fructosa (g/L)/Brix* 22.9 0.2+0.0° 1.640.6° 3.3+1.4¢ 0.3

Acidez Total (g tart/L) 5.9 5.610.1 5.5%0.1 5.740.1 5.8

Acidez Volatil (g acético/L)* 0.28+0.01- 0.35+0.06° 0.39+0.06° 0.27
pH (-) 3.47 3.49+0.01 3.52+0.02 3.5240.01 3.52
Glicerol (g/L)* 6.6£0.3° 5.740.2 6.2+0.1° 5.9

LADO

Grado Alcohdlico/probable (%vol) 13.3 13.3+0.6 12.9+0.4 13.1+0.6 13.4
Glucosa + Fructosa (g/L)/Brix * 22.8 2.7+0.8 2 7.9+2.6b 0.8+0.3> 3.2

Acidez Total (g tart/L) 6.0 6.1+0.1 6.1+0.2 6.2+0.0 6.3

Acidez Voldtil (g acético/L) * 0.39+0.02- 0.46+0.03" 0.45+0.01 0.34
pH (-) 3.47 3.46+0.00 3.44+0.02 3.45+0.00 3.43
Glicerol (g/L) * 6.7+0.1¢ 5.7+0.2 2 5.7+0.2: 5.6

*Los datos son la media de tres repeticiones + SD (excepto la fermentacién ESP). Diferentes letras en la misma fila indican
diferencias significativas para ese parametro entre los vinos elaborados con las distintas levaduras y esa variedad.




El perfil de aromas fermentativos de los vinos permitié diferenciar entre los vinos elaborados
mediante fermentacidn secuencial con las levaduras no-Saccharomyces de los inoculados solo con S.
cerevisiae. En la Figura 10 se muestra el resultado del analisis de componentes principales de los
vinos de Albarifio y Lado teniendo en cuenta los compuestos que presentaron diferencias
significativas entre los ensayos. Con ambas variedades los vinos inoculados con XG3 y la
fermentacién espontanea se localizaron en la parte izquierda del componente 1 caracterizados por
un mayor contenido de hexanol y 2-feniletanol. Los vinos Albarifio de Mf278 y Pkl se agruparon en
el tercer cuadrante y presentaban un mayor contenido de acidos, acetatos y ésteres. Con la variedad
Lado se separaban ademas los vinos elaborados con Mf278 (segundo cuadrante) de los obtenidos
con Pkl (tercer cuadrante). En este sentido los vinos de Mf278 se caracterizaban por su contenido
de 2-feniletanol, acetato de etilo y butirato de etilo mientras que en los vinos de Pkl destacaban por
una mayor concentracion de ésteres, acidos y acetato de 2-feniletilo.
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Figura 10. Andlisis de componentes principales de los vinos de Albarifio y Lado elaborados con
distintas levaduras. Biplot de los dos primeros componentes para los aromas fermentativos que
mostraron diferencias significativas (p < 0.05) entre los ensayos realizados.



A nivel sensorial en los resultados de cata de los vinos elaborados con distintas levaduras
destacaron los obtenidos mediante inoculacidn secuencial. En general, estos vinos presentaron
mayor puntuacion a nivel global y para distintos descriptores aromdaticos como notas florales o a
distintos tipos de fruta (Figura 11A y 11B). Ademds, también eran los vinos preferidos por los
catadores (Figura 11C); el elaborado con Mf278 con la variedad Lado y el elaborado con Pkl en el
caso de la variedad Albarifio.

Figura 11. Perfil sensorial de los vinos Lado (A) y Albarifio (B) elaborados con distintas levaduras (se
incluyen los descriptores con media geométrica mayor del 25% en al menos unos de los vinos. C).
Preferencia de los catadores por los vinos.

Por tanto, el uso de las levaduras Metchnikowia fructicola Mf278 y Pichia kluyveri Pkl mediante
inoculacidn secuencial permitié modificar el perfil quimico y sensorial de vinos de las variedades
Albarifio y Lado. Las levaduras no-Saccharomyces aportaron notas florales y afrutadas dando lugar a
vinos mas complejos que eran preferidos por los catadores.



2. Definir mesturas adecuadas para vela stia evolucién nun proceso de crianza sobre lias
Las mezclas que se propusieron y que quedan refrendadas por los resultados son:
55% Treixadura
24% Albarino
12% Lado
8% Loureira
1% Godello

Este vino mezcla de distintas variedades sera el que se utilice para poner en los distiontos tipos de
depdsito que se indica a continuacién en el punto

3. Avaliar a influencia do tipo de depdsito para a crianza sobre lias finas sobre as
caracteristicas do vifio. Estudaranse depdsitos de distintos tipos de madeira e volume e
depasitos inox.

El vino mezcla de los distintos monovarietales se transfirié a diferentes depdsitos: acero inoxidable,
barrica de madera de distintos tamafios (300 L y 500 L) para ver su evolucién y la influencia en las
caracteristicas quimicas y sensoriales del vino.

En la Figura 11 se observan la evolucidn de los aromas de madera en las barricas. En cuanto a los
fenoles voldtiles, en los vinos procedentes del depdsito de acero inoxidable solo de detecté la
presencia de Vinilfenol y vinilguaiacol a los seis meses (no se analizd a los 12 meses). En barrica la
concentracién de estos fenoles se duplicé al cabo de 12 meses. De igual forma la concentracidn de
eugenol se incrementé al aumentar el tiempo de estancia en la barrica a doce meses. Una tendencia
similar se observo para la vainillina en las barricas de 500L; sin embargo, en las barricas de 300 el
contenido no era muy diferente en estos dos periodos. El contenido de whiskylactonas también
incremento tras un periodo de 12 meses en madera. En cuanto a los compuestos furanicos, el
contenido de furfural disminuia a los 12 meses, pero el 5-metil furfural se mantenia, en el caso de la
barrica de 300L, o aumentaba en la barrica de 500L
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Figura 11. Aromas de madera en los vinos envejecidos en depdsito de inox. y en barricas de madera
de 300L y 500L de volumen durante 6 y 12 meses.

A nivel sensorial como se puede ver claramente los vinos se caracterizan por su cardcter frutal
manteniendo un aporte de componentes de la madera como la whiskylactona y el metil fusfural.
Ademas el tanino de la madera le aporta estructura y complejidad.

La mezcla de vinos monovarietales de 2022 se realiz6 en mayo (22/05/2023) y se conserva en
depdsitos de acero inoxidable en la Evega.

4. Establecer un protocolo para a elaboracion dun vifio de garda propio ( Granxa D’Outeiro)

Para estimar el momento 6ptimo del inicio de la vendimia para cada una de las variedades, se
realizardn controles semanales de maduracidon desde el momento del envero hasta que se estime
gue ha alcanzado la madurez tecnoldgica en cada una de las campafias.

La vendimia se realiza de forma manual en cajas de 15 Kg y se transporta a bodega antes de las 2
horas para el procesado y la obtencién del mosto.

Se despalilla y en la bomba de pasta se sulfita 24 mg de SO2 por Kg de uva y si es necesario se
corrige su acidez para tener un Ph estable, en torno a 3,3.



En la prensa, la pasta se macera durante un periodo de entre 1,5 horas a 3 horas, a una temperatura
de entre 10 y 15 2C. Transcurrido este tiempo se prensa a un maximo de 1 Bar de presidn y se afiade
en la bandeja de la prensa 6 mg de SO2 por Kg de uva.

Se realiza andlisis del mosto.

El mosto se transfiere a los depdsitos afiadiendo 2 Gr de enzimas pectoliticas cada 100 litros de
mosto resultante, el mosto se mantiene durante 48 hr a 15 2C transcurridas las cuales se desfanga
para llevarlo a los depdsitos de fermentacion donde se afiaden 20 Gr/HI de Glutation y se controla la
temperaturaa 17,5 eC.

Se realiza analisis del mosto.

La fermentacién se controla cada 12 horas midiendo densidad y temperatura procediendo durante
la fermentacion ajustar las necesidades nutricionales de las levaduras en un primer momento con
fosfato diamodnico y en el momento de la multiplicacién exponencial de las levaduras con nutrientes
organicos procedentes de compuentos de levadura. Cuando el mosto en fermentacién halla
alcanzado una densidad préxima a 1040 se clarificara con bentonita en las dosis que nos indiquen los
ensallos realizados durante las analiticas del mosto.

Hacia el final de la fermentacion, se realizard una trasiega para mantener solo las lias finas en
suspension, para una vez finalizada la fermentacion, trasegar los vinos a los depdsitos de acero y a
las barricas de Roble para su crianza sobre lias, durante un periodo no inferior a 3 meses.

5. Presentar o produto e dar a cofiecer os resultados de interese para o seu aproveitamento polo
sector e pola comunidade cientifica

Los resultados del proyecto se presentaron en distintas congresos relacionados con el sector del vino
y se publicaron en revistas cientificas de acceso libre. A continuacidn, se indican las comunicaciones
y articulos publicados (Los trabajos completos estan a disposicién de las personas interesadas en
Granxa D'Outeiro ; email: admon@granxadouteiro.com):

1. Pilar Blanco, Gloria Reinoso, Rebeca Gonzdlez, José Manuel M. Juste, Manolo Neira.
Dynamics of Saccharomyces cerevisiae population in spontaneous fermentations from
Granxa D’Outeiro terroir (DOP Ribeiro, NW Spain). Pdster en Il International Congress on
Grapevine and Wine Science. 8-10 November 2023, Logrofio, La Rioja, Spain. IVES
Conference Series, ICGWS 2023.

Resumen

Dynamics of Saccharomyces cerevisiae population in spontaneous fermentations from Granxa D’Outeiro terroir (DOP Ribeiro, NW
Spain)

Pilar Blancol*, Gloria Reinoso2, Rebeca Gonzélez2, José Manuel M. Juste2, Manolo Neira2

1Estacion de Viticultura e Enoloxia de Galicia (EVEGA-AGACAL), Ponte San Clodio s/n, 32428, Leiro-Ourense
2 A Granxa D’Outeiro, Francelos, Ribadavia, Ourense, 32418-Coordenadas (42.2745221, -8.1626866)
e-mail: pilar.blanco.camba@xunta.gal

Granxa D’Outeiro is a recovered ancient vineyard located in the heart of DOP Ribeiro, where traditional white grapevine varieties are
growing under sustainable management. Spontaneous fermentations using grape must from Treixadura, Albarifio, Lado, Godello,
and Loureira varieties were carried out at experimental winery of Evega. Yeasts were isolated from must and at different stages of
fermentation. Those colonies belonging to Saccharomyces cerevisiae were characterized at strain level by mDNA-RFLPs. General
chemical parameters and aroma profile of wines were determined using official OIV methodology and GC analysis. The



microbiological control of fermentations revealed the presence of 5 to 15 different strains of S. cerevisiae depending on the variety.
The highest diversity of yeast strains was found in Loureira fermentation. Strains named as G3 and G4 were the dominant yeasts in
all processes, except Godello (controlled by strain G11); therefore, they are the main responsible for the fermentative aromas of the
wines. The total acidity of wines ranged between 4,2 g/L with Treixadura and 5.2 g/L with Loureira, while the alcohol content ranged
between 13 % (v/v) with Loureira and 14,2 % (v/v) with Lado. Treixadura wines showed the highest concentration of fermentative
volatile compounds and this variety and Loureira reached the highest content of terpenes and eugenol. A blend of these
monovarietal wines will allow to obtain an exclusive wine, which expresses the biodiversity from Granxa D’Outeiro terroir.

Keywords: Granxa D’Outeiro, traditional grapevine varieties, spontaneous fermentation, Saccharomyces cerevisiae, yeast strains,
wine chemical composition
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