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RESUMEN

En esta investigacion, se aborda la realizacion de un pie de cuba de
bacterias lacticas con el objetivo de adaptarlas gradualmente para lograr una
disminucién de la acidez total con mejora organoléptica, sumado a la disminucion
de costos. Para ello, se realiza un marco teérico para dar apoyo a lo realizado y
luego se detalla el procedimiento con el cual fue llevado a cabo, ademas de los
controles pertinentes al proceso. Gracias a esto, se logré el consumo total del

acido malico, dando asi resultados satisfactorios.
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INTRODUCCION

En la presente tesina, se describe la realizacion de un pie de cuba para
bacterias lacticas, el cual se utilizd para un vino Chardonnay base de espumante
gue tenia una elevada acidez total. Lo mismo, fue con el objetivo de disminuir la
misma mediante la realizacion de la fermentacion malolactica. Cabe destacar el
problema que esto plantea en cuanto a los caracteres organolépticos por su
influencia en el sabor, por lo cual, se vuelve fundamental su correccion ya que
implicaria una mejora necesaria.

De manera previa a comenzar la investigacion, se realizé un marco teorico
donde se profundiz6 respecto a la informacién referida a las bacterias lacticas, su
metabolismo y necesidades nutricionales, donde se apoya lo que se llevé a cabo
en la practica. Es importante destacar que, si bien se consultaron diversas fuentes

bibliograficas para la construccién de dicho marco teérico, hasta el momento no se



ha encontrado bibliografia que trate acerca de la multiplicacién de bacterias
lacticas como pie de cuba. Pero, con el objetivo de poder lograr un acercamiento a
las caracteristicas morfologicas, necesidades nutricionales y factores de
crecimiento, es que se consultan diversas fuentes bibliograficas.

En lo referido al aspecto metodoldgico, la tesina presenta las siguientes
caracteristicas:

e Hipotesis: Demostrar de manera practica y analitica que, obteniendo un pie
de cuba de bacterias lacticas viable, es posible realizar la fermentacion
malolactica de manera completa y efectiva en un vino base de espumante.

e Objetivos:

1. Adaptacion gradual de fermentos lacticos seleccionados con pie de
cuba.
2. Disminuir la acidez total biolégicamente.
3. Mejora organoléptica.
4. Disminucion de costos en insumos y en tiempo.
Es importante destacar que, si bien hubo limitaciones en cuanto a algunos
controles por falta de recursos o de informacidén para realizarlos, el proceso se

desarroll6 de manera 6ptima llegandose a resultados satisfactorios.



CAPITULO 1: Generalidades de las bacterias lacticas

Las bacterias lacticas son otros microorganismos que estan presentes en las
vendimias y en los vinos, generando en la mayor parte de las ocasiones un buen
namero de alteraciones; salvo en el caso de la degradacion del acido malico,
donde puede ser interesante que ésta se produzca en determinados tipos de
vinos. Las mismas especies de bacterias lacticas, son capaces de producir una u
otras transformaciones, pudiendo degradar determinados sustratos y dependiendo

de las condiciones del medio.

Taxonomia y descripcion de las principales bacterias lacticas

Las bacterias son células procariotas 0 protistas inferiores, que se
diferencian de las levaduras o eucariotas, por su tamafio pequefio y la ausencia de
membrana nuclear que forme un verdadero ndcleo. Las bacterias lacticas se
diferencian de las acéticas por ser catalasa negativa y por presentar una

coloracion Gram positiva, donde se fija un colorante basico de violeta cristal,



después de tratarlas sucesivamente con una solucion de lugol (iodo y ioduro de
potasio), alcohol y de un colorante acido de safranina, método utilizado en este
trabajo para la observacién y diferenciacion de las levaduras.

Estructura celular:la célula bacteriana esta4 constituida por las envolturas

celulares, el citoplasma, el material nuclear y los elementos subsidiarios.

llustracion 1

Estructura de bacteria ldctica
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Nota: Equipo editorial. (31 de marzo de 2022). Lactobacillus. Lifeder. Recuperado de

https://www.lifeder.com/lactobacillus/.

Envolturas celulares: estan constituidas por la pared celular y la pelicula
citoplasmatica. La pared celular esta formada por una a tres capas superpuestas,
segun el tipo de bacterias (una en las grampositivas y tres en las gramnegativas).
La pared celular desempefa funciones de proteccion, y siendo mas o menos
rigida, determina la forma de las bacterias.

e Pared celular externa: estd compuesta por un peptidoglicano que no
se encuentra en la pared de las levaduras, formado por largas

cadenas de &cido N-acetilmuramico (NAM) y de N-acetilglucosamina


https://www.lifeder.com/lactobacillus/
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(NAG), unidos por un enlace glucosidico B (1-4), por donde se
pueden romper las cadenas cuando actia la enzima lisozima.
Contiene, ademas, otros polimeros de ribitol-fosfato o glicerol-
fosfato, llamados &cidos teicoicos, que pueden suponer hasta el 50%
del peso de la pared celular. Exteriormente, esta membrana se cubre
de una capa proteica “S”, la cual a su vez forma una acumulacion de
un polisacarido que envuelve la totalidad de la célula. En algunas
especies de bacterias puede ser muy abundante, haciendo tomar al
vino un aspecto viscoso conocido como “ahilado” o enfermedad de la
grasa.

La pared celular es rigida, con un espesor de 10 a 20 milimicras,
desempeiiando funciones de proteccion, ya que puede llegar a
resistir presiones osmoticas internas muy elevadas, del orden de 20
atmosferas. La misma, puede ser facilmente atravesada por el agua,
los iones minerales, asi como los nutrientes y metabolitos
sintetizados por las bacterias de estructura mas compleja.

Membrana plasmatica: se sitia por debajo de la pared externa, con
un espesor diez veces menor, estando separada de ésta por un
espacio periplasmico, y presenta mesosomas, que son unos pliegues
hacia el interior del citoplasma. Su composicién es muy parecida a la
membrana homologa de las levaduras, es decir que también esta
formada por una doble capa lipidica con una zona hidréfoba central.

Esta membrana juega un papel importante en el metabolismo celular.
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Realiza numerosas funciones enzimaticas, posee una permeabilidad
selectiva entre su interior y el medio exterior, pudiendo incluso
transportar sustancias en contra del gradiente osmético, gracias a la
intervencion de la ATPasa como “bomba de protones”.

Durante el ciclo de crecimiento, las bacterias pueden adaptarse a las
condiciones del medio, en funcion de la presencia de factores
inhibidores, como pueden ser la acidez, la temperatura o la
presencia de etanol. Esta adaptacion, se logra gracias a las
modificaciones de la composicion y estructura de la membrana
plasmatica. Por ejemplo, en condiciones de baja temperatura, donde
la membrana tiende a endurecerse, ésta se ablanda modificando la
composicion de los acidos grasos que contiene. O bien, en presencia
de alcohol etilico sucede lo contrario, la estructura de la membrana
se endurece para compensar la excesiva permeabilidad que produce
esta sustancia mediante una variacion de la relacion de los acidos
grasos insaturados/acidos grasos saturados.

Citoplasma: esta formado por una disolucion de diversas sustancias, una
suspension de otras macromoléculas y contiene algunas estructuras diferenciadas
del resto, como el material nuclear, los ribosomas, cromatéforos® y sustancias de
reserva. En él se realizan las acciones de catabolismo y anabolismo necesarios

para su desarrollo, teniendo un nivel de pH cercano al valor de 7,0.

!Los cromatéforos son células con pigmentos en su interior que reflejan la luz.(Biblioteca Virtual de
la Salud — bvsalud.org)


https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
https://es.wikipedia.org/wiki/Pigmento
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Las sustancias de reserva son mayormente glucidos, representando cerca
del 30% del peso de la célula, asi como también lipidos y algunas sales minerales.
La acumulacién de sustancias de reserva se realiza para prevenir posibles
carencias y sobre todo cuando existe un déficit de sustancias nitrogenadas en el
medio.

Los ribosomas son unos pequefios granulos de tamafio comprendido entre
10 a 30 milimicras, estando compuestos de ARN que son capaces de sintetizar las
proteinas segun sus cédigos genéticos.

Material nuclear: en las bacterias no existe un nucleo totalmente diferenciado
del citoplasma, debido a que no se encuentra una membrana nuclear que lo
defina, estando el material genético esparcido en el citoplasma, en forma de
filamentos cruzados y a veces adheridos a los mesosomas. Por otro lado, el ADN
nuclear esta constituido por un solo cromosoma circular, de doble hélice, con
tamafo variable segun las especies; oscilando entre 2400 kilopares de bases
(kpb) en Lactobacillus plantarum, hasta 1200 kpb en Pediococcus pentosaceus.
También existen otras pequefias moléculas de ADN independientes denominados
plasmidos, que tienen unos tamafios mas reducidos, de 2 a 40 kpb. A los
previamente mencionados, se les asignan determinadas funciones especificas,
como resistencia a los antibioticos, al hidrdlisis de proteinas, etc. Incluso, uno de
ellos, es responsable de la sintesis del polisacarido exterior que genera la
enfermedad de la grasa en los vinos.

Elementos subsidiarios: se encuentran solamente en determinadas especies

de bacterias, y son las capsulas, las cilias (6rganos de locomocion) y los esporos.
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Las bacterias aisladas del vino no poseen cilias, ni producen esporos. La
capsula es un elemento de consistencia viscosa Mas 0 mMenos espeso Yy
consistente, que envuelve a las bacterias. Cuando las bacterias capsuladas se
desarrollan juntas, constituyen una zooglea; es decir, un cuerpo gelatinoso que
contiene un gran numero de células.

Las capsulas de las bacterias estdn constituidas esencialmente por
polisacaridos de peso molecular elevado. Pueden ser polimeros de una sola
especie quimica, como la dextrana, tal la zooglea del Leuconostoc aislado del
vino.

Algunos acetobacter forman una capa coherente? y viscosa, constituida por

celulosa.

Morfologia de las bacterias

llustracion 2
Cocos

Coco Diplococo Estafilococo

Estreptococo

Sarcina Tétrada

Nota: Clasificacion de los cocos. Fuente: Wikimedia Commons. Equipo editorial. (2 de marzo de 2022). Cocos
gram positivos. Lifeder. Recuperado de https.//www.lifeder.com/cocos-gram-positivos/.

Consistente.


https://www.lifeder.com/cocos-gram-positivos/
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llustracion 3
Bacilos

Bacilo
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Duplahaculus
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" Esteptobacios

Nota: Bacilo. Fuente: LadyofHats [Public domain]. Gelambi, Mariana. (13 de septiembre de 2019). Bacilo:

caracteristicas, tipos, clasificacién, ejemplos. Lifeder. Recuperado de https.//www.lifeder.com/bacilo/.

1- Cocos: se pueden presentar en forma perfectamente esférica, o también

mas o menos ovoide. En algunas especies de cocos, las células
permanecen aisladas; en cambio, en otras se hallan reunidas de diferente
manera.
Se tiene las siguientes uniones celulares: de a dos (diplococos), en cadena
(estreptococos), en grupos de a cuatro o mas células formando un plano
(tétradas), en cubos regulares (sarcinas) y en aglomeraciones irregulares
(estafilococos o micrococos).

2- Bacilos: son células alargadas en forma de baston derechos y cortos, que
pueden permanecer aislados o reunidos luego de la division celular,
formando diplobacilos o estreptobacilos, e inclusive en forma de filamentos
mas o menos largos y sinuosos.

Dimensiones

Las dimensiones de los cocos van de 0,4 a 1 p (0,001 mm) de diametro.


https://www.lifeder.com/bacilo/
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Los bacilos tienen 0,5 p de espesory de 2 a 5 p de largo.
Reproduccion de las bacterias

Las bacterias se propagan por division transversal (escisiparidad/escision) y
por esporos. Se admite la existencia de algunas especies que pueden propagarse
por reproduccion sexual.

Las bacterias del vino no se multiplican por esporos: solo lo hacen por
escision binaria transversal, dividiéndose en dos células hijas practicamente de
igual tamafio, donde el cromosoma del nucleo se divide en dos fibras,
reconstruyendo cada una de ellas una copia exacta por duplicacion de los
nucleotidos, para formar dos nuevos nucleos, uno para cada individuo por
separado. Al mismo tiempo en la parte media de la célula se forma
progresivamente un tabique o septum, con la misma constitucion que la pared
exterior, espacio periplasmico y membrana plasmatica, que termina por separar la
bacteria en dos partes iguales.

La division del material genético y la de la célula, a veces no se producen al
mismo tiempo, siendo mas rapida la separacion de los cromosomas, por lo que es
frecuente que una bacteria tenga dos nucleos, mientras que el septum recién esta
comenzando a dividir el citoplasma. Los plasmidos también se dividen como el
cromosoma principal, aunque a veces estos no resultan bien repartidos entre las
dos células, pudiendo ocasionar una determinada carencia o defecto en las

generaciones sucesivas.
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Las bacterias del vino

Para esto, seguiremos a Oreglia, Francisco (1978), que las clasifica como:

e Bacterias Lacticas: se definen por un conjunto de propiedades
fisioldgicas y estructurales que les son comunes: son grampositivas,
inméviles, no esporulan y toman la energia practicamente de la
fermentacioén de los azucares.

e Bacterias Acéticas: son gramnegativas, tienen un metabolismo
oxidativo y forman, sobre la superficie del vino, un velo blanquecino

de aspectos distintos, segun las especies.

Bacterias lacticas utiles y nocivas

La anica transformacién provocada en el vino por las bacterias lacticas, que
en determinadas ocasiones no es nociva, es la fermentacion lactica del acido
malico.

Hasta el presente, no se ha aislado ninguna bacteria lactica util e inofensiva
(que produzca unicamente la fermentacion malolactica), pero si se ha determinado
gue hay bacterias lacticas que tienen preferencia para producir ese proceso. Esas
bacterias se caracterizan por desarrollar su actividad en zonas de pH bajo, es
decir que son resistentes a la acidez.

Estas bacterias, se consideran utiles y no producen dafios, a no ser que en el
medio haya azUcares reductores residuales. En este caso, se produce la

enfermedad llamada picadura lactica.
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Todos los demas procesos desatados por las bacterias lacticas en el vino,
gue no sean la fermentacion malolactica son nocivos y, en consecuencia, lo que
son también los gérmenes que los producen. Asi, el atague bacteriano a los
azucares produce, como dijimos, la picadura lactica, con aumento de acidez volatil
y fija. El ataque al acido tartérico y a la glicerina constituye las enfermedades de la
Tourne y el Amargo; una transformacién especial de la levulosa es la fermentacion
manitica, con formacién de manitol, etc.

En general, los cocos aparecen menos dafinos que los lactobacilos.
Clasificacion de las bacterias

e Bacterias homofermentativas: son aquellas que convierten alrededor
del 95% de la glucosa en acido lactico, por la via acostumbrada dela
glicdlisis, que termina en piruvato.

e Bacterias heterofermentativas: son las que, ademas de acido lactico,
producen alcohol etilico, acido acético, glicerina, gas carbdnico, por
el camino de las hexosas — monofosfatos.

Hemos tomado para las bacterias encontradas en el vino las que sigue
Ribereau Gayon. Por lo tanto, las bacterias aisladas de los vinos pertenecen a los

géneros Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc/Oenococcus, y Lactobacillus.
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Tabla 1

Clasificacidn de bacterias lacticas de mostos y vinos

Morfologia Naturaleza Especies Acido lactico
celular fermentativo
Bacilos Heterofermentativo Lactobacillus casei L(+)
facultativo Lactobacillus plantarum L(+) D(»)
Heterofermentativo Lactobacillus brevis L(+) D(-)
obligatorio Lactobacillus hilgardii L(+) D(-)
Lactobacillus fructivorans L(+) D(-)
Lactobacillus buchnen L(+) D(-)
Cocos Homofermentativo Pediococcus damnosus L(+) D(-)
Pediococcus pentosaceus L(+) D(-)
Pediococcus parvulus L(+) D(-)
Pediococcus cereviciae L(+)3
Homofermentativo Oenococcus oeni D(-)
Leuconostoc mesenteroides D(-)

Género Lactobacillus

Células alargadas en forma de baston, con dimensiones de (0,5 a 0,7) x
(1,0 a 10,0) um, aunque algunas son de menor tamafio, pudiendo encontrarse
agrupadas en parejas o cadenas. Se desarrollan en anaerobiosis facultativa,
precisando medios ricos en azUcares. Las mismas pueden ser homofermentativas
estrictas (grupo 1), heterofermentativas facultativas (grupo Il) y heterofermentativas

obligatorias (grupo Ill). Poseen una relacion (G+C%)* del 36 a 47%.

® Nota del profesor Lic. Daniel Buono (dato a verificar).
* Clasificacion propuesta por Kreger- Van Rij (1984), que tiene en cuenta la riqueza en el ADN de

la suma de las bases Guanina y Citosina (G+C%) para diferenciar a las bacterias. Se clasifican en
Clostridium si el porcentaje de (G+C) % es menor al 50% y Actinomicetos si es mayor al 50%.
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Genéticamente pertenecen al grupo de bacterias denominado Lactobacillus
casei/Pediococcus.

Segun un estudio realizado por la “Universita Cattolica del Sacro Cuore”,
gue tuvo como objetivo verificar la capacidad de ciertos coadyuvantes quimicos,
levaduras y bacterias enologicas de reducir los contenidos de ocratoxina A (OTA)
en los mostos y vinos, se demostré que la cepa Lactobacillus plantarum resulto ser
la que presentaba mayor capacidad. Recordemos que la OTA es una micotoxina
producida por hongos del género Aspergillus y Penicillium que tiene efectos
teratdgenos®, nefrotdxicos®, hepatotdxicos’ y carcinégenos®. Cabe destacar que el
vino es considerado el segundo alimento luego de los cereales en mayor cantidad

de OTA.

Género Leuconostoc y Oenococcus

Células esféricas o ligeramente alargadas, con dimensiones de (0,5 a 0,7) x
(0,7 a 1,2) um, pudiendo encontrarse agrupadas en pareja o en pequefas
cadenas. Se desarrollan en anaerobiosis facultativa, con temperatura Optima de
crecimiento entre 20 a 30°C, son homofermentativas, produciendo acido lactico D
(-) a partir de la glucosa, pero para nosotros es de interés la produccion de acido
lactico L (+), a partir de acido malico. Poseen una relacion (G+C%) del 38 a 44%.

Genéticamente pertenecen al grupo de bacterias Illamado Leuconostoc,

*Teratégeno: producto, medicamento, que administrado a una mujer o animal en gestacion puede
ocasionar malformaciones en el feto.

®Nefrotéxico: que causa dafio en rifion.

"Hepatotdxico: que causa dafio en higado.

8Carcindgenos: que produce cancer o favorece su aparicion.
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conteniendo dos subgrupos, el primero con los Leuconostoc mesenteroides y el

segundo del Oenococcusoeni antiguamente llamado Leuconostoc oenos.

Género Pediococcus

Células esféricas y nunca alargadas, de 1,0 a 2,0 um de diametro, agrupadas
en parejas o tétradas, jamas en cadenas. Se desarrollan en anaerobiosis
facultativa, precisando medios ricos en azucares. Metabolismo homofermentativo,
produciendo &cido lactico L (+) y D (-). Poseen una relacién (G+C%) del 34 a 42%.
Genéticamente pertenecen al grupo de bacterias llamado Lactobacillus

casei/Pediococcus.
Influencia de distintos factores sobre el crecimiento y la actividad de las
bacterias lacticas

e La temperatura: Influye sobre la multiplicacion y la evolucion de las
fermentaciones provocadas por bacterias lacticas. La temperatura optima
de multiplicacion de las bacterias lacticas del vino se situa entre 25 y 30°C,
segun las especies. La curva de desarrollo va de 15 a 35°C. La velocidad
de fermentacion, a igualdad de otros factores es maxima entre 20 y 25°C.
Las bacterias lacticas no se propagan a 45°C.

e EIl pH: La concentracion de iones hidrogeno en el medio (pH) es uno de los
factores esenciales en el desarrollo de las bacterias lacticas.

El pH oOptimo de desarrollo de las bacterias lacticas del vino esta
comprendido entre los valores 4,3 y 4,8 pero como en los vinos nunca se

llega a ese nivel, el 6ptimo se encuentra cuanta mas alta sea la cifra de pH.
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Por el contrario, el valor mas bajo de pH, por debajo del cual la actividad
bacteriana es imposible, se encuentra entre 2,9 y 3 donde raramente los
vinos llegan a esos niveles y ello es debido a una excesiva acidificacion de
su citoplasma, que impide el transporte de sustancias a través de la
membrana plasmica. Se puede decir por lo tanto que las bacterias lacticas
son aciddfilas, pudiendo adaptarse a las condiciones del medio mejor que
otros microorganismos.

El valor de pH limite inferior para la degradacion del acido malico, se sitla
en 3,2 mientras que para el ataque de los azucares es de 3,5 por lo que las
condiciones ideales de una fermentacion malolactica se sitla entre esos
valores. Unicamente, se metabolizara el acido malico y no los aztcares si
existieran, lograndose un nivel reducido de acidez volatil. Los valores de pH
bajos producen un retraso en el arranque de la fermentacion malolactica,
pero luego el desarrollo de la misma es muy bueno, de caracter
homolactico, produciendo casi exclusivamente acido lactico.

El género de la bacteria lactica implicada en el medio esta influenciado por
el pH de éste, de tal manera que puede ser un factor selectivo. Asi es que,
en los vinos de pH elevado, generalmente se desarrollan los Lactobacillus,
mientras que en los de pH bajo son los Leuconostoc y Pediococcus, asi
como el Oenococcus oeni que presenta el maximo de actividad entre pH
3,0y 3,5(Wibowo et al, 1985 citado en Suarez Lepe, 2004, p.373).

Oreglia, en su tomo N° 1 de “Enologia Tedrico Practica” establecio, luego

de un estudio de numerosas cepas de cocos en Bordeaux, como valor de
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pH para el atague del acido malico por los cocos aun en presencia de
azucares el valor de 3,23. El ataque a los azucares se produjo a un pH de
3,51.

En el mismo estudio, que realizé6 con numerosas especies de bacilos,
demostré que éstos realizan el ataque al &cido malico a un pH de 3,38y a
los azucares a un pH de 3,32. (Oreglia, 1978).

En conclusion, podemos decir, que la fermentacion malolactica se vuelve
mas pura a medida que baja el pH y méas segura si se efectia con cocos.
La aireacion: Las bacterias lacticas del vino son anaerobias facultativas;
pueden ser influenciadas por la aireacion, y a veces les resulta de estimulo.
La anaerobiosis absoluta les es desfavorable.

En general, son microaerdfilas, por esto, las mejores condiciones para el
desarrollo de una FML se consiguen con una anaerobiosis no estricta, es
decir con una ligera presencia de oxigeno.

La alimentacion nitrogenada: Las bacterias lacticas del vino son exigentes
en cuanto a aminoacidos, mas los cocos que los bacilos. Para los bacilos
son indispensables: acido glutamico, isoleucina, leucina y valina. La
necesidad de otros aminoacidos depende de la especie, lo mismo que la
capacidad de sintetizarlos.

La necesidad de los cocos es superior, ademas de los cuatro sefialados, les

son indispensables otros siete: arginina, histidina, metionina, fenilalanina,
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serina, triptéfano y tirosina. Para algunas especies de cocos, la isoleucina y
la leucina son solamente estimulantes.

Las bases puricas y pirimidinicas juegan un rol importante como
activadores del crecimiento. En ese caso, también las necesidades de
adenina, guanina, uracilo, timina y timidina son funcién de las cepas. No
son, sin embargo, forzosamente esenciales.

e Necesidad de factores de crecimiento: varia segun las bacterias, la
composicion y las condiciones del medio. Los principales que podemos citar
son:

e Tiamina
¢ Riboflavina
¢ Nicotinamida
e Acido pantoténico
e Acido nicotinico
e Acido para-amino benzoico
e Mesoinositol
e Acido folico
e Biotina
e Cobalamina
El 4cido pantoténico y el acido nicotinico son indispensables o fuertemente

estimulantes para todas las bacterias. Las diferencias estan en la tiamina y sobre
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todo en la riboflavina, para el crecimiento de los bacilos y el efecto estimulante
especifico del &cido fdlico, para los cocos.

Las bacterias lacticas son auxétrofas, es decir que no son capaces de
sintetizar estos compuestos por lo que los toman del medio.

En caso de notar una ralentizacion en el transcurso de la fermentacion
malolactica, se puede realizar un agregado de nutrientes.

En este ensayo, se utiliz6 Optimalo blanc de Lallemand, el cual esté
constituido por derivados de levaduras como restos de las paredes celulares de
las mismas, que aportan las sustancias nitrogenadas necesarias.

e Elementos minerales: Son necesarios debido a que estan implicados como
cofactores de enzimas claves, tal es el caso del Mn*?, necesario para la
activacién de la enzima malolactica, Mg*? para activar la multiplicacién
celular y K* para la descarboxilacion del acido malico.

El vino contiene cantidades suficientes de minerales para permitir un éptimo

desarrollo bacteriano.
Inhibicion de distintos factores sobre las bacterias lacticas

La accidn inhibitoria del etanol

Las bacterias lacticas aisladas del vino son resistentes al alcohol etilico,
desde que subsisten y se desarrollan en él. No obstante, conviene tener presente
gue muy pocas bacterias presentes en el mosto logran desarrollarse en el vino:

cierta cantidad subsiste hasta los 11%v/v y mas alla, solo sobreviven unas pocas
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cepas. Sin embargo, existen algunas que producen la alteracion de vinos de a 18
y 20% V/v.

El efecto de inhibicion del etanol empieza a manifestarse a partir de los 8 a
10% vl/v, siendo los 13 0 14% v/v el limite maximo por encima del cual la actividad
bacteriana es imposible. Entre estos limites, las bacterias lacticas se adaptan a las
condiciones adversas del medio, modificando la estructura de las paredes
celulares.

Los géneros Pediococcus, Oenococcus y Leuconostoc son los mas sensibles
a la presencia del etanol, mientras que los Lactobacillus son bastante mas

resistentes.

La accién inhibitoria del anhidrido sulfuroso

El anhidrido sulfuroso desarrolla una enérgica accion antiséptica respecto de
las bacterias, muy superior a la que efectia sobre las levaduras. Esta propiedad
es aprovechada tecnolégicamente para impedir la accién de las bacterias en la
fermentacion, para gobernar la fermentacion malolactica, ya sea impidiéndola,
dirigiéndola o interrumpiéndola, y para contribuir a la estabilizacion biologica de los
vinos con respecto a estos microorganismos, debido a esto es que se dice que el
anhidrido sulfuroso es “la llave de la fermentacion malolactica”. Como para las
levaduras el anhidrido sulfuroso que despliega la accion antiséptica, es el libre
activo.

Togores indica en su Tratado de Enologia que “las dosis necesarias para

frenar la actividad de las bacterias lacticas oscilan entre 10 a 20 mg/l de SO, libre
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para los vinos de pH bajo y de 20 a 40 mg/l de SO libre para los vinos de pH
elevado, ambos equivalentes a 0,5 a 0,8 mg/l de SO, activo o molecular,
dependiendo de la accion de otros factores como la temperatura y el pH”
(Togores, 2003, p.435).

Existe una particularidad digna de mencion, y es la siguiente: el anhidrido
sulfuroso combinado tiene valor antiséptico con relacion a las bacterias. Este es el
mecanismo: existen ciertas bacterias lacticas heterofermentativas capaces de
metabolizar el acetaldehido y liberar de esta manera el anhidrido sulfuroso, el cual
pasa a ser como en los demas casos, parcialmente activo. Es por este mecanismo
que el &cido acetaldehido sulfuroso’posee un efecto antibactérico, naturalmente,
menor que el anhidrido sulfuroso libre. No se conocen levaduras que efectuen la

misma transformacion.

Compuestos fenolicos

Los polifenoles pueden influir en el desarrollo de las bacterias lacticas. En
unos casos tienen efecto inhibidor, cuando se trata del acido vanillico, taninos de
las pepitas y de la madera de roble, mientras que, en otros, como el acido galico y
los antocianos, presentan un efecto estimulante. El efecto bactericida de los
taninos es conocido por producir una desnaturalizacién por coagulacion de las
proteinas de las paredes celulares.

Los compuestos fendlicos, que activan a las bacterias lacticas, pueden ser

degradados por hidrdlisis de la actividad B-glucosidasa de estos microorganismos,

° Acido etanal sulfénico.
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explicando este fendmeno la pérdida de color en los vinos tintos que realizan la

fermentacién malolactica.

Otras sustancias inhibitorias

Entre los antibiéticos, los que han demostrado una accion antibactérica mas
notable son la subtilina y la tirotricina en dosis de 2 mg/l.

Entre los antisépticos, de uso comudn en la desinfeccion de las vasijas, tienen
importancia los que liberan amonio cuaternario, cloro naciente y yoddéforos, siendo
el &cido peracético uno de los mas utilizados hoy en dia debido a su alto potencial
oxidante sobre la membrana externa de las bacterias, esporas, hongos, virus y

levaduras.
Lisozima

Generalidades

La lisozima es una enzima que cataliza la hidrolisis de los tetrasacaridos de
la pared celular de las bacterias Grampositivas, como Oenococcus, Pediococcus y
Lactobacillus, aunque también es capaz, en menor medida, de degradar las
paredes celulares de las bacterias Gramnegativas, pero no es eficaz sobre
Acetobacter debido a su membrana externa protectora. Tampoco tiene accion
sobre las levaduras.

Es un polipéptido formado por 129 aminoacidos, es una proteina de caracter
basico, con un peso molecular de 14600dalton. Es un polvo blanco que se utiliza

en forma de hidroclorato, el cual es muy estable en el tiempo si se almacena en
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seco y a temperatura ambiente o refrigerada en contenedores estériles si se
encuentra preparada al 10%.

La lisozima se encuentra en numerosos lugares, como las lagrimas, las
secreciones nasales, salivas, etc., pero la principal fuente es la clara del huevo de
gallina, de donde se obtiene de manera industrial. Se pueden obtener
aproximadamente 9 gramos de lisozima por litro de clara de huevo.

Actividad

La eficacia de la lisozima aumenta con el pH y su incidencia organoléptica es
nula.

La lisozima se complementa con el anhidrido sulfuroso, pero no puede
sustituirlo, solo permite la reduccion de las dosis de este. Se aconseja utilizar
siempre primero el SO, y luego adicionarla.

Se debe tener precaucion con el agregado de otras sustancias porque tienen
interaccion con la lisozima por ser de origen proteico, como: la bentonita, el
carbon, el sol de silice, las virutas de roble, los taninos, el acido metatartarico etc.
Probablemente produzcan opalescencia, primero la precipitacion de esta y la

reduccion su actividad después.

Lisozima en vinos blancos

Existen numerosos estudios dirigidos al bloqueo de la FML en vinos blancos
con el uso de lisozima y se ha demostrado que, aunque es efectivo su uso, este
bloqueo no es estable en largos periodos de tiempo ya que hay vinos que a pesar

de haber agregados de lisozima pueden completar la fermentacion malolactica.
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Esto pudo deberse a distintos factores, como el tipo de bacteria, la poblacion
presente, el pH del vino y el momento en que se adiciona la lisozima.

Para esto, se requiere una dosis de 250 a 500 mg/I.

Lisozima en vinos tintos

El empleo de lisozima en vinos tintos puede ayudar a retrasar el inicio de la
FML para evitar aumentos en la acidez volatil si esta inicia antes del final de la
fermentacion alcohdlica y permite también incrementar los tiempos de maceracion
sin la adicién de SO.. El tiempo de retraso de la FML puede ser de 1 a 3 semanas.
Si se inoculan bacterias lacticas, se recomienda un agregado de bentonita para
eliminar restos de lisozima y no afectar el desarrollo de la bacteria.

Se recomienda una dosis de 100 a 200 mg/l antes de la fermentacion. Si lo
gue se quiere es estabilizar el vino luego de la fermentacidbn malolactica se
recomienda una dosis de 125 a 250 mg/I.

Como efectos secundarios, pueden causar una disminucion del color por
unirse a los taninos y antocianos. Sin embargo, el uso de una menor cantidad de
SO, o de utilizarlo méas tarde, da como resultado una ganancia de color y una
estabilidad de este, favoreciendo las uniones tanino-antociano.

Los vinos tratados con lisozima tienen aromas mas frutados.
Accidén sobre los vinos espumosos
Luego de numerosos estudios, se ha demostrado que los vinos espumantes

tratados con lisozima tienen mejor produccién de espuma. Esto se debe a que
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reacciona con la bentonita utilizada para clarificar y libera las proteinas naturales
del vino encargadas del sostén de la espuma.
Se recomienda una dosis de 300 ppm agregada luego de la bentonita u otros

clarificantes.



CAPITULO 2: Metabolismo de los acidos organicos

Las bacterias lacticas son capaces de metabolizar algunos acidos del vino
procedentes de la uva, siendo los mas importantes el acido malico, citrico y
tartarico. Excepto en la fermentacion malolactica, donde se busca mejorar las
caracteristicas organolépticas del vino, el resto de los casos se producen
sustancias indeseables, produciéndose enfermedades o alteraciones en el vino.
Transformaciéon del acido malico

El &cido lactico en el vino puede proceder de diversos origenes, el primero,
de la fermentacion alcohdlica de los azlcares por las levaduras, formandose
mayoritariamente acido D (-) lactico, el segundo, también de los azulcares, pero
degradados por bacterias lacticas, dando D (-) y L (+) lactico segun las especies
de bacterias; y el tercero, del acido malico por las bacterias lacticas, formandose

acido L (+) lactico.
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El mecanismo de la transformacion es muy simple, el acido malico pasa
directamente a acido lactico mas anhidrido carbdnico, siendo la reaccion apenas
exotérmica gracias a la intervencion de la enzima malolactica. Esta enzima, es
producida por las bacterias lacticas, desarrollandose el metabolismo en el interior
de la célula, donde la membrana plasméatica impide la entrada de sustancias
inhibidoras como pueden ser el alcohol, polifenoles, etc. por lo que su sintesis y
adicion directa al vino es inviable, al degradarse rapidamente en este medio
debido a su naturaleza proteica. Pero existen en la actualidad, levaduras
modificadas con genes de bacterias lacticas, con las que puede conseguirse al
mismo tiempo la fermentacion alcohdlica de los azucares, junto a una eliminacion

del acido malico si es de interés.
Atributos positivos de la fermentacion malolactica

Siempre se ha considerado que los buenos vinos tintos no son producto
solamente de una fermentacion, son lo que, a la transformacion del azucar en
alcohol por parte de las levaduras. A esto, le sigue la fermentacion lactica del
acido malico a cargo de las bacterias, con una importante disminucion de la acidez
fija y suavidad acentuada al realizar el analisis organoléptico.

Segun Peynaud, (1993, citado en Suarez Lepe, 2004, p. 385) el vino pasa, al
realizar la fermentacion malolactica, de ser duro, firme, acerbo y de elevada acidez
a otro gustativamente distinto, suave, tierno, de acidez disminuida y con aroma

evolucionado.
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Esta transformacion, que es una verdadera desacidificacién biologica, es
muy favorable para la calidad de los vinos por las caracteristicas sensoriales que
aporta, constituyendo asi el primer estadio del envejecimiento y crianza de los
vinos; ademéas de una garantia de estabilidad en el tiempo. He aqui los atributos
mas importantes.

Como mejora de las caracteristicas sensoriales, podemos nombrar la
suavidad al paladar, no solo por la produccién de &cido lactico, si no por unas
cantidades moderadas de diacetilo, que aporta complejidad al sabor del vino con
su agradable caracter de manteca, aunque puede resultar rancio e indeseable
cuando supera esos niveles.

Gran parte de la mejora gustativa obedece a la sustitucion de un acido
diprético, de sabor muy pronunciado, el acido malico, por otro monoprotico, el
acido lactico, menos agresivo a las papilas gustativas. El vino pierde asi su
caracter verde, duro y se torna suave.

Su color también se modifica, se vuelve menos vivaz y hasta el aroma se
transforma, alejandose de la fruta fresca y enriqueciéndose en matices complejos;
los vinos adquieren de esta manera pastosidad, carnosidad y grosor.

El incremento aromatico es gracias a la elevacion de ésteres (lactato de etilo,
succinato de etilo, etc.) y metabolitos del ciclo diacetil-acetoinico. Los mismos,
pueden conseguir igualmente efecto favorable en la reduccibn de aromas

herbaceos o de fendmenos de amargor y astringencia que quedan amortiguados.
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La garantia de estabilidad radica en que si la totalidad, o gran parte, del
acido malico se degrada, no se podra desarrollar una fermentacion malolactica
posterior en botella que constituird una verdadera enfermedad.

A veces, la fermentacion malolactica se detiene después de un breve periodo
de frio en bodega, de adicion accidental de SO, o de una clarificacion o trasiego
precoz. Para estar seguro de que la misma ha finalizado, se aconseja la
comprobacién por método enzimatico, en el cual el &cido malico debe dar como
resultado una cantidad menor a0,2 g/I.Si bien segun otros criterios se podria lograr
la estabilidad microbiolégica ya con 0,3 g/l, se decide definir este valor ya que es
al que se llega normalmente en la bodega en las fermentaciones malolacticas
habituales, definido por el método enzimatico, posteriormente reemplazado por
analisis de Foss.

Atributos negativos y peligros de la fermentacion malolactica

En cuanto a las desventajas o inconvenientes de la realizacion de la
fermentacion malolactica, hay que destacar como primer punto la elevacion de la
acidez volatil, que representa un caracter negativo organolépticamente. Esto
depende del caracter homo o heterofermentativo de la cepa de bacteria lactica y
de la temperatura.

En este sentido, la disminucion paralela de otros acidos, como el citrico o el
tartarico también ejercen influencia. Por ejemplo, las bacterias que metabolizan el
acido citrico como fuente de energia producen diacetilo y elevan la acidez volatil.

La degradacion del acido tartarico o enfermedad de la Tourné es muy poco
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frecuente y cuando aparece solo tiene lugar en vinos con pH cercano a 4 y
proveniente de uvas atacadas por Botrytis, Peronospora, Oidio, etc. pero
incrementa también la acidez volatil.

Es interesante notar la diferencia de miradas que hay entre endlogos del
hemisferio norte y los del hemisferio sur sobre los efectos de fermentacion
malolactica en los vinos. No es nuestro objetivo agotar el tema sino marcar
algunos puntos para la reflexion y el debate en todo caso.

Los europeos, consideran la fermentacion malolactica indispensable para la
consecucion de un buen vino. En el hemisferio sur, puede ser bienvenida en
algunos casos, en otros no es buscada y en muchos casos de vinos de pH alto es
considerada una verdadera enfermedad por las nefastas consecuencias que trae a
los vinos.

Sin embargo, como peligro mas destacado hay que recalcar los que pueden
tener un efecto negativo en la salud de los consumidores. Tal es el caso de la
formacion de aminas biégenas o de carbamato de etilo, que dependen de
numerosas variables fisicoquimicas y ambientales, pero en los que la naturaleza
de la cepa de bacteria lactica y su equipamiento enzimatico, sin duda ejercen su
influencia. Este criterio puede ser muy importante a la hora de seleccionar la

bacteria lactica a utilizar.
Aminas bidgenas

Las aminas bidégenas son pequefios compuestos nitrogenados que se

encuentran principalmente en los alimentos fermentados. Pueden llegar
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ocasionalmente en algunos vinos a mas de 10 mg/L y su consumo puede
comportar varias patologias, desde migrafias hasta trastornos cardiacos. Las
principales aminas bidgenas asociadas al vino son la putrescina, histamina,
tiramina y cadaverina. Son el producto de la descarboxilacion de diferentes

aminoacidos presentes en el vino, como los que se indican en el esquema.

llustracion 4

Aminoacidos y aminas bidgenas producidas

ornitina descarboxilasa
Ornitina > Putrescina + CO,

histidina descarboxilasa
Histidina B Histamina + CO,

tirosina descarboxilasa
Tirosina - Tiramina + CO,

lisina descarboxilasa = ‘
Lisina > Cadaverina + CO,

Nota: Rubes Editorial, S.L., 2021. Extraido de

https://www.acenologia.com/?s=Amino%C3%Alcidos+y+aminas+bi%C3%B3genas+producidas+

Se han caracterizado diversas especies de bacterias lacticas como
productoras de aminas bidégenas, que incluyen Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus
brevis como principales productores de tiramina y Pediococcus parvulus como uno
de los principales productores de histamina. Dichas especies, son consideradas
como contaminantes durante el proceso de vinificacién, por lo que generalmente la
aparicion de aminas bidgenas se asocia a falta de higiene en las practicas

enoldgicas.


https://www.acenologia.com/?s=Amino%C3%A1cidos+y+aminas+bi%C3%B3genas+producidas
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Por otro lado, aunque existe un acuerdo en general entre los diversos
autores atribuyendo a las bacterias lacticas el principal origen de la formacién de
aminas bidgenas en el vino. No es menor destacar que existen algunos estudios
dirigidos a conocer la participacion de las levaduras en la formacion de estos
compuestos.

Como nos centraremos en las bacterias lacticas, dejaremos de lado la
produccién de aminas bidégenas por las levaduras, diremos que algunas cepas
de Oenococcus oeni también pueden producir ciertas cantidades de aminas
bibgenas como histamina y, en menor grado, putrescina. La deteccién de los
genes que codifican los enzimas responsables de la produccion de aminas
biégenas, como el de la histidina descarboxilasa (hdc) en el caso de la histamina,
puede ser una herramienta para la seleccion de cepas de Oenococcus oeni que
carezcan de estos genes.

M. Carmen Polo y M. Victoria Moreno en su trabajo de investigacion llegan a
la conclusién de que:

“Las bacterias lacticas del vino varian en su capacidad para
producir aminas bidégenas a partir de aminoacidos. Evidentemente, la
amplia distribucion observada en la concentracion de aminas bidgenas
en los vinos es atribuible no sélo a la gran variabilidad de las cepas
bacterianas en su capacidad de producir estas aminas, sino que
también depende de los procesos tecnolégicos que emplee el
elaborador. Esto indica que la formacion de aminas bidégenas en el

vino, como en otros productos alimentarios, es el resultado de una
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compleja interaccion de factores que influyen no sélo en la presencia

sino también en la actividad de diferentes microorganismos implicados

en los procesos fermentativos o incluso contaminantes” (Polo y

Moreno, 2005, p.225).

Como efectos negativos en el vino, ademas del dafio a la salud de la
poblacion sensible, las aminas bidbgenas pueden causar una reduccion del aroma
global del vino, dando como resultado vinos sin caracter varietal. Los altos niveles
de aminas biégenas pueden derivar en la formacién de aromas metalicos, carnicos
o putridos (fruta podrida, rancio, sucio, carne en mal estado). Esto se demostro en
una investigacion realizada en la Universidad de La Rioja, Espafa (Palacios et al.,

2004), donde afiadieron putrescina y cadaverina al vino.

Factores que influyen y control

La fertilizacion nitrogenada, un estado de salud deficiente de las uvas,
presencia de moho, pH alto, el desarrollo de ciertas levaduras durante la
fermentacion alcohdlica favorecen la presencia de un nivel moderado de aminas
biégenas, pero al realizar la FML puede aumentar notablemente la presencia de
estas siendo mas frecuente su presencia en los vinos tintos que en los blancos.

En general, los niveles de aminas bidgenas en los vinos pueden ser
superiores en los vinos de pH alto debido a la presencia de microorganismos
contaminantes. Pero incluso con pH bajo pueden encontrarse en los casos donde
la FML sea llevada a cabo por bacterias lacticas con capacidad de producir

aminas bidégenas. También se pueden encontrar mostos con cantidades
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significativas de estos compuestos dependiendo de la afiada, el varietal, el terroir y
el clima.

Una de las formas mas efectivas de controlar la produccion de aminas
bidgenas es la utilizacion de bacterias lacticas seleccionadas para la realizacion
de la fermentacion malolactica que dentro de sus caracteristicas tenga certificada
la no formacion de estos compuestos. Las utilizadas en el ensayo lo indican en su
ficha técnica. Todo esto en conjunto con el uso de SO, y la regulacion del pH.

Otra forma puede ser el uso de quitosanos (compuestos derivados del hongo
Aspergillus niger) que puede reducir el niumero de bacterias lacticas indigenas que

producen aminas bidgenas.

llustracion 5

Formacidn de amina biégena a partir de sus precursores aminodcidos y de su consumo/absorcion por el
. 10
antiporte™ de la transmembrana.
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Nota: ¢Como controlar el exceso de aminas biégenas en el vino?, 2021. Extraido de:

https://enolife.com.ar/es/como-controlar-el-exceso-de-aminas-biogenas-en-el-vino/

“Antiporte: Proteina transportadora de membrana celular, que transporta en direcciones opuestas
dos 0 més solutos a través de la membrana.


http://www.idiomamedico.net/index.php?title=prote%C3%ADna
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El mecanismo de formacion de las aminas biégenas en el interior de las
bacterias, como ya se menciond, se puede resumir en una descarboxilacién
directa del aminoécido precursor gracias a la accion de la enzima especifica para
cada uno de estos.

Queda pendiente de investigacion la forma en que se seleccionan las
bacterias lacticas en laboratorios para que no produzcan este tipo de compuestos

negativos para la salud de los consumidores.

Carbamato de etilo

El carbamato de etilo, es un éster del acido carbamico resultante de la
esterificacion de éste con el alcohol etilico. Es un compuesto cancerigeno de
caracter genotoxico, el cual es detectado en algunos vinos en concentraciones
muy bajas (unos 20 pg/L).

Aunque el principal precursor del carbamato de etilo en el vino, por reaccion
con el etanol, es la urea excretada por levaduras, otros precursores del carbamato
de etilo que también reaccionan con el mismo, son los productos de degradacion
de la arginina (como la citrulina) por parte de diversas especies de bacterias
lacticas, mediante la via de la arginina deiminasa(ADI).

Oenococcus oeni presenta una capacidad variable de degradacion de
arginina y los genes de la ruta ADI se encuentran en gran cantidad de sus cepas.
Sin embargo, algunas cepas de especies consideradas contaminantes,
como Lactobacillus brevis y Lactobacillus buchneri, acumulan mayores cantidades

de citrulina que Oenococcus oeni.
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Por otra parte, se ha comprobado que el &cido L-malico inhibe el consumo de
arginina. Asi pues, un buen control del momento de finalizacién de la FML e
inmediata estabilizacién del vino es clave para evitar el consumo de arginina y la
posible acumulacion de precursores de carbamato de etilo.

llustracion 6

Formacion del carbamato de etilo

Arginina o -.. Lo «=p  Ornitina

il Slaiss QOrnitina

R \ RS e A ¢ /
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Carbamil-P el NH, +CO,
~ ~ ” arcC
~ < -~

+ Etanol - - CARBAMATO

DE ETILO

Nota: Rubes Editorial, S.L., 2021. Extraido de:

https://www.acenologia.com/bioquimica_bacterias_lacticas_vino_cienc1213/
La via de la arginina deiminasa (ADI) comprende la actuacion de tres
enzimas:
e ADI (arginina deiminasa): Cataliza la conversién de arginina a citrulina y
amonio, con un ligero aumento del pH.
e OTC (ornitina transcarbamilasa): Cataliza la fosforolisis de citrulina a
ornitina y carbamilfosfato. Muchos organismos degradan arginina por via
ADI y poseen 2 OTC diferentes, una catabdlica y una anabdlica.
e CK (carbamato quinasa): cataliza la conversion del carbamil fosfato a CO, y

NHs, generando ATP.
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La via ADI incluye ademas una proteina presente en la membrana
plasmatica, que cataliza uno a uno el cambio de la arginina a ornitina, asegurando
gue las concentraciones de arginina intracelular se mantengan a niveles bajos.

Como se puede observar en el gréfico, las siglas arcA, arcB, arcC y arcD,
hacen referencia a los genes involucrados en esta via metabdlica, cada uno
codificando a una enzima en particular: arcA codifica la enzima arginina deiminasa
(ADI), arcB codifica la ornitina transcarbamilasa (OTC), arcC codifica la
carbamato kinasa (CK)y arcD que codifica el transporte de las sustancias a través
de la membrana.

En el balance global de la reaccién se produce 1 mol de Ornitina y CO,, 2
mol de amonio, y 1 mol de ATP por mol de arginina metabolizada.

Podriamos decir que este proceso puede ser justificado en la necesidad de

obtener amonio por parte de las bacterias.

Efectos de la fermentacién malolactica en los caracteres organolépticos

Fermentacion malolactica y aromas

La fermentacion malolactica provoca modificaciones en el perfil aromatico de
los vinos: se cambia la fruta y frescura del aroma varietal y de fermentacion por
aromas que recuerdan a sensaciones dulces, lacticas. Se puede decir que se
cambia juventud por complejidad.

De diversos trabajos publicados, se deduce que los efectos de la
fermentacion malolactica sobre el aroma, son apreciados muy diferentemente: las

apreciaciones positivas 0 neutras son las mas numerosas, pero a veces los juicios
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son negativos (Davis et al, 1985, citado en Flanzy, Claude y Colaboradores, 2003,
p. 156). Parece, sin embargo, que cuando esta fermentacion es llevada a cabo al
final de la fermentacion alcohdlica, es decir, cuando casi la totalidad de los
azucares fermentables han sido consumidos, y cuando es conducida de manera
gque no se favorezca el desarrollo de bacterias heterofermentativas, teniendo
cuidado de bloquear todo desarrollo bacteriano posterior a la fermentacion
malolactica, el aroma no serd afectado negativamente. La utilizacion de bacterias
|acticas seleccionadas, liofilizadas, deberia permitir controlar mejor la fermentacion
malolactica y contribuir asi a suprimir la aparicion de defectos de aroma que
puedan estar ligados a esta transformacion.

En los casos mas favorables, se ha constatado, que el aroma del vino joven
se enriquece de notas aromaticas nuevas, mientras que van desapareciendo las
notas vegetales excesivas, la sensacién en boca mejora y el vino se suaviza. Sin
embargo, ciertas notas olfativas aportadas por esta fermentacién (manteca,
lactica, etc.) pueden no ser apreciadas.

Desgraciadamente, nuestros conocimientos actuales no permiten explicar los
cambios que afectan a los compuestos de manera tan detallada. Sin embargo, se
han descubierto algunos productos volatiles cuyos contenidos estan muy
influenciados por las bacterias lacticas enoldgicas y que podrian intervenir sobre el
aroma. En efecto, las bacterias lacticas enolégicas no transforman solo el acido
malico en acido lactico, como veremos enseguida, pueden igualmente metabolizar
otros compuestos presentes en el medio y producir asi metabolitos volatiles que

conforman los aromas caracteristicos.
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Los alcoholes

“La fermentacion malolactica no modifica generalmente los contenidos en
alcoholes del vino joven”’(Davis et al, 1985 citado en Flanzy, Claude vy
Colaboradores, 2003, p. 156). Sin embargo, Laurent (Laurent et al, 1994 citado en
Flanzy, Claude y Colaboradores, 2003, p. 157) han constatado la desaparicion de
1-octanol y de octano-1-en-3-ol durante la fermentacién malolactica, verificando su
impacto sobre el aroma.

También ciertas bacterias del género Lactobacillus pueden deshidratar el
propano-1,2-diol, el glicerol y el butano-2,3-diol gracias a una dioldehidrasa. Los
compuestos carbonilados asi formados pueden ser reducidos durante la
fermentacion malolactica. “Esta via explica la formaciéon de propano-1,3-diol a
partir del glicerol, y del 2-butanol a partir de butano-2,3-diol. En cuanto a la
acroleina, formada por esta via a partir del glicerol” (Dietrich, 1987, citado en
Flanzy, Claude y colaboradores, 2003, p.157), seria el origen del 3—etoxipropanol
y de compuestos de gusto amargo obtenidos por la accion sobre unos compuestos
polifendlicos. El aroma de estos compuestos se toma generalmente como
desagradables, pero Oenococcus oeni no produce estos compuestos.

Los acidos y ésteres

Las bacterias heterofermentativas, como ya se ha dicho, generan como uno
de sus metabolitos, el acido lactico y acético, asi mismo las bacterias
homofermentativas forman igualmente acido acético, pero a partir de los acidos

citrico y piravico. Las concentraciones formadas no exceden generalmente a las
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producidas por las levaduras si las condiciones son controladas. Asi los
contenidos totales en acido acético del vino no alcanzan para provocar defectos
de aroma.

Los otros &cidos formados por las bacterias, el acido pirtvico, succinico,
acido 4-hidroxibutirico, los cuales no tienen influencia sobre el aroma.

En cuanto a los ésteres, la literatura menciona un aumento en el acetato de
etilo (aroma frutado), lactato de etilo (aroma a leche agria, no agradable) y de
succinato de etilo por la fermentacion malolactica (Davis et al, 1985, citado en
Flanzy, Claude y colaboradores, 2003, p.157). Sin embargo, la formacion de estos
ésteres por las bacterias lacticas no ha sido demostrada, resultarian simplemente
de la esterificacion quimica de los acidos correspondientes, formados a su vez por
las bacterias lacticas. Ademas, su impacto sobre el aroma no ha sido demostrado,
salvo en el caso del acetato de isoamilo (Laurent et al, 1994, citado en Flanzy,

Claude y colaboradores, 2003, p.157), dando aroma a banana.

Compuestos carbonilados

De todos los compuestos procedentes de la fermentacion malolactica, son
los compuestos carbonilados los mas implicados a menudo en las modificaciones
del aroma: el diacetilo y su producto de semi reduccion, la acetoina (Davis et al,
1985 citado en Flanzy, Claude y colaboradores, 2003, p.158). Pero las bacterias
lacticas producen igualmente su producto de reduccién, el butano-2,3-diol, que es
inodoro, asi como sus analogos de 3 carbonos, piruvaldehido, acetol y propano-

1,2-diol. Todos estos compuestos en C3 y C4 no son constituyentes especificos
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de la etapa malolactica puesto que son productos normales de la fermentacion
alcohdlica. Las cantidades producidas son proximas a las aportadas por las
levaduras, pero sus contenidos acumulados dan lugar a notas de mantequilla,
lacticas, que son citadas para describir a los vinos en los cuales se ha
desarrollado la fermentacion malolactica.

Contrariamente a la levadura, las bacterias lacticas forman el diacetilo y la
acetoina esencialmente a partir del acido citrico, via &cido piravico. Este ultimo,
constituyente del primer estado fermentativo es, en efecto, un producto intermedio
en esta biosintesis. La enzima esencial de esta via es el citrato liasa, que forma el
acido aceético y el acido oxalacético, descarboxilado en acido piravico. El acido
piravico es rapidamente metabolizado o bien en acido acético o en diacetilo y
acetoina via a-cetolactato, por una via analoga a la descrita para la levadura.
Como las levaduras, las bacterias reducen irreversiblemente el diacetilo en
acetoina y después en butano-2,3-diol (Shimazu et al, 1985 citado en Flanzy,
Claude y colaboradores, 2003, p.157).Estos datos muestran que es posible
controlar la produccién de diacetilo en los niveles organolépticos deseados, puesto
gue el butano-2,3-diol es inodoro.

Las bacterias lacticas, concretamente Oenococcus oeni, son igualmente
susceptibles de reducir el etanal en etanol, lo que permite en particular limitar los
contenidos de este compuesto en los vinos jévenes (Galy et al, 1985; Wibowo et

al, 1985 citados en Flanzy, Claude y colaboradores, 2003, p.158).
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Compuestos azufrados

La influencia de la fermentacion maloléctica sobre los compuestos azufrados
no es conocida, aunque se pueda ver la asociacion en numerosa bibliografia de
las notas tipo chucrut a ciertos derivados azufrado, el aroma de ciertos vinos de
fermentaciéon malolactica. Sin embargo, la disminucion de los contenidos globales
en derivados carbonilados entrafia la liberacion del SO, ligado a estos compuestos
bajo la forma de &cidos 2-hidroxisulfénicos. Esto no constituye una desventaja
organoléptica, al contrario, este fendmeno permite limitar las dosis enoldgicas de

este compuesto.

Los compuestos nitrogenados

Las aminas del vino producidas en la etapa fermentativa provienen de la
fermentacion malolactica (Wibowo et al, 1995; Ingargiola, 1992; Lehtonen, 1996
citados en Flanzy, Claude y colaboradores, 2003, p.158).Esta produccion tiene
lugar por descarboxilacién enzimatica de los aminoacidos presentes en el medio o
liberados por la autolisis de las levaduras y las actividades peptidasicas de las
bacterias lacticas. Esta produccidon de aminas fue atribuida al desarrollo de
Pediococcus pero recientemente se ha demostrado que Oenococcus oeni también
posee esta facultad. Recalcamos la produccion probable de aminas biégenas, con
sus respectivos aromas ya desarrollados.

Estas aminas no presentan interés para el aroma, pero ciertas cepas del

género Lactobacillus, igual que las levaduras del género Brettanomyces, forman a
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partir de la lisina y del etanol, la 2-acetil-3,4,5,6-tetrahidropirina, responsable de

defectos de aroma como el gusto de raton.

Lactonas

La mayor parte de las cepas de Oenococcus oeni metabolizan el acido 2-
oxoglutarico formado por la levadura en acidos 4-hidroxibutirico y succinico,
mientras que otras bacterias lacticas lo reducen en &cido 2-hidroxiglutarico. El
producto intermedio en esta via seria el &acido 4-oxobutirico que origina la
formacién de una serie de Y-butirolactonas por la levadura, pero no han sido
identificados como productos de Oenococcus oeni, excepto la Y-butirolactonas
(Radler y Brohl, 1984citados en Flanzy, Claude y colaboradores, 2003, p.158), con

aroma a nuez, Coco.

Fenoles volatiles

La mayor parte de las bacterias lacticas tienen, como las levaduras
Saccharomyces cerevisiae, la facultad de producir 4-vinilfenoles por
descarboxilacion enzimatica de los acidos fenoles cinamicos correspondientes.
Por el contrario, solo algunas bacterias lacticas enologicas de los géneros
Lactobacillus y Pediococcus son susceptibles de producir los 4-etilfenol y 4-
etilguayacol a partir de los mismos precursores, contrariamente a Oenococcus
oeni que no lo producen practicamente. Esto, podria ser la explicacion de los
contenidos relativamente débiles de estos compuestos en algunos vinos. Como es
conocido, la formacion de cantidades elevadas de estos derivados podria tener su

origen también en una contaminacion por levaduras Brettanomyces/Dekkera,
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produciendo aromas animales, de sudor de caballo, establo, etc. Los cuales
pueden considerarse desagradables o agradables para ciertos vinos donde para

sus consumidores son aromas apreciados.
Fermentacion malolactica y sabores

La fermentacibn malolactica logra transformar las sensaciones &asperas,
propias del acido malico, por las suaves y aterciopeladas del &cido lactico.
Fermentacion malolactica y color

La fermentacion malolactica, provoca un indiscutible incremento del pH de
los vinos y con esto se logra una disminucién de la tonalidad y de la intensidad
colorante de los vinos. Este mismo hecho es interpretado:

a) Positivamente, por endlogos europeos, pues ayuda a que Ssus Vvinos
adquieran las caracteristicas finales buscadas por ellos en los vinos (donde
la intensidad colorante y el matiz no son atributos necesariamente
importantes pues lo tienen y en abundancia)

b) Negativamente, por endlogos del cono sur, donde el pH es mas elevado las
noches mas calientes y por tanto el color en las uvas es mas escaso.

Seguramente estas posturas enoldgicas iran mudando en el tiempo sobre
todo debido al fenédmeno del cambio climético.

Esto suele deberse también a los niveles de SO, y adsorcion de antocianos
por las paredes celulares bacterianas, particularmente de los metoxilados.
Aunque, por otro lado, la pequefa subida de pH hace que los antocianos como la

malvidina, evolucionen hacia tonalidades menos intensas y no tan rojas, lo que los
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hace mas interesantes visualmente, siempre dependiendo del varietal, como

afirma Suéarez Lepe refiriéndose a los vinos europeos.
Bioquimica de la fermentaciéon malolactica (por Suarez Lepe)

La reaccién global de la transformacién originada en el vino por las bacterias
lacticas fue indicada por Seifert (1901) con la siguiente ecuacion:

COOH - CH; — CHOH - COOH — CH3 — CHOH — COOH + CO

En la que cuantitativamente 134 gramos de &cido malico producen 90 g de
acido lactico y 44 gramos de anhidrido carbonico; por lo tanto, la fermentacion de
1 gramo de acido malico forma0.67 gramos de acido lactico y alrededor de 167
cm® de CO,. (Suarez, 2004)

La reaccion se presenta, asi como una simple descarboxilacion del acido
malico, pero el mecanismo no es tan simple. Existen tres vias posibles
Vial

Para Charpentie (Charpentie,1954 citado en Suarez Lepe, 2004, p.366), la
forma mas probable es en primer lugar una deshidrogenacién que conduce al
acido oxalacético. Este acido luego es descarboxilado y el &cido piravico formado

es reducido a &cido lactico por el H* liberado primero.

MALICO DESHIDROGENASA
COOH - CHz— CHOH - COCH COOH - CH: — CO - COOH
MAD  MADH B- DESCARBOXILASA
NADH:  NAD COz
CH: —CHOH-COOH « \/ CH: - CO - COOH D) g L{(+)

DESHIDROGEMASA LACTICA
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Via 2

Ochoa en 1950 aisl6 del higado de las palomas y de células de Lactobacillus
arabinosus un enzima que purificaron y llamaron enzima malico que provoca la
reaccion. Con este enzima, la reaccion se lleva a cabo en presencia de NAD e
iones Mn™". Dicha reaccion no consistiria en una simple descarboxilacion si no en
un proceso redox, pasando por una etapa intermedia con formacién de acido
piravico.

ENZIMA MALICO

COOH — CH,— CHOH — COOH » (CH:—CO—COOH
NAD MNaDH: CO2  NADH: DESHIDROGENASA LACTICA
NAD

CH: — CHOH — COOH  Df-) O L(+)

Jerchel en 1956, Peynaud en 1968 y Lafon—Lafourcade en 1970 afirman que
los dos mecanismos anteriores son validos, puesto que las bacterias malolacticas
del vino poseen la deshidrogenasa lactica, asi como el enzima malico de Ochoa
(Suarez Lepe, 2004).

Via 3

Radler en 1973 postula una tercera via de degradacion gracias a un enzima
malolactico que transforma directamente el acido malico en L(+) lactico, pero no se
conocen actualmente las reacciones o pasos intermedios de dicha reaccion

(Radler, 1973 citado en Suarez Lepe, 2004, p.368).

ENZIMA MALOLACTICA
COOH - CH,—- CHOH - COOH »CH; — CHOH - COOH L(+)
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Dicho enzima, con un peso molecular de 235.000kilopares de bases (kpb)
aproximadamente y punto isoeléctrico 4,35 es constitutivo del 60% de las
bacterias lacticas heterofermentativas e inducible en otras. Los &cidos tartarico,
succinico y lactico pueden actuar como inhibidores competitivos.

De las tres vias posibles para la fermentacién malolactica, la catalizada por el
Enzima Malolactica es para algunos investigadores, como Lafon — Lafourcade, la
casi absolutamente predominante en las bacterias lacticas del vino.

llustracion 7

Bioquimica de la FML por la enzima maloldctica

H.CO, . Co,
e 2

EML H,CO,
P

o -7->7'1
5 L-lactato
D%

L-malato- >
P Mn * e —

: / NAD*

CH,-CHOH-COO
_» Llactato-

L-malato-——"

HOOC-CH,-CHOH-COO

Nota: Rubes Editorial, S.L., 2021. Extraido de:

https://www.acenologia.com/bioquimica_bacterias_lacticas_vino_cienc1213/

Cualquiera sea la via bioquimica seguida por las bacterias lacticas, la
biotransformacién del 4cido L (-) malico en &cido L (+) lactico y CO,, se acompafa
de una fuerte subida de la poblacién hasta 10°-10%ufc/ml, provocando junto a la
liberacion de gas una disminucién de la acidez reflejada en un incremento de pH

de 0,3 (minimamente).
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En realidad, la disminucion de la acidez total es mayor porque la degradacién

del acido mélico provoca una disminucion de la acidez debido al 4cido tartarico por

precipitacion del bitartrato de potasio. Esto se debe a:

1)

2)

La fermentacién malolactica se extiende inclusive a las sales del acido
malico. Los malatos, al ser descompuestos, dejan en libertad los cationes
gue entraban en su constitucion, los cuales naturalmente se unen a los
acidos libres, y entre ellos a los méas disociados, cuyo primer lugar lo ocupa
el acido tartarico. Ahora bien, el vino generalmente esta saturado de
bitartrato de potasio, de modo que esta nueva formacién provoca la
insolubilizacion de todo el bitartrato de potasio, que sobrepasa su producto
de solubilidad en las condiciones actuales de alcohol, temperatura, etc, del
vino.

Como la presencia del acido malico en el vino aumenta la solubilidad del
bitartrato de potasio, al desaparecer provoca la insolubilizacion de cierta
cantidad de este.

La funcionalidad de todos los elementos celulares que permiten la realizacion

de la fermentacion malolactica es necesaria para la sintesis del ATP:

permeabilidad al malato, al lactato y al CO.,.
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llustracion 8

Mecanismo de generacion de energia metabdlica a partir de la fermentacion maloldctica en O.oeni.

H*
H* H 3H* Yext

AY )
ADP + Pi malato malato (2H)
PHou | PHin ATP e “:" z
5.5 ' 58463 i malato R
3 ('_6- malato
- i Lactato
CO, <& 7
R
H’\/@ﬁ | nﬁo’ H‘,M\
H+
fl — HCO, )
aminodcidos ——— R
aziicares  ———— v 7¥1 = J
co, Y

Nota: Extraido de Flanzy, Claude y col. (2003). “Enologia: fundamentos cientificos y tecnoldgicos”.(p.327).

El flujo del L- lactato y/o del CO; junto con varios protones seria el origen de
la formacion de un pH esencial en la permeacion del malato, mientras que el
potencial termodinamico es opuesto a esta penetracion. El gradiente de protones
también es el que permite la formacién de ATP por la mediacion de la ATP
sintasa. ElI consumo de protones durante el metabolismo del malato también es la
causa del mantenimiento del pH interno. De esta forma, el sistema malolactico
aparece como un mecanismo energético para las bacterias adaptadas al bajo pH.
(Drici-Cachon, 1995 citado en Flanzy, Claude y colaboradores, 2003, p. 327).

En el plano energético, la mixotrofia (diversas fuentes de aprovisionamiento
de carbono) con el acido malico puede ser realizada por numerosos azucares

presentes, los heterdsidos e incluso los acidos organicos tales como el acido
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citrico, el acido pirdvico y el acido a-cetoglutarico'. La actividad metabélica
estaclaramente influenciada por el pH (Wibowo et al, 1985 citado en Flanzy,
Claude y colaboradores, 2003, p. 327). El transporte del malato es favorecido a pH
bajo, sin embargo, con la glucosa ocurre, al contrario. Segun Henick-Kling (1995),
el metabolismo de los azUcares esta regulado por el transporte del malato (Henick
— Kling citado en Flanzy, Claude y colaboradores, 2003, p. 327).

Desde el punto de vista metabdlico, la fermentacibn malolactica no es una
fermentacion clasica como la misma lactica donde se utilizan azlcares como
sustratos y obtienen ATP por fosforilacion a nivel de sustrato en las reacciones del
glucdlisis. Solamente es una descarboxilacion que no parece que conlleve, en
principio, ningun beneficio energético a las células que la realizan, y donde el
unico beneficio aparente seria la subida del pH externo. Sin embargo, se ha
descubierto que la FML es una de las fermentaciones peculiares conATP sintasa,
ya que la salida del L-lactico de las células se efectia mediante un simport con
protones, y que paralelamente hay una entrada de protones a favor de gradiente
(el pH externo es 3-4 y el interior es superior a 6), mediante una ATP sintasa, que
lo acopla a la sintesis del ATP.

Pero se ha descubierto que Oenococcus oeni puede obtener algunos ATP
por la descarboxilacion del méalico en un medio como el vino donde practicamente
no hay azucares gracias a la presencia de una enzima ATP sintasa que favorece

la entrada y salida de protones de la célula que influye en la formacién del ATP.

! Esta formacion de &cido a- cetoglutarico deja abierta la posibilidad de ampliar su estudio, ya que,
de poder encontrar una forma de controlarlo, se limitaria la combinacion de este con el anhidrido
sulfuroso, con el interesante beneficio que traeria en la disminucion de las dosis a utilizar.
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Estos ATP, junto con algunos nutrientes remanentes de los restos de las

levaduras, pueden permitir un ligero crecimiento de estas bacterias en el vino.
Factores que influyen en el proceso

Cualquiera sea el mecanismo bioquimico que suceda, de los sefialados
anteriormente, hay factores que influyen notoriamente sobre el desarrollo y
crecimiento de las bacterias lacticas en el vino, y como consecuencia, en el
transcurso de la fermentacion malolactica. Transformacion, como ya se ha dicho,
gue puede ser beneficiosa, pero en algunos casos contraproducente. “De ahi
surge la necesidad de estimular, moderar o impedir la actividad de estos
microorganismos” (Suarez Lepe, 2004).

Estos factores son:

Factores ampelograficos

La variedad vinifera empleada tiene una importancia considerable, ya que
cada cepa al llegar a la madurez tiene una relacion Tartarico/Malico que le es
propia.

Por esto, la degradaciéon malica ha sido considerada siempre como un
fendmeno indispensable para el afinamiento de vinos de zonas frias, ya que las
uvas poseen bajo contenido en azucares y elevada acidez.

Las técnicas de cultivo (poda, poda en verde, laboreo y fertilizacion) también
ejercen su influencia sobre el logro de la fermentacién malolactica debido al poder

bactericida de los anticriptogamicos y a su influencia en la dosificacion de SO».
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La disponibilidad de agua y la climatologia fria favorecen el fenotipo acidez
alta de muchos varietales de vid.

Pero, la composicién del mosto, depende también de las condiciones
climaticas en las que se desarrolle la cepa. Es decir, del macroclima (altitud,
latitud, proximidad a masas de agua, etc), del mesoclima o clima de la parcela y
del microclima o condiciones climaticas que rodean a la propia planta, dentro y
fuera de la cubierta vegetal. Estas Ultimas pueden ser modificadas al variar la
geometria de la canopia o bien mediante técnicas culturales.

La disponibilidad de agua, juega un papel fundamental en la actividad
fotosintética y en el papel regulador del metabolismo y, en consecuencia, en la
composicion del mosto y su acidez.

El sistema de conduccion elegido, también determina la distribucion y
orientacion del follaje externo e interno. Por tanto, la calidad y cantidad de la
radiacion recibida, asi como las variaciones en la humedad relativa, temperatura
de los racimos, tasa de transformacion, tasa de asimilacion de CO,, etc.
(Lissarague, 2002 citado en Suarez Lepe, 2004, p.370). Los sistemas con
vegetacion abierta o dividida favorecen una menor acidez total, mientras que los
sistemas densos propician mostos de elevada acidez. Todo esto se debe a que el
acido malico estad mas influenciado por la radiacién solar que el acido tartarico.*

Por otro lado, el riego es la técnica que tiene una repercusion mayor en la

actividad fisiol6gica de la planta. Puede ejercer dos modos de accién, aumentando

12 El 4cido malico es destruido por combustién intracelular, ya que es el alimento principal de la
respiracion, la cual se intensifica y activa con el aumento de la temperatura.
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la sintesis de &cidos organicos a través de un aumento de la actividad de las hojas
durante la primera fase del desarrollo de las bayas (mdlico y tartarico), o
impidiendo su degradaciéon durante la maduracion de las bayas. Es decir, que
puede aumentar la acidez total retrasando la maduracion. Se puede afirmar que el
riego incrementa el contenido de acido malico, inversamente a lo que ocurre con el
estrés hidrico, debido al descenso de la temperatura de los racimos.

En conclusion, independientemente de las caracteristicas ampelograficas de
cada varietal, las practicas culturales, sistema de conduccion y riego pueden

modificar el contenido en acidos organicos y en particular, del acido malico.

Factores tecnoldgicos

Las operaciones enologicas que tienden a eliminar o disminuir el contacto de
las partes sodlidas de la uva con el mosto tienen como efecto disminuir la
posibilidad de que ocurra la fermentacion malolactica. Debido a esto, en tintos hay
gue tener en cuenta la duracién del contacto con los hollejos, ya que las bacterias
lacticas se desarrollan sobre todo en el sombrero, por lo que un descube rapido y
un trasiego precoz disminuye la poblacion bacteriana. Por esto, en afios de
madurez insuficiente es aconsejable una maceracion post fermentativa o
encubado prolongado.

El desfangado previo a la fermentacion también influye negativamente, ya
gue priva al mosto de un alto porcentaje de microorganismos necesarios para esta
transformacion y de las particulas del turbio que obran como soporte de estos y

favorecen los fenémenos de superficie. Desde otro punto de vista, el desfangado
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previo a la fermentacion favorece el desarrollo y mayor multiplicacién de las
levaduras durante la fermentacion alcohdlica y esto tiene como consecuencia un
enriguecimiento en nutrientes para las bacterias lacticas luego de producirse la
lisis de las levaduras, las cuales aportan aminoacidos y demas compuestos
nitrogenados sumado al aporte de macromoléculas provenientes de sus paredes
celulares, bajo este punto de vista el desborre previo a la fermentacién es positivo
al desarrollo de una correcta FML.

Los trasiegos precoces también retardan el proceso, pero no solamente por
eliminacion de bacterias sino también porque empobrecen a los mostos de
vitaminas y sustancias nitrogenadas que provienen de la autolisis de las
levaduras. A su vez, estos trasiegos elevan el potencial redox, lo que en teoria
debe oponerse a la funcionalidad bacteriana, a su caracter anaerébico o
microaerofilico.

Las clarificaciones habituales para adquirir limpidez en los vinos, al igual que

las filtraciones, también tienden a retardar o inhibir la fermentacion malolactica.

Factores fisicos y quimicos

Estos ya han sido desarrollados en el capitulo anterior, pero se nombraran a
fin de tenerlos en cuenta por su influencia en el transcurso de la fermentacion
malolactica, por accién o no sobre las bacterias lacticas.

La temperatura tiene un papel fundamental en el desarrollo del proceso. Los
limites extremos pueden ser de 10°C y 32°C, aunque esto depende de la cepa que

lleve a cabo la fermentacién. Se acepta un margen de 20°C a 25°C. Por esto, en
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algunos lugares donde el final de la fermentacion alcohdlica coincide con la bajada
progresiva de la temperatura, se hace necesario el calentamiento ya que a medida
gue la temperatura se acerca al 6éptimo del desarrollo de la actividad bacteriana,
mas rapido es el inicio y mas completo el proceso.

En Argentina la temperatura éptima se sitda entre los 18°C y los 23°C.

También es fundamental destacar la influencia del pH, que se sitia como
Optimo para la multiplicacién de las bacterias lacticas entre 4,2 y 4,5, bastante por
encima del pH normal de los vinos. Al ser mas bajos los pH reales de los vinos, la
fermentacion malolactica se desarrolla en mayor tiempo.

Los sustratos que las bacterias son capaces de metabolizar también
condicionan el crecimiento de las bacterias lacticas, sobre todo si se relacionan
con el desarrollo de otras enfermedades en el vino. Por ello, existe un umbral de
pH de consumo de acido malico y un umbral de pH de consumo de azucares, ya
desarrollado anteriormente.

En cuanto a la aireacién, la anaerobiosis estricta es negativa en este
proceso, al igual que lo que ocurre con la fermentacion alcohdlica. Un pequefio
aporte de oxigeno facilita la fermentacion del acido malico.

Otro factor condicionante es el grado alcohdlico. Como ya se ha dicho, el
etanol inhibe el crecimiento de las bacterias por su interaccion con los lipidos de la
membrana. Su efecto es variable, dependiendo de la cepa, de la temperatura, pH
y composicién del mosto.

El SO, también es un factor determinante de la fermentacion maloléctica ya

que cocos Yy bacilos son muy sensibles al mismo, por esto se dice que es la llave
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para permitir o impedir la FML. Es sabido que esto depende de la dosis. Ambos
estados del SO,, libre y combinado, tienen accion contra las bacterias lacticas. El
estado libre tiene accion directa y el combinado, en el caso de las bacterias
lacticas que son capaces de metabolizar el acetaldehido y liberar el anhidrido
sulfuroso del &cido etanalsulfénico, del cual, parte quedara libre ejerciendo la
misma accion que el primero.

Como valores, podemos decir que para iniciar la fermentacién malolactica sin
inconvenientes para las bacterias lacticas, el valor maximo de SO, total debe ser
de 40 ppm y para impedirla, la dosis de SO, libre debe ser mayor a 30 ppm 0 un
SO, activo de 0.6ppm.

Influencia de los residuos de pesticidas

Algunas moléculas, generalmente organicas, pueden influir en la fisiologia de
las bacterias lacticas e inhiben su crecimiento.

Vivas (2000), determina que las procianidinas extraidas de las pepitas de
uva, los elagitaninos oxidados y el extracto de madera de roble son inhibidores. No
asi las procianidinas oxidadas, que pierden su efecto (Vivas, 2000, citado en
Suarez Lepe, 2004, p.376).

La FML también puede resultar inhibida por el acido p-cumarico y por altas
concentraciones de acido hidroxicinamico.

Vidal (2001), plantea la incidencia del cobre en el desarrollo de la FML.
Demuestra que concentraciones de 5 mg/L de Cu*? pueden producir alteraciones

en el desarrollo bacteriano, pero sin impedir que acabe la fermentacion. El cobre
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inhibe la actividad de las enzimas, hexoquinasa, lactato deshidrogenasa y alcohol
deshidrogenasa, en sinergismo con el etanol. No obstante, la sensibilidad de las
distintas cepas al cobre es diferente (Vidal, 2001, citado en Suarez Lepe, 2004,
p.377).
Interacciones microbianas

Como hemos dicho anteriormente haciendo referencia al antagonismo entre
levaduras y bacterias, donde casi se impone el desarrollo de las primeras en
detrimento de las segundas, siendo motivado por carencias nutricionales, y sobre
todo por los efectos toxicos de las sustancias segregadas por las levaduras,
alcohol etilico y acidos grasos, acidos hexanoico, octanoico, decanoico Yy
dodecanoico. Cuando se estruja la vendimia se produce un desarrollo en paralelo
de las levaduras y bacterias lacticas, llegando a alcanzar las segundas una
poblacién de 1.10* a 1.10°bacterias/ml, hasta que la fermentacién alcohdlica se
inicia y entonces se inhibe el crecimiento bacteriano, disminuyendo su poblacion
hasta casi desaparecer (1.10? a 1.10° bacterias/ml). Transcurrido un “periodo de
latencia” de una a tres semanas, en el cual las levaduras cesan su actividad y
mueren, ceden entonces al medio por autolisis determinadas sustancias o factores
de crecimiento ya nombrados, vitaminas, aminoacidos, péptidos, etc,
produciéndose entonces un importante crecimiento de la poblacion microbiana,
llegando a alcanzar 1.107 bacterias/ml, e iniciandose entonces el metabolismo del
acido malico. En algunas ocasiones no existe periodo de latencia, llegandose a

solapar el final de la fermentacion alcohdlica con el inicio de la fermentacion
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malolactica, ocurriendo esto en aquellas vendimias con valores de pH elevados, y
donde se produce un importante incremento de la acidez volatil por el ataque de
las bacterias a los azucares. Una vez terminada la FML, la poblacion bacteriana
disminuye, desapareciendo rapidamente los Oenococcus oeni, manteniéndose
una poblacién residual en el vino de 1.10% a 1.10° bacterias/ml de las especies
Pediococcus y Lactobacillus.

También existen interacciones entre bacterias lacticas, por la cesion al medio
de sustancias téxicas como el perdxido de hidrogeno, acidos organicos u otras
sustancias mas complejas llamadas “bacteriocinas”®. La presencia en el vino de
hongos y bacterias acéticas también dificulta el crecimiento de BAL. Ya se ha
demostrado que durante la vinificacion existe un crecimiento sucesivo de varias
especies (Fleet et al. 1984citado en Flanzy, Claude y colaboradores, 2003, p.335).
Por ejemplo, en los vinos argentinos, raramente se aisla (por presencia natural)
Leuconostoc oenos (Oenococcus oeni) si ha habido previamente crecimiento de
Lactobacillus hilgardii o Pediococcus pentosaceus (Manca de Nadra y Strasser de
Saad, 1987 y 1990citados en Flanzy, Claude y colaboradores, 2003, p.335). A su
vez, la multiplicacion de Oenococcus oeni conduce a una inhibicién del
crecimiento de Pediococcus parvulus por unas bacteriocinas sintetizadas por ella 'y
segregadas al medio (Edwards et al. 1994citado en Flanzy, Claude vy

colaboradores, 2003, p.335).

'3 Las bacteriocinas son proteinas o toxinas peptidicas sintetizadas por bacterias que inhiben el
crecimiento de bacterias similares o de cepas cercanas a las que producen.
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Por dltimo, una infeccidn de virus bacteridfagos puede ser capaz de destruir
las bacterias lacticas y llegan a ralentizar o impedir el desarrollo de una
fermentacion malolactica.

Por dltimo, se tiene en cuenta que todo proceso fermentativo donde
intervienen bacterias puede ser propenso a ataques de fagos. En enologia, los
primeros autores en investigar sobre la presencia de los mismos fueron Sozzi,
Cazelles y Gnaegi (1976 y 1982). Estos fagos que fueron aislados del vino,
presentan dificultades de fermentacion malolactica por actividad litica en
Oenococcus oeni. Estos fagos presentan la siguiente morfologia: cabeza
hexagonal, cola flexible y larga pero no retractil.

La destruccion de la poblacion de bacterias que asegura la fermentacion
malolactica por ataque de fagos, conduce a un retardo o a una detencion de la
misma y puede observarse luego de esto, un desarrollo de pediococos no
deseados. La presencia de estos virus bacteriofagos puede verse reducida en
presencia de compuestos fendlicos, pH menor a 3,5, adicibn de SO, y
tratamientos con bentonita.

Se citan a continuacién aspectos referentes a su control y prevencion
(Suarez Lepe, 2004):

e En caso de detectarse problemas con el arranque o desarrollo de la FML,
asegurar en primer lugar que no exista uno o varios factores de inhibicion,

tales como: temperatura, SO, alcohol, etc.
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La presencia de virus bacteriofagos debe ser confirmada mediante cultivos
especificos o por la observacion en un microscopio electrénico.

En caso de la parada de la FML, una manera de activarla para que esta
finalice consiste en inocular una especie distinta a la utilizada anteriormente.
No es conveniente utilizar el sistema de siembras de bacterias por adicion
de vino de un depdsito a otro, pues en caso de existir un virus bacteriéfago
se puede propagar la infeccién al resto.

En la industria alimentaria, la técnica que se utiliza se basa en aprovechar la
propiedad de la fuerte especificidad de los fagos, que consiste en emplear
una sucesion de especies distintas de bacterias. De tal manera, que se
comienza por una de ellas, y al cabo de un cierto tiempo, se inocula en el
medio otra especie distinta y asi sucesivamente. Cuando los posibles fagos
gue afectan a la primera bacteria sembrada estan en fase de virulencia,
entonces se les cambia de microorganismo y asi estos mueren rapidamente
por no poder multiplicarse en la nueva bacteria inoculada. Lo mismo sucede
con la segunda y las demas bacterias de la secuencia.

En la fermentacién malolactica, no es posible operar de esta manera, pues
su duracién es relativamente corta y el sistema esta disefiado para
fermentaciones continuas. Sin embargo, este método se puede adaptar,
estableciendo una rotacion de bacterias de un afio a otro, o incluso afiadir
una mezcla de bacterias que impida un ataque simultaneo de los fagos. Otra

buena solucion es el empleo de cultivos de bacterias lacticas autoctonas,
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forzando la fermentacion malolactica de un pequefio volumen de vino y
utilizandolo como inoculo para el resto de la bodega. Esto mismo es lo que
realizamos con bacterias lacticas secas activas.

Podemos afirmar que, asi como se habla de la autenticidad del terroir, en el
futuro se podrd hablar de la autenticidad o individualidad de las cepas

microbiolégicas.

Inhibidores y estimulantes de la fermentacion malolactica

Tabla 2

Inhibidores y estimulantes de la fermentacion maloldctica

Inhibidores Estimulantes
Fermentacion alcohdlica Relacion Tartarico/Malica (depende
del varietal)
Desfangado previo a la fermentacion Disponibilidad de agua
alcohdlica
Clarificaciones y filtraciones Clima frio

Procianidinas, elagitaninos oxidados, Sistemas de conduccion de alta

extracto de madera de roble densidad

Acido p-cuméarico Desfangado previo a la fermentacién
alcohdlica

Altas concentraciones de acido Acido gélico

hidroxicinamico

Cobre (concentraciones mayores a Antocianos
5mg/l)

Bacteriocinas

Virus bacteriéfagos

Etanol

Anhidrido sulfuroso



CAPITULO 3: Caracteristicas del vino que se sometera a FML

El vino objeto del ensayo fue de un volumen final de 120000 litros de vino
blanco de varietal Chardonnay base de espumante, proveniente del cuartel N° 504
de la Finca El Oasis. La misma se encuentra ubicada a 1050 metros sobre el nivel
del mar, en Los Arboles, Tunuyan, Mendoza.

Comenzaron los controles de madurez de los cuarteles el dia 20/01/2021. En
el momento en que los resultados de estos fueron convenientes, se programo la

cosecha de los mismos.

Tabla 3

Indicadores de madurez al momento de la cosecha

CUARTEL  GRADO pH ACIDEZ ALCOHOL
BRIX TOTAL (g/l) POTENCIAL
(%VOL)

504 15,5 3,10 11,9 8,4
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La cosecha de la uva, se realiz6 en forma mecanica con cosechadora, donde
luego fue llevada a la bodega, se obtuvo el mosto y fue sometido al proceso
normal de fermentacion alcohdlica. Esta parte del proceso no es parte de este
trabajo de investigacion, pero si lo es la parte analitica final del mismo donde se
detecta el problema de acidez total elevada para un vino base de espumante.

A su vez, en el control organoléptico del final de fermentacién indicé una
marcada acidez en boca, una sensacion acida similar a cuando se ingiere limén
qgue dificulta el tomarlo y el poder diferenciar otros descriptores. En nariz arrojé
aromas verdes. En vista se observé amarillo claro, con turbidez normal para el
momento fermentativo en que se encontraba.

El volumen total de vino ensayo se distribuyo en 4 tanques de 30000 litros
respectivamente, a continuacion, se detallan los controles analiticos de final de

fermentacion alcohdlica:

Tabla 4

Datos analiticos de los tanques ensayo al inicio del proceso

TANQUE 76  TANQUE 83 TANQUE 66 TANQUE 75

AZUCAR 1,80 1,80 1,80 1,80
A.TOTAL 10,87 12,08 11,62 11,92
PH 3,20 3,15 3,22 3,22
A.VOLATIL 0,14 0,15 0,17 0,21
MH2 5,98 5,97 6,02 6,44
LH 0,00 0,00 0,00 0,00
ALCOHOL 8,8 8,8 8,9 8,9

Se comenz6 inoculando pie de cuba a dos de estos tanques con objeto de

aumentar el volumen progresivamente para asegurar la adaptacion de las
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bacterias lacticas. Luego, se sumaron los dos tanques restantes, pasando a dos

tanques de 60000 litros (tanques 122 y 123).

Linea de tiempo

*Preparacion del pie de cuba

«Control de temperatura, °Bx y analisis

*Control de temperatura, °Bx y analisis

«Control de temperatura, °Bx y analisis

«Control de temperatura, °Bx y analisis

*Control de temperatura, °Bx y andlisis

+Control de temperatura, °Bx y analisis.
+ Control microbiolégico

*Agregado de 80 litros de vino problema

* Aporte de acido malico

*Analisis
» Siembra de tanques 76 y 83 (30000 litros c/u)
* Analisis

» Agregado de nutrientes (Optimalo blanc)j
20 g/hL

» Andlisis

*Control analitico
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«Control analitico

«Control analitico

«Control analitico

«Control analitico

~
*Siembra de tanques 122 y 123 (60000 litros
clu).

*Andlisis

«Control analitico

*Control analitico

Dija 28

Dia 29
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*Consumo total del acido malico. ]

*Correccion de SO.,. ]

Preparacion del pie de cuba y seguimiento analitico

Preparacion del PDC (Dia 1):

Una vez terminada la fermentacién alcohdlica, se comenzd con un pie de
cuba de 180 litros, formados por 90 litros de agua sin clorar y 90 litros de mosto
virgen. Se realiz6 esta mezcla de mosto y agua la cual fue inoculada con
levaduras, a fin de obtener una adaptacion progresiva de las bacterias lacticas a la
graduacion alcoholica, que como se consigna en el detalle analitico, era de 8,4
%v/v aproximadamente. Por otro lado, las indicaciones del proveedor en cuanto a
la hidratacion y preparacion de las bacterias secas activas también sugieren el uso
simultaneo de levaduras y bacterias.

Para el procedimiento, se utilizd6 mosto de Pinot noir®, que tuvo que ser
sometido a una decoloracion con carbon activado (209g/25l, en total: 80g). Luego
de esto se analizaron sus valores de SO, para cumplir con el valor requerido por
las bacterias lacticas, siendo este de 40 ppm de SO, total, dando como resultado
52 ppm para total y 25 ppm para libre. Debido a esto se realiz6 un agregado de 1
ml H,O, cada 25 litros, 4,5 ml en total. Una vez transcurrida una hora de contacto

con el carbon activado, se realizo la filtracion por filtro de placas, pero se detectd

* En el momento en que se realiz6 el ensayo, no se disponia de mosto virgen de Chardonnay por
lo que se debio acudir al uso de mosto de Pinot noir con tratamiento de decoloracidn previo.
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gue todavia queda carbon en suspension por lo que se realizd una segunda
filtracion en filtro de tierras en laboratorio. Se analiz6 nuevamente el SO, total y
arrojé un valor de 36 ppm. Una vez que el mosto estuvo en condiciones, se afiadié
al agua sin clorar y se enfri6 la mezcla a 25°C.

Se realiz6 la activacién de 15g de la levadura EC 1118, en 200 ml de agua a
42°C con 15g de activador y nutriente (Fermaid K). Luego de 15 minutos, se fue
agregando de a poco, mezcla de mosto y agua para ir bajando la temperatura a
25°C. Por otro lado, se hidrataron las bacterias lacticas (Lalvin MT 01 Oenococcus
oeni), colocando 75 g de bacterias secas activas en 1,5 litros de agua sin clorar a
20°C, se mezcla y se esperd 15 minutos. Luego, se agregaron ambas mezclas al
volumen total de agua y mosto, con una diferencia de temperatura menor a 5°C
entre el mosto y el preparado. Por los requerimientos de temperatura de las
bacterias lacticas, lo ideal hubiese sido afiadirlas a la mezcla a 22°C, pero por los
tiempos apremiantes se afiadieron a 25°C.

Una vez homogeneizado el pie de cuba, se iniciaron los controles

analiticos®®, detallados a continuacion:

'* Los datos analiticos seran obtenidos por métodos fisicos para grado Brix y temperatura y los
quimicos por Foss, pudiendo siempre acudir a los métodos analiticos tradicionales para cada
determinacion.



Tabla 5

Datos analiticos del pie de cuba
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+80L
DIiA N2 1* 1* 1 2 2 2 3 3 3* 4 4 4 5 5* 5 6 6* 6* 7 7* 7* 8 8
T(°C) 24 24 24 24 24 25 24 255 | 255 | 25 25 25 24 24
°BX 5 5 5 4,5 45 | 3,5 2,8 1,7 1,7 109(08|07 02|02
AZ 35,66 | 35,66 | 35,66 30,35 (29,17 |26,5|17,43 | 13,07 | 13,03 |6,84|4,86|3,55|1,36|1,36| 1,1 (0,89|0,89(089| 05| 05| 05 |0,21| 0,15
AT 4,06 |4,06 4,06 | 431 | 4,41 (433|432 | 431 | 4,31 |4,27|4,25|4,25(4,14(4,14|14,04|3,89|3,89(3,89(3,54|3,54|3,54|3,38| 54
pH 284 (284 | 284|292 291 (297]| 3,23 | 3,36 | 3,36 |3,61|3,69|3,75|3,88(3,88|3,81(3,94|3,94(3,94|3,773,77|3,77|3,32|3,24
AV 0 0 0 0 0 0 0,07 | 0,15 | 0,15 |(0,15|0,15|0,15|0,18|0,18|0,214|0,14|0,14|0,14|0,16 |0,16|0,16| O | 0,26
MH2 1,88 | 1,88 1,881,779 ({187 |18 |163 | 165|165 |165(135|137(124(1,24|1,11(/091|091{0,91,0,86(0,86{0,86| 0O | 1,56
LH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0o (005|011(0,15|0,15|0,18{ 0,2 | 0,2 | 0,2 |0,31|0,31|0,31|1,07|0,72
Las columnas sefaladas con asterisco corresponden a una copia de los
datos analiticos de ese control a modo de conservar el formato grafico.
Grafico 1
Grdfico de los datos analiticos del pie de cuba (azucary grado Brix)
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Grafico 2

Grdfico de datos analiticos del pie de cuba (Acidez Total, pH, dcido mdlico, dcido Ildctico)

1*1* 1 2 2 2 3 3 3% 4 4 4 5 5%*5 6 6% 6% 7 7% 7% 8 8

DIAS

El dia 8 se detecta que el pie de cuba ha llegado a 0 mg/L de acido malico
por lo que se realiza el trasiego de este a un tanque de mayor capacidad y se
agregan 80 litros del vino objeto del ensayo. Debido a esto es que se aprecia en el
grafico una suba en todos los valores, excepto el de acido malico que baja por
dilucion y el pH por aumento de acidez.

El dia 9 se decide hacer la division del pie de cuba inicial en dos, uno de 600
litros y uno de 200 litros. El primer volumen se utilizara en la siembra de los dos
primeros tanques de 30000 litros a los cuales se agregaran 300 litros del pie de
cuba respectivamente (se inocula un 1% del volumen total). Los 200 litros
guedaran como reserva.

Antes de realizar la siembra en los tanques de vino ensayo, el dia 7 se
realiz6 un control microbiolégico para detectar si existe algun tipo de

contaminacién con otro tipo de microorganismos.
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Se utilizan medios de cultivo especificos para aerobias mesoéfilas y levaduras
Brettanomyces, que son los que se utilizan normalmente en los andlisis en la
bodega. Ambas arrojan resultado negativo (0 UFC/100ml), por lo que se procede a
la siembra.

Datos analiticos del pie de cuba previo a la siembra

Tabla 6

Datos analiticos del pie de cuba previo a la siembra

DIA Ne DIA 9 (1) DIA 9 (2)

T (°C) 22 22
°BX 0 0

AZ 0 0
A.TOTAL 9,82 9,47
PH 3,21 3,3
A.VOLATIL 0,15 0,17
MH2 4,46 4,09
LH 0,67 0,71

Grafico 3

Datos analiticos del pie de cuba previo a la siembra
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A continuacién, se detalla el seguimiento analitico de los tanques n° 76 y n°

83 los cuales fueron sembrados con un 1% de pie de cuba el dia 9.



Datos analiticos del tanque 76

Tabla 7

Datos analiticos del tanque 76

76

DIAN® DIA 9 DIA10 DIiA11 DIA13 DiA15 DIiA17 DIA20
TQ 76 = AZUCAR -1,80
A.TOTAL 10,87 10,80 10,73 10,68 10,51 10,42 9,90
pH 3,20 3,22 3,22 3,22 3,23 3,26 3,29
A.VOLATIL 0,14 0,14 0,14 0,19 0,20 0,22 0,22
MH2 5,98 5,98 5,80 5,75 5,21 494 414
LH 0,00 0,00 0,00 0,08 0,16 0,24 0,99
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Datos analiticos del tanque 83
Tabla 8
Datos analiticos del tanque 83
DIA N° DIA 9 DIA10 DiA11 DiIA13 DIA15 DIA17 DIA20
TQ 83 AZUCAR -1,80
A.TOTAL 12,08 11,99 11,85 11,78 11,62 11,25 10,85
pH 3,15 3,15 3,15 3,17 3,18 3,19 3,20
A.VOLATIL 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,17
MH2 597 5,92 5,88 5,75 5,42 5,18 3,75
LH 0,00 0,00 0,00 0,09 0,22 0,40 1,53
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Datos analiticos del tanque 83
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Una vez que se verifica que la fermentacion malolactica se esta produciendo

de manera activa y el desarrollo de las bacterias lacticas es 6ptimo, se procede a

la siembra de los ultimos dos tanques de 30000 litros, dando un volumen total de

dos tanques de 60000 litros. La inoculacion se realiza en el dia N° 21.

A continuacion, el seguimiento analitico de los tanques finales n° 122 y n°

123.

Datos analiticos del tanque 122

Tabla 9

Datos analiticos del tanque 122

DIA N° DIA 21 DIA 22 DIA 25 DIA 28 DIA 30
TQ 122 AZUCAR -1,80
ALCOHOL 8,90
A.TOTAL 10,27 8,55 7,65 7,50
pH 3,30 3,33 3,40 3,40
A.VOLATIL 0,15 0,15 0,15 0,15
MH2 4,29 2,65 0,80 0,00
LH 0,79 2,85 4,37 5,18
SO2 LIBRE 15
SO2 TOTAL 27
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Grafico 6

Datos analiticos del tanque 122
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Datos analiticos del tanque 123

Tabla 10

Datos analiticos del tanque 123

DIA N° DIA 21 DIA 22 DIA 25 DIA 28 DIA 30
TQ 123 AZUCAR -1,80
ALCOHOL 8,80
A TOTAL 11,05 9,55 8,45 7,28
pH 3,29 3,36 3,41 3,46
A.VOLATIL 0,17 0,19 0,19 0,20
MH2 4,40 2,83 1,24 0,00
LH 0,90 2,51 4,28 5,30
SO2 LIBRE 15
SO2 TOTAL 28
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Grafico 7

Datos analiticos del tanque 123
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Observaciones microscopicas

Para asegurar el desarrollo del pie de cuba de bacterias lacticas
seleccionadas, se realiza en forma anexa al control analitico del vino, una
observacion microscépica en el microscopio de laboratorio a los seis dias de
iniciado el pie de cuba. Se utiliza el aumento de 100x, sumado al aumento de 10x
del ocular se obtiene un total de 1000x de aumento.

Se coloca 0,1 ml de pie de cuba en un portaobjetos y luego un cubreobjetos.

La observacion es la siguiente:
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llustracion 9

Bacterias ldcticas del pie de cuba

Nota: Trejo Simonassi, Maria Paula. 2021.

Se observa la presencia de microorganismos, algunos formando diplococos y
otras cadenas, pero no podemos diferenciar si los mismos son realmente bacterias
lacticas o levaduras residuales presentes en el vino.

Por esto, se consulta bibliografia para encontrar un método de observacion
con tincion diferencial y se elige la Tincion de Gramm para diferenciar las
levaduras (Gram negativos) de las bacterias lacticas (Gram positivo),
respectivamente.

La limitacion que tiene este trabajo de investigacion es la falta de un método
con el cual poder realizar un recuento de la poblacion de bacterias lacticas

presente.

Tincion de Gramm
Material necesario:

e Mechero bunsen
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e Portaobjetos

e Pipetade 1 ml

e Agua destilada

e Colorantes:

o Cristal violeta

o Lugol

o Alcohol-acetona 1:1
o Safranina

e Alcohol 96%

e Papel secante

e Microscopio 6ptico

Procedimiento:

1) Encender el mechero Bunsen para conseguir que se forme un ambiente
estéril en la zona donde realizaremos el procedimiento.

2) Tomar las muestras con la pipeta de 1 ml y colocar sobre el portaobjetos.
En este caso tomamos 1 ml de la misma y delimitamos con un papel
cuadriculado un area de 2cm? para trabajar con un volumen parejo entre
muestras. Luego procedemos a realizar la fijacién de la muestra, realizando
movimientos de zigzag con el portaobjetos sobre la llama, sin dejar
demasiado tiempo para no producir la muerte de los microorganismos,

hasta que la muestra se observe totalmente seca.
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3) Realizamos la primera coloracion colocando Cristal violeta, cubriendo la
totalidad de la muestra. Se deja actuar 1 minuto y se enjuaga con agua
destilada.

4) Para fijar el colorante anterior se utiliza como mordiente Lugol, se coloca la
cantidad suficiente para cubrir la muestra y se deja actuar durante 1 minuto.
Luego se lava con agua destilada.

5) Para producir la decoloracién de los microorganismos gramnegativos, se
aplica alcohol al 96% durante 10-15 segundos y se enjuaga con agua
destilada.

6) Por ultimo, se aflade Safranina en la totalidad de la muestra, se deja actuar
1 minuto y se enjuaga con agua destilada.

7) Ya se puede proceder a la observacion microscopica, en este caso,
utiizamos el lente de 100x, sumado al aumento de 10x del ocular,
obtenemos en total un aumento de 1000x con el que las bacterias lacticas

se observan a la perfeccion.

Observaciones dia 17 del proceso:

Para este primer ensayo, se disponen de 4 muestras procedentes de ambos
tanques de 30000 litros sembrados con el pie de cuba de bacterias lacticas. Dos
provenientes del dia 15 y dos provenientes del dia 17para observar el crecimiento
poblacional de las mismas.

Se toma como referencia la coloracion y tamafio de los microorganismos

observados, se adjunta una imagen a modo indicativo:
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llustracion 10

Tanque 76, dia 15 del proceso y 6 de inoculacidn en el tanque

Bacteria lactica

Levadura

Nota: Trejo Simonassi, Maria Paula. 2021.

Se observa un buen desarrollo de bacterias lacticas (microorganismos
violetas, oscuros) con una pequefia presencia de levaduras. Se detecta formacion
de cadenas, coincidentes con el aumento del consumo de &cido malico

demostrado en los andlisis.
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llustracion 11

Tanque 83, dia 15 del proceso, dia 6 de inoculacion

Nota: Trejo Simonassi, Maria Paula. 2021.

Se detecta presencia de bacterias lacticas netamente, muy pocas levaduras.
La baja poblacién puede ser consecuencia de que aun no se observa en los
analisis un inicio marcado del consumo de acido malico, probablemente porque las

bacteritas aun estén en proceso de adaptacion y reproduccion en el medio.

llustracion 12

Tanque 76, dia 17 del proceso, dia 8 de inoculacion

Nota: Trejo Simonassi, Maria Paula. 2021.
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La poblacion se sigue observando en gran cantidad, se siguen formando
cadenas de bacterias. Sigue parejo el consumo de acido malico y la formacion de

acido lactico va en aumento.

llustracion 13

Tanque 83, dia 17 del proceso, dia 8 de inoculacion

Nota: Trejo Simonassi, Maria Paula. 2021.

Se detecta analiticamente un avance en el consumo de acido malico por
parte de las bacterias lacticas y aumento en la cantidad de &cido lactico,
consecuente con el aumento proporcional de la poblacion, aunque no en gran

cantidad.

Observaciones dia 26 del proceso, dia 5 de inoculacion

Para este segundo ensayo, se disponen de dos muestras, cada una
correspondiente a los tanques finales sometidos a la siembra con pie de cuba
(tanque 122 y 123). Cada uno tiene un volumen de 60000 litros.

Como en la primera observaciéon se generaron dudas acerca de la coloracién

correspondiente a los microorganismos gramnegativos (levaduras) y grampositivos
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(bacterias lacticas), se lleva también al laboratorio una muestra de pie de cuba de
levaduras para realizar la tincion y la observacién en una muestra que se sabe
existen solamente levaduras.

También se realiza la preparacion de una muestra conformada por 1 ml de
pie de cuba de levaduras y 1 ml de muestra de tanque 122 para observar una
muestra donde se tiene la certeza de que hay presencia tanto de levaduras como
de bacterias lacticas.

Los resultados fueron los siguientes:

llustracion 15 llustracion 14
Pie de cuba de levaduras Muestra levaduras y bacterias ldcticas
(Coloracion netamente rosada) (coloracion rosada y violeta)

Nota: Trejo Simonassi, Maria Paula. 2021. Nota: Trejo Simonassi, Maria Paula. 2021.

Gracias a esta observacion, confirmamos también el caracter gramnegativo

de las levaduras utilizadas en este pie de cuba.
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llustracion 16

Tanque 122

Nota: Trejo Simonassi, Maria Paula. 2021.

llustracion 17

Tanque 123

Nota: Trejo Simonassi, Maria Paula. 2021.
La observacion se realizé a los 5 dias de inoculado el tanque (dia 26), por lo
gue la formacion de cadenas y presencia de bacterias lacticas en ambos tanques

esta en acuerdo con el avance de la fermentacion malolactica.
Agregados y operaciones en bodega
Previo a la siembra de los tanques objeto del ensayo, se realiza el

calentamiento de los mismos a una temperatura entre 20 y 23°C con control

permanente de la misma, con una frecuencia de 6 hs entre cada uno
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aproximadamente, con especial atenciébn a los mismos una vez que fueron
sembrados.

Para favorecer la fermentacién malolactica y la accion de las bacterias
lacticas en todo el volumen del tanque, los agitadores se dejaron en
funcionamiento de manera permanente, para asegurar la homogeneizacion del
mismo.

Se realiz6 asi mismo, el agregado de nutrientes para favorecer el
crecimiento, desarrollo y accion de las bacterias lacticas inoculadas. Se utilizé
Optimalo blanc de Lallemand, nutriente especifico para vino blanco con el objetivo
de compensar la deficiencia de nitrégeno y micronutrientes que puede darse en el
medio.

El mismo, estd compuesto por levaduras inactivas (incluyendo
manoproteinas, productos de la autolisis de las levaduras y paredes celulares de
las mismas), es rico en aminoacidos y péptidos especificos ademas de las
vitaminas y minerales que se necesitan para favorecer el crecimiento y
reproduccion de las bacterias lacticas. Segun la ficha de especificaciones técnicas
provistas por Lallemand, contiene menos de 9,5% de materia seca (Nitrogeno
equivalente), valor que podria utilizarse como guia para establecer dosis en caso
de utilizar nutrientes de otros proveedores. Queda abierto a confirmacion el
contenido en mg/l, u otra unidad, de cada compuesto de este nutriente para hacer
mas exacta la comparacion con otros similares.

La dosis utilizada fue de20g/hL, siendo esta la dosis recomendada por el

proveedor debido a que no se podia determinar cual era la necesidad real de
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nutrientes. Se agrego el segundo dia de inoculacién de los tanques (dia 10) una
dosis total de 6 kg por tanque de 30000 litros, realizando la suspension del mismo

en el vino ensayo para luego ser agregado.
Correcciones finales

Una vez que se detecta que el &cido malico en ambos tanques esta en 0 mg/l
se procede a realizar el agregado de anhidrido sulfuroso a fin de proteger al vino
de la accién de otros microorganismos que van en detrimento de la calidad del
mismo.

Se corrige el SO, libre inicialmente a 15 mg/l y el SO, total a 25 mg/l, siendo
gue en el tanque 123 por agregado de una mayor cantidad arroja un SO, total de
27 g/l, siendo estas dosis correspondientes a una primera correccion de
proteccion, aunque lo ideal siempre es corregir una sola vez para evitar el

acostumbramiento de los microorganismos al SO..



CAPITULO 4: Resultados

Luego de obtener los resultados finales analiticos, de ambos tanques de
60000 litros se demuestra que, mediante la adaptacion gradual de las bacterias
lacticas gracias al pie de cuba preparado en las condiciones descriptas se logro el
consumo total de acido malico del volumen final de 120000 litros, obteniendo asi la
estabilidad microbiologica consecuente de la fermentacion malolactica.

También, se logré la disminucion de la acidez total elevada inicial, entre 3 y
4g/l, quedando en valores normales para este tipo de vino, 0 si se considera un
poco elevada de todas maneras, realizando un corte con otro vino que tenga

acidez total mas baja se llegaria al valor deseado.

Resultados analiticos
A continuacion, se realiza la comparacion de los datos analiticos de los 4
tanques iniciales que conformaron el volumen total del ensayo con los datos

analiticos de los 2 tanques con el volumen final.
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Tabla 11

Comparacion analitica de los resultados iniciales y finales del proceso

INICIAL FINAL
Tanque Tanque Tanque  Tanque Tanque Tanque

76 83 66 75 122 123
AZUCAR -1,80 -1,80 -1,80 -1,80 -1,80 -1,80
ALCOHOL 8,90 8,80
A.TOTAL 10,87 12,08 11,62 11,92 7,50 7,28
PH 3,20 3,15 3,22 3,22 3,40 3,46
A.VOLATIL 0,14 0,15 0,17 0,21 0,15 0,20
MH2 5,98 5,97 6,02 6,44 0,00 0,00
LH 0,00 0,00 0,00 0,00 5,18 5,30
SO2 LIBRE 15 15
S0O2 27 28
TOTAL

Se agrega como beneficio del proceso, la mejora organoléptica del vino. El
cual en este momento se presenta agradable para el consumo, con acidez notable
pero no marcada, la cual le otorga la frescura necesaria. Se encuentran aromas
frescos, un poco florales y algunas notas lacticas como manteca suave. A la vista
se observa amarillo con leves reflejos dorados.

Por otro lado, se destaca también el beneficio econdémico del uso de este
procedimiento. Para llevarlo a cabo se utilizaron 3 sobres de 25g de bacterias
lacticas secas activas con un costo de 55 USD cada uno, 165 USD en total. Con
esa cantidad se realiz6 el proceso completo en 120000 litros, siendo que el
fabricante recomienda el uso de 25¢/2500 Ilitros. Calculando, segun la
recomendacion del fabricante se necesitarian 1,2 kg de bacterias liofilizadas para
la inoculacién de los tanques y no se aseguraria la finalizacion de la fermentacion

malolactica en caso de que la bacteria no se adapte al medio, con un costo total
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de 2640 USD. Podemos obtener un costo menor en la siembra directa si se
adquiere la presentacién de 1 kg (recomendada para 100 hL) que tiene un costo
de 185 USD.

Por lo tanto, la diferencia econdmica es de aproximadamente 16 veces

(1600%)mayor para el uso de siembra directa en relacion al uso de pie de cuba.

Tabla 12

Comparacion de costos entre el procedimiento tradicional y el pie de cuba

Peso Us$D Tiempo
estimado
Inoculacion directa 1,2 kg 2640 U$D Dependiente del
periodo de
latencia
Pie de cuba 759 165 U$D 31 dias

En cuanto al tiempo que conlleva el proceso podemos decir que también se
alargaria con el uso de siembra directa. Si bien el procedimiento llevé 30 dias en
total, este tiempo puede acortarse si en el caso de tener previsto la realizacion de
este asiduamente en bodega, la preparacion del pie de cuba se podria hacer con
la anticipacion adecuada para disminuir los 9 dias de adaptacion del mismo previa
siembra de tanques de manera que coincida con el final de la fermentacion

alcohdlica del vino que quiera someterse a fermentacién malolactica.



CONCLUSIONES

Posterior a la realizacion de este ensayo en bodega, de la investigacion y
recopilacion de datos sumado a las experiencias compartidas de los endlogos y
operarios involucrados en el proceso; se llega a la conclusion de que, siguiendo el
procedimiento de preparacion del pie de cuba para la adaptacion gradual de las
bacterias lacticas, teniendo los cuidados necesarios y realizando todos los
controles analiticos pertinentes; es posible garantizar la finalizacion de la
fermentacion malolactica en un vino base de espumante, logrando la disminucion
de la acidez total, la mejora organoléptica y la disminucién de costos, lo que
significa un cumplimiento de los objetivos planteados y verificacion de la hipotesis,
ya que esto fue demostrado de manera practica y analitica.

Se plantea asi mismo, una limitacion en la investigacién que fue la falta de
hallazgo de un método de recuento de bacterias lacticas, lo que deja abierta la

posibilidad de una mejora en los controles a realizar en el pie de cuba.
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