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lacticas para mducw
“la fermentacion
malolactica

En un ensayo realizado por el CIDA se observa una estimulacién en el
proceso y un menor crecimiento bacteriano.
Los resultados mas favorables se obtienen a bajas temperaturas (16 °C)
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Introduccién

La calidad de los vinos esta condicionada
fundamentalmente por tres factores: la
materia prima, los microorganismos que
intervienen y las condiciones tecnolégi-
cas de elaboracioén. En los vinos de Rioja,
su calidad se ha forjado a lo largo de la
historia a través de un riguroso control
de las técnicas de cultivo y una infraes-
tructura de transformacién de la materia
prima de un alto nivel. Sin embargo, y
al igual que en otras zonas vitivinicolas
mundiales, la inquietud en materia de
microbiologia es mucho mas reciente.

El vino es producto de una serie
de transformaciones complejas tanto
quimicas como biolégicas. La evolucién
de mosto a vino se lleva a cabo a través
de la fermentacién alcohélica, proceso
mediante el cual los azlicares de la uva se
transforman en etanol y otros productos
secundarios debido a la accién de las
levaduras. A esta primera transforma-
cion le sigue la llamada fermentacién
malolactica (FML), producida por las
bacterias lacticas. Durante la misma, se
produce la descarboxilacién del acido L-
malico, dando lugar basicamente aacido
L(+)-lactico y CO2. Ambos procesos mi-
crobiolégicos son una contribucién im-
portante a la calidad final del producto.

Los vinos de Rioja, en su mayoria
tintos, habitualmente realizan la FML,
ya que tiene varios efectos beneficiosos:
proporciona suavidad al vino; mejora su
bouquet, por contribuir a la formacion
de diacetilo, acetoina y 2,3-butanodiol
y mejora su estabilidad biolégica. Pero
también ocasiona efectos indeseables:
formacién de aminas biégenas (histami-
na), incremento de pH, pérdida de color
y aumento de la acidez volatil.

Las bacterias lacticas son los mi-
croorganismos responsables de que se
lleve a cabo la fermentaciéon malolactica
de los vinos. Pertenecen a los géneros
Lactobacillus y Oenococcus, fundamen-
talmente éstos Ultimos.

Finalizada la fermentacién alcoh6-
lica, la FML puede suceder esponta-
neamente; sin embargo, este desarrollo
espontaneo es impredecible. El proceso
no siempre se lleva a cabo, 0 no se hace
en el momento adecuado ni en condi-
ciones 6ptimas, ya que son muchos los
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factores que influyen en el crecimiento
y desarrollo de las bacterias lacticas del
vino y, como consecuencia, en la trans-
formacién malolactica.

Existen varias estrategias para gestio-
nar la FML de forma adecuada, controlan-
do el proceso microbiolégico y evitando
la formacion de compuestos toxicos. Una
de ellas consiste en la induccion de la
FML con inoculacién de bacterias lacti-
cas seleccionadas. Se trata de aportar al
vino una elevada poblacién de bacterias

lacticas en fase activa, de forma que se
asegure el completo desarrollo de la FML
y se controle la calidad a través de la
naturaleza y cantidad de los productos
secundarios formados por las cepas
seleccionadas. La aparicién en 1993 de
cultivos de siembra directa, de manejo
sencillo, ha favorecido su utilizacion. El
problema de esta practica es que a veces
la flora bacteriana adicionada al vino no
se implanta y siguen siendo las bacterias
autéctonas las que llevan a cabo la FML.



Puede haber distintas alternativas
para intentar resolver los problemas de
implantaciéon: FML a bajastemperaturas,
empleo de lisozima e inoculacién antes
de finalizar la fermentacion alcohélica.

Teniendo en cuenta estos aspectos,
el objetivo de este trabajo, que se desa-
rrollé durante la campafia de 2002, fue
el estudio de distintas condiciones de de-
sarrollo de la fermentacion malolactica
(FML) y su influencia en la implantacion
de bacterias lacticas seleccionadas y en
la calidad de los vinos obtenidos.

Material y métodos

Se parti6 de 1.600 kg de uva de la varie-
dad Tempranillo, procedente de la finca
de La Grajerade la Comunidad Auténoma
de La Rioja, que después del despali-
llado, estrujado y sulfitado se repartié
homogéneamente en dos depésitos de
acero inoxidable. En uno de ellos se
afadié 25 g/hl de lisozima, dosis que se
repitid al finalizar la fermentacion alcohd-
lica, una vez descubado el vino (Vino A).
En el otro depésito no se realiz6 ningln
tratamiento (Vino B).

A partir de estos dos vinos se realiza-
ron los siguientes ensayos:

- Siembra convencional de bacterias

al final de la fermentacién alcohd-
lica a 22° C (vino B).

- Siembra al final de fermentacion
alcohdlica a 16° C (vino B).

- Siembra antes de finalizar la
fermentacion alcohdlica a 22° C
(vino B).

- Siembra a las 48 horas después
de la Gltima adicién de lisozima
del vino A.

Para cadaensayo se cont6 con un tes-
tigoquellevéacabola FML en las mismas
condiciones, pero de forma espontanea
sin inoculacién de bacterias. Se hicieron
tres repeticiones por tratamiento.

Se controlé el desarrollo de la FML
determinando periédicamente el conteni-
do de acido malicoy el recuento de bac-
terias viables. El control de implantacion
se realizd mediante PFGE (pulsed-field
gel electrophoresis) de 10 colonias de
bacterias aisladas cuando se habia con-
sumido el 60% del acido malico.

Una vez finalizada la FML, los vinos
se trasegaron, se sulfitaron con 30 mg/I
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de sulfuroso, se acidificaron mediante
adicion de 1 g/l de acido tartarico y se
mantuvieron a 16° C. Se analizaron en
distintos momentos de elaboracién y de
conservacion: antes de la fermentacion
maloléctica; después de la FML, antes
del sulfitado; transcurridos tres y seis
meses de conservacion.

Los analisis generales (grado alco-
hélico, pH, acidez total, acidez volatil,
SOq, libre y total, azucares reductores,
acidos malico y lactico, acido citrico,
intensidad de color, indice de color,
indice de polifenoles totales) se deter-
minaron por los métodos oficiales de
la CEE. Los antocianos se analizaron
por el método de Ribérau-Gayon por
decoloracion con el SOz; el indice de
ionizacion, por el método propuesto
por Glories en 1984; y el indice de
polimerizacién, segln Ruiz, 1999. Los
compuestos voléatiles se analizaron por
cromatografia de gases siguiendo méto-
dos propuestos por Bertrand en 1993.
La histamina se analizé por HPLC segln
[fiiguez, 1998.

El analisis organoléptico lo realizd
un comité de catadores con vinos so-
metidos a un periodo de conservacion
de 6 meses.

Resultados

1. Inoculacion con bacterias
lacticas comerciales a
diferentes temperaturas

1.1. Efecto de la inoculacidn con bacte-
rias lacticas

A pesar del elevado grado alcohélico del
vino inicial y de la elevada concentracion
de acido malico, la FML espontanea se
realiz6 sin problemas, teniendo lugar en
40 dias a 22° Cy en 60 dias a 16° C. La
siembra de bacterias estimulé el desarrollo
de la FML, ya que acort6 su duracién a las
dos temperaturas (figura 1), especialmen-
tea 16° C.

Los resultados del control de implan-
tacién indicaron que a ambas temperatu-
ras, la siembra con la bacteria comercial
fue eficaz, ya que el 100% de las colo-
nias aisladas en los depésitos inoculados
coincidieron con el perfil genético de la
cepa inoculada.

Figura 1. Evolucion del acido
malico durante la FML espontanea
e inoculadaa 16y 22°C
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Teniendo en cuenta los resultados
analiticos de los vinos una vez realiza-
da la FML y antes del sulfitado de los
mismos (tabla 1), se observa, como era
de esperar, que ésta ha supuesto un
incremento de pH, de acidez volatil y
una modificaciéon en los parametros
relacionados con el color, con una dis-
minucion del contenido en antocianos,
principalmente en sus formas coloreadas
(antocianos ionizados). Al mismo tiempo,
se observa una estabilizacidn del color
debido a un incremento del indice de
polimerizacién.

En estatabla se observa que laacidez
volatil fue menor en los vinos inoculados,
probablemente como consecuencia de
una menor degradacién de acido citrico.
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Estos tuvieron mayor concentracion en
antocianos, quiza debido a una menor
duracién del proceso. No obstante, esta
diferencia a favor de los vinos inoculados
se igualo a lo largo del proceso de estabi-
lizacién del vino, como se puede observar
en la figura 2.

El estudio de la evolucién de los pa-
rametros analiticos a lo largo de 6 meses
mostré que la inoculacién con bacterias
dio lugar a vinos con caracteristicas fa-
vorables en cuanto a acidez volatil y a
concentracion de histaminay ligeramente
desfavorables respecto a la estabilidad de
color (figura 2).

En los resultados del anélisis orga-
noléptico (datos no mostrados) no se
encontraron diferencias entre os vinos,
quizé debido a que las caracteristicas de
los vinos en cuanto a grado alcohdlico,
color... impidan que se aprecien las pe-
quefias diferencias analiticas existentes.

Por los resultados obtenidos en esta
campafia de 2002, concluimos que la
inoculacién con bacterias para inducir
la FML es eficaz tanto desde el punto de
vista de la duracién del proceso, como de
la calidad de los vinos obtenidos. Aunque
incide negativamente en los pardmetros
relacionados con el color, su variaciéon no
fue tan importante como para obtener
vinos con menor intensidad de color.

1.2. Efecto de la temperatura

La siembra de bacterias lacticas estimul6
el desarrollo de la FML a las dos tempera-
turas estudiadas (figura 1): fue mayor su
efecto a 16 °C, ya que acortd su duracion
28 dias, frente a 12 dias a 22 °C.

El indice de ionizacion (porcentaje
de antocianos en sus formas coloreadas)
fue el Gnico parametro influenciado por la
temperatura (tabla 1). El resto de los resul-
tados analiticos estuvo maés influenciado
por la inoculacién que por la temperatura
de fermentacion utilizada.

La fermentacién malolactica a baja
temperatura se desarrollé correctamente
cuando se llevé a cabo con inoculacién de
bacterias, ya que de otro modo se produjo
un aumento importante de la acidez vola-
til y de la concentracién de histamina. Es
interesante destacar que el hecho de que
la inoculacién de bacterias seleccionadas
para fermentar a bajas temperaturas dé
buenos resultados, puede resultar de gran
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Tabla 1. Parametros analiticos de los vinos antes y después de FML

Después de FML
Parametros Antes de FML Vino sin Vino Vino sin Vino
inocular inoculado inocular inoculado

22°C 22°C 16°C 16°C
Grado alcohdlico 15,3 - - - -
pH 3,65 3,88 3,81 3,83 3,96
Acidez volatil 0,43 0,68 0,55 0,67 0,54
écido Malico (g/1) 2,88 0,17 0,35 0,15 0,13
Acido Citrico (mg/l) 411,00 23,72 248,53 87,63 229,00
IPT 69,30 69,82 65,96 68,72 68,46
I.C. 15,95 14,02 14,02 14,44 13,58
Antocianos (mg/1) 779,55 568,34 637,37 559,71 657,48
Indice de ionizacion (%) 40,56 31,39 30,98 35,05 35,48
indice de polimerizacion 2,14 3,16 2,88 3,24 2,72
Histamina (mg/I) 0,13 3,74 0,10 1,87 0,09

Figura 2. Evolucion de los vinos a lo largo de la estahilizacion
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Recepcion de la uva en bodega. / Fernando Diaz

ventaja econdémica para las bodegas, ya
que podria suponer un ahorro importante
al no tener que calentar sus instalaciones
hasta temperaturas préximas a 22° C.

2/ Momento de inoculacién de las
bacterias lacticas

Lafermentacién malolacticadelvinoino-
culado antes de completar la degradacion
de los azUcares fue 4 dias mas corta que
la llevada a cabo en condiciones norma-
les. El estudio genético de las cepas de
bacterias aisladas en esas condiciones
indic6 que también en este caso se im-
planté la bacteria inoculada, siendo por
tanto la que llevé a cabo la degradacion
del acido malico.

Los vinos obtenidos cuando la
inoculacion se realiz6 sin finalizar la
fermentacion alcohélica tuvieron un
ligero incremento de acidez volatil y un
mayor contenido en histamina, antocia-
nos y compuestos fendlicos (tabla 2). No
obstante, su intensidad de color no fue
mas alta debido a un menor porcentaje
de antocianos ionizados.

Al estudiar la evolucién de estos vinos
a lo largo de 6 meses (figura 3), se com-
prueba que la inoculacién con bacterias
cuando aln queda azucar en el medio,
dio lugar a vinos de peor calidad carac-
terizados por su alta acidez volatil y su
alta produccion de histamina.
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Tabla 2. Parametros analiticos de los vinos después de FML

Vino inoculado al fin de
fermentacion alcohélica

Vino inoculado con 5,65 g/I
de aziicares

pH

Acidez Total

Acidez volatil (g/L tartarico)
Acido Iactico (g/1)
Acido citrico (mg/1)
Glicerol (g/1)

IPT

I.C.

Antocianos (mg/1)
indice de ionizacion (%)
indice de polimerizacion
Histamina (mg/I)

3,81
5,61
0,55
1,79
248,53
9,83
65,96
14,02
637,37
30,98
2,88
0,10

3,82
5,84
0,60
1,93
190,99
10,15
69,42
13,44
660,30
28,05
2,82
2,19

Figura 3. Evolucion de los vinos a lo largo de la estabilizacion
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Figura 4. Evolucién de la :
fermentacion malolactica con y sin
adicion de lisozima
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3/ Empleo de lisozima

La adicion de lisozima al mosto no in-
fluy6 en el desarrollo de la fermentacion
alcohdlica. Los resultados de los datos
analiticos medios de los vinos después
de la misma se encuentran reflejados en
la tabla 3.

La aplicacion de 25 g/hl de lisozima
en el mosto y de 25 g/hl después de la
fermentacion alcohélica apenas afect6 a
la composicién analitica de los vinos antes
de la FML. Tan s6lo se observé una dismi-
nucién del contenido en polifenoles.

La adicién de lisozima en las dosis
indicadas provoc6 el bloqueo total del
proceso cuando no se realizé inoculacién
con bacterias, lo que confirma la accién
bactericida de esta proteina sobre las bac-
terias lacticas, y su efecto para bloquearla
(figura4). Al comparar las fermentaciones
inoculadas, se observa que se produjo un
retraso de 17 dias en completar la FML
en los vinos tratados con lisozima con
respecto a los vinos inoculados sin tratar,
lo que demuestra la aplicacion de esta
enzima para retrasar la FML.

El estudio del control de implanta-
cién indic6 que en este ensayo no se
implantaron las bacterias comerciales
sembradas. Esto lleva a pensar que la
dosis de lisozima empleada fue eleva-
da, o bien que transcurrié poco tiempo
desde el tratamiento a la inoculacién.
Es necesario, por lo tanto, estudiar otras
dosis y otros momentos de aplicacién.
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Tabla 3. Composicion de los vinos antes de realizar la FML

Vinos no tratados

Vinos tratados con lisozima

Grado alcohdlico

PH

Acidez total (g/1)

Acidez volatil (g/1 acético)
Acido tartarico (g/1)
Acido malico (g/1)
Acido lactico (g/1)
Azicares (g/1)

Glicerol (g/1)

Acido citrico (mg/1)
Polifenoles totales
Intensidad de color
Tonalidad

Antocianos (mg/1)
Indice de ionizacion (%)
indice de polimerizacion

0,536

40,56

La siembra de bacterias para estimular la FML reduce la formacion de metabolitos secundarios indeseables. / Fernando Diaz
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Inoculacion sin Inoculacion con
lisozima lisozima

En latabla 4 se muestran los resulta- ﬁcigo CitrliF?_I(m%” scido acét 5%95 03617
dos de I.os paréme’fros analiticos medios Agls %a’:nﬁ il g/ en acido acético) 20 66
de los vinos después de la FML. La con- | |.c. 14,02 13,18
centracién de 4cido citrico fue menor en | Antocianos (mg/l) 637 567
los vinos tratados con lisozima, lo que | Indice de ionizacidn (%) 31 35

, . Indice de polimerizacion 2,88 3,19
esta de acuerdo con la mayor acidez |y ajcoholes superiores (mg/l) 336 359
volatil y la falta de implantacién de las ¥ acetatos de alcoholes superiores (mg/I) 1,269 0,665
bacterias inoculadas, que en el caso de | X ésteres de acidos grasos (mg/I) 0,311 0,293
la utilizada en este estudio se caracteriza | = dcidos grasos (mg/1) 2,364 2,216

por una baja degradacion de este acido.

Asimismo, el tratamiento con lisozima (iEIONEVOICION UG0S NINDS AIONaIEO e A eStanIlZaCION N

dio lugar a vinos con menor intensidad

. 7 Evolucion I. C. Evolucion Polifenoles totales
de color y menor concentracién de com- 17 _ 75 -
puestos fenolicos y antocianos, debido
a la posible combinacién de la proteina |, — Gl — Gt
1 — Sin lisozima — Sin lisozima

con estos compuestos durante la FML. Su
estabilidad, reflejada por el indice de po-
limerizacién, fue mayor, probablemente
como consecuencia de una mayor dura-
cién del proceso fermentativo. Los vinos 14
no tratados tuvieron mayor concentracién

en compuestos aromaticos. 13

Durante el periodo de conservacion
(figura 5), se observo que las diferencias
encontradas en cuanto al contenido en an- T T T J ' ' ' ! ' !

. . L Antes de  Después de ~ Alos Alos Antes de  Despuésde  Alos Alos
tocianos y polifenoles después de la FML se FML ML 3meses 6 meses FML PML  3meses 6 meses
mantuvieron a favor de los vinos no tratados Evolucion Indice de lonizacion Evolucién Indice de Polimerizacién
en los distintos momentos considerados. Sin v

. —— Con lisozima
embargo, al ser mayor el porcentaje de anto- — Conlisozima — Sin lisozima
cianos ionizados y al aumentar en mayor 0 — Sin lisozima
medida el indice de polimerizacién en los
vinos que fueron tratados con lisozima, la 35
intensidad de color fue similar al final del
periodo considerado.

Los vinos que fueron tratados con
lisozima fueron mejor valorados organo- 25
lépticamente en lo que se refiere a fase >
olfativa y a fase gustativa, aunque en la
fase visual se decant¢ ligeramente a favor 20 . - : - .20 . - . - !
de los vinos no tratados. EI menor con- Antes de  Después de A los Alos Antes de  Despuésde A los Alos

. X , FML FML Jmeses 6 meses FML FML Jmeses 6 meses
tenido en polifenoles podria ser la causa Evolucién Antocianas
de estos resultados. 800

70 //\
/\

65

354

3,0 1
30 4

—— Con lisozima
Conclusiones N
En las distintas modalidades de conduc- 700 4
cién de la fermentacion malolactica se ha
observado una estimulacién del proceso
cuando se han sembrado bacterias selec-
cionadas, produciéndose en este caso un
menor crecimiento bacteriano, con lo que
se disminuye la formacién de metabolitos
secundarios indeseables, como la acidez
volatil y la histamina. En estas condicio-

nes, bajas temperaturas (16 °C) produje- w e Despu'és P :
ron los resultados maés favorables. FML FML  3meses 6 meses

600 <

500 4
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