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NITROGENO PRONTAMENTE ASIMILABLE
EFECTO SOBRE LA VELOCIDAD DE FERMENTACION

Silvia Paladino
Maria Laura Sanchez
Marcos Maza

RESUMEN

El propdsito de este trabajo fue evaluar
la incidencia de la concentracion de nitrége-
no prontamente asimilable (NPA) sobre la
velocidad y duracion de la fermentacion al-
cohdlica de los mostos de uva.

El experimento se disefi6 con tres trata-
mientos (A=testigo; B=agregado de
PO,H(NH,), 50 mg/L; C=agregado de
PO,H(NH,), 100 mg/L) y cuatro repeticiones.
Se realizaron microvinificaciones con jugo de
uva pasteurizado var. Chardonnay, inocula-
do con Saccharomyces cerevisiae cepa FCA
32. La fermentacién se condujo a 25 °C. La
concentracion de NPA fue medida por titula-
cion en medio formol. La velocidad de fermen-
tacion fue determinada por pérdida de peso.

La velocidad maxima de fermentacién se
alcanzo al tercer dia. Existen diferencias sig-
nificativas entre la velocidad méxima alcanza-
da por el testigo y por los tratamientos By C
pero no hay diferencias significativas entre las
velocidades maximas alcanzadas por los tra-
tamientos B y C. La velocidad méaxima de fer-
mentacion alcanzada por el tratamiento B
(agregado de 50 mg/L de PO, H(NH,),) fue
57 % superior respecto del testigo, mientras
que el tratamiento C (agregado de 100 mg/L
de PO,H(NH,),) fue 53 % superior respecto del
mismo testigo La velocidad méxima de fermen-
tacion aumentd con la adicion de nitrégeno,
pero no se observan diferencias entre las dis-
tintas dosis empleadas.
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the
effect of yeast assimilable nitrogen (YAN)
concentration on the time course of fermen-
tation and on the fermentation rate of grape must.

The experiments were carried out with
three treatments (A=control; B=50 mg/L
PO,H(NH,), added; C= 100 mg/L PO ,H(NH,),
added). Four replications were run.

The microvinifications were maked with
pasteurized grape juice from chardonnay and
were inoculated with Saccharomyces
cerevisiae strain FCA 32. Fermentations
were performed at 25 °C.

The YAN concentration was determined
by formol titration. The fermentation rate was
measured by weight loss.

The maximun fermentation rate was
reached at the third day. Differences were
found between the maximun fermentation
rate reached by the control (A) and the other
two treatments (B-C). No differences were
found between maximun fermentation rate
reached by treatments B and C. The
maximun fermentation rate was higher with
nitrogen addition, but no differences were
found between the differents quantities
used. The maximun fermentation rate
reached by treatment B (addition of 50 mg/
L de PO,H(NH,),) was 57 % faster than con-
trol, while treatment C (addition of 100 mg/
L de PO,H(NH,),) was 53 % faster than the
same control.
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La duracion media de la fermentacion
resulta significativamente diferente para los
tres tratamientos: 9.25 dias para el testigo,
7.5 dias para el tratamiento B y 6.25 dias
para el tratamiento C. El agregado de
PO,H(NH,), disminuye la duracion de la fer-
mentacion en las condiciones de trabajo. La
duracion de la fermentacion del tratamiento
B (agregado de 50 mg/L de PO,H(NH,),)fue
del 81 % respecto del testigo 100 %, mien-
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The average time to obtain a complete
fermentation was different for all treatments
(Control=9.25 days; B=7.5 days; C=6.25
days). The PO,H(NH,), addition shortened the
average time to reach a complete fermenta-
tion, in experimental conditions. The time
course of fermentation for treatment B
(addition of 50 mg/L de PO ,H(NH,),) was 81 %
compared with control treatment 100 %, while
treatment C (addition of 100 mg/L de

tras que el tratamiento C (agregado de
100 mg/L de PO,H(NH,),) fue del 67 %, res-
pecto del mismo testigo.

PO,H(NH,),) was 67 %.
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INTRODUCCION

El nitrdgeno es un macronutriente esencial para el crecimiento y metabolismo de
las levaduras. Su disponibilidad en el jugo de uva es fundamental para la creacién de
componentes estructurales necesarios para las multiples generaciones de levaduras.
Los sistemas de transporte de hexosas, aminoacidos y amoniaco se basan en la
presencia de enzimas, las cuales dependen de la concentracion de nitrégeno en el
mosto (4). El nitrdgeno interviene en el crecimiento de la poblacion de levaduras, en la
cinética de transporte de azUcares por las levaduras durante el curso de la fermenta-
cion (18), en la continuacion de la fermentacion alcohdlica cuando el crecimiento acti-
vo ha cesadoy en la proteccién de las levaduras del stress osmético y de la toxicidad
causada por el alcohol etilico en las etapas finales de la fermentacion (10).

Se considera como Nitrégeno Prontamente Asimilable (NPA) para las levadu-
ras a los aminoacidos libres y al ion amonio (21).

La concentracion inicial de NPA del mosto afecta la formacion de productos se-
cundarios aromaticos y la calidad organoléptica del vino. Cuando un mosto es adicio-
nado con PO,H(NH,), , se produce un aumento del contenido de ésteres y una dismi-
nucién de los alcoholes superiores, mejorando las caracteristicas aromaticas del pro-
ducto (17).

Las concentraciones insuficientes de NPA en los mostos se asocian con fermen-

taciones lentas o detenidas, mayor duracion de la fermentacion, bajas velocidades de
fermentacién y desarrollo de olores desagradables (6, 8, 12,15, 19, 24).
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La velocidad de fermentacion es funcion de la biomasa total viable y de la veloci-
dad de empleo del azicar por las células individuales (2,14). La inadecuada concen-
tracion de NPA limita las fermentaciones reduciendo la multiplicacion de las levadu-
ras. En consecuencia, disminuye la velocidad de la glicolisis. Esta menor velocidad de
glicdlisis se relaciona con una menor velocidad de transporte de azlcares en la célula.
Esto ocurre porque las proteinas (enzimas) que intervienen en el transporte de azlca-
res tienen una vida media de 6 horas, y su sintesis se detiene rapidamente en las
células que se desarrollan en sustratos empobrecidos o carentes de NPA (6).

El exceso de NPA en mostos conduce a vinos con cantidades elevadas de
nitrogeno residual, lo que implica inestabilidad microbioldgica del producto y eleva-
da produccion de carbamato de etilo. Este compuesto actda como un potente
carcindgeno cuando es administrado en altas dosis a los animales (5, 6, 13, 16, 21).

El manejo viticola del cultivo y las operaciones enolégicas pueden maodificar la
concentracion de NPA de los mostos. Las restricciones hidricas del cultivo y las cose-
chas tardias (7), el ataque de Botrytis cinerea (20), y los excesivos desborres del mosto
previos a la fermentacion (1, 3, 21) tienden a disminuir la concentracion de NPA.

Altos niveles de NPA estan asociados con una menor duracion de la fermenta-
cién alcohdlica (6, 23). Se necesita una concentracion minima de 130 -140 mg/L de
NPA para poder completar una fermentacion alcoholica, pero también se recomien-
dan concentraciones de 400 a 500 mg/L de NPA para evitar fermentaciones deteni-
das y la generacion de aromas desagradables (9, 10, 11).

Las adiciones de NPA estimulan la duracion de la etapa de crecimiento activo de
las levaduras y también la produccion total de células. Cuanto mayor es la cantidad de
levaduras en crecimiento activo disponibles, mayor es la velocidad de conversion de
los azucares en alcohol y CO,, por medio de la fermentacion. Las levaduras en creci-
miento activo producen alcohol a una velocidad 33 veces superior, que las células
gue no se encuentran en activo crecimiento. Se han observado reducciones en la
duracion de la fermentacién cuando se agrega alimentacién nitrogenada (10).

No existen datos locales sobre contenidos de NPA ni duracion de las fermenta-
ciones para dichos contenidos. Tampoco existe informacion sobre reduccion en los
tiempos de fermentacion, ni sobre aumentos en la velocidad de la misma debido a
aportes de NPA a los mostos.

Objetivo

»  Evaluar laincidencia de la concentracion de NPA sobre la velocidad y du-
racion de la fermentacion alcohdlica de jugo de uva pasteurizado de Vitis
vinifera cultivar Chardonnay, originario de Chacras de Coria, Lujan de Cuyo,
Mendoza, Argentina.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento se disefid con tres tratamientos (A= testigo; B= agregado de
PO,H(NH,), 50 mg/L; C=agregado de PO,H(NH,), 100 mg/L) y cuatro repeticiones.
Se trabajé con mostos pasteurizados de Vitis vinifera cultivar Chardonnay, en
microvinificaciones inoculadas con Saccharomyces cerevisiae cepa FCA 32, en for-
ma de levadura seca activa rehidratada. La fermentacion se condujo a 25 °C. Las
caracteristicas del mosto base fueron:

concentracion de NPA del mosto base =145.6 mg/L
concentracion azucarina = 226 g/L

pH=3.15

SO, total = 40.96 mg/L

SO, libre = 7.6 mg/L

Como unidad experimental, se utilizaron erlenmeyers conteniendo 125 mL de
mosto, provistos de un tapén con tubo de desprendimiento. La concentracion de
nitrégeno prontamente asimilable se determind por medio de la titulacién en medio
formol o método Sorensen (9, 25). La evolucion de la fermentacién se registrd por
medio de la pérdida de peso durante 16 dias (22). La duracion de la fermentacion se
definié como el nimero de dias necesarios para llegar a un desprendimiento diario
de CO, menor de 0.5 gramos, para un volumen de 125 mL de mosto en fermenta-
cion. El tratamiento estadistico de los datos fue realizado por medio del analisis de
la varianza, empleando el programa Statgraphics plus version 5.

RESULTADOS

La velocidad maxima de fermentacién, medida como la maxima pérdida de
peso diaria, se alcanzo al 3* dia en todos los tratamientos (figura 1).
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Figural. Curvas de fermentacion para el tratamiento testigo, agregado de 50 mg/L
PO,H(NH,), y agregado de 100 mg/L PO,H(NH,), . Se representa la pérdida de
peso en g de CO, liberado diariamente. Cada punto representa la media de tres
medidas diferentes, las desviaciones tipicas fueron siempre menores de 1 %.
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Existen diferencias significativas (p < 0.05) entre la velocidad maxima al-
canzada por el testigo y por los tratamientos B y C. No existen diferencias signi-
ficativas entre las velocidades maximas alcanzadas por los tratamientos By C
(tabla 1y figura 2).

Tablaly Figura?2.

Velocidad de la fermentacion para los tratamientos testigo, agregado de 50 mg/L
PO,H(NH,), y agregado de 100 mg/L PO,H(NH,),. La velocidad se representa
como la maxima pérdida de peso en g de CO, liberado al 3¢ dia de fermentacion.
(Valores medios + desviacion standard. n = 4)

Tratamientos CO, liberado al 3% dia
de fermentacion (g)
Testigo 2.9325 a
agregado de PO,H(NH;,), 50 mg/L 4.6225 b
agregado de PO 4H(NH;), 100 mg/L 4.4950 b

Los valores seguidos por diferentes letras son estadisticamente diferentes.

6

Di6xido de carbono desprendido al 3er
dia de fermentacion (g/125 ml mosto)

Testigo 50 mg/L 100 mg/L
Tratamientos

La barra representa la dispersion de los datos.

La duracion media de la fermentacion, medida en dias, resulto significativamente
diferente (p < 0.05) para los tres tratamientos: 9.25 dias para el testigo, 7.5 dias
para el tratamiento B y 6.25 dias para el tratamiento C (tabla 2 y figura 3).

Tabla2.

Tomo XXXVI

Duracion de la fermentacion para los tratamientos testigo, agregado de 50 mg/L
PO,H(NH,), y agregado de 100 mg/L PO,H(NH,),. La duracién se ha medido en
N° de dias necesarios para llegar a un desprendimiento diario de CO, menor de
0.5 g para un volumen de 125 ml de mosto en fermentacion. (Valores medios +
desviacién standard. n = 4)

Tratamientos Duracioén de la
fermentacion
Testigo 9.25 a
agregado de POsH(NH;), 50 mg/L 75 b
agregado de PO4H(NH,), 100 mg/L 6.25 c

Los valores seguidos por diferentes letras son estadisticamente diferentes
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La barra representa la dispersion de los datos.

Figura 3. Duracion de la fermentacion para los tratamientos testigo, agregado de 50 mg/L
PO,H(NH,), y agregado de 100 mg/L PO, H(NH La duracion se expresa en
dias.n =4.

4)2 :

DISCUSION

La velocidad maxima de fermentacion, medida como la maxima pérdida de
peso diaria, se alcanzdé al 3* dia en todos los tratamientos. Existen diferencias sig-
nificativas (p < 0.05) entre la velocidad maxima alcanzada por el testigo y por los
tratamientos B y C. No existen diferencias significativas entre las velocidades maxi-
mas alcanzadas por los tratamientos By C.

Resultados andlogos obtuvo Henick-Kling (9): La adicién de hasta 1 g/L de
fosfato diamonico (equivalente a 258 mg/L de amonio) aumento6 la velocidad de
fermentacion; adiciones de 2g/L de fosfato diaménico no resultaron mas efectivas
gue la dosis antes mencionada.

La duracion media de la fermentacion, medida en dias, resulto significativamente
diferente (p < 0.05) para los tres tratamientos, siendo de 9.25 dias para el testigo,
7.5 dias para el tratamiento B y 6.25 dias para el tratamiento C.

Sablayrolles (18) expresa que la dotacion de NPA del mosto influye fuertemen-
te la cinética de las fermentaciones. Sostiene que existe una relacién inversa entre
la concentracion de NPA del mosto y la duracion de la fermentacion alcohdlica. La
adicién de NPA durante la fermentacion se traduce en una sensible reduccién de la
duracion global, dependiendo del momento y de la cantidad del agregado. El agre-
gado de 30 g/HL de nutrientes nitrogenados (300 mg/L) ha permitido una reduccion
de la duracion de la fermentacion del 26 % en mosto con 80 mg/l de NPA original, y
de un 15 % si el NPA original es 300 mg/L.

84 Revista de la Facultad de Ciencias Agrarias



Nitrégeno prontamente asimilable

Tromp (23) trabajé con mostos de Chenin blanc, de pH 3.08, y temperaturas de

fermentacion entre 10 y 15 °C. Modific6 la concentracion original de NPA del mosto
(270 mg/L) y lallevo a 520 mg/L. La adicion de nitrégeno redujo de 56.3 a 46.4 dias
la duracion de la fermentacion alcohdlica.

En las condiciones locales, se ha trabajado con mostos de mayor pH, con tem-

peraturas mayores de fermentacion y con dosis menores de NPA. Esto permite
explicar las diferencias registradas en la duracién de la fermentacion.

CONCLUSIONES

El agregado de nitrégeno prontamente asimilable, bajo la forma de PO,H(NH,).,
realizado previamente a la inoculacion de las levaduras, redujo la duracion de
la fermentacidn alcohdlica. La duracion de la fermentacion del tratamiento B
(agregado de 50 mg/L de PO,H(NH,),) fue del 81 % respecto del testigo 100 %,
mientras que el tratamiento C (agregado de 100 mg/L de PO,H(NH,),) fue del
67 %, respecto del mismo testigo.

La velocidad maxima de dicha fermentacion aumenté con la adicion de nitrége-
no, sin que se observaran diferencias para las distintas dosis agregadas. La ve-
locidad de fermentacion alcanzada por el tratamiento B (agregado de 50 mg/L de
PO,H(NH,),) fue 57 % superior respecto del testigo, mientras que el tratamien-
to C (agregado de 100 mg/L de PO,H(NH,),) fue 53 % superior respecto del
mismo testigo.
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