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Las necesidades de nitrégeno de la levadura

En el mundo viviente, el nitrdgeno es un elemento esencial que forma parte de la composicion de
los aminoacidos, de los prétidos y de las proteinas.

En el caso particular de las levaduras, estas proteinas son elementos constitutivos de la célula y
de sus 6érganos (proteinas de estructura) o de las enzimas que intervienen como transportadores o
en las reacciones metabdlicas (proteinas funcionales). El nitrdgeno por tanto es un factor clave para
la multiplicacién y la actividad fisiolégica de la levadura.

Cuando se habla de nitrégeno, se considera el conjunto de las moléculas que contienen uno o mas
atomos de nitrégeno. Sin embargo, no todo el nitrégeno es utilizable por la levadura: P. Barre, V.
Jiranek y otros definieron el nitrégeno asimilable como la cantidad de nitrégeno en mg / L
disponible y al mismo tiempo susceptible de ser utilizado por la levadura. En este articulo, cuando
hablamos de nitr6geno, nos referimos siempre a esta definicion, salvo indicacién contraria.

El nitrégeno asimilable esta constituido por nitrégeno amoniacal y por aminoacidos. Algunos
aminoacidos, como la prolina, no son asimilables por la levadura. La determinacion del nitrégeno
asimilable considera unicamente los aminoacidos asimilables.

En medio sintético y con cultivo puro, la fermentaciéon completa de 200 g / L de azucar (alrededor
de12° probables) se puede alcanzar sélo con unos contenidos iniciales de nitrégeno asimilable
superiores a 150 mg / L, que es considerado por consiguiente el nivel de “carencia absoluta”.
Contrariamente a otras levaduras, Saccharomyces cerevisiae no posee proteasas externas y por
tanto no puede hidrolizar los péptidos y las proteinas para recuperar los aminoacidos. Por
consiguiente el nitrégeno asimilable puede representar menos del 50% del nitrégeno total.

La cantidad de nitrégeno asimilable por la levadura tiene cuatro efectos importantes y en parte
dependientes los unos de los otros:

e La multiplicacién celular aumenta por los aportes de nitrégeno que son eficaces cuando son
efectuados durante la primera mitad de la fermentacion (es decir en torno a 1050 de densidad)
luego disminuyen progresivamente hasta ser nulos en la ultima tercera parte de la FA (es decir
después de 1030 de densidad). Una parte del nitrégeno asimilable es incorporado en las proteinas
de estructura que son necesarias para la construccion de nuevas células. Sablayrolles (INRA) ha
demostrado por otro lado que es peligroso adicionar demasiado nitrégeno (véase calculo de las
necesidades medias de nitrogeno durante la FA en funcion del grado alcohdlico probable): una
poblacién demasiado fuerte conduce a una mortalidad elevada a causa de la aceleracion de la
cinética fermentativa, que da lugar a un aumento de la temperatura y a la competicion de las
levaduras por los otros factores de supervivencia.

e La cinética de fermentacion alcohdlica esta claramente asociada al nivel de poblacién de
levaduras. Se considera que entre 100 y 150 millones de células por mL en buen estado fisiol6gico
durante la fase estacionaria (de 2 a 3 dias después del inicio de la FA) son capaces de acabar la
FA. El nitr6geno actia sobre la fermentacion alcohdlica al permitir la sintesis de proteinas que van a
asegurar el transporte de los azucares hacia el interior de la célula donde seran fermentados
produciendo etanol. Estas proteinas son degradadas durante la fermentacién alcohélica y por tanto
la levadura necesitara renovar _este "pool" para poder concluir la FA. Por otra parte la levadura
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encuentra mayores dificultades para adsorber el nitrdgeno cuando el medio se enriquece en etanol,
esto explica por qué los aportes tardios son menos eficaces que los aportes tempranos. A pesar de
ello, los estudios muestran que los aportes nitrogenados tienen un impacto durante un periodo mas
largo sobre la cinética fermentativa que sobre la multiplicaciéon de las levaduras (aproximadamente
hasta el dltimo cuarto de la FA = 1020 de densidad). Por ultimo, existe una sinergia entre el
nitrégeno y el oxigeno : en una FA llevada a cabo en anaerobiosis estricta (sin aporte de O,) la
permeabilidad celular se deteriora rapidamente haciendo que la adsorcion de nitrégeno sea muy
dificil mientras que los azucares siguen entrando dentro de la célula : existe un desfase de cerca de
2 dias entre el inicio de la carencia de nitrégeno y la parada de la FA. Este ultimo dato explica
también por qué se recomienda actuar preventivamente y aportar conjuntamente nitrégeno y
oxigeno durante el primer tercio de la FA.

e La produccién de compuestos sulfurados esta directamente relacionada con la carencia de
nitrogeno. La explicacion mas plausible es que, en situacion de carencia nitrogenada, la levadura
extrae y metaboliza el azufre adicionado (SO,) o presente naturalmente en los mostos (los diversos
sulfatos) para producir aminoacidos sulfurados que le servirdn para "construir” sus proteinas. En
estas condiciones, el aumento de las dosis de sulfitado favorece la produccién de compuestos
sulfurados. Los elementos mencionados en el parrafo precedente explican también por qué los
aportes tardios de nitrégeno asimilable son poco eficaces sobre los olores sulfurados. Por dltimo, la
aparicion de olores sulfurados es un buen indicador del riesgo de parada de FA ya que su
producciéon comienza casi inmediatamente después del inicio de la carencia de nitrégeno.

e La produccion de compuestos aromaticos, especialmente de ésteres, depende fuertemente
del nivel de nitrégeno asimilable por la levadura. De forma més general, la cantidad de compuestos
aromaticos producidos durante la FA varia de la misma forma que la concentracion inicial de
nitrdgeno asimilable del mosto.

Por tanto, el en6logo debe combinar todos estos elementos para definir una estrategia coherente de
correccion de las carencias de nitrdgeno: no demasiado tarde, con oxigeno y sin excesos.

Otro elemento importante, la forma del nitrégeno desempefia un rol fundamental. No se han
llevado a cabo muchos trabajos de fisiologia.

Los principales resultados son los siguientes:

o Durante los aportes tardios (supuestamente curativos / FA lentas) el nitrdgeno aminado es
mas eficaz que el nitrégeno amoniacal.
o La formacion de alcoholes superiores aromaticos, que participan positivamente en el

caracter frutal y especiado de los vinos, es menor cuando la Unica fuente de nitrégeno es el
amoniaco, resultados confirmados tanto en campo como por el programa I&D a través de las
comparaciones efectuadas entre FermaidE® - NH,*. Se trata por otro lado de una tematica muy
actual ya que la Universidad de Zaragoza ha demostrado la fuerte relacion que existe entre la
composicion aminada y las moléculas aromaticas producidas durante la FA.

Los aportes de aminoacidos asimilables son tan eficaces como el nitrégeno amoniacal a la hora de
controlar los olores sulfurados.

El nitrogeno de las uvas y de los mostos

Los resultados obtenidos por el ICV muestran que la zona mediterranea es, en general, una zona
en la que el nitrdgeno se encuentra presente en baja concentracion durante de la cosecha.

Como ejemplo, la media en 2005 de mas de 600 mediciones efectuadas por el ICV Pyrénées —

Roussillon fue de 120 mg / L para unos grados alcohodlicos probables entre 10,1°y 17,5°. El
78% de los valores fueron inferiores a 150 mg / L, contenido considerado por numerosos
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expertos como el umbral de
Observatoire du Millésime: evolucién del contenido “carencia absoluta” para

medio de nitrogeno asimilable Saccharomyces cerevisiae
(véase capitulo siguiente).
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Puntualmente se observaron disminuciones del contenido de nitrégeno de las uvas durante la
maduracién pero fueron mas bien excepciones.

Las variaciones entre afiadas fueron debidas principalmente a la alimentacién hidrica de la vina :
los afios de estrés dieron lugar muy a menudo a unos contenidos mas bajos.

Las medidas anunciadas por los enélogos ICV basandose en las medidas del “Observatoire du
Millésime”, dan un buena tendencia de la afiada y unas diferencias asociadas a la variedad. Pocas
bodegas disponen en efecto de las herramientas necesarias para efectuar un seguimiento en
tiempo real y, en cada
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La variedad tienen un
impacto casi tan marcado
como el de la aflada, como muestran las medias de 6 afios en el momento de la cosecha obtenidas
en el programa 1&D (grado alcohdlico probable generalmente por encima de los 12%).

Las variedades mediterraneas tienen unos valores generalmente bajos (dejando aparte la syrah) y
las variedades “importadas” de otras zonas unos valores mas elevados.

Se observa que, como en el caso del efecto de la afada, el efecto variedad presenta una grande
variabilidad intravarietal.

Las ofras causas conocidas de la variabilidad del contenido de nitrébgeno de las uvas son
claramente de orden agronémico: fertilizacion nitrogenada del vifiedo (organico o mineral), cubierta
vegetal (o desyerbado insuficiente), irrigacion.
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El nitrégeno asimilable de la uva esta presente generalmente la mitad en forma amoniacal y la otra
mitad en forma aminada (los resultados del ICV dan una horquilla del 40% al 60% de aminoacidos,
los del INRA de Montpellier de un poco menos del 60%). Sin embargo segun los resultados del ICV
Pyrénées — Roussillon, el nitrégeno amoniacal representa cerca del 80% del nitrégeno asimilable, lo
que podria significar una diversidad en funcion de las zonas o de las afadas.

La mayor parte de los resultados muestran que durante la maduracion el contenido de amino&cidos
asimilables varia poco. Por otro lado, los resultados del ICV Pyrénées — Roussillon, obtenidos en
2005, tienden a mostrar que, cuando el contenido de nitrégeno asimilable estd por debajo del
umbral de “carencia absoluta” (cerca de 150 mg / L), el contenido de aminoacidos asimilables se
reduce a la mitad: cuando hay déficit éste es mucho mas marcado en el caso de los aminoéacidos.

Control de la alimentacion nitrogenada durante la FA

Aunque éste no es el unico factor de control de la FA, se pueden correlacionar las
necesidades medias de nitrégeno de las levaduras con los niveles de concentracion de
azucares: Tomando como base una necesidad de 150 mg / L de nitr6geno para un grado prob. de
12% y una FA realizada en 8 dias a 24°C, serd necesario anadir de 25 a 30 mg / L de nitrégeno
asimilable por cada grado probable suplementario. Para un grado probable de 13%, se necesitaran
cerca de 180 mg / L, para 14% cerca de 210 mg / L.... Esto claramente es un orden de grandeza
para limitar los riesgos de FA lentas asi como los consiguientes gérmenes de contaminacién o los
riesgos de paradas de FA.

Por otro lado es necesario mantener la vision de que superar estos valores conlleva mas peligros
que beneficios y de que acordarse de regular las adiciones de nitrégeno no elimina los riesgos de
paradas de FA. Seria util volver a leer el documento sobre los 13 puntos clave de la FA...

La levadura adsorbe el nitrogeno del medio bastante rapidamente: del 50% al 80% del nitrégeno es
consumido en menos de 10 h. esto en particular significa que un inicio espontdneo de la FA
seguramente crea o acentla la carencia.

pero no todas las levaduras son iguales desde el punto de vista de su reactividad con los
aportes de nitrégeno.

Se realizaron mediciones en medios de cultivo sintéticos con carencias, con un grado probable de
cerca del 12% y a 24°C. El inconveniente de este tipo de mediciones es que tiene en cuenta un
unico factor: si se trabaja con un grado prob. de 14% los resultados podrian ser diferentes ... a
pesar de todo, estos resultados representan en gran medida la realidad.

Segun estas mediciones, levaduras como la D21® o la D47® son poco exigentes mientras que K1M®
o D80° tienen unas necesidades significativamente mas elevadas. Se observa, en estas
condiciones, que la KIM® es poco indicada lo que podria hacer suponer que le cuesta fermentar
mostos dificiles. La investigacion de campo aplicando estas pruebas demostré lo contrario. Pero no
se encontraron nunca estas mismas condiciones en la realidad. La K1M® consigue superar las
dificultades en condiciones de mayores concentraciones de azlcares, de temperaturas mal
controladas, de mal estado sanitario o de fuerte competicion con las levaduras indigenas. Por otro
lado se sabe que K1M® reacciona positivamente ante los aportes de nitrégeno (especialmente
cinética de FA, olores sulfurados) y mas intensamente que la mayor parte de las otras levaduras de
la gama ICV, lo que confirma estos resultados.

La cuestion que se planteé a continuacién fue el impacto de las fases prefermentativas sobre el
nivel de nitrégeno en el mosto, en ausencia de desarrollo de flora espontanea (Saccharomyces o
no).

Las mediciones del programa I&D comparando, para una misma materia prima, la maceracion
pelicular y el prensado directo mostraron que no existen diferencias significativas entre estas dos
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opciones. Sin embargo las maceraciones peliculares dan lugar a unas FA a menudo mas faciles,
prueba de que el nitrégeno no es el unico elemento implicado en la cinética de la FA.

El desfangado se supone que también tiene un impacto negativo sobre el contenido de nitrégeno
asimilable del mosto. Para valores bajos (< 100 mg / L), la determinacion mediante el método de
referencia muestra que las diferencias van siempre en el miso sentido pero son apenas mas
elevadas que la repetibilidad del analisis: aproximadamente de 5 a 15 mg /L mas en el mosto no
desfangado. Para mostos mas ricos en nitrdgeno, el desfangado puede provocar una reduccion del
30% del contenido de nitrégeno asimilable, lo que podria inducir una carencia. El desfangado tiene
por tanto un impacto sobre el nitrégeno asimilable : en cualquier caso, la medicidén realizada en
laboratorio es una medicion efectuada en el mosto claro, por tanto préxima a la que se obtendra en
bodega a la salida del desfangado. Por otro lado, el desfangado empobrece el mosto en esteroles y
en acidos grasos que son factores de supervivencia muy importantes para la levadura. Los “fléculos
pécticos” o lias finas que se reincorporan durante el desfangado limitan este empobrecimiento.

Senalar de paso que es imposible controlar en bodega este tipo de tendencia ya que es necesario
realizar la determinacion por valoracion con formol (con el Foss es necesario clarificar antes del
analisis).

¢Como manejar los aportes de nitrégeno?

El primer punto se refiere a la eleccion de los productos y de la dosis considerando tanto
aspectos técnicos (nivel de carencia determinado / concentracién de azucares, eficacia), como
organolépticos, econdmicos (coste por hL) y normativos (dosis legales maximas de fosfato o sulfato
diaménico, contenido de tiamina de los nutrientes enriquecidos con esta vitamina) :

o El sulfato o fosfato diamdnico es uno de los mas eficaces, mas concentrados y menos
caros. Aporta 60 mg / L de nitrégeno asimilable por cada adicion de 30 g/hL. El impacto
organoléptico es regular: aromas descritos como tecnoldgicos, volatiles y quimicos con
concentraciones elevadas y mas agresivos en boca (rugosidad en blanco y en rosado, astringencia
y sequedad en todos los vinos).

o Por lo que respecta a los
nutrientes complejos de tipo Efecto de los aportes de nitrégeno en el Sauvignon
FermaidE® no todos son eficaces, ] I&D ICV
son medianamente concentrados O Testigo
o L -
(45 mg / L de nitrégeno asimilable 5
"y M DAP
por cada adicion de 30 g / hL de . _ |_

FermaidE®), provocan impactos B FermaldE®
organolépticos variables, en general

orientados hacia _notas mas

maduras y hacia un mayor dulzor en

boca (véase grafico de la derecha). ﬂ!:L |
Costa de 4 a 6 veces mas al kilo :

que el fOSfatO diaméniCO. Sucljftradoscftricos l;;u:ca; Regaliz  Volumen  Ac. Rugosidad Astr. Sequ. Amargor
Este precio mas elevado es debido

a la presencia de levaduras secas inactivadas que cuestan unas 10 veces mas que el fosfato
diamoénico. Este aporte de nitrégeno organico garantiza también una mayor eficacia en el caso de
los aportes tardios (en la segunda mitad de la fermentacion) tanto preventivos como “correctivos”.
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Cuanta mas cantidad de fosfato diamoénico se afnada en una mezcla de nutrientes complejos mas
se reducira el precio de coste y mayor sera el nivel de nitrégeno asimilable liberado por g de
producto. Cuanto mas barato y concentrado sea el producto, mas elevada sera la proporcion de
nitrégeno mineral.

No hay que considerar todos los compuestos organicos como nutrientes nitrogenados. Por ejemplo
los Booster® aportan sélo V4 del nitrégeno que aporta FermaidE®, es decir de 10 a 15 mg / L con
adiciones de 30 g / hL. Ademas todos los ensayos llevados a cabo por el ICV confirman que una
mala gestién de la nutricién nitrogenada hace perder |la mayor parte de los efectos positivos de
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Booster®.

Merlot - Encubado corto - I&D ICV - 2005

El grafico de la derecha muestra en
rojo estos resultados. Ademas de la -
Iigera diferencia en cuanto a duracion ) MW BoosterRouge® 30 g / hL en el encubado + FermaidE®
de la FA (en general de 1 a 3 dias),
cuando no se efectia adicion de
FermaidE® todas las caracteristicas 21gg----0F---- - - ol - ol ----------------
positivas son menores. Este efecto i
no siempre se presenta con la misma
intensidad en términos de impacto,
pero la tendencia es constante. I

M BoosterRouge® 30 g / hL en el encubado

sulfurado Herbaceo Frutos Confitura Volumen Intensidad Astring. Sequ. Amargor
rojos ténica

El segundo punto concierne a la estrategia del aporte: los aportes durante la fase de multiplicacion
y durante la fase estacionaria son los més eficaces. Por tanto es siempre preferible actuar de forma
preventiva. Atencion sin embargo a la mala interpretacion del aporte llamado “inicial” : No hay que
aportar nitrogeno durante la adicion de levaduras sino al inicio de la FA (de -5 a -10 puntos de
densidad) cuando la fase de multiplicacion haya iniciado.

Durante el aporte clasico al final de la fase de crecimiento (alrededor de 1/3 de la FA) la
adicion combinada de O, se debe efectuar de forma sistematica tanto en tinto como en blanco o
rosado.

En ese estadio, los 4 - 8 mg / L de oxigeno aportado son consumidos inmediatamente por las
levaduras sin que puedan oxidar las moléculas arométicas o sus precursores.

Cuando los analisis o los datos de la afiada indiquen carencias que no pueden ser corregidas
mediante aportes de nutrientes complejos solamente (limitados muy a menudo por su contenido en
tiamina), es necesario completar estos aportes con sulfato o fosfato diaménico. En el caso de los
aportes tardios (después de la mitad de la FA) que seria mejor evitar, es preferible siempre el
nitrégeno complejo.

Cuando los aportes nitrogenados arreglan so6lo parcialmente el problema a pesar de un buen
control de los otros puntos clave de la FA, serd necesario aplicar productos especificos del tipo
GofermProtect®, vivamente recomendados también en el caso de grados alcohdlicos elevados (>
13,5 — 14% pot.), con carencias 0 no (véase la tabla siguiente).

Por ultimo, hay que plantear la cuestion del impacto sobre la FML de la gestion del nitrogeno
durante la FA. En efecto las bacterias lacticas son consumidoras de nitrégeno pero sélo en forma
organica (aminoacidos y pequefios péptidos). En este sentido, residuos de FermaidE® podrian tener
un cierto impacto sobre la cinética de FML. Este fenédmeno nunca ha sido mencionado, pero en
ensayos efectuados por el programa I&D se ha observado este efecto. Por otro lado, los
activadores de la FML son elaborados esencialmente a base de aminoacidos ya que una carencia
podria impedir completamente la FML. De todas formas, no aseguran que la FML se desarrolle sin
problemas... la alimentacién nitrogenada de las bacterias lacticas no es el Unico factor de éxito de
la FML.

El los casos tradicionales, es esencial ademas la autolisis de las levaduras que permite cubrir las
necesidades de las bacterias lacticas. Con las levaduras que presentan una autolisis mas lenta
como es el caso de PDM o K1M®, los retrasos o dificultades de la FML se podrian explicar, al
menos parcialmente, por esta caracteristica.
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FermaidE® o GofermProtect® : las bases para la eleccion de los productos

FermaidE® o FermaidBlanc® aportan nitrégeno asimilable a razén de 45 mg / L por cada adicién de
30 g / hL, esteroles y vitaminas (sobre todo tiamina). Desempefian por tanto un rol positivo ante
todo por lo que respecta a la carencia de nitrégeno pero también, a media escala, con respecto a la
resistencia de la levadura al final de la FA (gracias a los esteroles y a las vitaminas asimiladas).
Este ultimo punto explica la estrategia “historica” del ICV de fraccionamiento de los aportes: a
densidad inicial de —5 a — 10 puntos y al final del primer tercio de la FA.

GofermProtect® ha sido desarrollado por Lallemand para proporcionar a las levaduras, durante la
fase de rehidratacion, vitaminas y oligoelementos que aseguren una mejor supervivencia de la
levadura, particularmente importante en el caso de grados elevados o de procesos “estresantes”
(especialmente baja turbidez, bajas temperaturas). jPero no es una herramienta de gestion de
las carencias nitrogenadas!

De forma esquemaética, se recomienda:

Ausencia de carencia de

renci nitrégeno )
Carencia de nitrége nitrbgeno

Elevado grado ®
probable o proceso Gofer?elj:r?;?gl';@mego GofermProtect®

estresante

Bajo grado probable y

P FermaidE® —~
proceso clasico
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