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- CAPITULO I. El entorno del vino.




1.- LA HISTORIA DEL VIEFO.

1.1.- ORIGENES DE LA VITICULTURA Y LA ENDLOGIA.

El origen de la vid y del vino en el mundo se plerde en los tiempos de
la prehistoria, hasta el punto de que todavia hoy»és imposible determinar a
clencia cierta cual pudo ser su lugar de origen. A menudo se ha citado a la
vid como procedente de la zona del CAucaso y del Turquestin, pero la verdad
es que las plant;s de las que procede la actual Vitis vinifera eran ya
frecuentes durante la Era Secundaria tanto en el continente Euroasiatico,
como en la actual AméSrica del Norte e incluso en Africa [256].

Sin embargo, las lianas salvajes del género Vitis que prosperaban en
la Europa 'Occidenfal Meridional durante la Era Terciaria o Cuaternaria,
de§aparecieron totalmente, hace unos 100000 o 120000 afios. En el periodo de
méxima glaciacién sblo pudieron sobrevivir aquellas asociaciones vegetales
de tipo atemperado que vivian en 2zonas abrigadas, constituyendo estos
lugares refugios naturales o hibernaderos. Zonas de estas caracteristicas
no eran posibles ni en los Alpes ni en los Pirineos, tampoco en las
montafias de Africa del U¥Norte, pero sI es probable que existiesen en
Dalmacia y Albania, en 1oé alrededores situados al sur de los Carpatos. Se
ha podido saber con certeza que lg vid, durante la Gltima glaciacién, se
localizaba en las costas orientales del mar Negro, en Georgia. Cuando la

nieve y el hielo se retiraron esta planta se extendis, siempre asociada a



los bosques que 1le servian de soporte. Pero en Europa esta extensibn
natural no podia ser muy importante, ya que fuera de la zona del Caucaso y
de la actual Georgia se llega répidamente a zonas de clima de estepa y de
clima mediterréneo, donde la vid no crece si1 no es con la intervencién del
hombre. Mientras tanto en la actual América del TNorte la situvacibén era
diferente: durante el periodo glacial los refugios del bosque atemperado y
de sus lianas asociadas se situaron en 1los montes Apalaches del Sur, y
cuando los glaclares se retiraron se iﬁstauré el clima actuval con veranos
hGmedos y c&lidos semejante a los de Georgia. Agui las especies boscosas y
las lianas parésitas dispusieron de un campo inmenso para expandirse;
todavia bhoy se encuentran especies de vides americanas en estado
natural. Sin embargo, en América no se encontraba la especie Vitis
vinifera, finica especie productora de buenos vinos [66].

Pero la presencia de vides no presupone viticultura y mucho menos
elaboracién de vinos, ya que tanto el cultivo de la vid como las téc;icas
de elaboracifn, requieren un avanzado estado de civilizacidén que sb6lo muy
pocos pueblos en 1la antiglledad 1llegaron a alcanzar. El origen de la
viticultura, sin ser tampoco muy preciso, parece qur se restringe a unos
pueblos que habitaron en torno al Caucaso (Armenia, Georgia, etc.), que es
donde se habian preservado estas’ plantas durante las glaciaciones. Desde
aqui el secreto del cultivo de la vid y de la elabora;ibn del wvino, se
extendié bhacia occidente buscando en las riberas del Mediterréneo su
afincamiento ideal [256].

A caballo entre la leyenda y la historia, las mis remotas
civilizaciones coinciden en recabar para ellas el descubrimiento de 1la
vinificacién de 1la uva. Por orden cronolégico, el pueblo sumerio, el mis
antiguo de la baja Mesopotamia, cultivé la vid hace 6000 afios. En un viejo
texto hind@ escrito por el sabio Pulastaya, se habla ya de una posible

versién del vino, anterior desde luego a los fenicios y gque también pudo



ser conocida por los arios del Asia Central [49). En Egipto hallamos
frecuentes alusiones al cultivo de la vid y a la elaboracién del wvino en
monumentos, pinturas, decoraciones de wutensilios, etc. Estos documentos
arQueol6gicos prueban que vitiéultura y fabricacién de vinos eran dos
actividades conocidas y practicadas en Egipto desde, por lo menos, la 1V
Dinastia de Faraones, aproximadamente desde el afio 2500 a.C. [256]. En la
cuenca del Filo se utilizaba ‘el método del torniquete para estrujar las
uvas: este método consistia en exprimir las uvas~metiénd01as en un saco y
retorciéndolo por sus extremos. Ean fecha posterior, en Tebas, se empleb el
todavia hoy vigente sistema de estrujar la uva saltando sobre ella en una
tina. Por aquel entonces ya existian bodegas de almacenamiento, con vinos
que se afiejaban mal que bien en vasijas a las que se untaba con betfin como
preventivo de las enfermedades del vino [49). Por otra parte los égipcios
introdujeron también el etiquetado del mismo.

Existen comentaristas que-han achacado el descubrimiento o la inicial
elaboracién del vino a la raza semita, y Noé es para los judios el inventor
méds 1ndiscutible del vino. Los persas fueron los especialistas mis remotos
en el dificil arte de mezclar vinos, cayendo con frecuencia en la poco
recomendable prédctica de agregar a un buen vino alguna sustancia de
propiedades embriagantes, como es la esencia de nuez vémica [49].

De la misma época que los documentos egipcios datan otros hallazgos de
las costas de Asia Menor (Troya), por lo que es de suponer que en torno al
afio 2000 a.C. se iria extendiendo 1la viticultura hacla las islas egeas
hasta llegar a Grecia, en donde esti probado que ya era practicada hacia el
affo 1700 a. C. [256]. El vino en Grecia hace su aparicidén como un elemento
vital indispensable y como un influyente emblema espiritual. En "La Iliada®
y en "La Odisea” abundan las alusiones a sitios y a personas ligados al
vino y a su consumo tanto en la guerra como en la paz. Hesiodo nos anticipa

en "Los trabajos y los dias” ciertas meticulosas apreciaciones sobre las



clases y aprovechamientos del fruto de.la vid. El vino, en Grecia, esta
intimamente vinculado a 1la religién, pero con el tiempo las dosis
destinadas a 1los sacrificios religiosos aumentaron ostensiblemente al
generalizarse su consumo en la vida diaria. Se cuenta con un i1mportante
material referente a la crianza y al uso del vino en Grecia: las vendimias
se realizaban con cierto criterio 16gico, se cortaba 1la uva en un grado
idéneo de madurez, se pisaba en tinas como lagares, se almacenaba el mosto
en odres y se vigilaba y componia su afiejamiento. También consta que, para
conservar el vino se agregaban sustancias como la brea, la resina, el polvo
de mArmol, la cal y el agua salada. En algunas otras zonas de Grecia, en
Arcadia, se hacian fermentar los mostos y se conservaban cociéndolos al
fuego, con lo que el vino adquiria una consistencia de jarabe [49].

Siguiendo las migraciones de poblacién desde Oriente a Occidente, es
presumible que el cultivo de la vid llegara a Italia hacia el afio 1000 a.C.
de la mano de 195 etruscos, aunque en Sicilia y en la punta meridional de
la peninsula it&lica, el origen parece atribuirse mids bien a los griegos
[256]. Los romanos almacenaban sus vinos en &nforas donde se afiejaban unos
caldos cada vez mejor elaborados. Lo que todavia no pudieron perfeccionar
los romanos fue el método de clarificacién de los vinos, ya que antes de
servirlos tenfan que separar las heces mediante un colador. Sin embargo,
fueron muy aficionados a las mezclas en lo que respecta a la adicién de
2sencias aromdticas al vino cocido, como las denominadas "melitites" (vino
com miel), “piperatum" (vino con pimienta) o "rosetum" y "myrtites” (vino
con rosas y mirtos) [49].

Llos romanos, como ya habian hecho fenicios y griegos, propagaron el
cultivo de 1la wvid por las tierras conquistadas. Cuando Julio Cesar
conquista 1las Galias, 1los romanos encuentran los barriles de madera por
primera vez, como un invento de las tribus galas. Los celtas utilizaban

23tos barriles para la cerveza, pero no para el vino. Los romanos se



percataron rédpidamente de que estos recipientes eran ideales para el
transporte del vino, miAs capaces y seguros que las clésicas &nforas de la

epoca [329].

1.2.- INTRODUCCION DE LA VITICULTURA Y VINICULTURA EN LA ACTUAL COMARCA

VALENCIANA.

Nada se sabe en concreto acerca de la introduccién de la vid en 1la
Peninsula Ibérica, aunque todo parece 1indicar que esto no pudo suceder
hasta época muy tardia y que debié +tener lugar en Tartessos, por la Bética
[2561.

Por lo que respecta a tierras valencianas, ic mis seguro es que el
cultivo de la wid y la elaboracibn del vino no se generalizaran hasta bien
entrada la romanizacibfn. Los vestigios miAs antiguos referidos al vino se
remontan al siglo VI a. C., pero se trata de &nforas vinarias de origen
oriental, que 1lo f®nico que pruebén es que existia un comercio de
importacién. En 1la evolucibn del consumo del vino y del cultivo de la vid
en tierras valencianas se pueden establecer tres etapas; la primera
abarcaria desde ‘el siglo VI al III a. C. y en ella se inici6 y difundib el
consumo de vino importado por fenicios y griegos que se instalaron en las
costas y en las islas mediterrédneas. La segunda etapa comprenderia los
siglos del III al I a. C.; la victoria de Roma sobre Cartago en la segunda
Guerra Pfinica supuso que, a finales del siglo III a. C., todo el litoral
mediterrédneo cayese bajo la influencia y el control politico y comercial de
Roma. De este modo se incrementsé el consumo de vinos romanos frente a los
griegos y pfinicos y ademfs se inicidé la introduccibén de las plantaciones de

vid en nuestro territorio, gracias a la fundaclén de ciudades romanas y a



la ipmigracién de conocedores del cultivo de la vid. La tercera etapa,
siglos del I al III d. C. fue el momento en que el cultivo de la vid se
generalizé; de tal modo que pasamos de importadores a exportadores de vinos
[2561].

La actitud de los pueblos béarbaros respecto al cultivo de la vid y a
la elaboracién del vino. es controvertida, bhay autores que piensan que
véndalos, alanos y suevos cuidaron celosamente las vides que hallaron a su
paso por la Peninsula [49], mientras que otros afirman que el carécter
ganadero de este pueblo provocd la decadencia de la viticultura difundida
por los romanos [256].

En contra de 1la opinifn generalizada de que 1la invasidén &rabe en
Espafia significé una catéstrofe para el cultivo viticola, dado que el Corén
prohibe beber vino [329]), cada vez son mAs los historiadores que afirman
que los Arabes dieron un gran impulso a la viticultura espafiola, sacéndola
del atraso en que habia quedado tras 1la dominacibén baArbara. La idea de que
los &rabes cultivaban el vifledo s6lo para obtencién de fruta fresca y pasas
es errbnea, los &rabes siguieron elaborando y bebiendo vino, dando a dicha
actividad un sentido lGdico y epicfireo que contrastaba con el sentido sacro
que tenia entre los cristiancs [256].

Durante la Reconquista, los cristianos que conquistaron Valencia a los
Grabes en 1la primera mitad del siglo IIlI se encontraron en herencia con
unos viﬁedos'ya establecidos. Este cultivo fue potenciado por los moriscos
que permanecieron en el Reino de Valencia [256] y también por los monjes de
la época, ya que el vino era un elemento impresciﬁdible para la celebracidn
de la misa; estos monjes cultivaban la vid en 1los aledafios de los
monasteriog a fin de cubrir sus necesidades [49, 329{. Durante los siglos
XIVy XV el vifiedko se mantuvo como un cultivo habitual en todas las
conunidades rurales valencignas, tanto en terrenos de secano como de

regadio. Las referencias documentales de esta época ponen de manifiesto que



la superficie media que cada poblacién solia reservar para los vifiedos era
del 10i de la tierra cultivada.

S6lo en los alrededores de poblaciones de cilerta entidad, y dado que
en ellas se contaba con un mercado urbano, los vifiedos llegaban a alcanzar
mayor intensidad y tenian un carécter manifieét#ménte comercial [256].

La Edad Moderna (siglos del XV al XIX) se caracteriza por el cultivo
generalizado de la vid en todos 1los rincones del suelo valenciano, aunque
sin sobrepasar las necesidades locales © a lo sumo comarcales. Esta
limitacién de 1la produccién se debia a dos causas principalmente: las
deficiencias de los medios de transporte y la propla legislacibn vigente,
mediante la cual cada pueblo protegia la produccién 1local por medio de
prohibiciones o fuertes derechos sobre la introduccibén de vinos forasteros.
La legislacitn en defensa del vino local era mis o menos rigida en funcidn
de la cosecha de cada término. Sin embargo, y a pesar de las dificultades
mencionadas, existian zonas con produccidén de vino marcadamente superior al
consumo propio; por ejemplo la zona del Maestrazgo en Castellén, Campo de
¥orvedre, 1'Horta de Valeﬁcia y el Alto Palancia, junto con Alicante
capital, producian el 41% de toda 1la cosecha viticola del antiguo Reino de
Valencia. Les seguian en importancia el Valle de Albaida, el Bajo
Maestrazgo, la Plana de Castelldén y el Bajo Segura. De todas 1las zonas
nombradas cinco se localizan en el litoral y dos en el interior; este dato
viene a reforzar el carlcter marcadamente 1litoral que en la Edad Moderna
seguia teniendo la viticultura, sobre todo en su dimensidn comercial ya que
el transporte maritimo era el mejor medio de comunicacidn.

La demanda internacional de aguardiente a finales del siglo XVII se
incrementé extraordinariamente por varias razones: el aumento de la
navegacién comercial donde el aguardiente era bebida obligada de la
tripulacién; la propagacién del consumo de "brandy", tras el éxito obtenido

'por los primeros aguardientes preparados y envejecidos en las bodegas de



Cognac; y por Gltimo, el empleo de aggardiente en el encabezamiento de
vinos de alta graduacién, la elaboracién de ginebras y otras bebidas
alcohblicas. En el caso espafiol se sumaba ademis el creciente consumo de
aguardiente en las colonias americanas y el propio consumo interior. A
pesar de que Francia ostentadba el lider#zgo en la produccién de
aguardienfes y en su comercializacién, difigida' sobre todo a Inglaterra y
‘Holanda, las guerras mantenidas contra estos paises desde 1668 hasta 1713,

potencié la extraccién de aguardientes en otros paises, entre ellos Espafia.

Aunque la existencia de pequefios alambiques y calderas para destilar
el vino era comfin en todo el territorio valenciano ya en el siglo XVII como
solucidén a los vinos estropeados, las primeras grandes factorias orientadas
hacia la exportacidén no aparecieron hasta la segunda mitad del siglo XVIII.
A rgiz de la crisis vinicola francesa (1776-1782) crecié la demanda de vino
y aguardientes comunes esp;ﬁoles. Esta demanda aié lugar a wuna gran
proliferacibﬁ de f&bricas, alambiques y calderas de destilacién por todos
los rincones valencianos, y a una expansifén del cultivo de la vid como no
habia habido precedentes en siglos anteriores.

El primer tercio del siglo XIX se caracterizé por ser una continuvacidn
del siglo XVIII. Sus constantes fueron las mnismas: .se exportaba mis
aguardiente que vino, los frecios se mantenian inalterables, se seguia
plantando vifia y 1la venta de vino dependia en cada pueblo de los
ayuntamientos y las tabernas que ellos arrendaban anualmente. Aunque la
produccifén de aguardiente seguia siendo més importante que la de vino, el
interés por comercializar este Gltimo comenzd a cobrar importancia. El
mayor enemigo del vino era su poca duracibén sin avinagrarse, a causa del
atraso técnico con el que se elaboraba. Esto se debia a que 1los pequefios
cosecheros no poseian lagares propios ni vasijas para conservar el vino.

Para elaborar el mismo, se valian de prensas y lagares de cosecheros més



adinerados que les fijaban unos dias para pisar y prensar la uva, pero sbla
les permitian mantener.el vino en las cubas de fermentacidén unas boras; el
mosto era retirado a medio fermentar y colocado en botas. Como las botas
tampoco solian mantener las condiciones propicias, ya que estaban casi toda
el aflo vacilas y no se azufraban, el vino se convertia rédpidamente én
vinagre y los cosecheros se veian obligados a venderlos a precios‘muy bajos
para el alambique de aguardiente.

En 1834 se promulga el decreto de libertad de vendimia y compraventa -
de vinos, que desmantela el antiguo régimen gremial vigente hasta entonces.
El primer resultado de tales medidas no pudo ser mis negativo. Al poder
vender directamente +todos los cosecheros se establecid una competencia
entre ellos, y puesto que la oferta era muy superior a la demanda los
precios bajaron hasta limites insospechados.

Sin. embargo, a partir de la segunda mitad del siglo XIX dos grandes
catéstrofes viticolas produjeron el periodo de méxima prosperidad de la
viticultura valenciana, la primera fué el "oidiun'". Originario de América y
observado por vez primera en Inglaterra, se extendi6 a Francila en 1848; dos
afios mids tarde habia penetrado en Espafia por Orense. Los vifiedos espafioles
sufrieron esta enfermedéd, aunque con una virulencia mucho menor que los
vifiedos de paises himedos del resto de Europa. Tras un primer momento de
preocupacibén y pesimismo ante los primeros ataques, se pasé a disfrutar de
una verdadera "edad de oro” vinatera. Esta coyuntura provocd un alza
inusitada de los precios pagados al agricultor, un incremento
extraordinario de las exportaciones de vino, y una multiplicacién de las
plantaciones de vides. A la postre, cuando Francia e Italia recobraron su
produccidn normal, el excesivo crecimiento de la viticultura valenciana
trajo consigo un aguda crisis interna, reflejada en el descenso de 1los
precios y de las exportaciones ante la incapacidad de dar salida comercial

al exceso de vino. Los sintomas de la crisis se iniciaron hacia 1864 y
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perduraron hasta que 1los vifiedos franceses fueron destruidos por 1la
filoxera, volviendo a resurgir en 1877 1la demanda de vinos comunes
espafioles. La filoxera es un insecto parasito de la vid que puede provocar
la muerte de la planta sobre cuyas raices vive. La vid americana esta
inmunizada contra dicho parésito, mientras que la europea es fa&cilmente
destruida por el mismo. Desconocida en Europa hasta el afio 1865, la
‘filoxera fue introducida accidentalmente por algGn cargamento de ' plantas
procedentes de Estados Unidos, y se propagd rapidamente a las vides
europeas, arrasando la casi totalidad de los vifiedos de este continente
entre 1868 j 1900. En Espafia empézﬁ a causar estragos bacila 1880 y al
finalizar el siglo s6lo se mantenian sanos los vifiedos de la Mancha, Murcia
y Valencia que, por esta razbdn, se habian convertido en los principales

s~ados abastecedores de la gran demanda internacional, especialmente de
la francesa. bado que las vides catalanas hablan resultado tan afectadas
por la filoxera como las francesas, el comercio francés se dirigié a
tierras valencianas a fin de subsanar su dé&ficit. Ausencia de filoxersa,
' fuerte demanda y altos precios dieron lugar a la mis intensa oleada de
plantaciones que haya conocido jamis el vifiedo valenciano.

A partir de 1900 Francia dejdé de depender de los vinos espafioles, no
tanto‘porque habia recuperado buena parte de su produccibén interna sino
porque sustituyé las importaciones de Espafia por las de su colonia
argelina. La excesiva plantacidn de vid y la sobreproduccidn de vinos llevd
a una crisis del sector vitivinicola, que debido a la falta de demanda
exterior provocé la calda de los precios del vino. Tal coyuntura, la
filoxera tardia, la introduccibén del cultivo del olivo, almendro y nuevos
regadios, provocaron la desaparicién del vifiedo valenciano de mfiltiples
rincones en donde antes se cultivaba, para concentrarse en cuatro zonas

vinfcolas de las que en tres (Requena-Utiel, el Valle de Albaida y el del

Vipalop6) adqulere hoy caracter de monocultivo, mientras que en la cuarta
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(los piedemontes del Turia) alterna con almendros, frutales y huerta, y se
halla en fase marcadamente regresiva, a pesar de las nuevas plantaciones

que se hacen de uva de mesa.

2.- FACTORES QUE AFECTAN A LA CALIDAD Y PERSONALIDAD DE UN VINO.

Existen dos concepciones a la hora de definir dénde resider la calidad
y la personalidad de wun vino: la primera basa estas caracteristicas
exclusivamente en la materia prima, es decir en los vifiedos capaces de
producir mostos excelentes, en funcién de la zona en la que se sitfian y de
las variedades que spstentan. Sin embargo, un vifiedo dado e incluso una vid
dada no siempre proéucen el mismo vino, no existe una relacidn constante y
prevista que permita definir el vino por su origen. La otra concepcitn
afirma que calidad y personalidad de un vino comienzan a forjarse en el
vifiedo, para continuar durante la elaboracién de los mostos y
posteriormente con el almacenamiento en la cava. Es evidente que la
produccién del vino comprende dos pasos: la produccifn de uvas a partir del
suelo y la produccién de vino a partir de las uvas. La primera es de tipo
'agricola y constituye 1la viticultura. La segunda es de tipo industrial,
anfloga a cualquier industria agroalimentaria, y constituye la vinicultura.
‘Sin embargo, estos Gltimos procesos se distinguen de otros procesos
industriales en que no son controlados de una forma tofalmente absoluta por
el hombre.

la calidad del vino no es un valor que se pueda fijar de forma

inmutable y adem&s tilene un carécter subjetivo que depende de los

consumidores, cuyos gustos difieren en funcién de su origen y a lo largo de
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la bistoria. Por otro lado, la calidad es aleatoria y la aleatoriedad se
halla en la variabilidad de condiciones atmosféricas y sanitarias que
afectan al vifiledo, del momento de vendimia y de problemas de vinificacibn o

conservacién [282].

Una vez definidb el origén de la ‘tipicidad y calidad dé un vino,
podemos . afirmar que 1los factores que influyen en las caracteristicas
‘finales de-ﬁn vino son: aquéllas que afectan a la materia prima, la uva, y
los que tienen relacién con la transformacifn de esta materia prima hasta

su conversidén en vino.

2.1.- FACTORES QUE AFECTAN A LA CALIDAD DE LA MATERIA PRIMA.

Entre 1los factores que van a condicionar las cualidades de la uva se
pueden distinguir unos que definiremos como permenentes, ya que no son
susceptibles de modificacién a corto plazo por el hombre. Otros son de
cardcter modificable, como es el caso de las labores a las que se somete al
vifiedo; y por Gltimo, hay factores accidentales, que como su nombre indica,
pueden producirse ocasionalmente, como las enfermedades o los agentes

atmosféricos [1301].

2.1.1.- FACTORES PERMANERTES.

Dentro de éstos se encuentran el suelo, el clima y las variedades de

uva con que se elabora el vino en cada comarca.
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2.1.1.1.- EL SUELO.

Lla vid es una plaﬁta rGstica que se adapta y crece en todos los suelos
existentes, incluso en terrenos tan pobres que dificilmente podrian
soportar otros cultivos. OANCEA et al. coﬁsidéran que los principales
factofes edaficos que limitan el cultivo de la vid son: una cantidad de
arcilla superior al 45%, wuna conductividad hidrica reducida, un débil
drenaje, la preponderancia de montmorillonita en el suelo, y una cantidad
elevada de caliza activa [149]. '

Segfin CIURANA, no s6lo es importante el suelo de cultivo sino también
el subsuelo sobre el que &ste descansa; &sto se debe a que las raices de la
vifia se hunden hasta 5 6 6 m a fin de encontrar la capa mis hGmeda y mas
favorable [66]. IONESCU pone en evidencia una correlacién positiva entre
porosidad del terreno y produccibén, y una correlacién negativa entre esta
Gltima y la resistencia del suelo a la penetracitn. El drenajé también es
muy importante, ya que si éste no es bueno el agua se acumula en el
subsuelo y pudre las ralces, lo cual repercutiré en la calidad del producto
final [149].

La calidad del vino, segln HIDALGO y CIURAFA, depende de la proporcibn
en que se encuentren los elementos componentes del suelo fértil. Asi, la
silice da vinos ligeros y finos; la arcilla les comunica mis color,extracto
y alcohal; el terreno calcireo da “bouquet”, flexibilidad y juventud; la
pizarra, madurez, tanino y fortaleza; el suelo rico en humus da elevadas
producciones, pero éstas son pobres en aromas [66, 149].

También el contenido en elementos nutritivos de la tierra de cultivo,
natural o modificado por loé abonos, tiene una importancia considerable.
Asi, el nitrégeno, que favorece la végetacién da lugar a vinos pobres en
extracto y antocianos, seglin observaron RIBEREAU-GAYON y PEYNAUD [281]. El

fésforo hace a las plantas mis vigorosas; el potasio mejora la funcidn
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clorofilica y, como consecuencia, hace que los vinos tengan mis potencia y
madurez [66]. VERES et al. afirman haber establecido el papel que desempefia
la naturaleza del terreno sobre el balance de los &cidos orgénicos, la
modificacidén del quimismo de la planta, y la proporcién de iones absorbidos
[1401. | |

Otros autores, sin embargo, consideran poco importante el efecto del
suelo sobre la calidad de la uva, excepto en el caso en que existan
factores fuertemente limitantes para. el cultivo de la vid, como los ya
expuestos anteriormente [149]. Nosotros pensamos que si que hay influencia
del suelo en las caracteristicas del producto final, dado que 1la sintesis
de materias que constituyen 1la uva se realiza gracias a las sustanclas
nutritivas del suelo que captan las ralices, y ademis muchas reacciones
bioquimicas estdn catalizadas por determinados elementns- que las vides

toman del terreno.
2.1.1.2.- EL CLIMA.

la zona de cultivo de la vid se sitfia entre el paralelo 34° de latitud
norte y el paralelo 49° de latitud sur, y aunque se pueden cultivar viflas
fuera de esta zona, s6lo ocurre en pequeflas &reas, encontrédndose las uvas
mis septentrionales en el valle del Rhir a 50-51° de‘latifud norte [130].

La vid es una planta gque requiere unos valores climatolégicos
equilibrados; demasiado calor la ahoga, mucho frio la mata, el exceso de
agua la seca. Demasiada altitud no es adecuada, pero vides cultivadas a
nivel del mar no dan vinos de calidad. Las vifias mis septentrionales dan
vinps aromidticos pero &cidos y verdes, las meridionales dan vinos muy
alcohblicos y potentes pero faltos de aroma [130]. Sin embargo, la vid es
capaz de desarollarse en habitats muy diferentes: tanto en llanos como en

montafia, en zonas lluviosas o casi desérticas y tanto en paises frios como
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en paises cdlidos [66].

El clima, Jjunto con el terreno, son los factores permanentes mas
importantes para el cultivo de la vid, ya que condicionan otros factores
tanto permanentes como modificables como son el tipo de cepa, tratamientos,

labores, fertilizaciébn, etc. [130].

2.1.1.3.- LOS TIPOS DE VARIEDADES.

La vid pertenece al género Vitis que comprénde cuarenta especies,
siendo la  Vitis vinifera 1la base de la produccibén de vinos de calidad;
otras especies, tales como Vitls riparia, Vitis lambrusca o Vitis
rupestris, no se utilizan para la vinificacidén ya que producen vinos de
gustos desagradables.

La especile V. vinifera-tiene m4ds de 5000 variedades catalogadas, y de
éstas s6lo 50 presentan interés desde el punto de vista enolégico. Segtn el
tipo de suelo, el clima, la situacidn y las practicas de cultivo se han ido
adaptando ciertas variedades en determinadas regiones o comarcas. Este
fendmeno es el que mi&s ha contribuido a la nocibn de origen genuino de un
vino, vinculando la calidad a un &rea geogradfica concreta.

Las variedades se diferencian por el color de sus frutos y la forma de
los racimos, de los granos, y de las hojas; también por el tiempo de
maduracidén, por la textura de la pulpa y la composicién del jugo. Ademas,
entre las variedades 'exister diversos grados de susceptibilidad al ataque
por imnsectos o por microofganismus, y por otro lado responden de forma
distinta a la poda [31.

Dentro de cada variedad también existen diferencias entre plantas
distintas [3]. Esta variabilidad permite la seleccién y clonacién de las
mejores .a fin de conseguir una mejora en la calidad y rendimientos. La

clonacifn se realiza por reproduccién vegetativa de la planta originaria;
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de esta forma los descendientes conservan los caracteres de la cepa madre
ya que poseen exactamente los mismos genes, asi se logran poblaciones
homogéneas [330]. Ademis de buscar la acentuacibén del carédcter varietal y
el aumento de la produccibn, la seleccién pretende también obtener plantas
mis resistentes a las enfermedades [31].

La variedad es la responsable filtima del caricter de un vino. Algunas
proporcionan caracteristicas muy acusadas, mientras que otras son mis
neutras. Al vinificar este tiltimo tipo de variedades se obtienen mostos
carentes de ciertos aspectos interesantes; queda, sin embargo, el recurso
de vinificar estas uvas junto a otras que aporten las caracteristicas en
que son deficitarias. De ésta manera se puede influir sobre las cualidades

del vino a obtener [66].

2.1.2.- FACTORES MODIFICABLES.

Dentro de este tipo de factores se hallan aquéllos controlables por el
hombre tales como fertilizacién, los tratamientos plagicidas y las labores.
Estas practica estan encaminadas al aumento de la produccifn y la calidad

de las vides.
2.1.2.1.- LA FERTILIZACION.

Uno de los factores modificables que mAs influye en la produccién y
calidad de uva, es la fertilizacién de la vifia. Antes de la plantacitn de
una vifia ésta suvele recibir un fuerte abonado de tipo orgénico, en general
estiércol, aunque modernamente se emplea "compost", que suele ir acompafiado
de sales minerales de potasio y fésforo, en forma de cloruro de potasio y

superfosfato de cal respectivamente. En algunos casos se suele afiadir
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sulfato de hierro en terrenos ricos en caliza activa para evitar la
clorosis., A partir del tercer afio de plantacitén se fertiliza anualmente
durante los meses de febrero y marzo con abonos a base de potasio, fésforo
y, a veces, antes de la floracidn se utilizan abonos nitrogenados, como el
sulfato amdnico.

la frecuencia del asonado da lugar a2 un incremento de 1la
‘productividad, que de acuerdo con RIBEREAU-GAYON et al. y GARCIA MAIQUEZ,-
va unido a la disminucidén de la calidad [130, 2821. Sin‘embargo, OUGH y LEE
han encontrado una relacién positiva entre la adicién de fertilizantes
nitrogenados a la vifia y la concentracién de &steres relacionados con el

aroma de los vinos [233].
2.1.2.2.- LOS TRATAMIENRTOS.

Los tratamientos, que tienen por finalidad proteger a las viflas de las
plagas, se suelen realizar entre Abril y Agosto. A veces, poco antes de la
vendimia, en el caso de que se produzca "podredumbre gris" sobre los
racimos, se suele tratar a la planta con compuestos orgénicos.

Los tratamientos fitosanitarios comprenden aquéllos que protegen a la
planta de enfermedades criptogémicas, como el "mildiw" ¥y el  "oidium’, y
contra los inséctos como la mosca de la fruta, el mosquito verde, las
polillas, etc. Para prevenir o eliminar el "mildiu" se utilizan productos
cipricos y fungicidas, mientras que contra el "oidiun" se emplea el azufre.
Los insectos son combatidos con distintos productos imsecticidas [130].

Ademids del efecto patente que los tratamientos tienen sobre el estado
sanitario de 1la wuva, y por tanto sobre la calidad del producto final: el
vinp, hay que tener en cuenta otro efecto que presentan los productos
fungicidas sobre la fermentacién de 1los mostos. SAPIS-DOMERCQ [3001 y

SAPIS-DOMERCQ et al. [301, 302, 303] llegan a la conclusibn de que ciertos
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tratamientos antifGngicos retardan la fermentacidén y alteran la composicidn
quimica del vino. El retardo se debe a que estos productos disminuyén el
nimero de .células viables de ciertas especies fermentadoras como
Saccharomyces cerevisiae. Las diferencias en la composicién quimica del
producto final se originan porque se alteran las proporciones normales
entre distintas especies de levaduras, variando asi las cantidades de
productos .secundarios producidas por. las mismas [302, 303]1. En algunos
casos, y a clertas dosis, 1los fungicidas s6lo afectan al inicio de la
fermentacifn, otras veces provocan fermentaciones lentas e incompletas, e
incluso pueden inhibir totalmente la fermentacién. Por el contrario estos
autores no han notado efecto de los fungicidas sobre las bacterias lacticas
ni sobre las acéticas [300, 301].

4 la hora de emplear fungicidas hay que tener en cuenta que las
condiciones climiticas previas a 1la vendimla, van a determinar las
concentraciones de residuos fitosanitarios en los mostos de uva, siendo

mayores cuando el tiempo es seco [300, 301].
2.1.2.3.- LAS LABORES.

Junto cor 1la fertilizacidén, las labores constituyén uno de los
factores que mi&s pueden influir sobre 1la uva. LOPEZ CARRIZOSA [207] resume
estas labores‘en las siguientes: "aserpiado”, poda, sarmienta y labores de
labranza. El1 ‘'aserpiado" consiste en la formacién de piletas alrededor de
las cepas a fin de retener el agua de 11uvia. la poda contribuye
decisivamente a formar la cepa y regularizar la produccidn; las vifias
sufren una primera poda de formacién, que en la regién valenciana es de
tres brazos, y otra anual, que se realiza entre Diclembre y Febrero y de la
cual depende un desarrollo correcto de 1la planta y de los racimos; existe

ademis un tipo de poda en verde que comprende deépuntes, aclareo de brotes,
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etc., y cuya finalidad es limitar el crecimiento excesivo de los sarmientos
y del ntmero de frutos. La sarmienta consiste en la retirada de sarmientos
depués de 1la poda. Las labores de labranza tiemen como fin favorecer la
penetracién de las aguas de lluvia, la aireacibén, la mezcla de abonos con
la tierra, la eliminacidn de vegetacibn espﬁnfaﬁea y la disminucién de 1la
evaporacién; el laboreo facilita ademis la penetracién de las raices.y las
reacciones quimicas y bioquimicas de los abonos. lLa labranza se realiza de
forma profunda en invierno (g unos 25 cm) y superficlal en verano, para
eliminar las grietas que se originan por la sequia; con ésto se evita que

se plerda mucha humedad por evaporacibén a través de las mismas [130, 314].

2.1.3.- FACTORES ACCIDENTALES.

Los factores accidentales pueden influir profundamente sobre 1la
calidad y cantidad de la produccién viticola. De entre ellos destacamos los
problemas sanitarios de las vides y los accidentes meteorolégicos.

Como ya describid OREGLIA, las enfermedades que pueden afectar al
vifiedo son principalmente la infeccién de la planta por hongos, tales como
Plasmopara viticola, OQOidium tuckeri, Penicillium expansum y Botrytis
cinerea. Por otro lado, hay que destacar el ataque a las vides por insectos
como los ampeléfagos o los &caros [229].

La FPlasmopara viticola puede desarollarse sobre todos los 6rganos
verdes de la vid, hojas, flores y frutos. La importancia del dafio depende
del 6rgano al que afecta y del momento del ataque. Cuando el mpoho se
desarrolla sobre las flores o sobre el grano recién cuajado, la pérdida de
la produccién es total. Si el ataque se produce a las hojas durante la
m;duracién del fruto, se observa desfoliacién, con la consigulente

detencidn de 1la maduracién. Si el dafio se centra en
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maduracidn, éstos pierden agua y se desprenden del raspén. El rendimiento
en mosto obtenido a partir de estas uvas es bajo, y su composicién anormal:
presentan menor cantidad de azficar, més acidez y mayor concentracién en
sustancias nitrogenadas y minerales, ademis estfn cargados de bacterias
lécticas y acéticas [229].

El COidium tucké;i ataca todos los &rganos de la vid, preferentemente
bojas y granos en la Gltima fase de maduracién. Si la infeccién se da en
las hojas el resultado es una disminucién de la cantidad de azficar en los
frutos, pero si ocurre en 1los granos da lugar al necrosamiento de las
células del hollejo, que se endurece y queda imposibilitado para crecer y a
causa de ello el grano revienta. El resultado es una infeccidén de las uvas
rotas por levaduras y bacterias, que producen &cido acético, y una
concentracién de azficares por evaporabién [229].

El Penicillum expansum causa una enfermedad denominada " podredumbre
verde". Su virulencia estd condicionada por la humedad del ambiente, si
ésta es elevada en poco tiempo los granos se convierten en una masa'pastusa
con olor a moho caracteristico. Los mostos resultantes son pobres en
azficar, con gusto amargo a consecuencia de los productos resultantes de la
descomposicién de los polifenoles, con elevadas concentraciones de manitol,
dcido oxadlico, acidos grasos superiores, y sustancias antibibéticas que
dificultarédn la fermentacién [229].

La Botrytis cinerea puede ser una infeccifn ventajosa o desventajosa
seglin el momento y las condiciones ecolégicas en las que se dé. Asi, si
durante el periodo de prema&uracibn de la uva hay ambiente lluvioso, la
Botrytis se desarrolla sobre la piel de los frutos destruyéndola. A esta
enfermedad se la denomina "podredumbre gris" y provoca una intemsa
concentraci6én del Jjugo de wuvas. El moho descompone los azficares, los
taninos, polifenoles, sustanciaé nitrogenadas, y &cidos organicos como el

tartédrico y el milico [310]. La composicién de 1los mostos de uvas
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infectadas presenta cantidades elevadas de glicerol, scido glucénico, écido
oxélico, fcido 1léctico, dextrano y mucilagos. Los mostos presentan
dificultades en la fermentacibén, ya que Botrytis excreta un antibibtico, la
botriticina, que afecta a 1las levaduras [3]. Los vinos resultantes no
clarifican esponté&neamente, son de dificil cansérvacibn y estén expuestos a
quiebrés oxidésicas dada lg gpran cantidad de tirosinasas y lacasas que
produce este moho [229].

El dafio que causan los insectos puede ser directo, si atacan al grano
maduro como es el caso de Cockylis y Endemis, o indirecto si atacan otros
frganos como las hojas o las raices, caso de la filoxera. lLos &caros atacan
tanto al fruto como a las hojas y provocan un desarrollo anormal de las
uvas, dando éstas mostos deficientes en azficar [229].

Los principales accidentes meteorolégicos que pueden afectar a la vid
son el granizo y las heladas. EIl granizao provoca pérdidas de volumen de
cosecha y disminuye la calidad de los mostos si cae en el periodo final de
maduracién, ya que rompe los granos y Estos son invadidos por bacterias,
mohos y levaduras que destrﬁyen sus constituyentes con formacidén de
sustancias de olor y sabor desagradable. Las heladas afectan también a la
cantidad de uva que se obtiene por hectérea. Si se producen cuando la uva
estéd madurando se paraliza la actividad' de 1la planta, y el mosto resulta
deficiente por falta de azficar, exceso de acidez, y poco color en el caso
de uvas tintas. Si se producen cuando la uva ha madurado completamente, las
heladas provocan -una concentracién del mposto y por tanto una

sobremaduracién de la uva en poco tiempo.
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2.2.- FACTORES QUE INFLUYEN EN LA CALIDAD DE UN VINO DURARTE EL PROCESADO

DE L& UVA.

Hasta ahora hemos visto qué factores afectan a 1la calidad de 1la
materia prima; seguidamente vamos a estudiar la manera en que se modifica

la calidad en el procesado de la uva.

2.2.1.- MOMERETO Y TRANSPORTE DE LA UVA.

El momento y las condiciones en 1las que se realiza la vendimia tienen
gran influencia sobre la calidad y las caracteristicas del vino que se
obtendra. Avanzar o retrasar la vendimia una semana puede significar el
obtener vinos de caracteristicas muy diferentes. Esto es explicable si
consideramos que en los Gltimos dias de la maduracién los procesos
biogquimicos y las trapsformaciones que se producen en el interior de los
granos suceden muy deprisa: disminucién en la cantidad de &cidos, .
incremento en la concentracién de azficares, y aumento de materia colorante
y aromas [66, 2411.

Conocer a ciencia cierta la fecha en la que se ha de realizar la
vendimia es dificil, ya que a cada tipo de variedad, en funcién del clima y
del estado sanitario de 1las plantas, 1les corresponde un tiempo de
recoleccifn. |

La fijacién de la fecha de vendimia no debe ser empirica; es mnecesario
seguir el proceso de maduracién de dos maneras: a largo plazo, basindose en
la duracién del ciclo vegetativo, y a corto plazo, siguiendo la evolucién
de 1; composicién de las uvas en el transcurso de la maduracién [241]. Sin
embargo, hasta hace muy pocos afios, la preocupacifn por este control no

existia, ya que tanto el cultivo de 1la vid como la elaboraciédn del vino
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carecian de fundamentos cientificos y se realizaban siguiendo pautas
tradicionalmente heredadas de pad;es a hijos. Es con el advenimiento de la
Viticultura y la Enologia cuando se bha asociado la realizacién de unas
determinadas practicas con la obtencién de unos resultados deseados.. ¥No
hace mucho tiempo la mayoria de los coéeéhérﬁs veﬁdimiaban en determinados
dias sin preguntarse acerca de 1la 1idoneidad de 1la fecha o de 1la
simultaneidad con el resto de viticultores, lo cual llevaba frecuentemente
a una sobresaturacidn en la capacidad de recepcién en la bodega o a que los
carros o remolques, cargados con uvas vendimiadas, tuviesen que esperar
varios dias para descargar en bodega. Actualmente este problema se ha
subsanado con 1la planificacién por parte del enfSlogo del volumen de
vendimia en relacifén a la 1nfraestructura de la bodega.

El conocimiento y la observacién del proceso de maduracién permiten
influir sobre 1las caracteristicas del vino a obtener, vendimiando con
antelacidn o retraso; seglin que se busque en un vino acidez y vivacidad o
bien cuerpo y potencia [6€].

Pero no influye solamente el momento de la vendimia, sino también .las
condiciones en las que ésta se efectfia. El vino resultante de unas uvas que
se han cogido con cuidado, en las que los granos no se estrujan, que llegan
a la bodega al poco tiempo de haber sido vendimiados, que no estédn sucios
de barro, ni contienen hojas, ramas ni otras materias extrafias y que no se
han recalentado, es muy diferente del que se obtiene a partir de uvas que
llegan a la bodega después de un dia o mAs de estar recogidas, que se han
transportado en grandés recipientes (por 1lo cual se han recalentado y
roto), gque estén sucias o podridas o que, simplemente, se han colocado en
recipientes sucios o .infectados (66]1. Una vendimia realizada en malas
condiciones da lugar a una serie de fenfémenos que disminuyen la calidad del
vina: oxidaciones, pérdida de aromas, sabores extrafios, incorporacifn de

.elementos impropios, etc.
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2.2.2.- TIPO DE MAQUINARIA EN BODEGA.

Aunque la obtencidn de los distintos tipos de vinos va asociada a
diferentes tipos de vinificaciones, vamos a estudiar de formavgeneral el
efecto que tienen sobre los mostos diversas operaciones de bodega, y las
ventajas que ofrecen ciertas précticas o ciertos tipos de maquinarias sobre
otros.

Una de las primeras operaciones que sufren las uvas al llegar a la
bodega es el estrujado. Con esta operacién se libera el jugo, se hace
posible el transporte mediante bombas, se produce la invasién del jugo por
las levaduras del hollejo, facilita la maceracifn por el mayor contacto
entre el mosto y la parte s6lida, y se aumenta la eficacia del prensado.
Entre las desventajas que podemos atribuir a esta operacidén eséan el que la
aireacidén, sobre todo en el caso de uvas alteradas, puede oxidar los
mostos; ademds puede' provocar una activacién muy marcada de la
fermentacidn, principalmente en =zonas céalidas. El estrujado ocasiona
también wun exceso de lias. Existen varios tipos de sistemas de estrujado:
unos se basan en la accién de rodillos (cilindricos, cénicos, de perfiles
conjugados, etc.) y otros son centrifugos (de eje horizontal o de eje
vertical). Las estrujadoras deben romper 1los granos de uva pero nunca
molerlos a riesgo de dislacerar semillas, que proporcionan sustancias
astringentes y aumentan la disolucibén de taninos.

El despalillado consiste en la separacibén de los granos del raspbn
antgs de que sean estrujados. Los raspones verdes confieren un sabor
desagradable al mosto por disolucién de taninos, jugos vegetales y posibles
pesticidas. En vinos tintos finos es conveniente realizar esta operacibn,

pues en caso contrario se obtienen vinos &speros, duros e inarmbénicos. En
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vinos blancos la idoneidad o no del despalillado depende de la variedad de -
uvas, de su grado de madurez y de su elaboracién posterior. En general las
ventajas que supone el eliminar los raspones son economia del espacio
ocupado en bodega, disminucién de la astringencia, obtencién de mayor grado
alcohélico y mayor color debido a queAei raspén aﬁscrbe.etanol y fija
materia colorante sobre su superficie. Los inconvenientes de fealizarla son
que la fermentacibén puede presentan problemas de realizacibn, ya que-el
raspén introduce sustancias nitrogenadas y provoca mayor aireacién,
factores que facilitan el crecimiento de las levaduras. El raspén también
actGa facilitando el prensado.

Otro tipo de maquinaria que interviene constantemente en la
elaboracién de los vinos son las bombas. Existen diversos tipos de ellas y
las mis adecuadas son las que trabajan lentamente, provocan poco
enturbiamiento, y tfansportan cuidadosamente la uva estrujada: por ejemplo
las bomﬁas de émbolo de percusiémn.

El escurrido es una operacién indispensable en la elaboracién de vinos
blancos. Consiste en separar répidamente el mizimo de jugo liberado en el
estrujado, del resto de partes sélidas. Los requisitos que se exigen a un
extractor de jugo son: rapidez de carga, velocidad elevada en el proceso,
obtencifn de mostos claros y poco contacto del mosto y la uva con el aire.
La ventaja que presenta el escurrido es que el prensado se realiza sobre
volimenes menores, con lo cual se ahorra tiempo y espacio. La desventaja
radica en la excesiva aireacifn del zumo.

El prensado de las uvas estrujadas y escurridas en el caso de la
vinificacién en blanco, o de la pasta obtenida tras la maceracién en la
vinificacién en tinto, consiste en 1la separacién del 1liquido de los
componentes s6lidos de la uva. Las prensas pueden ser de tipo continuo o
discontinuo, y dentro de estas Gltimas las hay horizontales de husilln,

neumdticas, hidréulicas, etc. A continuacidn citamos las ventajas de unos
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sistemas sobre otros aplicédndolo a la vinificacién en blanco, dado que los
mostos blancos son mds susceptibles.a la alteraéién que los vinos de pasta
en la elahuracién de tintos. El proceso &e prensado debe ser rapido,
garantizar una alta eficacia y provocar un efecto lo menos negativo posible
sobre el mosto en lo que se refiere a enturbiamiento y cesién de sustancias
tdnicas. Las prensas continuas son de alto rendimiento, realizan una
extraccién rapida del mosto y‘ requieren poca mano de obra, pero a
consecuencia del prensado violento gque realizan +trituran los orujos
aumentando los taniﬁos del mosto. Dentro de las discontinuas tenemo; las de
tipo vertical. Estas han sido utilizadas desde tiempos inmemoriales, pero
las presiones que ejercian estos antiguos aparatos producian bajos
rendimientos. A partir del siglo XIX se le acopla un dispositivo hidraulico
que ejerce presién. Las ventajas de esta prensa son que la fuerza que
ejerce no dislacera los orujos, que exprime eficazmente uvas podridas o
énteras, y que el mosto obtenido no p;esenta demasiadas heces. El
inconveniente es que el espesor de orujos generado es muy grande y obliga a
emplear presiones muy fuertes. La prensa hidréulica vertical fue relegada
con el desarrollo de las prensas horizontales a partir de 1955, ya que
éstas son mis rédpidas y requieren menos trabajo. Pero desde el punto de
vista de la calidad y composicifn del mosto, se debe admitir que los caldos

obtenidos con la prensa horizontal son mis turbios y requieren una

posterior clarificacién.

2.2.3.- TIPOS DE VASIJAS DE FERMENTACION Y CONSERVACION.

La influencia que puedan tener 1los tanques de fermentacibén ¥y
conservacidén sobre la calidad final de los vinos puede ser de tipo fisico

(influencia sobre las temperaturas de fermentacidn), de tipo quimico



27

(cesidn de materiales desde los recipientes al mosto en fermentacibn), o de
tipo sanitario (facilidad de limpieza y por tanto de prevencibn de
enfermedades del vino). Los tanques pueden ser de madéra, de cemento, de
fibra de vidrio y resinas, de acero comlin y de acero inoxidable. Estas
grandes cubas pueden ser aéreas o no, y sﬁ diéposiéién en bodega también va
a temer influencia sobre la fermentacién al condicionar la difusién del
calor desde los tanques al exterior.

Los recipientes de madera para 1la fermentacién estdn cayendo en
desuso; sin embargo es en barriles de este material donde se realiza 1la
crianza y afiejamiento de los vinos. La ventaja de este tipo de recipientes
es que cede al vino suaves aromas de madera, y acelera su envejecimiento
dado que las paredes de los barriles o toneles son permeables al oxigeno ¥y
por tanto favorecen los procesos oxidativos. Los inconvenientes son la
dificultad de su limpieza, su aislamiento térmico del exterior, y su falta
de estanqueidad si han permanecido algln tiempo sin liqﬁido y no se tiene
la precaucién de "hincharlos” con agua, a fin de que la madera la absorba y
ajusté todas sus duelas.

 Los tanques de fermentaci&n mis extendidos son los de cemento armado.
Presentan muchas ventajas sobre las vasijas de madera: son menos costosos y
de conservacidn .y limpieza mi&s fé&cil, aprovechan 'mejor el espacio en
bodega, y no presentan dificultades d; superposicién o adosamiento. Son
recipientes herméticos impermeables al oxigeno (por ello no son fitiles para
el envejecimiento), y no permiten mermas por evaporacién. Entre las
desventajas que presentan las bodegas con depbésitos de cemento, se
encuentran las altas temperaturas de fermentacidén que se alcanzan; ésto se
debe a la disposicibn adosada, a la naturaleza aislante, y al grosor de las
paredes de los mismos. Otros aspectos negativos de este tipo de depdsito
son la alcalinidad inicial de sus superficies, y la cesién al vino de

calcio y bierro si las paredes no estédn revestidas adecuadamente con
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parafinas, plasticos sintéticos, resinas epoxi, etc. Desde el punto de
vista sanitario, si la bodega es hfimeda las paredes de los depbsitos vacios
se enmohecen, y éstﬁ causa alteraciones posteriores en los mostos que alli
se vinifiquen.

Las vasijas a base de fibras de Qidrio y resinas de poliéster se
.utilizan para 1la conservacién mAs que para la fermentacidn. Las
caracteristicas principales de estos recipientes son buena resistencia
fisico-mecénica, unida a una cilerta elasticidad y poco peso. Como
inconvenientes muestran una tendencia a la deformacién con el tiempo, y
producen una cierta alteracién quimica del vino contenido por incorporaciéna
de uno de los elementos que entran en su composicidén: el mondmero de
estireno, que da olor y gusto a pléastico [229].

Las cualidades que presentan los depésitos de fermentacibén de acero
inoxidable son: gran resistencia mecénica, estanqueidad perfecta y gran
facilidad de 1limpieza, desinfeccién y esterilizacién. Por otro lado las
paredes metdlicas son susceptibles de transmitir calor, 1lo cual es
interesante para rebajar las altas temperaturas de fermentacibén. A pesar de
gue la opinibén gemeralizada destaca 1la. inalterabilidad de este material y
su carécter inerte, OREGLIA revisando los trabajos de varios autores nos
advierte sobre los peligros de 1los tanques de acero inoxidable para
permanencias prolongadas del vino, ya que la corrosidén que puede sufrir
este metal por parte del vino u otras causas ajenas a &1, como por ejemplo
el anhidrido sulfuroso que se afiade, provoca el enriquecimiento en metales
indeseables; por otro lado el vino puede canalizar fendmenos de corrosidn

galvanica, etc. [220].



29

2.2.4.- TIPOS DE TRATAMIENTOS APLICADOS A LOS MOSTOS.

El +iratamiento mis generalizado que se efectfia en la elaboracién de
los vinos es el sulfitado; sin embargo otros procesos tales como la adicibn
de enzimas pectoliticos, el control de temperatura, la clarificacita y la

estabilizacién también afectan las cualidades del producto final.
2.2.4.1.- EFECTO DEL SO..

El uso del SO como desinfectante de recipientes vinarios date de muy
antiguo, pero el primero que lo utilizd en la vinificacién fue CZEPPEL en
1890 [229]. Los franceses MARTINAND y ANDREU a fines del siglo pasado
demostraron las ventajas de su empleo en la elaboracifn de los vinos [228]
y BOUFFARD, ya en nuestro siglo, lo utilizé esencialmente pgra evitar la
"quiebra .oxiddsica” [283]. El S0. se svele emplear inmediatamente después
del prensado de las uvas destinadas a vinificacién en blanco, tras el
estrujado de uvas tintas, y una vez finalizada la fermentacién alcohblica o
la fermentacién malolactica para estabilizar los vinos. El sulfuroso puede
afiadirse al mosto en forma de gas, metabisulfito potésico, o también
quemando en el interior de los recipientes una mecha de azufre. En 1los
vinos el anhidrido sulfuroso se encuentra en dos estados: libre o formando
combinaciones mAs o menos estables con compuestos orgédnicos como aldehidos
0 cetonas. Desde el punto de vista antiséptico y antioxidante sélo presenta
actividad el sulfuroso libre [241]. Las ventajas tecnolbégicas del empleo
del SD.. son:

1- Beleccibn de la microflora de la‘uva, al actuar mis intensamente sobre
unas especies que sobre otras. Inhibe en mayor grado a las bacterias que a
las levaduras, y entre estas fGltimas mis. a las apiculadas que a las

pertenecientes &l género Saccharomyces [43, 271, 275, 283, 30€]. De esta
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forma se consigue una fermentacidn mis pura, regular y completa [22€1.

2- Accibn solubilizante .y acidificante del SD-.. En el caso de 1la
vinificacién en tinto sé admite que el sulfitaje favorece la disolucidén de
sustancias minerales, de &cidos orgénicos, y sobre todo de compuestos
fenblicos que constituyen 1la materia 4c516rante de 1los vinos +tintos
(antocianps y taninos). La accién solubilizante se debe a que el SO:
destruye las células del hollejo que ceden asi fécilmente sus componentes
solubles [283]. La accidén acidificante se debe en principio al caracter
&4cido del SO: en combinacién con el agua, ¥y adémés a la formacidén de sales
del &cido sulfuroso con los cationes de las sales tartéricas y milicas,
liberdndose asi los &cidos tartérico y mflico. Por ello los vinos tintos
sulfitados resultan mAds ricos en acidez fija, extracto y sustancias
minerales que los no sulfitados [229, 271, 306].

3~ Accibn defecante o clarificante. Esta se debe a dos causas: una es que
la funcién antiséptic; del SO-. al retardar la fermentacién evita la
produccidn de corrientes en el interior del 1liquido, lo cual permite gque
las particulas, de densidad mis alta que el ;osto, caigan al fondo. La otra
razén hay que buscarla en su poder coagulante, por el cual resultan
insolubilizadas algunas particulas en estado coloidal. La dosis que se
emple% debe ser tal que retarde el 1inicio de la fermentacibén, de 1lo
contrario no se produciréd una clarificacién adecuada [229].

4- Accibn antioxidante. En los mostos y vinos hay dos tipos de oxidaciones:
la oxidacitn enzimitica y la oxidacidén gquimica. La primera se realiza con
la intervencién de enzimas oxidantes presentes de forma natural en el jugo
de uva (tirosinasa, lacasa, peroxidasa, etc.), y los mostos son mucho mis
susceptibles a ellas que los vinos. Los enzimas oxidasicos catalizan la
oxidacibén de determinadas sustancias .especialmente las fenblicas, con la
consiguiente alteracién de ips caracteres organolépticos: color, sabor y

olor. El anhidrido sulfuroso destruye o bloquea 1la actividad de las
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" oxidasas y ademfs reduce los compuestos oxidados. Por otro lado, el sz
actfia contra la oxidacién por via quimica dado su carécter reductor:
utiliza el oxigeno oxidadndose a &cido sulftirico [229]. De esta manera
impide el pardeamiento y la maderizacién de los vinos [240].
5- Accién mejoradora del sabor y aronﬁ.'RfBéREAﬁ—GlYDN et al. [283] afirman
que el sulfitaje supone una mejora del gusto de los vinos, sobre todo en el
caso.de vendimias podridas o de variedades mediocres; atenia ademis el
gusto a moho. Por otra parte, conserva ciertos aromas de los vinos nuevos
[283]. Al ©bloquear el acetaldehido, mejora la degustacibfn y preserva la
frescura y el aroma; también elimina 1la fatiga, el oreo y el pasajero
carécter oxidativo de un vino [(240]. DAUDT y OUGH también han informado de
la influencia que +tienen diferentes concentraciocnes de 80> sobre la
sintesis de ésteres aromaticos por levaduras [87]. |

Sin embargo, también el empleo de SOz tiene ciertas desventajas de
indole técnica, como son el retardo del afiejamiento que ocasiona ;ﬁ
cardcter antioxidante, la inbhibicién de 1la posible fermentacién
maloléactica, o el aumento del riesgo de ia "quiebra cuprosa” [229]. En
clertas condiciones, como son fermentacién anamerébica estricta y prolongado
contacto con sedimentos de levaduras, hay formacién a partir del S0
afladido de SHz y mercaptanos, cu}os olores desagradables pueden ser muy

persistentes [283].

2.2.4.2.- INFLUERCIA DE LOS TRATAMIEETOS DE CLARIFICACIOF PREFERMENTATIVA.

N

La preclarificacién es una préctica que se realiza en la elaboracibn
de vinos blancos, y puede elevar notablemente la calidad de éstos. Se
practica cuando se quiere obtener vinos mas elegantes, puros, crométicos,
armbnicos y pobres en taninos. Si los mostos turbios, una vez salidos de 1la

prensa, se someten a bajas temperaturas o a la accién del SOz, se produce
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una clarificacién esponténea. La turbidez del mosto se debe a [331]:

1- Impurezas: particulas de tierra, restos de pesticidas, etc.

2- Restos de tejidos celulares de la uva, que se hallan en mayor o menor
proporcidén seglin el tipo de premnsado al que han sido sometidos los frutos.
3- Cristales de sales como el hidrogenotartrﬁtb (bitartrato) potésico.

4~ Kicroorganismos.

5- Precipitados o cofgulos mis o menos gruesos, como los que se producen en
la descomposicién de la pectina y en la oxidacibn de mostos.

La sedimentacién de 1las particulas que provocan la turbidez depende
por una parte de su peso, y por otra de la resistencia que ofrece la
viscosidad del mosto al desplazamiento o calda de las mismas hacia el fondo
de la vasija. La velocidad de la clarificacibén esponténea del vino depende
sobre todo de su riqueza en coloides protectores, ya que éstos se oponen a
la floculacidn y a la aglomeracién de las particulas en suspensibn, y por
tanto a su sedimentacién. Por otro lado estos coloides protectores
acrecientan la viscosidad del medio, impidiendo de esta manera la
clarificacién. No obstante, determinados -procesos enzimiticos que se
producen en el seno del mosto contribuyen a su clarificacién esponténea al
degradar los coloides protectores.

Los coloides generalmente presentes en el vino son proteinas,
sustanclas pécticas, polisacéridos (gomas, mcilagos, dextrano, etc.),
polifenoles polimerizados, micelas cristalinas de hidrogenotartrato
potéasico y tartrato de calcio, etc. [229].

la clarificaciéﬁ natural del mosto puede ser ayudada artificialmente
mediante centrifugacién y adicién de ciertas sustancias de naturaleza
enzimética o coloidal que solubilizan ciertas sustancias, o que adsorben y

arrastran particulas suspendidas en el mosto, con 1lo cual éste resulta

limpio [229].
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Las distintas variantes que se emplean para la clarifieacién
artificial de los mostoé son [331]): |
1- Aceleracién de la preclarificacién por eliminacién de sustancias
pécticas. Las sustancias pécticas estén constituidas por largas cadenas
lineales de 4&cido galacturénico cuyoé gfuﬁos &cidos estdn en parte
esterificados con un residuo metilico. Son sustancias de elevado peso
molecular que se pueden encontrar como protopectinas.(complejos insolubles
que por hidrélisis &cida dar pectinas solubles), &cidos pécticos (polimeros
de &cido galacturdnico sin esterificar y solubles), o pectinas (&cido
poligalacturénico esterificado total o parcialmente con residuos metilicos
y solubles). Estos compuestos confieren al mosto una viscosidad que es
proporcional a 1la longitud del polimero y al grado de esterificacién
metilica. A mayor cantidad de sustancias pécticas, mayor dificultad de
clarificacidén [331). Los enzimas pectoliticos son enzimas hidroliticos o
liasas cuya actividad consiste en ﬁltimo extremo en romper ihs largas
cadenas de &acido galacturénico, eliminando en parte la viscosidad del mosto
asociada a la presencia de sustancias pécticas. Estos enzimas pectoliticos
se hallan de forma natural en los mostos, pero a veces o0 estdn en baja
concentracién o han sido destruidos por los tratamientos de vinificacién.
En estos casos puede acudirse al empleo de enzimas pectoliticos exég;nos
que aceleran el proceso de clarificacién.
2- Elinminacién de sustancias de naturaleza proteica. Las proteinas de alto
y bajo peso molecular que se hallan en los mostos pueden combinarse con
taninos y metales pesados dando enturbiamientos. La eliminacibén de
proteinas puede realizarse mediante enzimas proteoliticos <(que estan de
forma natural en el jugo de uva) o mediante la accién de clarificantes,
como la bentonita. La adicién exbgena de enzimas en este caso no es muy
eficaz, ya que exigen temperaturas relativamente elevadas y requieren un pH

netamente superior alnque se encuentra en los vinos [229]). La bentonita es
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un tipo de arcilla rica en silicio que al colocarse en suspensidn acuosa
forma micelas electronegativas muy .pequeﬁas, capaces de adsorber sobre su
superficie proteinas y otras particulas cargadas positivamente. Es capaz de
eliminar tanto los prdétidos naturales como los prétidos afiadidos o ios
clarificantes en demasiada concentraciéﬁ (p.e. gelétina); por otra parte es
capaz de adsorber las polifenoloxidasas, contribuyendo a evitar la quiebra
oxidasica. También hace al mosto menos sensible a la quiebra cuprosa, dado
que al eliminar proteinas impide la unibn del cobre a éstas, evitan&o el
enturbiamiento por este motivo [229). Las acciones de la bentonita son
mucho mAs extensas de las aquli nombradas, pero no es objeto de esta
introduccién el desarrollar ampliamente sus caracteristicas, asi como las
de otros clarificantes.. Para una informacién exhaustiva consultar los
trabajos de OREGLIA [220].

El valor de los tratamientos de preclarificacifn estriba en un aumento
Ae la calidad de los Q;nos, debido a 1la eliminacién de sustancias que le
conferfan un sabor no deseado, cbteniéndose asi vinos mds puros con menor
cantidad de oxidasas. Desde el punto de vista microbiolégico influyen
eliminando carga microbiana, con 1o cual 1las fermentaciones son menos
tumiltuosas. Y por Gltimo esta preclarificacibén disminuye la cantidad de
sedimentos a eliminar en el primer trasiego [331]. Los vinos que han
sufrido una preclarificacién demasiado intensa fermentan mal; por ello se
prefiere un grado de clarificacién moderado [331].

BERTRAWD et al. estudiaron el efecto que 1la preclarificacién tenia
sobre el contenido en sustancias volédtiles de vinos y licores [33]1. Tras
someter los mostos a diversos tratamientos de preclarificacién {(con S0,
con enzimas pectoliticos, o mediante baja temperatura), 1llegan a la
conclusidén de gque 1la preclarificacién incide favorablemente sobre la
calidad de los vinos. Esto se debe a que disminuye la cantidad de aquellos

alcoholes superiores de olor mAs desagradable, mientras que se incremernta
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la concentracién de é&steres, que con sus olores florales o afrutados
participan en gran parte en el aroma de los vinos blancos [33].
Posteriormente BERTRAND y MIELE confirmaron | la influencia de la
preclarificacién en la composicién quimica de 1los mostos [34]. Tras
realizar la preclarificacién de mostos de Cabernet—Sauvignon mediante
centrifugacidén o filtracién, observaron que la cantidad de &cidos grasos
gue quedaba en el mosto tras estos tratamientos era muy inferior al que
permanecia en los mostos io preclarificados. Esta observacifn es importante
desde el punto de vista de 1la influencia que tienen estos compuestos, o
mejor los lipidos de los que forman parte, en la sintesis de é&steres por
parte de las levaduras [34] y en la formacién de componentes del aroma
generados por accién de enzimas propios del mosto, como la lipooxigenasa,

aldehido-liasa, y la alcohol-deshidrogenasa [74].
2.2.4.3.- INFLUERCIA DE LAS TEMPERATURAS DE FERMENTACION.

La temperatura interviene de diferentes maneras sobre el proceso de la
fermentacitn y evidentemente sobre el vino obtenido. En principio la
temperatura tiene influencia sobre 1la actividad de los microorganismos
responsablesde la fermentacidn. Por otro lado, la temperatura influye en la
intensidad de la disolucién de compuestos fenSlicos en vinificacién en
tinto. Las bajas temperaturas influyen en la retencibn de aromas y en el
contenido en alcohol, en el manternimjiento de un menor grado de oxidacidén, y
en una mayor estabilizacién de las sales hidrogenotartiricas [283].

Se podria estimar que las temperaturas 6ptimas de fermentacién son
[2833:

1- Para vinificacibn de tintos: de 25 a 30°C. En la.elaboracién de vinos
tintos j6venes se prefleren las temperaturas mds bajas a fin de conservar

los aromas. Por contra para los vinos destinados a envejecimiento, que
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deben poseer bastaites taninos a partir de hollejos y orujos, se prefiere
una temperatura de elaboracién mis alta.

2- Para vinificacibn de blancos o rosados: de 18 a 20°C. Una temperatura de
fermentacién relativamente baja es una condicif6n indispensable para 1la
elaboracién de vinos blancos aromaticos; |

La facilidad de realizar fermentaciones a temperatura controlada es
mucho mayor en mostos blancos © rosados que en mosfos tintos, ya que en
estos Gltimos la existencia de un sombrero formado por hollejos y orujos en
maceracién constituye un aislante térmico, e impide 1la difusién de 1la
refrigeracién a toda la masa en fermentacién.

La refrigeracién tiene como fin eliminar los excesos de temperatura
generados por el calor con que las uvas llegan a bodega, y por la reaccibdn
exotérmica que constituye la transformacién de azficar en alcohol.

Las ventajas que suponen las - fermentaciones a baja temperatura
fespecto a los microorganismos son las siguientes: las levaduras fermentan
mis lenta y uniformemente, con lo cual se evita el agotamiento y la pérdida
de viabilidad causantes de los paros en la fermentacibéun. Por otra parte, en
condiciones de elevada temperatura, las levaduras pueden excretar
sustancias téxicas que obstaculizan 1los reinicios de fermentacidn, afin en
el caso de que se reinocule con mosto fresco. Ademfs a temperaturas mis
bajas el efecto mnocivo que el alcohol tiene sobre las levaduras es menos
intenso, con lo cual su ciclo vital y su capacidad fermentativa se
prolongan mis en el tiempo. Las levaduras sometidas a condiciones de bajas
temperaturas producen menor cantidad de acetaldehido, por lo que se
requieren dosis mAs pequefiacs de SO- (dada la mayor proporcidén de SOz libre)
para controlar el proceso. Las bajas temperaturas también obstaculizan la
realizacién de 1la fermentacién maloladctica o maloalcohdlica, poco
interesante en caso de vinos poco &cidos, y también el desarrol;o de

bacterias causantes de enfermedades del wvino [95].
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Desde el punto de vista quimico, las bajas temperaturas impiden la
evaporacién del alcohol producido, pudiéndose ganar unas décimas en la
graduacién del vino; evitan también la salida de 1los compuestos mis
volatiles del aroma, confiriendo a los vinos m&s finura y un perfume
afrutado m&s intenso, caracteristicas dé Juvéntud que persisten en el
tiémpo. Por otro lado el SO: se evapora en menor cantidad, lo cual también
permife la utilizacibén de dosis menorss de esta sustancia. La oxidacién de
los mostos es menor, a pesar de que a bajas temperaturas aumenta la
disclucién del "0z, porque a temperaturas bajas las reacciones.quimicas se
hacen mis lentas [9%5].

Como contrapartida, las temperéturas de fermentacibén bajas disminuyen
el contenido en glicerina y la intensidad de la coagulacién de sustancias
nitrogenadas, con 1lo cual hay menor produccidén de heces o fangos [95].
BISSON et al. confirman 1la mejora organoléptica de los vinos blancos
obtenidos a bajas tem%eraturas frente a los Qismos fermentados a 30°C [37].
Se observé, no obstante, una ligera preferencia por 1los que bhabian sido
fermentados a 13°C en vez de a 7°C.

En 1983 POULARD et al. llevaron a cabo un trabajo a fin de establecer
la temperatura mi&s adecuada para la vinificacién de vinos blancos secos.
Realizaron fermentaciones sobre dos tipos de mos;os blancos a 12-14°C,
18-20°C y 26—28°¢, llegando a las mismas conclusiones que ya hemos
establecido antes: es decir, a mayor temperatura velocidad de fermentacidn
m&s répida, fenémenos de agotamiento de 1levaduras al final de la
fermentacién, menor grado alcohélico, mayor proporcién de SO» combinado, y
menores cantidades de ésteres y alcoholes superidres [259].

Sin embargo, COTTRELL y McLELLAY limitan el efecto favorecedor de las
bajas temperaturas de fermentacitén. Llegan a 1la conclusién de que 1la
influencia de éstas en 1los aromas es notable en el caso de mostos

procedentes de variedades con importante carédcter frutal o floral, pero no
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ocurre ésto con variedades de caracteristicas menos definidas [73].

2.2.4.4.—- INFLUENCIA DE LOS MICROORGANISMOS QUE IBTERVIENENR EN LA

FERMENTACION.

Es evidente la 1influencia que ejercen los microorganismos sobre la
calidad del vino, ya que éstos son los responsables de las transfbrmaciones
gue convierten el mosto en vino. Las levaduras son los microorganismos més
importantes en la fermentacidn de los mostos, per§ no son los finicos que
actGan: mohos, bacterias lécticas y acéticas también pueden intervenir.

Estos microorganismos son responsables tanto de la obtencidn de un
gran vino, como del desencadenamiento de un gran nfimero de enfermedades del
mismo. El éxito de la vinifiacidén esté siempre subordinado a un perfecto
conocimiento de 1los microorganismos y de sus actividades, asi como de su
;azonable utilizacidn.

La influencia de las distintas cepas de levaduras en las
caracteristicas de un vino §iene ilustrada por esta cita de PASTEUR: "El
vino com@n, su gusto, sus cualidades dependen, en gran parte, de la
naturaleza especifica de 1las levaduras gque se desarrollan durante la
fermentacién. Se puede pensar que si se somete el mismo mosto a la accibn
de distintas levaduras, se obtendrian vinos distintos" [283].

La fermentacidn de 1los mostos no es una fermentacidn por umn sblo
microorganismo, aungue Gltimamenic la préctica de la inoculacién de cepas
pﬁras seleccionadas es frecuente en algunos-paises. Seglin RIBEREAU-GAYON et
«l. s6lo se han conseguido buenos resultados con cepas puras en el caso de
vinos corrientes o de calidad media, e incluso en estos casos los aromas
secundarios se perdian al cabo de unos meses de conservacién [283]. Por
otro lado, hay autores que piensan que una fermentacidn espontédnea con

levaduras salvajes hace que el aroma de los vinos resulte méAs complejo, mis
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redondo [31]. Esto es debido a que levaduras poco alcoholégenas como
Kloeckera sintetizan mayor cantidad de compuestos aromiticos, que dotan al
vino de un caricter mis afrutado que en el caso de las fermentaciones puras

con Saccharomyces.

Tampoco hemos de olvidar ciertas céracteristicas negativas que el
metabolismo microbianq puede conferir al vino, por ejemplo la ﬁroduccién de
altos niveles de SHz, mercaptanos y &cido acético.

RARKINE nos habla de que las diferencias en la composicién de vinos
producidos por distintas levaduras son mis de carlcter cuantitativo que
cualitativo {274]. En este sentido, DAUDT y OUGH en 1973 muestran que la
sintesis de ésteres volidtiles es funcién de las cepas empleadas, aunque
todas producian en alguna cantidad [87].

En el caso de las bacterias lacticas, uno de los aspectos que més nos
interesa de ellas, en cuanto a determinantes del carécter de un vino, es la
fermentacién maloléctica. La transformacién del &cido milico en lactico
supone una mejora, desde el punto de vista gustativo, en los vinos A&cidos,
ya que el vino pierde su sabor acerbo y duro y se vuelve suave. Como
consecuencia de esta disminucién de 1la acidez, el color se hace menos
intenso y 1los aromas también se modifican, perdiendo frutosidad y
enriqueciéndose en matices y vinosidad. La fermentacitén malolactica es
aconsejable sobre todo en vinos tintos &cidos y no tanto en blancos o
rosados, aunque hay gran controversia a la hora de evaluar el interés de
esta  transformacién (240]. Las bacterias 1léacticas pueden determinar
enfermedades en el Qino sl atacan a 1los azficares, al &cido citrico, al
tartérico o al glicerol [175].

Las bacterias acéticas tienen un papel indiscutiblemente negativo en
el vino: transforman el etanol en &cido acético, dando lugar al vinagre.

Por fGltimo, los hongos filamentosos en el mosto pueden dar lugar a

sustancias tbxicas o a malos sabores (p.e. gusto a moho) y a oxidaciones
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debido a enzimas que éstos producen: lacasa, tirosinasa, etc.
2.2.4.5.- INFLUENCIA DE LAS OPERACIONES POSTFERMENTATIVAS.

Los métodos de clarificacifén que hemos esfudiado en el Apartado de
tratamientos prefermentativos, en el caso de vinos tintos o rosados e
incluso en los blancos se aplican también tras la fermentacién.

Después de la fermentacién el vino contiene en suspensién
microorganismos, restos de células vegetales, y particulas coloides. Este
vino es turbio y en reposo y por la accibén de la fuerza de la gravedad se
clarifica de forma espontédnea. La rapidez de esta clarificacién se debe a
su riqueza en coloides protectores, como ya bhemos 1indicado anteriormente.
Bo es extrafio que algunos vinos permanezcan turbios durante meses. lLa
necesidad de comercializar pronto los vinos obliga a emplear sistemas
artificiales de clarificacidn. De los principales clarificantes ya hemos
hablado en el Apartado de tratamientos de prefermentacién, asi como de su
influencia sobre el vino. Sin embargo, de las técnicas de centrifugacidén o
filtracidén como métodos de clarificacién, empleados fGnicamente tras la
fermentacién, no hemos hablado basta ahora.

La centrifugacién tiene como fin clarificar de fofﬁa acelerada los
vinos y provocar una decantacién réapida. La centrifugacién elimina
eficazmente el 99.8% de levaduras de un vino Joven, pero es menos eficaz
cuando se trata de particulas mAs pequefias, con 1lo cual no llega a
proporcionar el abrillantado de la filtracién [240].

La filtracifn es un proceso ffsico segln el cual el vino pasa a través
de una capa filtrante con poros muy finos, donde quedan retenidas las
particulas de diédmetro mayor al del poro. Los {filtros son de diversa
composicién: de fibra de celulosa, de fibras de amianto, de tierras de

foraminiferos, silice f6sil, etc. También pueden ser de tipo adsorbente o
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tamizados, y pueden tener diversas finalidades: filtracidén de sustancias
inertes o0 de microorganismos (filtracién esterilizante). El efecto que el
filtrado tiene sobre los caracteres' organoléptiéos de un vino es minimo
debido a que es una accifn de tipo mecénico, pero dado que el £iltrado
exige desplazamientos f bombeos la oxigénacibn que éstos conllevan puedé
dafiar al vino. Por otra parte. es neéesario ‘insistir sobre los sabores a
tierra, a papel, y a tela que con frecuencia comunican los materiales
filtrantes de mala calidad [240]. |

Por 4ltimo, vy tras la clarificacibn, el vino debe estabilizarse para
evitar enturbiamiento durante su conservacibén, asl como 1la accifn no
deseada por parte de los micoorganismos que podrian alterar las cualidades
del producto obtenido. Estabilizar un vino no es fijarlo en el estado en
que se encuantre, sino impedir los posibles accidentes de su conservacibn.
Hay que preservar al vino dentro de unos limites de conservacién en lo que
.respecta a la airea¢15n, a la exposicidén a la luz, a las temperaturas bajas
o altas, etc. Precisamente cuando el vino se estabiliza es cuando su
evolucién gustativa es mis normal y més favorable. La estabilizacibn se
consigue a base de tratamientos fisicos (calentamiento o refrigeracién) ¥y
quimicos (adicién de &cidos, fitatos de calcio, ferricianuro potésico,

«

etc.) [2401.

3.- LA COMARCA UTIEL-REQUENA.

El vifiedo de Utiel-Requena es actualmente el mAs extenso, compacto y
homogéneo de todos los valencianos, asi como el mayor productor de vinos

tintos de Espafia. Su formacibén histérica como vifiedo de masa es
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relativamente reciente, del siglo Xli, y & pesar de su hegemonia sobre el
resto de las zonas vitivinicolas sigue una din&mica de expansidén que las
sSobrepasa largamente [256].

Esta comarca, demasiado alejada de los grandes centros de consumo y
con muy deficientes vias de comunicéciﬁn en el pasado, no proyectd su
produccién wviticola hacia la comercializacién intercomarcal. Hasta
comienzos del siglo XIX la viticultura requenense apenas si1 pudo superar el
nivel de autoabastecimiento, lo cual no significa que el cultivo de la vid
no fuera préctica comin desde el siglo XIII. Hasta mediados del siglo XVIII
la situacidén se mantiene mAs o menos inalterable: vifiedos poco extensos,
localizados alrededor de 1la poblaciébn y pertenecientes a  pequefios
propietarios. Los mayores cosecheros, a tono con sus necesidades, eran los
conventos y clero parroquial. En la segunda mitad del siglo XVIII, y con
motivo de la fabricacién de aguardientes, es cuando la viticultura comienza
a hacerse mis comercial. Durante la primera mitad del XIX se acelert el
ritmo de las nuevas plantaciones po£ parte de laos vecinos de Utiel que
habian abierto mercado en la serrania de Cuenca. Dado que el vecino Reino
de Valencia (entonces la comarca Utiel-Requena estaba bajo Jurisdiccibn
castellana) era excedentario en vinos y no precisaba comprar fuera, habria
que esperar a la crisis del OQOidium sobre los vifiedos franceses (1852-1862)
para que la demanda exterior de vinos alcanzara a esta comarca. A partir de
1854 los compradores forédneos descubrieron en los vinos de esta zona el
complemento i1deal para dar color y fuerza a los suyos, sin quitarles por
ello su sabor, ya que el vino de Bobal, variedad comarcal predominante, es
de sabor neutiro. Desde 1850 a 1890 se plantaron mis de 15000 Ha de vifiedo
en toda la comarca. Hasta 1912 se veria 1libre de los ataques de la
filoxera; la propagacib6n de esta enfermedad fue £e1ativamente lenta y
permitité a 1los wviticultores ir sustituyendo progresivamente los pies

europeos por los americanos, sin que llegase a apreciarse una disminucién
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en la superficie viticola. La tendencia hacia el monocultive de la vid
obedece a la mayor rentabilidad de é&sta frente al cereal, finica alternativa
posible en esta zona, y al intento de econoﬁizar en maquinaria y utillaje
de laboreo [256]. A

El &mbito geografico de esta Denominécibn de Origen (D.0.) se
encuentra situado en la parte ceste de la provincia de Valencia, teniendo
como . limites naturales las sierras de Utiel y Tejo al nordeste, y el curso
del rio Cabriel al sur y suroeste, estando surcada diagonalmente hacia el

sureste por el rio Magro. lLa superficie de vifiedo con D.0. es de 48354 Ha

3.1.- OROGRAFIA Y TIPOS DE SUELOS.

La zona viticola Utiel-Requena es una meseta o plataforma descendente
en sentido norte-sur y oeste-este. La altitud va desde los 1100 metros, en
el municipio de Sinarcas, hasta unos 450 metros en la parte més al sur del
de Requena. No existen macizos montafiosos de gran entidad [225]. La barrera
montafiosa que cierra esta meseta por el norte alcanza alturas superiores a
los 1200 metros, tanto en la Sierra de Utiel como en la del Tejo; ambas
constituyen parte de la misma alineacién montafiosa de origen y orientacién
ibéricas, er donde dominan las rocas Jjurésicas y cretécicas. La misma
orientacién presentan las sierras de la Bicuerca y del Moluengo en la parte
occidental de la meseta, mientras que &sta queda cerrada por el este por
las sierras de Malacara y Martés. El flanco meridional y parte del
occidental se hallan delimitados por el gigantesco arco del valle del rio
Cabriel, cuya erosifn y la de éus afluentes ha hecho que el relieve de esta

zona sea muy accidentado [256].
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En el centro de esta orla montafiosa se hallan las tierras de cultivo
asentadas sobre dos tipos de roca -madre: la mitad sur de la comarca
(Requena y Venta del Moro) esta Asituada sobre arcillas y margas del
Mioceno, interrumpidas al sur-este de Requena por manchas de caliza y
margas arenasas del Cretécico inferior, y unés lénguas del Cuaternario en
las terrazas del Magro y Cabriel. Por su lado, la parte mis al norte de los
municipios anteriormente citados y las zonas de Utiel, Caudete de las
Fuentes, Fuenterrobles, Camporrobles y Villargordo de Cabriél, se extienden
sobre un mbsaico formado por terrenos del Mioceno (arcillas, margas y
calizas margosas, y algunas calizas lacustres) y lenguas del Cuaternario
indiferenciado. Con pequefia entidad aparecen en la parte izquierda de esta
mitad superior algunas calizas, arcillas o margas del Cretdcico [225].

las tres cuartas partes de 1la zona viticola Utiel-Requena han
evolucionado en superficie hacia suelos con perfil A/(B)/C con horizonte de
bumus muy poco desarrollado y hacia.suelos pardo-calizos sobre material no
consolidado. El cuarto inferior situado en el &ngulo mis al sur esté
caracterizado por perfiles poco diferenciados A/C sobre materiales calizos,
rendziniformes con horizonte C de margas calizas. Principalmente la vifia
estéd implantada sobre suelos con perfil que descansa sobre roca madre no
consolidada. Un ZQ? de la vifia de la D.0. Utiel-Requena se desarrolla sobre
margas calizas rendziniformes, con perfil A/C, con buen drenaje y material
calizo en el subsuelo. Los demis vifiedos se encuentran sobre perfiles tipo
A/ (BY/C sin acumulacidn de arcilla en el horizonte B, con buen drenaje y
con horizonte de humus poco desarrcllado; en general estas caracteristicas

son factores positivos para la obtencidén de caldos de calidad [225].
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3.2.,- CLIMATOLOGIA.

El clima de esta regibén es diferente del del resto de las comarcas

valencianas, debido a las temperaturas mis extremas causadas por su altitud
y continentalidad. La D.0. Utiel-Requena se hélla Bajo la influencia del
clima mediterrdneo, con miximos de pluviosidad y fuertes tormentas en
verano—otofio con vientos del este y sudeste. La evaporacién es fuerte en
verano y son frecuentes las heladas en invierno [225].

Las temperaturas medias anuales son de 14°C en Requena y 12°C en
Utiel, siendo la media mis fria la de enero (mes que se mantiene en torno a
los bB°C) y la mAs célida la de agosto (en el que se rebasan lqs 24°C). Mas
significativas son las profundas oscilaciones entre el dia y la noche, que
en el verano pueden alcanzar una amplitud de 20°C; también los valores
extremos, de -5°C a -10°C en invierno, y de 35 a 40°C en agosto [256].

Las precipitaciones son regularmente.escasas. en torno a I;s 400 mm
anuales. El ntimero de dias lluviosos al aflo suele ser de 65 [225]. Las
lluvias se distribuyen a lo largo del afio con dos miximos en primavera y
otofioc <(octubre suele ser el mes mAs lluvioso), con clara influencia
monzénica. En invierno pueden presentarse algunas precipitaciones en forma
de nieve, mientras que en verano las escasas precipitaciones suelen ser
siempre en forma de granizo [256].

El nGmero medio de horas de sol al afic en la comarca es de 2600. El
ntimero de dias totalmente cubiertos al afio es de 60 y 130 el de despejados,
y el periodo libre de heladas se extiende desde el 15 de abril al 25 de

octubre [225].
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3.3.- VARIEDADES DE UVA Y PORTAINJERTOS AUTORIZADOS EH‘ESTA D.O.

t

las variedades preferentes en 1la D.0. Utiel-Requena son Bobal,

Garnacha y Tempranillo entre los tintos, y Planta Nova y Garnacha Blanca
entre las blancas.

El ﬁayor porcentaje de cultivo lo presenta la variedad tinta Bobal con
un- 88.24%. le siguen muy por debajo Garnacha (1.12%), Malvasia (0.92%),
Planta Nova (0.42%), y otras variedades (2.47%) entre las que se hallan por
orden decreciente de importancia Tempranillo, Macabeo, Mazuela, Palomino
Fino, Garnacha Blanca, Tintorera, Graciano, Jaén, etc. El resto del ‘total
lo constituyen plantas sin injertar [225].

El rigor climitico ha orientado desde antiguoc a los viticultores de la
zona hacia laladopcién de variedades resistentes, habiendo encontrado en la
Bobal a la cepa que mejor se adapta a estas condiciones [256]1. Este tipo de
vid da un alto rendimiento, es muy resistente a la sequia y en situaciones
normales es poco atacada por enfermedades criptoglmicas. Produce mostos
abundantes, bien equilibrados, 1la acidez es relativamente alta, la
concentracifén en azficar no es elevada, y en afios de temperaturas veraniegas
no muy altas se obtienen mostos con pocos azficares y &cidos. Es una
variedad que da mucho color, 1lo cual 1la hace apta para la p;DducciBn de
tintos de doble pasta, con un aroma afrutado, algo &speros por su elevado
contenido en taninos y que no soportan bien la crianza; sin embargo es
apreciada para la produccibn de rosados [13].

En relacién con la sequedad'y los altos porcentajes de caliza de estos
suelos, los portainjertos mis empleados actualmente son Millardet 4204
(24.57%), Millardet 41B (23.83%), y Rppestris de Lot (21.81%) [225]1. En la
mayoria de casos se trata de pies hibridos cruzados de Chasselas y
Berlaudier resistentes a 1la filoxera y apropiados a los suelos secos,

reservandose para las cafiadas y hondonadas mis hiimedas el de Riparia [2561].
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3.4.- LAS TECNICAS DE VINIFICACIOE EMPLEADAS EN LA D.O. UTIEL-REQUENA.

La vinificacidén es el conjunto de operaciomnes ;llevadas a ' cabo para
transformar en vino el zumo de uva. Vinificar racionalmente es aplicar a un
caso particular, en unas condiciones dadas, el conjunto de conocimiéntos
adquiridos sobre los mecanismos y 1los. factores que influyen en 1la
vinificacién. la vinificacién no puede dejarse al azar con el pretexto de
elaborar bajo formas tradicionales [240].

Los sistemas de elaboracitn empleados en 1la 2zona de Utiel-Requena
giguen los esquemas clésicos. lLa adaptacidn de modernas tecnologias se esta
imponiendo poco a poco pero sin dejar de coexistir con las técnicas
tradicionales. La mayor parte de la produccién -de vino en esta D.0O. es de
tintos y rosados; sin embargo también se vinifican, en pequefiisima cantidad
y la mayeria de las veces de forma experimental, variedades blancas: A

continuacién se exponen los dos tipos de vinificacidn en la forma en que se

realizan en Utiel-Requena.

3.4.1.- VIFIFICACION TRADICIONAL E¥ TIKTO.

Este tipo de vinificacidén se emplea para la obtencidén de vinos tintos
doble pasta, y tintos directos y rosados, a partir de variedades tintas. La
elaboracién en tinto se basa en 1la fermentacién del jugo de uva en
presencia de la piel u hollejo y de las semillas u orujos. El fin de esta
maceracién es una extraccitén fraccionada de aquellos componentes que dan

aroma, sabor, coclor, extracto y taninos. Los pigmentos situados en la
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mayoria de las uvas tintas -en los hollejos [3], y los taninos, mucilagos ¥y
otras sustancias que contribuyen al sabor y se hallan en los orujos [66],
pasan al jugo de la uva por disolucién. Los factores que influyen en la
eficacia de disolucidn son:

1- La accién mecfinica sobre los tejidos de la uva y la fragmentacidn de las
partes s6lidas ocasicnada por el estrujado.

2- La températura a la que se realiza la maceracidn.

3- El tiempo que estén en contacto mosto y orujos.

4- La mortificacién de 1los tejidos y células bajo el sulfitado, 1la
anaerobiosis y la presencia de alcohol.

La difusién de los componentes disueltos queda asegurada por los
remontados o bazuqueos,’ que ponen en circulacidn el vino a través del
sombrero de orujos, y por el prensado [240].

A continuacién se ofrece un organigrama en el que se sefialan los pasos
necesarios para la obtencién de los tres tipos de vino que se pueden
elaborar a partir de una vinificacibén en tinto [144].

Los tratamientos que se realizan durante la vinificacidén son:

1- Para tintos directos: un sulfitado de la pasta a razén de 200-250 mg/l y
una adicidn posterior durante la fermentaci6én de 50 a 100 mg/l de SO-. Dos
veces al dia se procéﬁe a remontar el vino, facilitando de esta manera la
difusién de sustancias desde 1los hollejos y semillas. Los dias de
maceracidén suvelen ser unos 4 & 5, descubdndose cuando el vino ya no
contiene cantidades notables de aéﬁcar (generalmente a wunos 1000 de
densidad). Se realizan dos trasiegos: uno tras finalizar completamente la
fermentacién alcohélica, aproximadamente al mes de iniciarse ésta, vy
posteriormente otro durante la primavera.

2- Para tintos doble pasta: aqui la dosis de SO- que se adiciona a la pasta
es mayor que en caso anterior a fin de que la extraccibén de color sea mis

intensa, de 200 a 300 mg/l; durante la fermentacidn se le afiaden de 50 a
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100 mg/1 mis. El nGmero de remontados pbr dia es de 2 6 3. La duracibén de
la maceracién es de 7 dias, descubandose a 1020-1010 de densidad. Los
trasiegos a lo largo del afio suelen ser de 2 a 3.

3- Para vinos rosados: se realiza una maceracibén parcial del mosto con los
orujos y hollejos. El sulfitado se realiza a raién de unos 200 mg/i,
después 'de haber salido la vendimia de la estrujadora. la duracién de 1la
maceracién es de algunas horas, dependiendo del grado de color que se desee
obtener. Tras este periodo se procede a un descube parcial denominado
"sangrado”, en el cual se extrae del 50 al 60% del mosto; el resto contintGa
elabordndose en tintn con un mayor tiempo de maceracidn. Una vez finalizada
la fermentacidén alcohbélica se descuba a 996 de densidad, y se trasiega dos

veces al afio.

3.4.2.~- VINIFICACION TRADICIONAL E¥ BLANCO.

Este tipo de vinificacién se basa en la ausencia de maceracién del
mosto con las partes sblidas del racimo; de esta manera se realiza la
fermentacién del mosto virgen. El oxigeno es el principal enemigo del vino
blanco: desnaturaliza el aroma, destruye el afrutado y oscurece el color.
Dado que es inevitable que el mosto esté en contacto con el aire en
numerosas fases de la fermentacidén (estrujado, prensado y encubado), es
preciso que estas operaciones se hagan con la mixima rapidez, y ademAs que
se utilice anhidrido sulfuroso (a razén de 200-400 mg/l); este producto
actia tamién como antioxidante y como inbibidor de las oxidasas naturales
del mosto. Una forma de evitar la accitn de las oxidasas es la realizacibén
de desfangados: clarificaciones artificiales del mosto mediante bentonita,
gelatina y posterior decantacifn o centrifugado previos a 1la fermentaciée

[2401.
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3.4.3.- TECKFICAS MODERNAS DE VINIFICACIOBN.

En la actualidad se han 1ncorporado modernas tecnologias de
vinificacién en ciertas bo&egas de ’'la Comarca, que incluyen 1la
termovinificacién, la vinificacidén en continuo, y 1la vinificacién. con
temperatura controlada. |

la termovinificacién pretende conseguir una mejor extraccidn de la
materia colorante que la vinificacién tradicional, separando la maceracibn
y la fermentacifn, procesos que van unidos en el esquema tradicional. El
calentamiento puede aplicarse a wuvas enteras o a uvas estrujadas. En el
primer caso, el hollejo adquirird una temperatura elevada sin que el calor
penetre bhasta el centr? de la pulpa; las células del hollejo quedan
destruidas por esta coccibn y, tras reventar el grano, difundegr en el zumo
las sustancias que contenia: antocianos, taninos y sustancias aromiticas.
Si el calentamiento se aplica a uvas estrujadas, 1; difusién de sustancias
desde 1los hollejos al zumo es proporcional al aumento de temperatura de la
masa. AdemAs del color, 1la piel cede otros p}incipios que aumentan el
extracto seco e intervienen en el sabor, mejorando el volumen gustativo
[{283]. El calentamiento extrae la casi totalidad de sustancias nitrogenadas
solubles [240].

Entre las ventajas que representa este método de vinificacidén estén:
la disminucién de la oxidacién del mosto durante el calentamiento y
maceracién, con la posibilidad de disminuir las dosis de S0z la
destruccidén de oxidasas; mayor eficacia del prensado tras el calentamiento;
y aumento de la intensidad colorante de 1los vinos. Las consecuencias
desfavorables son las siguientes: disminucién del color de los vinos

durante la conservacién y destruccién de enzimas pectoliticos y
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proteoiiticos; esto Gltimo explicaria el mayor enturbiamiento de los vinos
de vendimias calentadas y obligaria a la adici6én de enzimas exbgenos [283].

A pesar de que podriamos esperar una esterilizacidén parcial de la uva
tras este tratamiento, generalmente ésto no ocurre; la vendimia fermenta
esponténeamente y con una velocidad mayo? que en el caso de la tradicional,
inclusive a temperaturas muy altas (de 40 y 45°C). Asimismo, la
fermentacidn  maloléctica se produce con mayor precocidad que en la
vinificacién clédsica. Este comportamiento de 1los microorganismos puede
deberse a [2291:

1- Que la transferencia del calor en un medio mixto 1Tquido-sblido no se
hace de manera uniforme, y la esterilizacibén resulta muy dificil de
conseguir. A ésto debe unirse la facilidad de infeccifén ambiental y por
contacto.

2- Que se seleccionan las levaduras termbfilas.

3- Que a través del tratamiento térmico se enriquece el mosto en nitrégeno,
dcido fosféricao, y factores de crecimiento.

4- Que se destruyen las toxinas y sustancias inbibitorias de los
microorganismos.

La vinificacién continua nace del intento de racionalizar Ila
elaboracidén de vinos tintos en grandes voldmenes, y del de organizar biemn
el trabajo. El caré&cter temporal de 1la elaboracién del vino plantea
problemas de mano de obra y desaconseja inversiones importantes en
material. En el caso de la vinificacifén masiva, aplicada a un solo tipo de
vino y a una sola calidad, 1la vinificacidén continua es la mejor solucidn
para esos problemas, ya que este sistema consigue una mejora de la calidad
[240). Este tipo de vinificacién se basa en la utilizacibén de un gran
depésito de metal en el cual se va introduciendo por su parte inferior la
vendimia estrujada y se va sacando el vino ya eléborado por la parte

superior [240].
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Las ventajas de este tipo de vinificacidn son: econdmicas, de
automatizacién, centralizacién, y control de numerosas operaciones. Por
otra parte, da lugar a fermentaciones a temperaturas mis bajas y constantes
que en el caso de las vinificaciones tradicionales: seglGn RIBEREAU-GAYON et
al. la diferencia de temperafura entre el sistéma continuo y el tradicional
seria de 5 a 7°C [283]. Esto se deberfa a los aportes continuos de mosto
fresco, a la mayor conductividad del metal sobre otros materiales empleados
para cubas de vinificacién, y a la posibilidad de que le sea incorporado al
vinificador continuo un sistems de refrigeracién. Otra ventaja de 1la-
vinificacién continva se refiere al aspecto microbiolégico: el nGmeroc de
levaduras del mosto en fermentacifn es bastante mis elevado y constante, y
dado que la vendimia fresca se introduce en un medio que contiene de 6 a 9°
alcohbélicos, se suprime el desarrollo de las levaduras mis sensibles al
alcohol (la mayoria de la microflora resistente es la formada por especies
de Saccharomyces). También en este tipo de vinificacién bhay un mayor
rendimiento de alcohol a partir de azfcar, explicable por la seleccifn de
cepas mAs resistentes y seguramente mfis productoras de etanol, y por la
minimizacién de pérdidas al ser un recipiente cerrado. Los productos
secundarios de la fermentacidn estén en menor cantidad y la extraccidén de
sustancias de los hollejos es miAs répida, produciéndose asi vinog de mayor
intensidad colorante -y algo méAs astiringentes (283].

La vinificacién a temperatura controlada es interesante sobre todo en
el caso de los vinos blancos, pero también se emplea para vinificaciénm en
tinto con el fin de que las temperaturas de fermentacién no sobrepasen ios
25-30°C. Los sistemas de refrigeracién son varios, desde los mis sencillos
que consisten en rociar las paredes de los tanques de fermentacidén con wuna
cortina de agua, bhasta los mAs sofisticados que utilizan tanques de acero
inoxidable con doble camisa por la que circula agua refrigerada. las pocas

bodegas que poseen instalaciones de frio en 1la D.0. Utiel-Requena, las
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utilizan para 1la elaboracidén de vinos rosados y el sistema que emplean es-
la irrigacién de 155 paredes de los tanques. Las ventajas de este sistema
de vinificacién‘son:

1- Control de la actividad microbiana: la fermentacidén a bajas temperaturas
(entre 15-18°C) hace que el aumento de alcohol afecte menos a la viabilidad
de las células y, por otra parte refrema la produccién de sustancias
téxicas, excretadas por ciertas levaduras cuando se someten a elevadas
temperaturas [95]. Llas bajas temperaturas impiden que se produzca la
fermentacién maloléactica. .

2- Se pierder menos sustancias volétiles y se evapora menos alcohol [331].
3- las sustancias tartéricas precipitan mejor y 1la clarificacién es mis
completa [331].

Las desventajas del sistema radican en su alto costo y en el bajo
rendimiento de la refrigeracién si se trabaja con volGmenes grandes y en la

ausencia de la descomposicidn biolégica de la acidez.



CAPITULO II. Microbiologia de las fermentaciones.
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1.- IFTRODUCCIOSN.

- La EnAIDgia es una ciencia microbiolégica ya que son levaduras las que
hacen el vino, son bacterias lacticas las que lo tranéforman, y son también
Bacterias las que 1o destruyen. Otros microoéganismos como los hongos,
aunque no intervienen activamente en la elaboracifn de 1los vinos, forman

parte de la flora epifita de las uvas y pasan al mosto tras el estrujado.

1.1.- ANTECEDENTES HISTORICOS DEL DESCUBRIMIEETO DE LOS MICROORGANISMOS DEL

VIEO.

A VAN LEEUVEWHOEK (1680) se debe el descubrimiento de las levaduras en
el mosto de uva y en malta de cerveza durante el proceso de elaboracién del
vino y 1? cerveza; sin embargo, no relaciond a estos microorganismos con la
fermentacién. LAVOISIER aborda el problema de la fermentacidn desde el
punto de vista quimico, demostrando en 1789 que durante la fermentacidén el
azficar es descompuesto en alcchol y anhidrido carbénico. En 1813 GAY-LUSSAC
establece la estequiometria de esta reaccién. Fue entre 1835 y 1837 cuando
tres sablos, un francés (CAIGNARD-LATOUR) y dos alemanes (SCHVAN y
KUTZIFG), atribuyen el fenémeno fermentativo a los seres microscdpicos
descubiertos por LEEUVENHOEK. K#TZING llégé a explicar la fermentacidn en
base a la multiplicacién de levaduras, y TURPIF poco después sostendrd que

no hay fermentacién si éstas no se reproducen. Asi nacié la teoria
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‘vitalista, que se opondria durante algunos afios a la teoria quimica
defendida por quimicos de la categoria de WOHLER, LIEBIG y BERZELIUS. Segtn
este Gltimo, la presencia de las levaduras en el medio fermentativo
indicaba que é&stas actuaban' catalizando la fermentacién, pero  sin
participar de forma activa en ella. Fue entoﬁces cuando PASTEUR se entregé
al estudio del problema y, a través de una serie de e#periencias, demostré -
‘en 1858 la naturaleza bioisgica de la fermentacidén, afirmando que ésta es
un proceso correlativo a la actividad vital de la levadura. También fue
PASTEUR uno de los primeros en estudiar las enfermedades del vino,
producidas por bacterias. El denomin6 a estas enfermedades:
"acetificacién”, "vuelta”, "grasa" y "amargor"” [3]. Sin embargo, PASTEUR no
pudo llegar mucho mis alléd en el intento de descubrir los microorganismos
responsables de estas enfermedades, ya que se tropezdé con la dificultad de
poder lograr cultivos puros [3]. KOCK descubrié en 1881 la técnica de la
purificacién de los cultivos en medio s6l1ido, 1llegando a la conclusién,
posteriormente, de que las bacterias presentes en el vino eran responsables
de la descomposicidn del &cido milico [229). KUNZ encontré que el vino
contenia &cido 1lactico, y MOSLINGER en 1901 interpretd el hecho como que
este Acido lactico era el resultado de la descomposicibén del &cido milico
[220]1. SEIFERT (1901) creyé aislar el germen responsable de la
transformacién del &cido mAlico en &cido lactico, y lo llamd XNicrococcus
malplacticus [229]. Sin empargo MULLER-TURGAU y OSTERVALDER en 1013
establecieron que el &cido milico es fermentado por todos los tipos de
bacterias lacticas, y por tanto los enb6logos no deberfan hablar de "la
bacteria malolédctica” como si de una especie Gnica se tratase (2291].
PASTEUR denomindé Nycoderma aceti a aquellos microorganismos que
transformaban el vino en vinagre, dando lugar a la enfermedad denominada
"acetificacibén " [282]. Estas bacterias bhan sido menos estudiadas que las

bacterias lacticas, y hasta que aparecieron los trabajos de DUPUY en 1952,
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1957 y 1959 no se conocia nada sobre el aislamiento, cultivo e
identificacibn de las cepas aisladas de vino. Posteriormente, MAUGENET y
DIVIES han realizado estudios sobre 1la ecologia, la fisiclogia, y el

metabolismo de estos microorganismos'del vino [282].

1.2.- ECOLOGIA DE LOS MICROORGANISMOS ASOCIADOS A LA UVA Y A LA

VIEIFICACION.

Sobre los frutos de 1las vides podemos encontrar una variada flora
microbiana que comprende diversas especies de hongos filamentosos, de
levaduras y de bacterias. Esta flora epifita sobre las uvas pasa al jugo
cuando los frutos se estrujan y prensan. Dado el pH tan bajo que posee el
mosto de la uva, sdlo un pequefio nfimero de Qicroorganismos es caﬁaz de
desarrollarse en é&1; entre ellos se encuentran levaduras, bacterias
lacticas y bacterias acéticas [175].

Los bhongos filamentosos son importantes en enclogia por el dafio que
pueden originar en los granos de uva antes o después de ser vendimiados, y
ademds porque pueden crecer en los depésitos de fermentacibén o d;
almacenamiento, confiriendo al vino olor y sabor a moho [229]. Sin embargo,
estos microorganismos no intervienen activamente en la elaboracibn del
vino, ya que son ripidamente eliminados durante los primeros momentos de la
fermentacibérn debido a los efectos inhibitorios del etanol, del SO [2701, y
del ambiente anaerobio (los hongos poseen metabolismo aerobio estrictod.

A partir de las investigaciones de BEEDA y otros autores [31], se
desprende que las levaduras que encontramos sobre la superficie de las uvas
no son transportadas alli por el viento, sino que son los insectos quienes

las diseminan sobre los frutos. lLos insectos son atraidos por los aromas
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volatiles que se desarrollan durante la wmaduracibén de las wuvas, se
alimentan con el jugo de las mismas. e ingleren, a veces, las levaduras
presentes sobre su superficie. De hecho, se ban aislado levaduras vivas del
tracto digestivo de abejas y avispas. Es importante que las levaduras
permanezcan vivas durante meses en el intestino de los inmsectos, ya que
cuando éstos defecan en primavera tras su hibernacidn, las levaduras salen
Junto - con los excrementos, esparciéndose sobre el néctar de las flores y
los frutos en maduracién. De esta manera se produce una répida diseminacién
y multiplicacidén en 1la naturaleza. La transferencia de las levaduras de
unos frutos a otros durante todo el verano estd garantizada por toda clase
de insectos; sin embargo la opinidén de que las levaduras pueden sobrevivir
durante el invierno sobre el suelo carece de base cientifica [31].

Las levaduras estdn presentes en las viflas desde el comienzo del
envero, alcanzando un mAximo poblacional en 1los frutos en el momento en el
cuél éstos logran su pleﬁa maduracién [287]. Las levaduras colonizan 1los
exudados de estomas y heridas en la superficie de los frutos en nlmero
variable, que va desde 10* a 10% células por grano de uva [287]. Las-
especies de levaduras existentes sobre 1los frutos son de naturaleza
oxidativa como Rhodotorula, o débilmente fermentativa como Hanseniaspora o
Kloeckera; Saccharomyces cerevisiae se encuentra en muy baja frecuencia.
Sin embargo esta iltima especie parece colonizar el material de bodega
[76], Jjunto con Hanseniaspora uvarum, Pichia fermentans, Metschnikowia
pulcherrima y Pichia membranaefaciens [1751. Durante los procesos de
bodega, las levaduras de mayor poder fermentativo se desarrollan
preferencialmente y colonizan el mosto. En los primeros momentos de la
fermentacidén, aparecen grandes poblaciones de H. uvarum o Kloeckera
apiculata, que rédpidamente son sobrepasadas por Saccharomyces [282]. Esto
=2 debe a la mayor resistencia de este género al SOz y al etanol que se va

Py

formando [31]. Saccharomyces cerevisiae es la verdadera "levadura del
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vino”, lleva a cabo la mayor parte de la fermentacidn, y es la que se
encuentra en los estadios finales de la misma.

Las bacterias lécticas se encuentran sobre las hojas [263] y sobre los
frutos de las vides [171, 2451, aunque en menor cantidad que las bacterias
acéticas y que las levaduras [175]. Muchos tfabajos han demostrado la
presencia de bacterias lacticas sobre los frutos de la vid, asi, LAFON-
- LAFOURCADE [179} las aisl6é a partir de mostos obtenidos asépticamente a
partir de uvas. También SAPIS-DOMERCQ et al. [301) detectaron la presencila
de bacterias lacticas sobre uvas cuando estudiaban 1la influencia de los
productos fitosanitarios sobre la microflora de la vid. KUFNKEE et al. [171]
ipforman del desarrollo esponténeo de la fermentacién maloldctica en un
vino preparado en laboratorio y que no habia tenido contacto con el equipo
de bodega. Otras experiencias sustentan 1la hipbStesis de que la inoculacifn
de los vinos con bacterias l&acticas se produce principalmente en las
operaciones .de bodega. Asi, VEBE' e INGRAHAX [3411 wvinificaron uvas
procedentes del mismo origen en dos bodegas diferentes, obteniendo la
fermentacién malolédctica espontdnea tan sélo en una de ellas. Este
resultado les lleva a afirmar que las bacterias lacticas no pueden estar
sobre las uvas, pues en ese caso se habria obtenido 1la fermentacién
malolactica en ambos casos. las experienc;as de RADLER [263] y de PEYNAUD y
DOMERCQ [245] también demuestran la irnoculacién de mostos y vinos por
bacterias lacticas procedentes del material de bodega.

Todas las fuentes de bacterias l&cticas que hemos mencionado son
importantes. Se sabe que las bacterias l&cticas se presentan en bajo nfimero
sobre las uvas [ 72, 344]. Bajo condiclones favorables, especialmente tras
las fermentacién alcohblica y después de la autolisis de levaduras y de la
liberacién de nutrientes, las bacterias se multiplican hasta alcanzar un

nivel detectable [179]. FLEET et al. [115] encontraron, en sus trabajos de

microbiologia de 1la elaboracién de vinos que en Burdeos la presencia de



59

bacterias lacticas pasa desapercibida en los primeros momentos de la
fermentacién alcobblica, pera al cabo de 4 6§ © dias del inicio de la misma,
ya eran detectables aunque su nmero era muy feducido; ésto podria explicar
el que RADLER [{263] no encontrase bacterias lacticas en mostos frescos, .y
sI en cambio tras dos semanas de haber§e4 iniciadc la fermentacién
alcohélica. PEYNAUD y DOMERCQ [244] sefialaron que la fermentacién
‘maloléctica ocurre mis frecuentemente en grandes vasijas de fermentacién,
donde se consiguern mayores niveles de bacterias lacticas wviables, que en
vasijas mAs  pequefias. Parece razonable pensar que 1los tanques de
fermentacién y almacenamiento retengan  bacterias lacticas tras 1la
consecucidén de la fermentaci6n maloldctica. RIBEREAU~GAYON y PEYNAUD [281]
informaron de 1la presencia de bacterias malolacticas sobre las paredes y
suelos de las bodegas y en los barriles de madera.

En los vifiedos la distribucién de las bacterias lacticas es irregular.
Se observa que la fermentacifn maloléctica se realiza con mis dificultad en
vinos de clertas zonas o regiones, sin que el estudio de la composicién del
jugo de uva permita explicar estas diferencias [282]. En Suiza MARET y
S0ZZI encontraron que predominaban los lactobacilos homofermentativos en
mostos, los cuales desaparecian répidamente durante 1la fermentacién
alcohélica, dejando paso a 1los lactobacilos "heterofermentativos; sin
embargo tiras la  fermentacidn la  poblacién lactica se componia,
principalmente, de Pediococcus y de lactobacilos bheterofermentativos [211,
212). MARET et al. encontraron también Leuconostoc oenos en todos los vinos
del cantdén suizo de Valais [213). En vinos israelies CHALFAN et al. [79]
aislaron las especies Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, L.
oenos, Leuconostoc dextranicum y Streptobacterium sp. En Australia FAF et
al, [23%) aislaron L. plantarum y L. oenos en mostos y al final de la
fermentacién alcobdlica. Duranté la fermentacién malolédctica estos autores

encontraron que las especies mAs numerosas eran FPediococcus pentosaceus y
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Pediococcus cerevisiae, y eran éstas las responsables de la fermentacién
maloléctica. Estas observaciones se vieron corroboradas unos afios mis
tarde por COSTELLO et al. [72]. Sin embargo, la mayoria de autores
consideran responsable de la fermentacién malolécﬁica a L. oenos 162, 59,
120, 276], aunque en vinos alemanes, al 1igual que en los éustraliancs;
parece ser que es P. cerevisiae quien conduce la férﬁentacién maloléctica

[311.  Esta diversidad puede estar causada por caracteristicas especificas

del vino: pH, composicidén, clima y modo de vinificacibén y de conservacidnm,

etc., aunque también puede ser resultado del método de aislamiento [3441].

Como ya hemos comentado en el Apartado anterior, las bacterias
acéticas han sido objeto de un pequefio nfimero de publicaciones. Esta falta
de interés puede explicarse por el hecho de que estos organismos, aercbios
estrictos, s6lo se desarrollan en la superficie del vino en contacto con el
aire, y es suficiente evitar la penetracién del aire en los depbsitos para
prevenir su alteracién [282]1. Por otro lado, 1la aplicacién de nuevas
técnicas de an&lisis ha facilitado el aislamiento selectivo de 1las
bactérias del &cido acético [(1831. LAFOR-LAFOURCADE y JOYEUX [184]
estudiaron la evolucién de estas bacterias, en nfinero y especie, desde la
uva hasta el vino. Los resultados mostraron que las bacterlas acéticas
estdn siempre presentes a lo 1largo de 1la elaboracidén del vino; su.
crecimiento y metabolismo requiere s6lo una pequefia cantidad de oxigeno.

En algunos casos las bacterias acéticas se han encontrado en
concentracién de 102 células por mililitro en mosto. Al comienzo de la
vendimia, éstas eran algo mids numerosas sobre uvas infectadas con Botrytis
cinerea [184]. Sin embargo, al final de la vendimia 1la poblacién acética
sobre wuvas infectadas era muy superior al de las sanas, alcanzando 104-10€
células por mililitro de mosto de uvas estropeadas. JOYEUX [191] af;rma que

la cantidad de bacterias acéticas encontradas sobre uvas era directamente

proporcional al grado de infeccién de las mismas.
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Las bacterias acéticas pretenecen a dos géneros: Gluconobacter y
Acetobacter [190]. A las especies del primer género se las encuentra sobre
todo en las uvas, a las segundas en el vino; esto se puede explicar por su
afinidad respectiva por la glucosa y por el etanol [1901. El trabajo de
LAFON-LAFOURCADE y JOYEUX [184] muestfa que’Glu§Dnobacter infecta, casi
exclusivamente, uvas tintas sanas. Acetobacter aceti y Acetobacter
. pasteurianum aparecen junto con Clvconobacter si las uvas estan algo
alteradas, ¥y cﬁnstituyen el 45-85% de la poblacifén si la alteracidn es
complela. En este caso, las bacterias acéticas puedern encontrarse en nfimero
equivalente o superior al de 1las levaduras [175). En el curso de la
fermentacién alcohbélica, la poblacibén de bacterias acéticas disminuye en
gran escala, aunque menos ridpidamenie de lo que se podria suponer [160].
Gluconobacter oxidans sobrevive en baja proporcidn durante la fermentacidn
alcoh6lica, y su desaparicién virtual estid relacionada con su intolerancia
al etanol [157). Esta especie puede contaminar el vino almacenado cuanda
los barriles se rellenan para compensar la evaporacién, pero no sobrevive
durante mucho tiempo. Acetobacter aceti es la especie mAs representativa
sobre las uvas atacadas por Botrytis cilnerea; posiblemente su presencia en
uvas infectadas se ve facilitada por 1la produccién de etanol por las
levaduras que se multiplican sobre las grietas de las pieles dafiadas. Esta
especie puede sobrevivir durante el almacenamiento del vino en barriles de
madera, ya que la cantidad de oxigeno gque penetra a través de sus paredes
es suficiente para evitar la completa destruccién de 1la poblacién [157].
Esta poblacién residual puede desarrollarse si el vino se airea mediante
alguna manipulacidén, produciendo &cido acético en cantidades tales que
estropeen la calidad del vino. Para que este crecimiento tenga lugar en el
vino, e6lo hace falta un contacto de 2 6 3 minutos con el aire [191]. El
crecimiento de bacterias acéticaz en el mosto provoca umna parada precoz de

la fermentacién alcohblica, debido a la inhibicién de las levaduras, y una
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estimulacién de la fermentacién malol&ctica [158].

1.3.- LAS LEVADURAS.

- Las levaduras no constituyen un taxén definido, estédn incluidas dentro
del reino Fungi, que comprende microorganismos eucariotas, con pared
celular, quimioorganotrofos, y aerobios o anaerobios facultativos. las
levaduras se distinguen del resto de los hongos porque, usualmente, se
presentan en forma wunicelular, aunque algunas especies pueden formar
estructuras fllamentosas como pseudomicelio .o micelio verdadero. Las
levaduras se incluyen dentro de los Ascomicetos (hongos capaces de producir
esporas sexuales dentro de estructuras denomidadas "ascas”), de los
Basidiomicetos (levaduras capaces de producir estructuras denominadas
"basidios”), y de 1los Deuteromicetos (hongos imperfectos: levaduras
incapaces de producir ascosporas sexuales pero en ocasiones forman

ballistosporas).

1.3.1.- FORMAS DE REPRODUCCIOF EN LEVADURAS.

Las levaduras pueden reproducirse de forma asexual (mediante gemacibn,
divisién binaria, o esporas asexuales), y de forma sexuval. En el caso de la
reproduccién asexual por gemacibn, el nficleo de la célula madre duplica su
material genético, y éste se dirige hacia 1la periferia de la célula; allil
se produce la mitosis y el material nuclear duplicado se introduce en una
yema que surge de la superficie. La yema queda unida a la célula madre

hasta que alcanza un tamafio semejante; entonces se produce una
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estrangulacif6n de la zona de contacto entre la célula madre y 1la. hija, vy
éstas se'separan. Seguidamente ambas células podrén gemar a Su vez. A veces
la célula hija, en lugar de separarse queda unida a la célula madre, dando
lugar a cadenas o grupos de células que constituyen el denominado
"pseudomicelio”. La formaciban de las yemas. pugdé llevarse a cabo‘siempre
por el mismo lugar de la superficie (gemacién monopolar), por los dos
- extremos - de una célula (gemacidn bipolar), o por cualquier punto de su
superficie (gemacién multipolar). Las levaduras que se reproducen.
asexualmente por divisién bi;aria (de forma semejante a como lo hacen las
bacterias), tras 1la mitosis y sintesis de componentes citoplasmiticos se
alargan, y en su zona ecuatorial se forma un tabique transversal que separa
la primitiva célula madre en dos células hijas idénticas entre si.

En algunas ocasiones ciertas levaduras se reproducen sexualmente. En
Ascomicetos, dependiendo de las especies, la fase sexual se sitGa en

distintos momentos del ciclo vital, el cual puede ser de tres tipos:

1.- Ciclo diplofédsico. En este caso las células vegetativas diploides cesan
de gemar y se tr;nsforman en ascas en donde se originan, mediante
meiosis, cuatro ascosporas haploides. Estas ascosporas se fecundarén
entre si1 para dar un zigoto diploide, el cual se multiplicard por
gemacidén. Las células que siguen este tipo de ciclo vital pasan la
mayor parte del mismo en forma diploide. La mayoria de las cepas de
Saccharomyces siguen este ciclo.

2.- Ciclo haplofésico. Dos células vegetativas haploldes se conjugan y el

zigoto formado sufre rédpidamente la meiosis y se transforma en asca,
en la cual se producen ascosporas haploides que al germinar dan
células vegetativas haploides. En este caso, la mayor parte del ciclo
vital de esta; células se realiza bajo forma haploide. Este tipo de

ciclo es tipico de Zygosaccharomyces.
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3.- Ciclo haplodifédsico. Aqui las ascosporas haploides dan lugar, al

germinar, a células vegetativas haploides. Estas células vegetativas

son capaces de fecundarse eantre si, dando lugar a un zigoto diploide

que por gemacidn produciréd células vegetativas diploides. Algunas de
estas células sufren la meiosis, transformindose en wun asca que
contedrd cuatro ascosporas haploides. Este ciclo es tipico de

Hansenula polymorpha.

la formacién de aséosporas se produce cuando el medio sobre el que se
desarrollan 1las levaduras se vuelve desfavorable por agotamiento de
nutrientes, desecacién, etc. No todas las células de un cultivo esporulan,
incluso en los casos mis favorables para la esporulacién s6lo una pequefia
proporcifén de células se transforma en ascas. Una vez que la espora
encuentra condiciones favorables de crecimiento germina, liberadndose del
asca y dando una célula vegetativa.

Los Basidiomicetos también presentan ciclos de vida en los cuales hay
una fase sexual. Esta fase sexual se 1inicila con la formacién de un micelio
dicariético a partir de la conjugacién de hifas baploides. En ciertas
ocasiones 1los dos nfGcleos de la fase dicariética pueden fusionarse, dando
lugar a un zigoto que se transformarid en una teliospora o un basidio. Estas
estructuras sexuales sufriré&n posteriormente una meiosis dando lugar a

hifas haploides que reiniciarén de nuevo el ciclo.

1.3.2.- LEVADURAS ASOCIADAS AL PROCESO DE FERMENTACION.

Entre las levaduras mis importantes en el proceso fermentativo hemos
de destacar a Saccharomyces cerevisiae, ya que es la Gnica levadura capaz
de fermentar el mosto hasta agotar totalmente el azfcar, dando lugar ademis

a productos secundarios deseables. Es la especie que con més frecuencia se
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ha hallado en mostos en fermentacién y- en vinos ya terminados [2821.
Ciertas variedades de esta especie (p.e. Saccharomyces bayanus) son capaces
de dar lugar a altas concentraciones de etanol; se aconseja su inoculacibn
para eliminar el azficar residual de fe;mentaciones ;nacabadas (2821, ¥ para
fermentar mostos de uvas sobremaduradas [283]. Otras 1levaduras
pertenecientes también a S. cerevisiae,'y cépécés de desarrollarse sobre la
" superficie del vino, son importantes para 1la comsecucién de vinos tipo
Jerez; sus caracteristicas mis sobresalientes son que liberan gran cantidad
de acetaldebido y ésteres, vy .que degradan &cido acético. Torulaspora
delbrueckii también es una levadura interesante en enologia, ya que produce
cantidades mucho menores de &cido acético que S. cerevisiae. Si ademis en
fermentaciones secuenciales, se siembra en primer lugar T. delbrueckii da
lugar a condiciones que hacen disminuir la tasa de fermentacién
gliceropirﬁ;ica de S. cerevisiae [175]. Durante los primeros estadios de la
fermentacifn encontramos las denominadas levaduras "apiculadas” tales comn
especlies de los géneros Hansenlaspora y Kloeckera; estas especies producen
poco alcohol (del 3 al 4% en volumen [240]), y son muy sensibles al mismo y
al S0z, por 1lo gque su contribucién a la fermentacién es muy pequefia. Sin
embargo hay autores que piensan que son responsables de la produccidn de
aromas afrutados en losrvinos [31, 175, 282]. También encontramos al inicio
de la fermentacién X. pulcherrima (o su estado imperfecto Candida
pulcherrima), Candida stellata, Hansenula anomala y especies del género
Pichia. Todas ellas, en general, desaparecen tras 1la adicién de SOz y
después que el mosto ha alcanzado los 4 & 5° alcohélicos, dejando paso a
Saccharomyces.

Las levaduras pueden ocasionar también enfermedades en el vino.
PEYRAUD y DOMERCQ [243) bhan establecido que la misma levadura puede ser
deseable 0 1indeseable bajo diferentes condiciones; asi por ejemplo

Saccharomyces oviformis es deseable para fermentar vinos con alto contenido
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en azfcar, pero es perjudicial cuando da lugar a refermentaciones una vez
embotellado el vino [270]. Otras especies son indeseables cualquiera que
sea el momento en que aparezcan, por ejemplo las especies del género
Brettanomyces [s, 2701, Saccharomycodes ludwigil [175, 2701,
Zygosaccharomyces bailii [175), Candida wvini (240], o especies de FPichia
[240]; las pertenecientes a este ﬁltimo'génerd son levaduras contaminantes
"de 'bodega que se desarrollan sobre la superficie de los vinos. El carécter
perjudicial de estas levaduras se debe a que producen productos secundarios

que disminuyen la calidad del vino.

1.3.3.- METABOLISMO DE LAS LEVADURAS.

El metabolismo de las levaduras es muy variado, hay levaduras
totalmente aerobias que ;btienen su energia pér respiracidén de compuestos
de carbono mientras que .otras pueden ser oxidativas o fermentativas
dependiendo de las condiciones ambientales en las que se hallen. la
capacidad de utilizar compuestos de carbono y de nitrégeno varia de especie
er especie, y constituye una de las bases de clasificacibén de las

levaduras, como veremos posteriormente. Por otra parte, las levaduras se
diferencian por sus caracteristicas fisiolégicas y por los productos
secundarios a los que dan lugar durante la fermentacibén alcohblica [4].

Hay levaduras que pueden utilizar ciertos azficares por via oxidativa o
por via fermentativa. La {fermentacién de 1la glucosa constituye en las
levaduras un procesc anaerbfbico; sin embargo, éstas son capacés de respirar
obteniendo de esta forma mis energia. En condiciones aerbbicas la
fermentacién disminuye en beneficio de la respiracién. En algunas levaduras

puede reprimirse totalmente la fermentaciér al airear intensamente el

cultivo. Esta inhibicién de la fementacién alcohflica por la presencia de
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oxigeno se denomina "efecto PASTEUR" [305]. Por el contrario, puede
inhibirse 1la sintesis de citocromos por una alta concentracién de azficares
en los mostos, con lo cual se paraliza la respiraci6n; a este fenbmeno,
inverso del anterior, se 1le conoce como “efectp CRABTREE" [1751]. Lé
predominancia del proceso oxidativo sobre el fermentativo o viceversa, se
explica desde el punto de vista epergético: en condiciones anaerébicas s6lo
ze forman 2 moles de ATP por mpl de glucosa, mientras que en condiciones
aertbicas se forman 36 moles de ATP y 2 moles de GTP por mol de glucosa
[305}]. La célula se ajusta a la efectividad en la produccién de energia
mediante una regulacién en la transformacifn del sustrato.

Podemos diferenciar dos etapas en el comportamiento metabdlico de las
levaduras durante la fermentacién: una primera en la que las levaduras se
multiplican activamente utilizando la via oxidativa, hasta alcanzar en poco
tiempo un nGmero elevado, y una segunda en la que por agotamiento del
oxigeno emplean la via fermentativa menos rentable energéticamente. Esta
Gltima via es la que produce etanol a partir de glucosa. Las levaduras para
multiplicarse de forma réapida necesitan oxigeno; generalmente, las
operaciones de bodega tales como el estrujado, despalillado, bombeo, -
escurridoc y prensado, aseguran un aireacién que permite el répido
crecimiento de las células a expensas de la glucosa. Esta glucosa mediante
glucolisis y posteriormente por ciclo de Krebs se transfo;a en CO- y HzO.
El agotamiento progresivo del oxigeno disuelto en el medio, va haciendo que
las condiciones sean cada vez mAs anaerobias y que el metabolismo de las
levaduras pase a ser mayoritariamente fermentativo. Tras la glucolisis, el
piruvato ya no se dirige al ciclo de Krebs, blogueado por la acumulacidn de
NADH+H* a falta de aceptor final de la cadena de electrones (el oxigena),
sino que s2 reduce transformindose en etanol y oxidando al NADH+H*. Existe
una relacidén directa entre el nfimero de 1ev;duras y la tasa de fermentacién

de azficares; una buena aireacién inicial de los mostos permite alcanzar un
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numero elevado de células, que fermentaradn rapidamente los azucares hasta
su agotamiento completo [2823.

Los azucares wutilizables por 1levaduras son captados del medio e

introducidos en el citoplasma celular. Una vez alli estos compuestos se
transforman, mediante una serie de reacciones que constituyen la
glucolisis, en A&cido piruvico. La glucolisis se produce tanto en
condiciones aerobias como anaerobias. El conjunto de reacciones de 1la

glucolisis estéd descrito en la Figura 1.

Una vez obtenido el acido piravico, éste puede transformarse por dos
vias principales segun las condiciones aerobias o anaerobias del medio. Si
existe oxigeno, el &acido piravico se descarboxila a acetil coenzima A y
entra en el ciclo de KREBS dando lugar a CO* y H*0 (Figura 2>.

En anaerobiosis, el &cido pirdvico se descarboxila hasta acetaldehido,

y posteriormente éste se reduce a partir de RADH+H'*', dando etanol.

piruvato alcohol
descarboxilasa deshidrogenasa

Acido piruvico Acetaldehi do > Alcohol etilico

EADH4H* NAD¥*

El balance global de la degradacién de glucosa seguin las dos vias es

el siguiente:

a) Via oxidativa.

CE.HI20s 4 60* i=—=* 6CO* + 6H*0 4 IOEADH+H* 4 2FADH+H~ 4 2ATP + 2GTP

10EADH+H* + 2 FADH4H* 4 2 ATP + 2 GTP ?==* 34 ATP 4 2 GTP ?==- 36 ATP
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Figura 1- Via de degradacion de los aztcares mediante glucolisis.
(LEHNINGER, 1978, (197))
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Figura 2- Degradacion del dacido piriivico originado en
la glicolisis mediante el ciclo de Krebs, en condiciones
aerobias. (LEHNINGER, 1978, (197))
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b) Via fermentativa.

Ce‘.H120e. §==e 2002 + ZCH20H-CH3 <+ ZATP
1.3.3.1.- LA FERMENTACION GLICEROPIRUVICA Y LOS PRODUCTOS SECUNDARIOS.

No todas las moléculas de glucosa de un mosto son degradadas segfn las
dos vias descritas anteriormente; un clerto nimero de ellas son
transformadas via fermentacibén gliceropirfivica, que rinde como productos
finales glicerina y &cido pirGvico. La fermentacidén y la respiracibn de la
glucosa utilizan distintos mecanismos de reoxidacién del NADH+H* producido
en la glucolisis; en el caso de 1la fermentacién alcobh6lica el NADH+H*
reduce al acetaldehido y, de esta forma, se recupera NAD" Pero al comienzo
del fenbémeno fermentativo el acetaldehido no existe en el medio, ya que
é¢ste se forma precisamente a la salida de la glucolisis (Figura 3).

Existe asl un periodo de induccién, durante el cual la reoxidacién del
NADH+H* se hace a expensas de una molécula de  fosfohidroxiacetona
(resultante de 1la ruptura de la fructosa 1,6 difosfato en las dos triosas
fosfato); la reduccibn de este compuesto lleva a la formacifn de glicerina,
Simulténeamente, el &cido 3 fosfoglicérico, que  proviene del 3
fosfogliceraldehido, se transforma por reduccibén en aciAo pirfivico. Este se
descarbo#ila convirtiéndose en acetaldehido. Pero el acetaldebido no puede
ser reducido a etanol porque el NADH+H* que necesita ya ha sido empleado en
la formacidn de glicerina a partir de l; fosfohidroxiacetona. De esta
forma, cada vez que se produce una mplécula de glicerina se acumula una de
acetaldehido. Con ello se logrard que se acumule a su vez una molécula de
4cido pirtGvico, que es el origen de numerosos productos secundarios.

La comparacidén de 1los esquemas de fermentaciones alcobdlica y

gliceropirtvica demuestra la competencia entre 1los dos aceptores de
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protones: el acetaldehido por una parte y la fosfohidroxiacetona por otra.
El primero es mis féacil de reducir, y por ello es el que oxida
preferentemente al NADH+H* cuando aﬁbos compuestos estin en concentraciones
similares. Los mecanismos de la fermentacibén alcohdlica y gliceropirtvica
estidn Intimamente ligados: la fermentacitn gliceropirtGvica (y por
consiguiente la produccidén de glicerin&), ‘como 'yé antes hemos explicado,
"predomina al principio de la fermentacién; pero ni siquiera en el ©periodo
de plena fermentacibén alcohflica se tiéne una fermentacién alcohblica pura.
El porcentaje de conversién de 1la glucosa del mosto es del 92% por
fermentacién alcohflica y 8% por fermentacidn gliceropirfivica.

El &acido pirGivico procedente de 1la fermentacidén gliceropirGvica da
origen a diferentes productos secundarios, seglin mecanismos comunes a
muchos tipos de fermentaciép (Figura 4).

‘En resumen, los productos secundarios mis importantes a partir del
pirtvico son: &cido acético, &cido férmico, Acido butirico, &acido lactico,
acetoina, 2,3 butanodiol (y éste por oxidacién diacetilo), &cido
oxalacético, dcido milico, &cido fumlrico, &cido propibnico, A&cido
succinico y acetona.

En 1936, GEFEVOIS [175] traté de establecer una ecuacidn que explicase
en qué proporciones se producian estos productos secundarios a partir de la

glucosa. La ecuacidén puede representarse como sigue [175]:
2a + 5s +2m+ b+ h = g

donde (a) es la cantidad de Acido acético, (s) la de succinico, (m) la de
acetoina, (b) el 2,3 butanodiol, (h) el acetaldehido y (g) el glicerol.

La cantidad de productos secundarios formados varia sin embargo segflin
la naturaleza de la lévadura, la composicién del mosto, la conduccibn de la

fermentacién, la temperatura, el pH y la aireacién [104, 269, 282]). El
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&cido succinico es el &4cido principalmente formado; los &cidos pirGvico y
o-cetoglutdrico, asi como el acetaldehido, estén siempre presentes en e}
vino. Su excrecifn es mayoritaria durante la fase de proliferacibn celular,
pero disminuye hacia el final de la fermentacitn. La produccidn de ceto
&dcidos depende de una serie de variables, y se incrementa por un pH alto,
una elevada temperatura, condicicnes anéefobiés‘yr carencia de tiamina o©
~dcido pantoténico [1861. Algunas levaduras son particularmente cetogénicas,
por ejemplo Saccharomycodes ludwigii [1871.

Muchos de los productos secundarios contribuyen a los aromas
caracteristicos de los vinos. En general pertenecen a tres tipos de
compuestos orgénicos: ésferes, alcocholes superiores y &cidos grasos. Los
etl]l ésteres de mis alto peso molecular son elementos deseables del aroma
de los vinos, a 1los que dan un caricter afrutado o floral. Por el
contrario, el acetato de etilo confiere un desagradaile olor avinagrado. La
mayoria de los ésteres se farman al comienzo de 1la fermentacién, y su
sintesis disminuye. o permanece estable hacia el final de la misma. La
biosintesis de ésteres esta afectada por 1la aireacién del mosto, la
temperatura de fermentaciém y la técnica de vinificacién [175}, pero
también por la fertilizacibén del vifiedo [233] y por la madurez de las uvas
[1501. Los alcoholes superiores estén presenées en el vino en concentracién
aproximada de 100 mg/l. Cuantitativamente son lﬁs mis importantes
constituyentes del aroma del vino, y sin embargo la idea de que disminuyen
la calidad, si estdn en muy elevadas concentraciones, es gemneral [283,
3381. E1 meca;ismo de su sintesis ha sido objeto de numerosos trabajos, de
los cuales los mis recientes son los de AYRAPAX [15], USSEGLIO-TOMASSET
[333] y VEBB [340]. Es durante la fase de crecimientc exponencial de las
levaduras cuando se 1lleva a cabo su sintesis [3451. La concentracién
relativa de los distintos tipos depende de le fuente de nitrbégeno del medio

y de la especie o cepa de levadura [272, 315, 322, 342]. Los &cidos grasos
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de 4 a2 6 &tomos de carbono también afectan al aroma del vino, a pesar de la
baja concentracifn en que se hallan [339], asi como los de 6, 8 y 10 &tomos
de carbono, aunque éstos estan presentes en mayores ?oncentraciunes [105].
La formacidn de &cidos grasos depende en gran medida de las especies de

levadura [332].

1.3.4.- FACTORES QUE AFECTAN A LA VIABILIDAD DE LAS LEVADURAS Y A LA

FERMENTACION.

Los factores que afectan el desarrollc de las levaduras, y su
crecimiento o multiplicacién, son los  mismos que influyen en la
fermentacidn. S6lo se produce 1la transformacién del azﬁcér en alcohol
cuando 1las 1levaduras se desarrollan bien. Coﬁo todos los seres vivos, las
levaduras tienen necesidades precisas en lo que se refiere a su nutricién y
al medio en que viven. En este Apartado vamos a es?udiar los factores mas
importantes que afectan al crecimiento de las levaduras y, por tanto, a la

fermentacidn.
1.3.4.1.- IFNFLUENCIA DE LA TEMPERATURA.

La temperatura minima para la actividad vital de las levaduras esté
entre 4 y 7°C, y la mAxima é 40-42°C [229). La temperatura Sptima de
fermentacidén para la mayoria de las levaduras del vino esta entre 22°C y
27°C, segGn SCHONDERL 1[104]. La rapidez de la fermentacién, como la de
cualquier proceso bioquimico, aumenta con 1la temperatura: cada 10°C la
velocidad de la misma se duplica; sin embargo por encima de los 30°C, si
bien al principio la fermentacidén es rédpida, ésta puede llegar a detenerse

debido a una especie de "agotamiento” de las levaduras [240].
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Cuanto més elevada es la temperatura, més répido es el comienzo de la

fermentacién, pero &sta se detiene antes y el grado alcohblico es menor;
esto se debe a que la poblacibén mAxima de levaduras que se alcanza es menor
a temperaturas més altas [31]. Por ello, cuando se quiere alcanzar un grado
alcohélico elevado es necesario mantener una temperatura de fermentacién
bastante baja [240]. NAVARRO y DURARD [175]. han determinado la biomasa
formada bajo idénticas condiciones de fermentacién pero con diferentes
temperaturas: 3 g/l a 10°C, 2.6 g/1 a 20°C, y 2.1 g/1 a 30°C. Los autores
reiacionan este fenbmeno con la acumulacidén de etanol en las células [59,
154]). Ademfs, la concentracién de esteroles en 1las células disminuye
conforme aumenta la temperatura; este hecho puede explicar también la
detencifén prematura del crecimiento celular a temperaturas superiores a
35°C [194]. La temperatura afecta también a 1la produccién de compuestos
volatiles [162, 260, 319]. Sin eﬁbafgo, la temperatura tiene otros efectos
en el vino distintos del efecto directo sobre la actividad y el crecimiento
de las levaduras: se produce una pérdida de alcohol y componentes
aromadticos a temperaturas altas, hay pérdidas en 1la eficiencia de

fermentacién [311].
1.3.4.2.~ INFLUERCIA DE LA CONCENTRACION DE AZUCARES.

Glucosa, fructosa, maltosa y sacardsa son los sustratos normales para
las levaduras del vino; sin embarge las pentosas, que estin generalmente en
una concentracién de 1 g/l, no pueden ser fermentadas por ellas, asi como
tampoco la dextrina o el almidén [3]. Aunque la mayoria de las levaduras

fermentan la glucosa mis rapidamente que la fructosa, hay especies que son
fructofilicas y atacan preferencialmente la fructosa. Seglin COOTTSCHALK, la
razén de este comportamiento es que la pared celular de estas levaduras es

ds permeable a la fructosa [145]}. Una concentracién del 25% de azfcar en
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un mosto retarda la fermentacidén, y a concentraciones superiores (70%) las
levaduras' del vino son incapaces de fermentar [3]. El efecto que elevadas
CDncent;aciones de azfGcar tienen sobre las levaduras del vino ha sido
ampliamente estudiado por NISHINO et al. [226]. Estﬁs autores han llegado a
la conclusidn de que concentraciones crecientes de azficar en el medio dan
lugar a un incrementc en la fase de latencia, a una mayor tasa de muerte en
el periodo, a wuna disminucisn del nGmerc maiximo de cé&lulas viables, a un
enlentecimiento de la fermentacién, y a un aumento de azficares residuaies
en el medio. Estos autores también observaron que a mayor presién osmbtica
el volumen de las células disminufa. A determinadas presiones osmbticas se
puede producir la plasmolisis de las células. En el mosto los principales
responsables de la presifn osmdtica son los azficares. En mostos de elevado
contenido en azficares se obtiene menor produccién de alcochol y mAs acidez

volatil (3, 2291.
1.3.4.3.- INFLUEECIA DEL ETAKOL.

El etanol producido por 1la fermentacién de los azficares es el
principal inhibidor del crecimiento y de la fermentacién. Su acumulacibn
maxima en las células precede a la detencién del crecimiento de las
levaduras [175]1. El etanol disminuye la tasa de fermentacién, ya que afecta
a la actividad de los enzimas implicados en la misma, por otro lado
disminuye la tasa de crecimiento [59), aumenta la duracidén de la fase de
latencia y reduce 1la poblacifn mixima de células [175]. Por otro lado la
viabilidad de las células disminuye conforme aumenta la concentracién de
etanol en el.medio. A pesar de que algunos autores han mostrado que el
efecto del etanol proéucido por las levaduras inhibe en mayor medida que el
afiadido exbgenamente, .2 causa de gque se acumula en el interior de las

células [59, 228], LOUREIRO y VAN UDEN [208] 1y CASEY e INGLEDEV [59] han
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demostrado que la cantidad de etanol acumulado es muy inferior a la que los
otros autores afirmag, y por tanto ésta no seria la causa del mayor efecto
inhibidor del etanol generado por levaduras.

La temperatura también tiene ur efecto sinérgico con el etanol, de
manera que a una determinada concentracifn del mismo el aumento de
temperatura provoca un incremento de la tasa de muerte térmica [208, 209].

Los alcoholes superiores también ejercen una inhibicién [59}, que es
tanto mayor cuanto mayor es el nfimero ge Adtomos de carbono én la molécula
[282). Los &cidos grasos de 6 a 10 &tomos de carbono y sus ésteres tienen
un efecto sinérgico con el etanol, produciendo wuna disminucién en la

viabilidad de las células de levadura [175].
1.3.4.4.~ INFLUENCIA DE LAS CONDICIOEES ANAEROBICAS Y DEL CO-.

El oxigeno tiene una influencia fundamental sobre el Erecimiento y la
multiplicacidén de las levaduras, ya que es &ste el que le permita utilizar
los azficares oxidativamente y, de esta manera, obtener mayor rendimiento
energético para su crecimiento. Sin embargo, y como ya hemos visto
anteriorﬁente, el O inhibe la fermentacibén (efecto PASTEUR).

El anhidrido carbénico no tiene influencia sobre la actividad de las
levaduras sl a medida que se produce, durante 1la fermentacidn, se va
despfendiendo [228). Sin embargo, elevadas presiones de CO- en el mosto
inhiben el crecimiento de las levaduras: a 7.2 atmésferas de presitn de CO:
a 15°C el crecimiento celular cesa [169]; si embargo, la fermentaciéﬁ de
los azlicares puede llevarse a cabo hasta con una presién de 14 atmbsferas;
alrededor de 30 atmésfe;ae la célula muere. A elevadas presiones de CO: hay
mayor produccién de &cidos volé;iles. La inhibicién del crecimiento debido
& elevadas presiones de COz se ve- potenciada por el etanol y por los pHs

bajos [16091.



1.3.4.5.- INFLUENCIA DE LOS TANINOS.

La influencia de los taninos es una cuestidn controvertida. SINGHTON y
ESAN [315] concluyeron que los fenoles naturales de las uvas y vinos, que
incluyep los taninos, son inhibidores dé levaduras y Dbacterias. Sin
embargo, el efecto inhibitorio es de tan bajo orden que raramente tiene
importancia préactica, vy cuéndo lo tiene es sb6lo en los casos de
combinaciones con otros factores inhibidores. Hay incluso evidencias de
efectos que van desde la estimulacién a 1la 1nhibicién de levaduras por
diferentes fenoles especificos. La adsorcién de taninos a 1la superficie

celular es una causa de inhibicién [3].
1.3.4.6.- INFLUEKCIA DEL pH.

El pH de los mostos varia de 3.0 a 3.9. El valor de pH caracteristico
de un vino depende del contenido en &cidos, principalmente malico y
tartarico, que presente. A nivel microbioldgico es un factor selectiva:
s6lo un pequefio nfimero de microorganismos puede desarrollarse a estos pls
tan bajos. Las levaduras son capaces de crecer en un amplio rango de pls,
que va desde 3 a 6. A pHs inferiores a 2.8, el crecimiento de levaduras ya
presenta dificultades. El inicio de la fermentacidn es mucho mAs répido a
pHs mis elevados, ya que en estos casos la fase de latencia se reduce, y
por otra parte la actividad fermentadora se incrementa [231, 232]. ‘El pH
afecta también a 1la sintesis de productos secundarios, y puede presentar

efecto sinérgico con otros pardmetros ya estudiados.
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1.3.4.7.- INFLUENCIA DEL SO..

El SO; inhibe a 1los microorganismos indeseables que pueden afectar
negativamente la calidad de un vino. Este grupo de microorganismos incluye
bacterias acéticas, bacterias lacticas y algunas levaduras. Este ﬁroducto
se emplea con la finalidad dé eliminar especies de levaduras tales como K.
aﬁiculata y M. pulcherrima, ya que éstas producen concentracioneé elevadas
de &cidos volAtiles y sustancias combinantes del S0, [30, 3221. Ademés la
levadura; apiculadas, presentes de forma normal en los mostos en elevado
nlimero, pueden inhibir el desarrollo de S. cerevisiae [31]. Esto lleva a un
comienzo mis tardio y mis lento de la fermentacidn. El SO. afecta también
el curso de la fermentacibn de Saccharomyces, de manera que la fase de
latencia previa a la fermentacifn es tanto mayor cuanto mis SO- existe en
el mosto. A las levaduras s6lo les afecta la procién de SOz en forma libre
presente en el medio. EI.SOz también provoca alteraciones del metabolismo
de levaduras. Asi BENDA [31] afirma que el S0- da lugar a una disminucién o
anulacidén del efecto PASTEUR, de manera que la levadura sigue fermentando
atn en condiciones aerbbicas. Por otra parte CIOLFI et al. [65] han
demostrado que el S0z influye en la produccibdn de compuestos volatiles,
aumentando la produccién de ésteres del &cido acético, en particular
acetato de etilo. La influencia que el SO- muestra sobre las células varia
de especie en especie y de cepa en cepa. AdeméAs, su efecto depende del pH
(es inversamente proporcional) y del contenido en etanol del medio en

proporcidn directa.



78

1.3.4.8.- INFLUERCIA DE LAS SUSTANCIAS INHIBIDORAS PRESENTES DE FORMA

NATURAL EN EL MOSTO.

la presencia en el mosto de sustancias antibifticas, excretadas por
Bofpytis cinerea u otros hongos, disminuye la velocidad de fermentacidn, y
la finalizacién de la misma no es posible en ocasiones. Sustancias
inhibidoras semejantes 'a la botriticina pueden ser también acetogénicas
[282].

El crecimiento de 1las 1levaduras también resulta inhibido, como ya
bemos visto antes, por alcoholes superiores y sus ésteres, y ademids por
dcidos grasos de 8 a 10 &tomos de carbono [191]. Parece ser que estos
compuestos se adsorben sobre las levaduras e impiden el intercambio con el
‘medic externo [1911. LAFOF-LAFOURCADE et al. [182] y GENEIX et al. [136]
han 1llevado a cabo una serie de interesantes experiencias para eliminar
estas sustancias inhibidoras de la fermentaci6n, mediante la utilizacién de

paredes celulares [177, 181, 192] y polisacéridos insolubles [193].

1.4.- LAS BACTERIAS LACTICAS.

Las bacterias lacticas constituyen un extenso grupo que se define por
un conjunto de propiedades fisiolégicas y estructurales comunes. Todos los
miembros de ese grupo son Gram (+), no forman esporas, y son inméviles (con
pocas excepciones). Metabdlicamente, dependen de los hidratos de carbono a
los que wutilizan via  fermentacién: son fermentadores obligados. Fo
presentan heminas (citocromns, catalasa). A pesar de carecer de estos
compuestoé, las bacterias 1lacticas son capaces de crecer en presencia de

oxigeno atmosférico; s0n desde anaerobias facultativas hasta



microaeréfilas. Otra  caracteristica de las bacterias lacticas la
constituyen sus complejas exigencias- nutritivas. La mayoria requiere
vitaminas y aminodcidos como factores de crecimiento. La morfologia de
estas células varia entre esférica y bacilar. Al dividirse estas células
pueden o0 separarse o mantenerée unidas formando agrupaciones celulares
distintas, definidas como parejas, cadenas, tétradas, sarcinas o racimos;
cada agrupacibn es caracteristica de los distintos géneros de Dbacterias
lécticas. Las bacterias lacticas mis frecuentemente encontradas en el vino

pertenecen a los géneros Lactobacillus, Leuconostoc y Fedlococcus.

1.4.1.- METABOLISMO DE LAS BACTERIAS LACTICAS.

Ya hemos mencionado que las bacterias lacticas son fermentadoras.
Dependiendo de las especieé los azficares son fermentados por dos vias
distintas, denominadas "fermentacién lactica homofermentativa” y
"fermentacién léctica heterofermentativa”.

Las bacterias lécticas homofermentativas degradan la glucosa por la
via Embden-Meyerhof (E¥), y al llegar a piruvato éste se reduce, dando
lugar al &cido léctico (Figura 1). Esta transformacidén hace que se produzca
Acido léctico con un rendimiento del 90% a partir de la glucosa. Tan sbélo
una pequefia parte del piruvato seréd descarboxilada y convertida en etanol y
anhidrido carbénico o acetoina. El1 &cido lactico que se produce puede ser
D(-), L(+) o DL, dependiendo de 1la esterecespecificidad del enzima
existente, la lactato deshidrogenasa, y de la presencia de una lactato
racemasa [202]. La posesién de uno u otro enzima o de ambos, es un criterio
necesario para la clasificacién de las bacterias lacticas [323). Llas
bacterias lacticas heterofermentativas carecen de los enzimas principales

d= la via EM, la aldolasa y la triosa fosfato 1somerasa (Figura ©5). Por
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esfa razdn, fermentan la glucosa por la via de las pentosas fosfato hasta
la formacién de COz, gliceraldebido 3 fosfato' y acetil fosfato; el
gliceraldehido 3 fosfato es degradado a &cido lactico por la via EM, y el
acetil fosfato da 1lugar a etanol. De esta manera se forman cantidades
'equimoleculares de CO», &cido 1léactico y etanol. La relacidn entre la
produccién de etanol o acetato a partir de acetil fosfato depende del
potencial de oxidoreduccién del sistema [159]. Si un aceptor adicional de
protones (p.e. oxigeno o fructosa) estd disponible, no se forma etanol,
sino que el oxigeno se reduce a Hz0z o Hz0 y la fructosa se reduce a su vez
a manitol [159].

la capacidad de metabolizar pentosas varia mucho entre 1las bacterias
lacticas; la posesibfn de esta capacidad es un caréicter estable, y ha sido
usado como criterioc en la identificacibén de especies [282]. la fermentacién
de las pentosas lleva a 1la formacidén de elevadas cantidades de &cido
acético [175]. ‘

Llas exigencias de determinados aminodcidos como fuente de nitrégeno,
dependen de la especie o de la cepa, y de las condiciones de cultivo [133,
1347.

las bacterias lacticas también son capaces de metabolizar ciertos
&cidos orgénicos presentes en los vinos, tales como los &cidos citrico,
milico, tartdrico y fumirico. Este metabolismo de los &cidos orgénicos es
importante 2 nivel préctico porque puede provocar importantes cambios
organclépticos en los vinos. Los productos de fermentacidn de los &cldos
orgdrnicos pueden mejorar la calidad de un vino, aumentando su complejidad
organoléptica, pero también pueden disminuir su calidad, si se producen
productos indeseables. A la capacidad de fermentar 4&cido milico se le
denomina "fermentacidén maloléctica”, y lo estudiaremos en profundidad en el

i

Capitulo 1II. La degradacidén del &cido tartédrico no es una caracteristica

muy extendida entre las bacterias lécticas del vino [265], y no es propia
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de las especies sino de cada cepa. La utilizacién de este &cido se puede
llevar a cabo por dos vias distintas segfin que las bacterias sean homo p
heterofermentativas [175, 2651. En ambos casos se produce acido acético, el
vino se muestra plano y avinagrado, y el olor recuerda a la col fermentada
debido a 1la formacién de acetolina; estas caracteristicas suponen la
enfermedad denominada "vuelta” [175, 282]. La degradacién del &cido citrico
también lleva a la formacidn de &cido acético, acetoina y diacetilo (89,
21, 175, 311). A partir de la acetoina se puede obtener 2,3-butanodiol
[206]. Estos compuestos contribuyen favorablemente é la ccmplejidad‘
organoléptica de un vino [168], siempre que noc sobrepasen ciertas
cantidades; asi por ejemplo concentraciones superiores a 3 mg/l de
diacetilo confieren sabor a mantequilla al vino. La degradacién del Acido
fumirico conduce segln PILONE et al. [255] a la formacidén de Acido mAlico,
que posteriormente se transforma en léctico. En general, los metabolismos
del acido citrico y del tartérico proaucen un incremento de 1la acidez
volatil del vino. En este contexto DELFINI [99] define la bacteria lactica
ideal a aquélla que sea eficaz degradadora del &cido mAlico e incapaz de
degradar ortos acidos.

lLlas vias de degradacidén de estos cuatro &cidos orgénicos se exponen en

o

la Figura 6.

PASTEUR, como ya hemos dicho, al inicio de esta introducciédn,
describi® las bacterias lacticas como microorganismos perjudiciales' para
los vinos, ya que provocaban varias "enfermedades” en el mismo. S6lo 60
afios mAs tarde, FERRE mostré 1la importancia de la fermentacién maloléctica
en los vinos finos de Borgofia. En realidad no se puede establecer umna
separacién neta entre ©bacterias 1léacticas fGtiles y bacterias lécticas
dafiinas, ya que todas pueden ser favorables o perjudiciales, en funcibn del

momento en que se desarrollen y de los sustratos a los que ataquen. Asi la

bacteria ideal seria aquélla que solamente llevase a cabo 1la fermentacidn
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maloléctica pura. En realidad, no existe tal bacteria, y-no hay bacterias
totalmente inofensivas, sino que hay grados en la peligrosidﬁd que presenta
una determinada bacteria seglin las propiedades de su especle, las
condiciones en las que se encuentra y, sobre todc, segfin la presencia de
azficares residuales (glucosa y fructosa) en lps vinos. RIBEREAU-GAYON [282]
establece que dos de los factores que permiten juzgar la inocuidad de las
cepas son los pHs umbrales dé ataque a los azficares y al &4cido milico.
Cuanto més seperados estén estos dos pHs umbrales, menor probabilidad de

perjuicio.
1.4.2.- FACTORES QUE AFECTAN AL CRECIKIENTO DE LAS BACTERIAS LACTICAS.

El desarrollo de las bacterias lécticas estéd afectado por 1la
temperatura, el pH, la concentracién de etanol, de taninos y de &cidos
organicos, y por el contenido en SO- y en CO- en el medio. La dependencia
fisiolégica del pH que tienen 1las bacterias 16cficas presenta una
importancia enolégica considerable. E1 pH 6ptimo de crecimiento se halla
entre pHs de 4.3 y 4.8, valores superiores a los que se encuentran
normalmente en los vinos [151, 264]; sin embargo, algunas cepas son capaces
de crecer a pH 3. El pH tiene también un efecto selectivo sobre las
especies [221]

En cuanto a la temperatura, las bacterias 1lécticas del vino son
mes6filas, con un 6ptimo entre 20 y 25°C. Temperaturas diferentes de
cultivo afectan a la tasa de crecimiento y a las tasas metabblicas de los
organismos [238). Un descenso de la temperatura en 5°C es suficiente para
eliminar una gran parte de la poblacidn inicial, para disminuir la biomasa
formada y para prolongar la fermentacién malolédctica er tres semanas [175].
Estos efectos serin todavia mis drasticos si el pH se hace mis &cido o la

concentracibén de alcohol aumenta. A 15°C o menos, el crecimiento bacteriano
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es débil; sin embargo, si la fermentacién malolactica ha comenzado por
encima de los 15°C, puede seguir adelante a temperaturas mis bajas [2821].

Entre los factores quimicos el etanol es el principal inkibidor- del
crecimiento [263). La resistencia al etanol varia con la cepa, asi como con
otras condiciones del medio. En general, una concentracién superior al 13%
(v/v) limita poderosamente el crecimiento bacteriano. Sin embarg&._se han
encontrado cepas capaces de crecer en vinos con mis del 20% (v/v) de etanol
(175, 270].

las bacterias lacticas, en contraposicién a las levaduras, son nuy
sensibles al 80> 1libre y al SOz combinado [119, 189], aunque el primero
tiene mayor poder inhibitorio. Los cocos se ven mis afectadas por el SOz
que los bacilos, y ambos son inhibidos tanto en la fase de 1latencia como
durante la fase de crecimiento activo [(182). El SO- también inhibe el

.metabolismo de los azﬁcargs y de los &cidos orgénicos.

El papel de la aireacién es controvertido. las bacterias lacticas son
anaerobias facultativas o microaertfilas. Algunos autores pilensan que la
aireacién facilita el crecimiento bacteriano [282], pero otros opinan que
una ligera presidn de CO: es estimulatoria [343]. MAYER [31] observé que no
habia crecimiento de Leuconostoc en aire 1libre de COz, o en atmSsfera de
nitrégeno puro, mientras que si se daba en atmésfera de N + COz.

La accidén que ciertos polifencles tienen sobre las bacterias lacticas
es controvertida. Asi mientras algunos autores piensan que los taninos
poseen cierta acciSn antibacteriana [282], otros opinan que los compuestos
fendélicos no afectan negativamente a las bacterias lécticas [174], y otros
han 1llegado a 1la conclusién de que pueden tener efectos activadores,
inhibidores o ser indiferentes en funcién de la cepa bacteriana y de las
condiciones del medio [70].

Los &cidos 1léctico, succinico y  tartadrico tiemen un efecto

desfavorable sobre 1la fermentacién malolactica [172].VE1 dcido tartéarico,
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bajo cond;ciones de idéntico pH, reduce la cantidad de biomasa formada
(1751, y también ocurre lo mismo con el acido milico a elevadas
concentraciones [45). El &cido fumlrico estimula el crecimiento bactériano
en bajas concentraciones, pero se +transforma en inhibidor en cantidades
superiores a 600 mg/1 [255].

Hay que tener en cuenta el efecto inhibidor que las levaduras y virus
ejefcen sobré el desarrollo’de las bacterias l&cticas. BEELMAR et él. [281
ya observaron que el crecimiento de Leuconostoc oenos ML-34 queda
seriamente afectado cuando crece en un medioc en el que también se ha.
sembrado Saccharomyces cerevisiae (cultivo mixto); estos autores también
comprobaron qﬁe la degradacién de &cido milico era inferior en el medio
sembrado con cultivo mixto que en el inoculado gGnicamente con L. oenos
¥L-34. En este sentido BILINSKI et al. [36] han informado que dos especies
de levaduras (Kluyveromyces thermotolerans y Kloeckera apiculata) presentan
actividad antibacteriana sobre L. plantarum y Bacillus megaterium. Por otro
lado son muchos los estudios que hablan de la existencia de cepas de
levaduras productoras de SO- [35, 195, 294, 346); éstas afectarian tanto al
crecimiento como a 1la actividad de 1las bacterias lacticas, dada su
sensibilidad a este compuesto. Una serie de estudios recientes [64, 138,
139, 321] han mostrado que cilertas dificultades en la reaiizaciOn de ‘la
fermentacién maloléctica se deben a la infeccidén de las bacterias lacticas
por virus. Estos virus destruyen las poblaciones de L. oenos, impidiendo
que se realice la fermentacién maloléctica. Sin embargo, el hongo Botrytis
c¢inerea no sbtlo no inhibe a las bacterias lacticas sino todo lo contrario.
SAF ROMAO [2975 ha informado de que el glicerol producido por este hongo
estimula el crecimiento vy 1a_~fermentac16n de azficares en Dbacterias

léacticas.
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1.5.- LAS BACTERIAS ACETICAS Y LA OXIDACIOF DEL ETANOL.

Las bacterias acéticas, denominadas por PASTEUR Mycoderma acetl, son-
células cilindricas muy cortas, agrupadas en cadenas o parejas, Gram (-) y
aerobias estrictas. El papel de estas bacterias en la elaboracién de vinos,
no es tan importante ni tan complejo como el de las bacterias lacticas.
Generalmente, no se preséntan problemas con ellas si se guardan las normas
de higiene necesarias.

La descripcién de las bacterias acéticas encontradas en uvas, mosto o
vino se basa generalmente en el sistema de FRATEUR [123]. Este sistema
divide el género Acetobacter en cuatro subgrupos bioquimicos: peroxidans,
oxidans, mesoxidans y suboxidans (Tabla 1). Para diferenciarlos se
utilizaba la actividad catalasa, la oxidacién del acetato y lactato, y la
formacién de cetonas y &cido glucbnico. Por otro lado, 1la presencia de
flagelos peritricos en algunos miembros de Acetobacter llevd a la divisién
del género en dos géneros diferentes: Acetobacter, con flagelos peritricos,
y Acetcmonas, con flagelacién polar [198]. Se han cuestionado las
subdivisiones establecidas por. FRATEUR porque el cambio gradual de
caracteristicas de cepa a cepa impide una definicién clara de los limites
entre grupos. ASAl en 1968 [31] sugirié una divisién taxonbmica de las
bacterias acéticas en dos géneros: Acetobacter y Gluconobacter (1déntico a
Acetomonas). Cada género presentaria solamente una especie, Acetobacter
acetl y Gluconobacter oxydans respeétivaménte, y todas las formas descritas
previamente se consideran variedades de esa especie determinada. El
"Bergey's Manunal of Systamatic Bacteriology” [316] mantiene la divisién de
la famillia 4cetotacteriaceae en los dos géneros gque ya describié ASAIlL:
Acetobacter y Gluconobacter. Las bases para la separacién de ambos géneros

son las que defini® FRATEUR: capacidad de oxidacién de acido lactico y



Grupo Qrganisfto Catalasa Oxidacién Fonacién Fonacidén — Flagelacién
lactato y cetonas acido

acetato glucénico
Peroxidans A. paradoxun — * peritrica
A. peroxidaos 4 - peritrica
Oxidans A. ascendeos 4 + - peritrica
A. rancens 4 4 4) 4 peritrica
A lovaniense 4 4 4) 4 peritrica
Hesoxidans  A. aesoxydans 4 4 4 4 peritrica
A xylinuti 4 4 4 4 peritrica
A aceti 4 4 4 4 peritrica
Suboxidans ~ A. suboxydans 4 444 polar
A melanogenun 4 * 4 444 polar

Tabla 1.- Bioguimica y fisiologia de las bacterias del &cido acético Acetobacter segin
FRATEUR [1233.
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dcido acético a CO2, y tipo de flagelacifn. Sin embargo, Acetobacter no
contiene fGnicamente una especie, sino  cuatro: Acetobacter aceti,.
Acetobacter liquefaclens, Acetobacter pasteurianus y Acetobacter hansenfi.

El género Gluconobacter es monoespecifico, y su especie es Gluconobacter
oxydans.

Las fuentes de carbono que utilizan principalmente estas bacterias son
glucosa y etanol en el caso de Glucoamobacter, y etanol, glicerol, hexosas y
lactato en el caso de JAcetobacter [47]1. Las fuentes de nitrégeno son

‘minerales (sales de amonio) u orgénicas (extracfo de levadura, extracto de
carne). Hay cilerta relacibn entre la fuente de carbono y la de nitrégeno
[175].

La actividad metab&lica mAs conocida de estos organismos, en el campo
de la enologia, es la oxidaciép del etanol del vino (Figura 7). El1 alcohol
del Yino es oxidado, transfqrméndose en &cido acético y agua. Las bacterias
necesitan mucho aire para mﬁltiplicarse y producir esa oxidacibn. Esta éran
necesidad de oxigeno bhace que Acetobacter (el gémero mAs frecuente en
vinos) sélo pueda desarrollarse en la superficie de contacto vino-aire. La-
formacidn de &cido acético va siempre acompafiada de su esterificacifn.

4cetobacter forma acetato de etilo a partir de &cido acético y de etanol:

Acido acético + etanol === acetato de etilo + agua

Es el acetato de etilo, y no el &cido acético, el que confiere a los
vinos picados el gusto avinagrado, ya que el umbral de deteccifn del primer
compuesto es mucho mAs bajo que el del &cido acético.

los factores més importantes que influyen en el desarrollo de estas
bacterias en el vino son: pH, concentracién de etanol, aireacién y cantidad
de 80». El pH minimo que toleran las bacterias acé&ticas depende .de la

concentracién de etanol; asi, para 8.2% de etanol el pH limite es de 3.0, y
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para un vino de 12.5% es de 3.4 [109]. El etanol, en elevadas
concentraciones, es un inhibidor, y en 1la préctica 1los vinos de alta
graduacién raramente se acetifican; RANKIFE [270] observé  que la
acetificacién es pequefia por deBajo de pH 3.2, y que un contenido en
alcohol del 15% previene el crecimiento de bacterias acéticas. La aireacién
es totalmente necesaria para el desarrollo de estos microorganismos, aunque
pequefias céntidades de oxigeno permiten' la supervivencia de uﬁa poblacién
residual de bacterias acéticas [157], e incluso la produccién de 0.1 a 0.2
g/l de acido acético en 24 horas a 19°C y a pH 3.5 [184].

La temperatura elevada es un factor acelerador del avinagramiento de
los vinos: la alteracidén es dos veces mas répida a 28°C que a 23°C, y dos
veces mis répida a 23°C que a 18°C [(240). Las bacterias ac&ticas son
sensibles al S0z. DUPUY, en su Tesis Doctoral [282], ha mostrado que bhay
fijacién de SO- sobre las cé&lulas bacterianas e inhibici6n de la oxidacibdn
de etanol. Se ha visto que gstas reacciones son reversibles (al menos para
pequeflas dosis de S0z y que la duracién de la accidén es limitada), puesto
que por lavado las células pueden desprenderse del SO fijado y eliminar
asl la inhibicibn de la oxidacifn del alcohol. Segtin DUPUY, 1la inhibicidn
puede explicarse por un bloqueo de las funciones tiol presentes en los

enzimas al fijarse el S0..

1.6.- OBJETIVOS DEL TRABAJO.

Las experiencias realizadas en esta parte del trabajo estan
encaminadas a resolver una serie de cuestiones que constituyen la finalidad

de esta investigacién. Estos objetivos se centran en:



a)l

b

c)

d)

e)

H
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Conocer qué tipo de flora levaduriforme se asocla a los mostos de la
D.0. Utiel-Requena; establecer qué semejanzas o diferencias existen
con otras zonas viticolas y evaluar si existen variaciones de la flora
levaduriforme asociada a distintas localizaciones y vendimias.

Estudiar la evolucibén de los parimetros fisico—éuimicos a lo largo de la
fermentacitn, relacionéndola con el sistema de viﬂificacién empleado.
Esto nos permitird evaluar las ventajas o inconvenientes del sistema
de vinificacidn tradicional frente al sistema BIDONE.

Determinar la evolucifn de 1la microflora durante 1la fermentacibn,
estableciendo de que manera influye en la misma el tipo de
vinificacién, asi como los distintos tratamientos a los que se han
sometido los mostos y vinos.

Conocer los tipos de levaduras que llevan a cabo la fermentacibn
alcohblica en la D.0. Utiel-Requena.

Establecer un método .fiable de clasificacifn de bacterias lacticas
aisladas del vino.

Caracterizar la fisiologia y metabolismo de las bacterias 1lActicas que
se aislen, a fin de contar con el mayor nGmero posible de criterios
para realizar una seleccibn de las mismas de cara a la consecucidn de

la fermentacién malolactica.
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2.- MATERIAL Y METODOS.

2.1.- PROCEDERCIA DE LOS MOSTOS.

los ‘mostos analizados durante 1las campafias 1982-1983 y 1983-1984
procedian de distintas localizaciones dentro de la D.0. Utiel-Requena.

Durante la campafia 1982-1983 se tomaron muestras de la Cooperativa San
Pedro de los Corrales de Utiel. Esta bodega vinifica las uvas procedentes
de los vifiedos pertenecientes a esta aldea. Los datos geoclimiticos propios
de Utiel (municipio al cual pertenece esta poblacifén) ya se han mencionado
en el primer Capitulo. lLa principal variedad cultivada en los limites de
los Corrales de Utiel es la Bobal, mayoritaria como ya hemos visto en toda
la D.0. Utiel-Requena. En la campafia 1982-1983 esta Cooperativa sé dedict a
la produccién de rosados y dobles pastas. La elaboracién de los rosados se
realizé siguiendo 1la técnica tradiciomal: corta maceracién con los
bollejos, sangrado, y posterior fermentacién. Durante esas vendimias se
realiz§ el seguimiento de siete depbsitos de fermentacién (A, B, C, D, E, F
y G) de forma independiente. Tras el oprimer descube, finalizada 1la
fermentacién alcohblica, se utilizé el depbésito G para rellenar los cinco
primeros, a fin de no mezclar vinos extrafios. Sin embargo, el F tuvo que
rellenarse con otro tipo de vino distinto al no contener el depbsito G
suficiente cantidad para todos eilos. De esta forma, el nfimero inicial de
depbésitos se redujo a seis. La capacidad de estos depbésitos de fermentacibén
oscilaba entre 10000 y 20000 litros.

Durante la campafia 1983-1984 se continuvaron 1los estudios en esta

Cooperativa y sobre el mismo tipo de mostos de Bobal, destinados a rosados.
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Dadas las elevadas temperaturas de fermentacifn que durante.la primera
campafia soportarbn los mostos (38.5°C), los técnicos de la bodega adoptaron
un sistema especial de vinificacidn discontinua: se trataba de una variante
del método del argentino BIDONE [229]. Segfin este autor, se mezclaron
mostos en plena fermentacidén tumultuosa con mostos frescos sulfitados gque
no habian empezado a fermentar. Con este sistema se lograba rebajar en
alglin grado las temperaturas del proceso (35°C), y ademis se conseguia
acabar mAs rédpidamente las fermentaciones que en el caso de la vinificacién
tradicional de acuerdo con la bibliografia [229].

El problema gque supuso este cambio de estrategia en nuestiras
investigaciones’ fue grande, ya que nos impedia estudiar de forma
individualizada las fermentaciones de unos mostos iniciales determinados.
Esto nos planteaba el dilema del estudio de mostos elaborados mediante
vinificacién tradicional, como en 1; campafia anterior pero en otra zomna, ©
segﬁir estudiando los mostos de los Corrales de Utiel. Sin embargo, es
cierto que nos permitia por otro.lado comparar los efectos de ambas formas
de tratar el mosto para éu vinificacién en una misma bodega. Dado que
ademds nuestro interés se centraba en conocer la microflora de esta zona y
de esa variedad de wuva, nos decidimos por la segunda opcifn, a fin de
eliminar las variaciones debidas a la situvacién geografica y
microclimética. Por otro lado podriamos obtener informacién acerca de cémo
la técnica de BIDONE alteraba las poblaciones microbianas respecto a la
vinificacién tradicional. 'En esta campafia se muestrearon 17 depbsitos
distintos, a 1lo largo de diferentes momentos de 1la fermentacibén que
correspondian a lqs que se habian seguido el afio anterior.

También durante la campafia 1983-1984 se estudid la microflora de cinco
variedades de uva cultivadas en el campo de experiencias de la Escuela de
Viticultura y .Enologia de Requena: Bobal, Cabernet-Sauvignon, Garnacha,

Macabeo y Tempranillo. Algunas de estas variedades como Garnacha, Macabeo y
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Tempranillo se cultivan en pequeﬁa proporcién en la D.0. Utiel-Requena,
mientras que Cabernet-Sauvignor s6lo se utiliza en plan experimental con la
intencién de adaptarla a esta zona y estudiar la calidad de los caldos que
pueda producir. Se siguis ademis la evolucidn completa de la fermentacibn
de mostos de cuatro de estas variedades: Bobal, Garnacha, Macabeo y
Tgmpranillo. La elaboracién fue de tipo tradicional en 1la bodega .de 1la
citada escuela.

Por 4ltimo, también se realizaron en 1984 controles esporadicos de
vinos con fermentacién alcoh6lica finalizada ¥ con inicio de fermentacién

malolédctica en la Cooperativa Virgen de Loreto de las Cuevas de Utiel.

2.2.- DESCRIPCIOF DE LA VIKIFICACIOR DE LOS MOSTOS ESTUDIADOS. TRATAMIEETOS

DE VINIFICACION.

En la Tabla 2 se especifican los tratamientos de prefermentacién a los
que se sometieron los diferentes mostos.

Tras la fermentacién alcohélica todos sufrieron una evolucién muy
semejante: clarificacién esponténea del mosto, primer trasiego para
eliminar las heces durante los meses de Noviembre-Diciembre sin adicién de
sulfuroso, y por ltimo en los meses de primavera (Marzo-Abril) un segundo
trasiego, con adicién de 20 mg/1 de SO- en los todos los casos excepto en

los mostos de Bobal, Garnacha y Macabeo vinificados en la Escuela.



Nuestra Fase Origen* ZAflo S.V.b lfatafiientos grefermentativos jrasiegos

L' CP EP* Bf Primero Segundo

A 1 CSsP 1982 T 200 0 0 NC20)  A(0)
B I Csp 1982 T 200 - 0 0 NC20) AQO)
C I Csp 1982 T 200 - 0 0 NQ0) A(0)
D I CSp 1982 T 200 - 0 0 NC20)  AD)
E I Csp 1982 T 200 - 0 0 NQ20) A(©)
F I CSP 1982 T 200 - 0 0 NC20)  A(0)
6 I CSP 1982 T 200 - 0 0 Ni20) AM)
N I Csp 1983 B 120 - 30 0 DR0) AW)
)\ I CSP 1983 B 120 - 30 0 D(20)  A)
3 I CSp 1983 B 120 - 30 0 DR0) AW)
Ni I CSP 1983 B 120 - 30 0 DC20)  AD)
NS II CSP 1983 B 0 - 0 0 Di20) A)
N I CSP 1S83 B 0 - 0 0 D20)  AM)
N7 I CSP 1983 B 0 - 0 0 D(20)  AW)
B I CSp 1983 B 0 - 0 0 0Q0) nY)
N9 III CSP 1983 B 0 - 0 0 DC20)  AXD)
NLO III CSP 1983 B 0 - 0 0 c20) AW)
NI 1 IIT CSP 1983 B 0 - 0 0 D(0)  AX)
NI2 IIT CSP 1983 B 0 - 0 c D20) AM)
N13 vV CSP 1983 B 0 - 0 0 DC20)  AXO)
NU v CSP 1983 B 0 - 0 0 D(20)  AXO)
MS IV CSP 1983 B 0 - 0 0 020) 2w
NI £ IV CSP 1983 B 0 - 0 0 DR0) awW)
N17 VI CSP 1983 B 20 - 0 0 D20)  A)
m VI CSP 1983 B :U - 0 0 0C20) AM)
N19 VI CSP 1983 B 20 - 0 0 0C20)  AQO)
N20 M Ccsp 1983 B 20 - 0 0 D(20) AM)
Bo I EE 1983 T 0 +19 0 0 NCO) M)
Gar f BE 193 % 0 - 0 o  ND) M)
Ree I EE 1983 T 100 - 50 0 N(0) RD)
Tem ) EVE 1983 1 70 +@19) 10 0 N(0) RIO)
s F BE 193 T 7 - 0 0 NO) RO
G " VI OL 1983 T 7 - 7 7 7 7

Tabla 2 - Caracteristicas de los mostos y Vvinos analizados en el presenti
estudio. “Origen: "CSP" Cooperativa San Pedro de los Coorales ce Utiel; "EVEX
Escuela ce Enologia y Viticultura ce Requena; "CWC* Cooperativa Virgen de Loreto
& las Cuevas de Utiel. “Sistam de vinificacién: *T* tradicional; *B" BIDONE.
'Cantidad de S02 afiadido (*g/1). d*T"' control de temperatura; sin control,
*"' con control; entre paréntesis grados a los que se realizd la fermentacidn
controlada *"EP" adicién de enzimas pectoliticos Cmg/l). £*B" adicién de
bentonita (mg/l). "A" trasiego en el mes de Aboril, '"DF en el mes de Dicienbre,
"f" en el mes e Marzo, "N' en el mes ce Noviembre; entre paréntesis la dosis de
S;L afladida en cada caso en el correspondiente trasiego (mg/l). *?" Dato ro
conocido.
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2.3.- TOMA DE MUESTRAS.

Las muestras se tomaron en bdtellasr estériles de cuello estrecho que
eranilanzédas provistas de un lastfevha¢1a el fondo de los depbsitos, 1#?5°'f’
eran recuperadas tirando del cdrdél-a1~ cual éstaban’ a£adaé.‘ Durénte' la
bajada  y la ascensién, la botella se 1llenaba a lo largo de todo su
recorrido. De.esta forma .salvévémns el Aerror - de muestrear suiaménte la
parte supérficial, donde.posiblemente ;1 nGmero de levéduras fuera méyor,»y
donde se hallarfan sobreestimadas aquéllas de metabolismo mAs oxidativo
debido a la mayor oxigenacidén. El muestreo a través de los grifos situados
en el fondo del depésito tenia 1los mismos problemas fespecto a la
representatividad de todas las especies. Una vez obtenidas las muestras se
tapaban con un tapén estéril y se colocaban en la mevera portatil durante
su‘transporte al laboratorio.

Los muestreos se realizaron en distintos momentos de la vinificacién,
que aplicando los principios seguidos por diferentes auvtores [22, 130, 131,
154, 161, 220, 262, 298, 3181 fueron:

Fase I: Inmediatamente después de que los mostos rosados habian sido
sangrados tras maceraci6én de 3-4 horas con los hoilejos. E; élkcaso de
mostos tintos se realizdé el muestreo a las pocas horas de encubadas
las uvas estrujadas. Para los mostos blancos se tomé la muestra
inmediatamente después del prensado. En los muestreos realizados en
esta fase ninguno de los mostos habia sido tratado con SO=.

Fase I1I: Cuando 1los mostos estaban en plena fermentacién tumultuosa,
aproximadamente a una densidad (d20/20> de 1040-1030.

Fase III: Al final de 1la fermentacitén tumultuosa, aproximadamente a una
d20/20 de 1020.

Fase IV: Hacia el f;nal de la fermentacidén alcohblica, cuando 1la d20/20

era de 1000.
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Pase V: Inmediatamente antes del primer trasiego {(en inviermno).

Fase VI: Inmediatamente después del primer trasiego.

Pase VII: Tras el segundo trasiego (en primavera).

2.4.- ANALISIS FISICO-QUIMICOS DE LOS MOSTOS.

Se realizaron anidlisis fisico-quimicos de los mostos a lo largo de su
vinificacidn, a fin de caracterizar y estudiar la posible influencia que en
la variacién de la microflora tuvieran estos factores.

Los pardmetros que se escogieron son los que de forma general
recomienda la bibliografia: temperatura, pH, densidad relativa, grado
Bauﬁé, grado alcohélico, azﬁcarés reductores, cenizas tras la fermentacibn
alcohb8lica, extracto seco, extracto reducido, acidez total, acidez volatil,
-polifenoles totales, intensidad colorante, S0. total y libre, contenido en

bierro, y contenido en acidos malico y léctico [2301].

2.4.1.- MEDIDA DE LA TEMPERATURA.

la medida de la temperatura a la que se hallaban los mostos o vinos se
tomaba en el mismo depbsito de fermentacidén o conservaciémn. Para ello se
introducia un vAstago de madera de unos dos metros de largo provisto de un
ternSmetro de alcohol en el centro del depésito. Este sistema nos daba una
. idea mucho mis real de la temperatura que si se media ésta en la porcibn de

vino o mosto sacada como muestra.



2.4.2.- MEDIDA DEL pH.

La mayor parte de las propiedades del vino y de los fenémenos que en
§1 ocurren dependen de su acidez. Ahora bien, hay que distinguir entre
acidez titulable y la nocién de opH. La acidez titulable, también llamada
total en el caso de los vinos, es la suma de los &cidos 'libres, mientras
que el pH es una medida de la concentracitén de hidrogeniones y que estéd en
relacién con la naturaleza dé los &cidos, su concentracidén, y la proporcién
que esté en forma de sales [284]. El pH se midié mediante un pHmetro Crison
con un electrodo de vidrio Ingold una vez llegada la muestra al

laboratorio.

2.4.3.- MEDIDA DE LA DEKSIDAD RELATIVA.

La determinacién de la densidad relativa no reviste importancia
fundamental en si misma, péro permite estimar aproximadamente el extracto
seco y apreciar el contenido en azficares.

La densidad relativa (d20/20) es la relacidén expresada en cifras-
decimales de lé masa volumétrica de{ mosto a 20°C con la masa volumétrica
del agua a2 la misma temperatura. La densidad relativa de un mosto se midié
con un juego de aerfmetros que comprendian desde una d20/20 de 1150 hasta
900..Estos aparatos estaban graduados para unas temperaturas 15/4, por 1lo
que para expresarlas en d20/20 habia que realizar una serie de correcciones
gque vienen 1indicadas en tablas. Dado que los mostos en fermentacidén son
mezclas hidroalcohbélicas, la medida de 1la densidad relativa también tiene
que ser corregida en funcibfn del grado alcohblico de la muestra.

Para medir este par&metro se llend® una probeta con 250 ml de mosto o

vino, y en ella se sumergian un aerdémetro y un termémetro. Tras agitar el
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contenido de la probeta se esper6 un minuto y se leys la temperatura. A
continuacién se sacé el termdmetro y se leys la escala del aerdmetro por la
parte alta del menisco. Se leybé de nuevo la temperatura y, si &sta habla
variadao, se realizd de nuevo la medida de 1la densidad. El valor asi
obtenido se corrigis mediante tablas para bhallar la equivalencia de la
densidad relativa a 15/4. Este método permite conseguir resultados con una
aproximacién de 0.003 g/ml [284].

A partir de la 420/20 se puede tambi&n calcular mediante férmulas el
contenido en azficares (s) en gramos por litro de un mosto, y el confenido

de la muestra en extracto no azucarado (E)> [284]:

s = 2560 (d20/20 - 1) - 22.2

E = 0.0195 s + 22.634

En el caso de 1los vinos, se pueden eliminar con facilidad los
inconvenientes producidos por el alcohol para la determinacién del extracto
azucaradc mediante la férmula de TAVARIE, que permite obtener la densidad

relativa del residuo sin alcohol [7]:

o

d,. = d, - da + 1.000

siendo (d,.) la 420/20 del residuo sin alcohol, (d.) la densidad del vino a
20°C con relacidén al agua a 20°C, y (d.) la densidad a 20°C de 1la mezcla
hidroalcoh6lica de igual graduacién alcohflica que el vino con relacién al

agua a 20°C.
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2.4.4.- MEDIDA DEL GRADO BAUME.

En el caso de los mostos, a veces se utilizan otras unidades distintas
de la d20/20 para la expresidn de la densidad, tal es el caso de los grados
Baumé.

Hay una correépondencia lineal entre d20/20 y grados Baumé, y para
simplificar los cdlculos existen unas tablas de equivalencia entre ambos

tipos de medidas [120].

2.4.5.- MEDIDA DEL GRADO ALCOHOLICO.

Se definen 1los grados alcohélicos (°A) que contlene un liquido
hidroalcohél;co como la cantidad en mililitros de etanol que contiemnen 100
ml de la mezcla, ambos medidos a 20°C. Esta definicidn puede éxtrapolarse a
los vinos, aunque en los destilados obtenidos no se separa el etanol de sus
homSlogos y se dosifica no solamente el etanol en forma de alcohol, sino
también la pequefia fraccién contenida en los ésteres [284].

La determinacidn del grado alcchb6lico de ur vino puede realizarse por
métodos fisicos, quimicos y enzimdticos. Nosotros realizamos es;a medida
por destilacién y estimacidn posterior de 1la densidad de la mezcla
hidroalcohélica mediante un alcohbémetro, ya que éste es el pfocedimiento
oficialmente adoptado en todos los paises.

El equipo de destilacién constaba de un matraz esférico de 1000 ml de
capacidad unido herméticamente a una columna rectificadora de 20 cm de
longitud; esta columna se oponia al arrastre mec&nico del liquido y hacia
caer de nuevo al matraz vapores que no correspondian al etanol. El

destilado pasaba luego a través de un refrigerante tipo Vest de 40 cm de

longitud, y a través de un tubo de goma se recogia en un matraz aforado de
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igual volumen que el utilizado para medir la cantidad de vino a destilar, y
en el que se habian afiadido algunos mililitros de agua destilada para crear
un cierre hidréulico con la goma.

En el baldén de 1000 ml se -colocaron 200 ml del vino problema, el‘cual
se neutralizé con Ca(OH)- para evitar que se escapara el etanol en forma de
gas y que sustancias volétiles, como SOz, CO- o &cido acético, salieran por
el destilado yialteraran lé medida. También se le colocé piedra pémez para
facilitar 1la ebullicibn. Una vez conseguida la neutralizacién, se calent$
el baldn y se recogié un volumen de destilado de unos 150 ml (cantidad
citada como suficiente para contener todo el etanol del vino [284]1). Tras
lavado de la goma se retiré y enfrié el matraz aforado, enrasando hasta 200
ml con agua destilada, que era el volumen iniciAI puesto a destilar.

la muestra hidroalcohflica se homogeneizf, se pasé a una probeta, y se
introdujo wun alcohéme?ro calibrado a 15/15, leyendo tangente por la parte
irferior del menisco. Se procurd que la temperatura de la muestra fuer& de
15°C, y en caso contrario ée corrigié el valor mediante tablas;
posteriormente se buscé 1la correspondencia en tablas entre °Al5/15 y

°A20/20, que es como debe expresarse [2841].

2.4.6.- MEDIDA DE LOS AZUCARES REDUCTORES.

Los mostos y vinos contienen pentosas y hexosas que constituyen los
aztcares reductores, llamados asl porque son capaces de reducir los licores
alcalinos cfipricos. Las hexosas son los azlicares mayoritarios, estando en
concentraciones de 150 a 250 g/l1. Entre las hexosas presentes en el vino
encontramos D-glucosa y D-fructosa mayoritariamente, y D-galactosa en menor
proporcién..Las pentosas se encuentran en pequeflas cantidades, pudiendo ir

de 0.3 a2 2 g/l. Las pentosas contenidas en 1los vinos son L-arabinosa,

a
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D-xilosa, D-ribosa y L-ramnosa [2841].

La dosificacidn de los azficares reductores en las muestras se llevd a.
cabo por el método de decoloracisn del 1licor de FEHLING [284]1. Este licor

Se compone de dos soluciones cuyas composicicnes son las siguientes:

Solucidén A: CuSO, + 5 Hz0 34.64 g
' Ha0 " hasta 500 ml

Solucién B: Tartrafo potésico , 173 » g
NaOH » : 50 g

Hz0 hasta 500 ml

‘Estas dos soluciones se mezclan al 50% y 1; solucldn resultante se
ajusta con agua de forma que 10 ml del reactivo final sean decolorados por
10 ml de una solucién de 5 g/l de azficar invertido [284].

En el licor de FEHLING el cobre esta como hidréxido-cﬁprico, y por
ello es de color azul. La funcién del tartrato potésico es 1la de
solubilizar al Cu(QOH):. La determinacibn requiere de:

- Proceso de decoloracién. Este método requilere que se opere sobre
soluciones agucaradas lo mAs exentas posible de materias extrafias,
especialmente polifenoles, perfectamente decoloradas ¥y que conserven
su limpidez durante el tiempo que dure la determinacién. En nuestro
caso la decoloracién la realizamos con carbén en polvo, previamente
saturado de materias reductoras. Se mezclaron 100 ml de vino con 4 g
del carbbn, se pasaron a través de papel de filtro y el liquido claro
resultante se pasé a una bureta.
- Proceso de reduccifn. En un matraz esférico de 250 ml se colacaron 10 ml
de 1licor de FEHLINEG, 40 Ql de agua destilada y piledra pdmez,
llevandose a ebullicién. Fuera del fuego se afiadié gota a gota el vino

decplorado de la bureta, llevadndose de nuevo a ebullicidn sin dejar de
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agitar. El proceso se repitid hasta que el color azul del 1licor de
FEHLING hubiera desaparacido por completo, y apareciera un precipitato
de color rojo correspondiente al Cuz0 en el fondo, dejando_el
sobrenadante completamente tranéparente.

La cantidad de azficares reductores contenidos en el viﬁo viene dada

por la siguiente expresién:
y =50/ x

donde (y) es la cantidad de azficares reductores en g/1, y (x) el volumen en

ml vtilizados para decolorar el licor de FEHLING.

2.4.7.- MEDIDA DEL EXTRACTO SECO.

El extracto seco total del vino es el peso del residuo fijo obtenido
tras la evaporacifén de las sustancias volatiles. Su célculo.se puede
realizar evaporando una porcién de vino y pesando el residuo sbélido
restante. Hay dos m&todos que se.basan en este procedimiento: uno realiza
la evaporacidén en bafio durante 6 horas a 100°C y a presién atmosférica; sin
embargo, las criticas sobre la validez de este método han sido muchas. Por
ello la Convencidén Internacional sobre Analisis de Vinos establecif un
método estandarizado que consistia en 1la evaporacién a 70°C a presién
reducida y con aire seco. Por otro lado, es posible también el célculo del
extracto seco a partir de 1la densidad relativa mediante la férmula de
TAVARIE (ver Apartado 2.4.3 de este Capitulo). La aplicacién de esta
férmula nos lda la  densidad del residuo sin alcohol [210]1. 1La
corresponéencia entre esta densidad y la cantidad de extracto seco total en

gramos por litro viene establecida por unas tablas [284]. La relacibn entre-—
B!BL"‘TECA

. - PRSP
H—(.‘.;—LI Le ~e T.(.‘LL,I\:L‘E.
A

VALENICA

. -
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ambos valores viene dada por la expresién:
E, = (d, - 1) x 2.6x10®

donde E, es el extracto seéo expresado en g/1 segln VINDISCH y 4, es la
densidad correspondiente al extracto seco (densidad del residuo sin'
alcohol?) [2841].

Dado que numerosos autores han constatado. la validez del cédlculo
matemidtico reséecto a los valores obtenidos por evaporacién a 70°C a
presién reducida [284], nosotros hemos hallado nuestros extractos secos

utilizando el procedimiento anteriormente descrito.

2.4.8.- MEDIDA DEL EXTRACTO NO REDUCTOR.

El extracto no reductor (E,) se halla por diferencia entre el extracto

seca (E,> y los azficares reductores (y):

-

El extracto no reductor constituye el conjunto de sustancias fijas
distintas de los azficares que quedan tras la evaporacién de las sustancias

volatiles del vino [284].

2.4.9.- MEDIDA DE LA CANTIDAD DE CEKRIZAS.

las cenizas son aquellas materias minerales que permanecen al calcinar

el extracto seco hasta que queda desprovisto de todo indicio de carbdn. Del
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peso de las cenizas, de su aspecto y de su reaccién mis o menos alcalina se

pueden extraer conclusiones sobre falsificaciones de los vinos.
La determinacifn del peso de las cenizas supone dos etapas:

a) Primera calcinacifn: 20 ml de vino evaporado se colocan en una capsula
con unas gotas de acéite y se sitfia sobre un.foco calorifico. Allf se
mantiene hasta que deje de ‘emitir humo.

b) Segunda‘caiéinac;bn: La cépsula éé coloca en una mufla que no supere los
525°C, y se saca cuando las cenizas presentan un color caracteristico

grisaceo, sin ningfin punto negro de carbbn [284].

2.4.10.- MEDIDA DE LA ACIDEZ TOTAL.

La suma de las funciones &cidas libres, no combinadas por bases, o la
suma de los hidrégenos &cidos procedentes de los &cidos totalmente libres y
de los que lo estén en parte, constituye la acidez total del vino [284].

la determinacién de la acidez total se realiza por titulacién del virno
en presencia de un indicador que vire a pH neutro y de wuna solucién
;alorada de NaOH [284]. La medida de la acidez total se expresa como g/l de
dcido sulffirico o de &acido tartarico. Nosotros lo realizamos como g/l de

acido tartérico, para lo cual utilizamos la siguiente expresién [129]:
Ay, =v - 0.75

donde (A,) es la acidez total expresada en g/l de &cido tartarico, y (v) el
volumen de NaOH 0.1 ¥ empleado para neutralizar.

La técnica consistié en valorar la cantidad de &cidos presentes en 10
ml] de vino. Se utilizé como indicador fenolftalefna, y como base ¥aOH 0.1

K.
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2.4.11.- MEDIDA DE LA ACIDEZ VOLATIL.

La definicién de acidez volatil fue suministrada por FONZES-DIACOR y
JAULMES en 1930: "la acid;z volétil es el conjunto de &cidos grasos de.lg
serie acética que se hallan en el vino"; se excluyen pof tanto de esta
definicién el &cido 1l&ctico, el succinico, el carbbénico, y el anhidrido
sulfuroso [284).

La mayoria de los procedimientos para 1la determinacibn de la acidez
volstil se fundan en 1la destilaciétn del vino y el arrastre de las
sustancias voladtiles mediante vapor de agua. Nosotros realizamos 1la
determinacifén segiin el m&todo de GARCIA TENA [129], que se basa en que cada
dcido wvolatil de wuna mezcla destila independientemente, seglin su "ley de
destilacidn”. Ekpresamos la acidez wvolatil como g/1 de &cido acético,

aunque también se puede expresar como g/l de H=SO..

2.4.12.- MEDIDA DEL ARHIDRIDO SULFUROSO TOTAL Y LIBRE.

El SO- infroducido en un vino se combina en pocas horas con sustancias
que presentan una funcién carbonilo, pero parte de &1 también queda sin
combinar en forma de ion bisulfito, constituyendo el SO- libre. El SOz
total es la suma de las fracciones libre y combinada.

El fundamento de la cuantificacién del SO total y libre se basa en la
oxidacién de éste por el iodo molecular en medio &cido. El medio debe ser
&cido pues de lo contrario el 1. oxida a los polifenoles del wvino; ademas
al entrar en juego el SO- libre la reaccién no es cuvantitativa en un medio

no acido.
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Para la determinacifn del SO. total seguimos uﬁ método volumétrico que
consisti en afiadir 10 ml de una solucién 1 § EOH a 20 ml de vino, para
favorecer que el SO. combinado pasara a libre. Tras agitar, dejamos reposar
15 minutos con el matraz tapado para evitar evaporaciones. Posteriormente,
,sé‘ aﬁadieron 5 .ml de H»S0,. 0.33 ¥ y 2-3 ml de una solucién de 10 g/1 de
almiddén como indicador. Se wvaloréd con una solucién de 1ipodo 0.02 ¥,
vmﬁltiplicéndoée‘lé cantidad de iodo empleada por 0.032 para hallar la
concentracién de S0- total en g/1 [129]. |

Para la estimacién del SOz libre se siguif6 un esquema similar, pero
sin afiadir KOH: a 50 ml de muestra se afladieron 5 ml de H=S0, 0.33 ¥ y 1-2
ml de una solucidén de 10 g/l de almidén. Se valorb también con iodo 0.02 §,
y se multiplicd el volumen necesario de ioda por 0.0128 en este caso para
obtener la cantidad de SO: libre en g/l [129]..

La fraccidén de 8S0: combinado se obtuvo por diferencia entre el SOz

total y el libre [120]. ' '

2.4.13.- MEDIDA DEL CONTENIDO EN HIERRO.

~ El vino contiene siempre hierro en pequeflas cantidades, el cual puede
tener dos origenes: uno intrinseco, el jugo de la uva, y otro extrinseco:
tierra que ensucia las uvas, mala manipulacién, contaminacién en el momento
del transporte por los equipos metdlicos de la bodega, etc.

Es importante conocer la concentracién del hierro en los vinos, ya que
éste en cantidades superiores a 10 mg/l y en vinos con oxigeno disuelto
puede dar lugar a quiebras por unién a la materia colorante o al &cido
fosfsrico en forma de Fe*?¥,

La determinacidn del contenido en hierro de las muestras se realizd

por el método del tiocianato. Este método se basa en la propiedad que tiene
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el tiocianato de colorearse de rojo en presencia de Fe*® libre. Se requiere
la preparacién de una curva patrdén de Fe*®, y el contenido se expresa en
mg/1 [284].

Para realizar el ensayo se tomaron 10 ml de las muestras de vino y
patrones (p.e. 3, 6, 9, 12, 15 y 18 mg/ml de FeClsz), y se afladié a cada
tubo 1 ml de.Hbl puro diluido a la mitad, y i ﬁl de una solucibén al 20% de
KSCN. En este momento la coloracién rojé obtenida correspondia al Fe*®
existente‘en las muestras. Seguidamente se afladieron a cada tubﬁ 5 gotas de
agua oxigenada de 10 volGmenes, oxidando el Fe*® y determinédndose asi el
hierro total. Por comparacitén de los colores obtenidos en cada muestra de
vino frente a los patrones se establecié el hierro contenido en cada caso

[284].

2.4.14.- DETERMIFACION DE LOS COMPUESTOS FEFOLICOS TOTALES EF LOS VINOS.

Los fenoles en el vino varian desde compuestos relativamente simples,
Cuyo origen son las vides, hasta sustancias complejas del tipo de taninos,
cuyo origen es la madera de los barriles donde se envejece el vino. Los
fenoles también pueden proceder de 1los aromas artificiales u otras
sustancias afiadidas al vino. Estos compuestos fendlicos son importantes por
diversas razones: proporciocnan color al vino, son responsables de la
astringencia y son capaces de reducir al oxigeno oxidindose a su vez y
produciendo el "pardeamiento” del vino.

Existen varios métodos para la determinacién del contenido total de
fenoles en vinos; de todos ellos los mis empleados han sido el de FNEUBAUER-
LBVENTAL y el de FOLIN-DEFNIS [7]. El primero fue durante algin tiempo el
método oficial de la "Association of Official Analytical Chemisfs", pero se

sustituyd mis tarde por el de FOLIN-DEEIS. Mas recientemente, el reactivo
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FOLIN-DEXIS se reemplazé por el de FOLIN-CIOCALTEU.

El procedimiento se basa en la 'reduccién del wolframato sédico y del
molibdato s6dico (componentes del reactivo de  FOLIN-CIOCALTEU) por
oxidacidn de‘ los fenoles (IG22). Tras disponer 1 ml de vino, diluido si
hace faita, en ﬁn matraz afufado de .100 ml se afiaden 5 ml del reactivo de
FOLIN-CIQCALTEVU y‘10 ml de una solucidén de carbonato sbdico al 20% (p/v).
Se enrasa a 100 ml y, tras reposo de 30 minutos, se lee la absorbancia a
765 nm en cubetas de 1 cm de paso de 1luz [7]. La absorbancia seri
proporcicnal a la concentracidn de compuestos fenblicos. Para expresar esta
absorbancia en mg/l de fenoles totales se realiza una curva de calibrado
construida con distintas concentraciones de &cido galico (disolucién
reserva de fenol). La absorbancia que presentan estas soluciones patrén a
765 nm se representa frente a la concentracién de fenoles totales
(expresada en miliequivalentes de &cido gélico). Los'valores de fenoles

totales en el vino se hallarédn por interpolacibén en la curva patrén [71.

2.4.15.- DETERMINACION DE LA IBTERSIDAD COLORAKTE.

E]l problema de la definicifén del color de los vinos ha avanzado mucho
desde el advenimiento de los mEtodos  espectrofotométricos. La
caracterizacién del color se reduce a traducir por valores simples la curva
de absorcibn del vino.

En el caso de los vinos blancos, no existe ningln pico de absorbancia
en el espectro visible, aunque se presenta un miximo a 270-280 nm. Se han
realizado escasos estudios sobre la apreciacién del color de los vinos
blancos, si bien puede decirse que la medida de la absorbancia a 440 nm con
cubetas de 1 cm de paso de luz, es un procedimiento simple que permite el

estudio de la oxidaci6én de estos vinos.
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En el-caso de los tintos, mejor caracterizados, los vinos j6évenes
muestran un miximo de absorcién a 520 nm responsable del color rojo
definido, debido a 1los antocianos de la.uva; por otro lado, presentan un
minimo a 420 nm. Cuando el vino envejece, el miximo a 520 nm tiende a
desaparecer y el minimo de 420 nm a aumentar. Esto corresponde a un
incremento del color amarillo (420 nm) en relécién con el rojo (520 nm), 1lo
cual explica la evolucién de un c¢olor rojo definido bhacia un tinte )
rojo-aﬁaranjado,

Para definir el matiz del color de vinos tintos o rosados, SUDRAUD
propuso utilizar la relacién de las absorbancias a 420 y 2 520 nm; estos
valores permiten comparar entre si vinos influenciados por diferentes
factores: vinificacién, conservacién, afiejamiento, etc. [284].

La intensidad coloraﬁte y el tinte de un vino tinto o rosado vienen’
pues definidos por las siguientes expresiones, que son las que bhemos

seguido para nuestras muestras:

I = Dazo + Dezo

=]
I

= Dazo / De=zo

donde (I) es la intensidad colorante, (D) la densidad éptica medida en
cubeta de paso de luz de 1 cm en el caso de rosados y 0.1 cm en el caso de
tintos para la longitud de onda especificada, y (T) el tinte o matiz del

vinp.
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2.4.16.- DOSIFICACION DEL CONTENIDO EF ACIDOS MALICO Y LACTICO.

El interés inicial que para nosotros presentaba la deteccitn de estos
&cidos era el seguimineto de la fermentacién  maloléctica en vinos. Para
ello empleamos un método cualitéfivo sencille y rapido: la cfométografié én
papel. Es un sistema comunmente empleaﬁo en bodega para observar la marcha
de la fermentacién maloléctica. Se puede realizar taﬁbién con esta técmica
una aproximacién semicuantitativa de las concentraciones de &cidos milico y
lactico midiendo las superficies de las manchas y comparéndolas con las
superficies de soluciones conocidas de estos &cidos, ya que la relacibn
entre superficie y concentracién es directa [284].

De cada muestra obtenida se +tomaron 10 pl y se aplicaron sobre un
papel Vhatman 3 MM; una vez seca la muestra se volvieron a aplicar otros 10
#l en el mismo punto y se dejé secar de nuevo. La cfomatografia se
desarrollé en un solvente-revelador compuesto por dos soluciones: la
primera f{formada por azul de bromofenol disuelto al 0.1% (p/v) en alcohol
n-butilico, y la segunda por un 40% (v/v) de &cido acé&tico glacial, 10%
(v/v) de &cido férmico, y 50% (v/v) de agua destilada. Estas dos soluciones
se mezclaron en proporcidn de 5 partes de la primera por 2 partes de la
segunda. Esta mezcla solvente-reveladora es una modificacién de la empleada
por KUNKEE et al. [170}- y RIBEREAU-GAYON et al. [284] (R. MICHELERA,
comunicacién personal). La modificacién consiste en que la fraccién &cida
del solvente estd constituida por &cido f6érmico y &cido acético glacial, y
no por uno sblo de estos &cidos, como ocurre en las férmulas de los autores

anteriormente citados.
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2.5.- MEDIOS DE CULTIVO.

En todos 1los medios que se resefian a continuacidén la composicidn se
expresa en cantidades para voltimenes finales de un litro, afiadiéndose el

agua destilada necesaria en cada caso.

2.5.1.- MEDIOS DE CULTIVO PARA HONGOS FILAMENTOSOS Y LEVADURAS.

- AA: Agar acetato de McCLARY [201]

Glucosa 1 g
KCl 1.8 g
Extracto de levadura 2.5 g
EaCH=COD - 3Ez0 8.2 g
Agar 20 g

El medio se esterilizdé a 121°C durante 20 minutos.

- AAR: Agar arbutina [165]

Arbutina 5 g
Extracto de levadura 5 g
Agar 20 g

Tras autoclavar a 121°C durante 20 minutos se afiadid wun 1% de una

solucibén de NH FeHCcHeO» al 1% esterilizada por filtracién.
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- AEN: Agar extracto de malta [201]

Extracto de malta 100
Agar 20

09 09

Se ajustt el pH a 5.4 y se esterilizé a 121°C durante 20 minutos.

- AG: Agar de GORODKOVA [201]

Glucosa 1 g
Peptona 10 g
¥aCl 5 g
Agar 20 g
Se esterilizé durante 20 minutos a 121°C.
- ASD: Agar sal de DAVIS {130, 1471
¥H, N0 1 g
(NH,)> S04 1 g
Fa-HPO4 4 g
KHzPO.4 2 g
FaCl 1 g
Extracto de levadura 1 g
Glucosa 10 g
Agar 15 g

El pH se ajustdé a 6.6 y se esterilizé a 121°C durante 20 min.

- BEX: ¥edio extracto de malta [201]

Extracto de malta 150 g
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Se ajustd el pH a 5.4 y se esterilizé a 115°C durante 30 minutos.

.- GCC: Medio de glucosa v carbonato cilcico [165]

Glucosa 50

g
Extracto de levadura , 5 g
CaCOu ’ 5 g
Agar , 20 g

Se esterilizé el medio a 121°C durante 20 minutos, y una vez enfriado
a 50°C se agité para resuspender el CaCOz, dejédndose los tubos

inclinados para su solidificacién.

- GL: Medio de glucosa al 50% [165]

Glucosa 500 g
Extracto de levadura ] g
Agar 30 g

Se esterilizé el medio a 115°C durante 30 minutos, dej&ndose los tubos

inclinados para su solidificacién.

- HX: Medio de harina de maiz [201]

Se agitaron 12.5 g de harina de maiz en 300 ml de H.0 a 60°C durante 1
hora. Se filtré a través de papel de filtro, se ajustd el volumen a

300 ml y se afiadieron 6 g de agar; se autoclavd durante 20 minutos a

121°C.
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-~ MB: Medio malta de BLAKESLEE [257]

Glucosa 20 g

Extracto de malta ' 20 g

Peptona micolégica 1 g

Se ajusté el pH a 5.5 y se esterilizé a 115°C durante 30 minutos. En

el caso de.que fuera medio stlido, se afiadi6 agar al 1.5% final.

- MV¥: Xedio basal de WICKERHAM [165]

Extracto de levadura

4.5 g
Feptona 7.9 g
Azul de bromotimol 0.04 g

Se ajustd el pH a 6.8 y se esterilizé a 115°C durante 30 minutos.

- VEFYB: Medio "Vitamin-Free Yeast Base” (Difco) [165, 2011

Se utilizé el medio en las cantidades y forma especificadas por el

fabricante.

-YCB : Xedio "Yeast Carbon Base" (Difco) [165, 201]

Se wutilizé el medio en las cantidades y forma especificadas por el

fabricante.
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~ YH: Medio extracto de levadura-extracto de malta [201]

Extracto de levadura 3 g
Extracto de malta 3 g
Peptona micolbgica 5 g
Glucosa 10 g

Se ajusté el pH a 5.5, y se esterilizé a 121°C durante 20 minutos. En

el caso de medio s6lido, se afiadié agar al 1.5% final.

- YNB: Medio "Yeast Eitrogen Base” (Difco) [165, 201]

Se utilizé el medio en las cantidades y forma especificadas por el

fabricante.

2.5.2.~ ¥EDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS ACETICAS.

- AM: Agar manitol [327]

Extracto de levadura 5 g
Peptona 3 g
Manitol 25 g
Agar 15 3

A este medio se le afiadi8 un indicador de pH para observar
acidificacién por parte de las colonias. El indicador utilizado
consistié en una solucién acuosa de verde de bromocresol al 2.2%
(p/v), afiadiéndose al medio a razdén de 1 ml por litro. Se ajusts el pH

del medio a 5.5 y se esterilizé a 121°C durante 20 min.
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- ¥C: Medio de CARR [58]

Extracto de levadura 30 g
Solucidén verde de bromocresaol 1 ml
Agar 15

la golucién de verde de bromocresol se prepard como en el AM. El pH
del medio se ajusté a 5.5 y se esterilizé a 121°C durante 20 min. Una
vez esterilizado se afladid etanol de 95° en proporcibén de 20 ml por

litro de medio.
2.5.3.- MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS LACTICAS.

- ATB: Medio de jugo de tomate Acido [ 1331

Peptona ' 10 g
Extracto de levadura 5 g
Glucosa 10 g
MgS0., « 7H=0 0.2 g
MnSO, -+ 4Bz0 0.05 g
Jugo de tomate 250 ml

Para preparar el medio, los 250 ml de jugo de tomate se maceraron con
750 ml de agua destilada durante 20 horas a 4°C. Posteriormente se
centrifugaron a 1000 x g durante 20 minutos y el sobrenadante se
filtré a través de papel Vhatman nQ 541. Se recogié el filtrado en un
matraz, se afiadieron el resto de 1los componentes, el pH se ajusté a
4.8 y se enras6é hasta 1000 ml. El medio se esterilizé durante 20
minutos a 121°C. Posteriormente se adicionaron 50 ml de cisteina « HC1

al 1% (p/v) esterilizados por filtracién.
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- BB: Medio basal para la produccién de &cido lactico [253] modificado

Triptona 20 g
Peptona 5 g
Extracto de levadura 5 g
Cisteina - HC1 0.5 g
Tween 80 0.05 ml

El pH del medio se ajusté a 5.5, y se esterilizp durante 20 minutos a

1210C.

- C: M¥edio basal de asimilacién de &cidos [79]

Peptona 10 g
Extracto de levadura 5 g
Glucosa 10 g
MgS0, « 7H=D 0.2 g
MnSQ, -« 1HzO 25 ng
Cisteina -« HC1 5 mg
Jugo de tomate 200 ml

El jugo de tomate se prepard como en el medio ATB. El pH final del

.medio se ajusté a 4.8, y se esterilizé durante 20 minutos a 121°C.

~FC : ¥edio basal de fermentacién de carbohidratos [133]

Peptona 15 g
Extracto de levadura 6 g
¥aCl 5 &
Verde de bromocresol 0.04 g
Agar 5 g
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El pH del medio se ajustd a 5.2, se repartié en tubos a razén de 5 ml
Por tubo, y se autoclavdé a 121°C durante 20 minutos. Los tubos se
enfriaron hasta 45°C y se suplementaron con 0.5 ml de la fuente de
carbono a ensayar. Los carbohidratos se prepararon al 2% (p/¥v),
excepto la L-arabinosa que se preparé al 5% (p/v), y se esterilizarom

separadamente por filtracidn.

- HFX: Medio homo-heterofermentativo [308] método de GIBSON ABD-EL MALEK

Glucosa 50 g
Extracto de levadura 2.5 g
Jugo de tomate (pH 6.5) 100 ml
Leche desnatada rehidratada 800 ml
Agar 3

Para este medio los 100 ml de Jjugo de tomate se utilizaron
directamente, y s6lo se corrigi6 el pH del mismo previamente a su
adicitn al resto de los componentes. El medio se esterilizé a 121°C

durante 20 min.

- JT: Medic de jugo de tomate [308]

Glucosa 10 g
Extracto de levadura 5 g
Peptona 5 g
KH-PO4 0.5 g
KC1 0.125 g
CaCl: - 2HzD 0.125 g
FaCl 0.125 g
MgSO, -« 7H=D 0.125 g
MnSO. + 4Hz0 0.003 g
Verde de bromocresol 0.03 g
Jugo de tomate 150 ml
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El Jjuge de tomate se prepard como en el medio ATB, ajustando en este

caso el pH final a 5.0. Se esterilizé a 121°C durante 20 min.

- JU: Medio de jugo de uva [308]

Jugo de uva ' 500 ml
Extracto de levadura 5 g
Acido sérbico 1.2 g

El pH del medio se ajustdé a 4.5. Se esterilizd a 115°C durante 30

ninutos.

- LT: Medio de leche tornasolada [147]

Leche desnatada en polvo 100 g
Tornasol 0.75 g

El pH del medio se ajustd a 6.8, y se esterilizt a 115°C durante 30

minutos.

~ LTGB: Medio de leche tornasolada, glucosa y extracto de levadura [147]

Leche desnatada en polvo 100 g
Tornasol 0.75 g
Extracto de levadura 3 g
Glucosa 10 g

El pH del medio se ajustd a 6.8, y se esterilizé a 115°C durante 30

minutos.



- MLO: Medio para Leuconostoc oenos [67]

Glucosa

Extracto de levadura
Fructosa )

Triptona

(NH4) 2HCgH=D-
Cisteina + HC1

MgS0, - 7Ho0

MnSO, - 1H=0

Tween 80

Jugo de tomate

El jugo de tomate se procesd como

10 g
5 g
5 g
10 g
3.5 g

. 0.5 g
0.2 g
0.05 g

1 ml
100 nl
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el medio ATB. El pH se ajustd a

4.8 y se esterilizé a 121°C durante 20 min. Para conseguir el medio

¥LO con

agar,

este componente

preparé por un lado a doble

concentracidn (5% para el medio sélido y 1% para el semis6lido), y por

otro el medio MLO también al doble. Ambos se

separado y se mezclaron posteriormente en voltGmenes iguales.

- MRS: Medio MRS (Oxoid) [93]

Se utilizé el medio en las cantidades y forma especificadas por

esterilizaron por

el

fabricante. En el caso de preparar medio s6lido se afiadié agar al 1.5%

final, y al 0.2% para el semisbélido.

- MRSF: ¥edio MRS de fermentacién (Adsa-Micro)

Se

utilizd

el

medio en las cantidades y forma especificadas éor el

fabricante. El medio se repartié en tubos con campana DURHAM y se

afiadis glucosa estéril hasta una concentracién final de 5 g/1.



- MRSK: Nedio MRS modificado [282]

El pH de este medio se ajustd a 4.2 y se esterilizd

nminutos.

- PM: Medio para la produccién de manitol [80]

Triptona

Extracto de carne
Extracto de levadura
KH-PO.,

NaCHACOO

(NH. )=S0,

MnSO, - 1H=D
HgSO.; . 7H20
CeHeD-

Glucosa

Fructosa

Sacarosa
Arabinocsa

Xilosa

Acido DL-milico

Triptona

Peptona

Extracto de levadura
Fructosa

Tween 80

[y
o

= a0 o

[y
gDV ODOoONDOTD U o

09 09 09 09 09 ("9 O3 09 09 09 0% 09 09 09 09

a

09 09 09 09
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121°C durante 20

El pH se ajusté a 5.5 y se esterilizé a 121°C durante 20 minutos. La

fructosa se esterilizé por separado mediante filtracién.
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- TJ: ¥edio para la asimilacién de &cido fumidrico [79]

Triptona 20 g
Peptona 5 g
Extracto de levadura 5 g
Glucosa ' 3 g
Lactosa 2 g
Cicloheximida 106 - mg
Jugo de tomate 200 ml

El jugo de tomate se prepard como en el madio ATB. El pH de este medio

se ajustd a 5.5 y se esterilizd a 121°C durante 20 min.

2.G.- CEPAS DE COLECCIOR.

A lo- largo del presente estudio, se wutilizaron varias cepas de
coleccifén como referencia en alguno de los trabajos que se llevaron a cabo.
Estas cepas fueron Lactobacillus brevis CECT216, Lactobacillus plantarum

CECT220 y Leuvconstoc oenos ML-34.

2.7.~- TECNICA PARA EL RECUENTO DE HONGOS FILAMENTOSOS.

Para el recuento de hongos filamentosos se realizdé una siembra en
placa sobre medio =6lido MB. Las muestras obtenidas en bodega se diluyeron
convenientemente en de suero fisiolégico estéril a pH 7.0. De cada dilucibn
se sembraron dos placas y el indculo se repartidé en la superficie del agar
mediante un asa Digraldsky. Posteriormente las placas se incubaron a 25°C

durante una semana.
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2.8.- TECHICA PARA EL RECUENTO Y AISLAKIENTO DE LEVADURAS.

Para el recuento y aislamiento de levaduras se'gscogié el método de
recuento en placa, que es el que proporciona una visifn precisa tanto del
nimero total de 1évaduras, como del de probables especies distintas. Este
objetivo no hubiera podido llevarse a cabo si se hubiera empleado un meftodo
de enriquecimiento, ya que se hubieran alterado tanto las cifras absolutas
como las proporclones relativas de las distintas especies.

4 la hora de escoger un medio para el recuento y aislamiento de
levaduras, nos enfrentamos a la duda de emplear un medio natural, como el
mosto de uva, o0 un medio sintético. Muchos autores son partidarios de
medios de aislamiento cuya composicién esté relacionada con el hébitat dél
que se pretente recoger las levaduras, en nuestro caso de mostos y vinos
(22, 7€, 209, 237, 262, 320]. La dificultad de obtencién de mostos frescos
en cualquier momento del afio, los problemas que plantea el no emplear un
m2dio de cultivo de composicién siempre definida, la presencia de posibles
inhibidores  del crecimiento levaduriforme en los mostos (como la
botriticina producida por EBotrytis), y el riesgo que supone la utilizacibn
de jugos comerciales que puedan contener inhibidores del crecimiento como
conservantes, han decidido a muchos autores [ 75, 236, 261, 287, 289, 3031 y
a2 nosotros misﬁos a emplear un medio sintético. La mayor parte de los
investigadores usan medios a base de extracto de malta, peptona y, a veces,
extracto de levadura. Nosotros escogimos el medio MB que contiene extracto
de malta, peptona y glucosa en una proporcidén que se aproxima a la
concentracisén de azficar en los mostos, y el medio ASD (a base de extracto

de levadura, glucosa y sales minerales) que seglin GARCIA MAIQUEZ [130]) daba
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buenos resultados en el aislamiento de 1evadur55. Tanto al ASD como al agar
MB se les afiadié una solucién estéril de &cido citrico al 10% esterilizada
por filtracién hasta hacer descender el pH a2 3.5. Se prepararon Atambién
placas de agar MB a las que se les mantuvo el pH a 5.5, y a las que se
afiadis difenilo (estérilizado por filtracidén) hasta una concentracién final
de 0.1 mg/ml a fin de inhibit el desarrollo de mohos [183].

Las muestras se sembrafon, una vez diluidas convénientemente, sobre
placas de agar de estos medios modificados. Las placas se incubaron a 25°C
durante 3-5 dias.

Para observar el nfimero de cepas distintas que aparecian en las
placas, se anotaron 1los diferentes +tipos coloniales que crecieron y el
nimero de representantes de cada uno. Se operd con la premisa de que cada
morfologia  colonial representaba una cepa distinta. Las colonias
seleccionadas se éembraron sobre placas de MB a fin de purificarlas

convenientemente.

2.9.- TECNICA PARA EL RECUENTO DE BACTERIAS ACETICAS.

los medios s6lidos empleados para el recuento de bacterias acéticas
fueron el ¥C 7y el AM. En este caso, al igual que en de las levaduras, se
trabajé coh dos medios para elegir el mis conveniente. En ambos casos la
presencia de acéticas se detectS por el viraje de color del medio alrededor

de las colonias positivas.

la inoculacib6n de las placas se realizd tras dilucidén de las muestras,

y éstas se incubaron a 28°C durante 3-5 dias.
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2.10.- TECNICA PARA EL RECUENTO Y AISLAMIENTO DE BACTERIAS LACTICAS.

Las bacterias lédcticas pueden ser ailsladas del vino por tres
procedimientos generales:

a) el primero asume que las bacterias 1lacticas pueden presentarse en el
vino en bajo nﬁmern,ry por ello se requiere un enriquecimiento en
medio liquido antes de ser sembradas en placa [ 79, 211, 212, 213,
343]. VIBOVO et 2l1. [344] afirmen que la principal desventaja de este
sistewa es que proporciona informacibén sb6lo de la presencia o ausencia
de bacterias lacticas, pero no permite la cuantificacién de las
mismas.

b)> Un segundo procedimiento de aislamiento consiste en la inoculacién de
las muestras de mosto o vino directamente en placas de agar (27, 71,
72, 90, °1, 115, 166, 179, 183, 217, 234, 285,  202]. Este sistema
puede ofrecer informacién acerca de las frecuencias relativas de las
diferentes especies de bacterias lécticas. En este caso se realiza un
recuento de células viables, pero a.causa del pequefio volumen de la
muestra inoculable en placa, no es posible detectar bacterias si su
concentracién en los mostos es inferior a 10 células por mililitro
(344, 234].

c) El tercer método se basa en la filtracién de volGmenes mayores de vino a
través de membranas esterilizantes. Las células presentes en las
muestras son retenidas en la superficie de la membrana, y son capaces
de desarrollar colonias una vez &sta ha sido incubada sobre el égar
[234, 268, 344]. El inconveniente principal de este sistema es la
posible colmatacién de los filtros si se procesan mostos en las
primeras fases de fermentacidén, debido a la gran cantidad de
sustancias y levaduras en suspensién. También un elevado nlmero de

levaduras puede enmascarar el crecimiento de las bacterias sobre el
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filtro.

El medio de cultivo ideal para los aislamientos de bacterias lacticas
deberfa permitir el crecimiento de todas las especies de Lactotacillus,
Fediococcus y Leuconostoc que se encuentran en el vino. Esge medio ideal mno
existe debido a la complejidad de requerimientoé nutricionales de las
bacterias lacticas [234)., Uno de 105‘ medios de ciultivo més empleados para
el aislamiento de bacterias lacticas es el agar MRS {241} y el agar MRS
modificado [2821. El medio MRS desarrollado por MAN e; al. [93) bha sido
recomendado por un Subcomité del Comité Internacional de Nomenclatura
Bacteriana en 1068. Este medio resulta muuy adecuado sea cual sea el
bh&bitat del cual han sido aisladas las bacterias l&cticas.

De los .tres procedimientos -anteriormente mencionados, nosotros
elegipos el primer procedimiento, realizando un enriquecimientd en medio
KRSK adicionado de alcohel feniletilico a wuna concentracién final de 3
mg/ml, a fin de evitar el crecimiento de levaduras y bacterias.Gram
negativas [57]. Dado que +también nos interesaba conocer la evolucién del
nlmero de bacterias a lo largo de la fermentaci6én, aplicamos por primera
vez para las bacterias lacticas un método de recuento de viables compatible
con el aislamiento por enriquecimiento: la té&cnica del Fomero Mas Probable
(NMP) [147]. FPara el recuento se utilizaron tres series de tres tubos con 9
ml de MRSM selectivo cada uno. En cada serie se sembré 1 ml de las muestras
directas y/o diluciones decimales crecientes de las mnismas. Los tubos
sembrados se incubaron a 28°C durante 3-5 dias, al cabo de 1los cuales se
anotd el nGmero de tubos que presentaban crecimiento en cada serie,
obteniéndose de esta manera una combinacién de tres nlimeros que se denomina
"nimero significativo”. Este nfimero significativo se bizo corresponder con

el nfimero mids probable de bacterias por mililitro en las tablas de McCRADY

[147]1.
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A partir de los tubos FMP positivos se realizd el aislamiento de las
bacterias lacticas crecidas en el medio de enriquecimiento selectivo,

mediante siembra por estria en placa de MRS.

2.11.- SISTEMAS DE CONSERVACION DE LEVADURAS Y BACTERIAS LACTICAS.

Las técnicas de conservacién de levaduras y bacterias lacticas
empleadas han sido dos: mantenimiento de cultivos en medios nutritivos
agarizados y refrigerados a 4°C, y adem&s la liofilizacién de cultives
crecidos.

Las cepas de levaduras aisladas de 1las placas de recuento fueron
purificadas por siembra en estria sobre placas de MB. Una vez purificada,
cada cepa se sembrs en dos tubos de agar YK inclinado, y tras dos dias de
incubacién a 28°C se almacenaron en cémara fria a 4°C. Se realizaron
resiembras de las mismas cada tres meses en el mismo tipo de medio. Dado
que las ciertas cepas perdian viabilidad muy deprisa y habia que
resembrarlas con tanta frecuencia, se pensé en wvutilizar un sistema de
conservacidén menos costoso y mi&s eficaz. Por ello se recurriéd a la
licfilizaciénr de cultivos crecidos en MB s6lido inclinado durante 24-48
horas. Estos cultivos se recogieron con una solucién de glucosa al 7.5%
estéril para proteger a los microorganismos de los efectos de la
congelacidén, obteniéndose una suspensidén muy concentrada que se congelaba
en nitrégeno 1liquido, y se 1liofilizaba en  tubos adecuados que
peosteriormente se cerraban al vacio. Con este sistema se evitaba el
problema de la muerte de las cepas y el costoso proceso de las resiembras.
Tras la liofilizacibn, se comprobaba la viabilidad de los 1iéfilos mediante

crehidratacién de un control y siembra en MB.



Por su parte, las cepas de bacterias lacticas purificadas sobre placas
de MRS fueron sembradas por picadura en tuboé con medio MRS semisblido, ya
que el caréicter de este medio favorece la conservacién de los
microorganismos microaerdfilos como las bacterias léacticas. las resiémbras
de estos microorganismos debian hacerse al cabo de 1 6 2 meses.

Las ventajas de la 1liofilizacidén como medio de conservacidn eran
también aplicables a este tipo de organismos. En el caso de las bacterias
lacticas las cepas a liofilizar se hacian crecer en un medio liquido MRS a
28°C durante 1 a 3 dias segfin las cepas. Tras haberse conseguido un cultivov
denso éste se centrifugaba para recoger las células; éstas se lavaban con
&cido glutémico 0.067 ¥ y se volvia a centrifugar. El sedimento se recogia
con una peguefia cantidad de &cido glutémico a fin de conseguir una
suspensién concentrada, la cual era ‘repartida en tubos especiales para la
liofilizacibén. En este caso el medio protector de las células era el Acido
glutémico.'También en este caso se comprobaba la viabilidad de los cultivos

sometidos a la liofilizaci®dn.

2.12.- TECFICAS PARA LA IDERTIFICACICN DE LEVADURAS.

En la evolucién de la taxonomia de las levaduras podemos distinguir
tres periodos, caracterizados por el establecimiento de distintos criterios
de clasificacién. En un primer periodo son los caracteres morfolégicos los
que prevalecen a la hora de identificar. El segundo periodo se caracteriza
por una mayor estandarizacién de los criterios sistemiticos, principalmente
morfolégicos, que culmina con 1los estudios de LODDER y KREGER-VAFN RIJ
(1982) seguidos en 1970 por LODDER que publica el libro "The Yeasts, a

Tazonomic Study”. En el tercer periodo a 1los criterios morfolégicos ¥y
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fisiol6gicos se a&fiaden criterios moleculares, Que han venido a resolver
relaciones entre especies y géneros [116].

Cuando iniciamos nuestros trabajos de aislamiento e identificacién de
levaduras, contdbamos con los trabajos de VICKERHAX (1951, 1952) y los més.
actuales de LODDER (1970); en ésfos Gltimos se basaban la gran mayoria de
investigadores para realizar taxonomia de levaduras.

En‘ ﬁn ffincibib ia clasificacién de nuestras cepas siguibé los
criterios de este autor, pero dado que en curso de las investigaciones
aparecieron dos nuevas obras, "The Yeasts” (BARNETT et 21., 1983 [181) ¥y
" The Yeasts, a Taxonomic Study” (KREGER-VAR RIJ, 1984 [165]1), las
primitivas pruebas fueron ampliadas y la clasificacidn revisada, incluyendo
nuestras cepas en las especies definidas segln los mis recientes estudios
taxonbémicos.

De esta forma, 1la mnetodologia que seguimos finalmente fue la

siguiente:

[SM)
-
N

.1.- OBSERVACION DE LAS CARACTERISTICAS DE LA REPRODUCCICN VEGETATIVA.

2.12.1.1.- ¥ODO DE REPRODUCCION VEGETATIVA.

.— CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS VEGETATIVAS.

&
-
o
-
¥

~ Forma y tamafio en medio EM [201].

- Formacién de pseudomicelio y micelio verdadero en placa de agar HK
segln la técnica de DALMAUV [201].

- Formacidén de endosporas asexuales en AEM [201].

- Formacién de clamidosporas en AEM [201].



127

- Formacién de ballistosporas en los medios AEM y HN segfn la

técnica de KREGER-VAN RIJ [165].

2.12.2.- CARACTERISTICAS SEXUALES.

Formacidén y caracteristicas de ascas y ascosporas sobre los medios AG

y AA [201]. La observacifn de 1la presencia de ascoéporas se realizd

mediante tincidén con verde de malaquita segfn SCHAEFFER-FULTON [ 165].

2.12.3.- CARACTERES FISICLOGICOS Y BIOQUIMICOS.

Las caracteristicas fisiolégicas sirven para describir, diferenciar e
identificar especies, géneros y cepas. las caracteristicas mas Gtiles para -
las identificaciones rutinarias son aquéllas_ que se refieren a la
utilizacién de fuentes de carbono y nitrégeno, requerimientos de factores
de crecimiento, crecimiento a elevadas temperaturas y en medios de elevada
presién osmdtica, formacién de metabolitos caracteristicos, 'y

susceptibilidad de la levadura a los antibibticos.
2.12.8.1.- UTILIZACION DE COMPUESTOS DE CARBONO.

- Fermentacibn de carbnhidratoé.

Se utilizd para este ensayo el medio basal de WICKERHAM [165],
ensayéndose los siguientes azficares: galactosa, glucosa, lactosa, maltosa,
melibiosa, rafinosa, sacarosa y trebalosa. Estos compuestos se prepararon
en solucidn acuosa al 6% (p/v) (12% para la rafinosa), y se esterilizaron

por filtracién; posteriormente, se afiadieron al medic basal estéril, de
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modo que la concentracién final de los azficares en el medio era del 2% (4%
Para la rafinosa). Estos tubos se inocularon con 0.1 ml de una suspensibn
hecha a partir de 4.5 ml de agua estéril en un tubo de agar de MB crecido
con levaduras durarte 24-48 horas.

Los tubos se incubaron durante 21 dias a 28°C; y ia prueba de
fermentacién se dio por positiva si a lo largo de este periodﬁ-se observaba
desprendimiento de gas en las campanas DURHAM y cambio de color en los
tubos. Las lecturas se realizaron diariamente 1la primera semana; y - luego

semanalmente.

- Asimilacibén de carbohidratos.

En este caso se empled como medio basal el YRB, ya que en estos
ensayos es totalmente necesario usar productos estandarizados con alto
grado de pureza, carentes de toda contaminacién que pudiera llevar a
resultados erréneos. Las sustancias ensayadas en esta prueba como posibles
fuentes de carbono fueron: A&cido citrico, &cido succinico, adonitol,
almiddn soluble, arbutina, celobiosa, D-arabinosa, D-manitol, D-ribosa,
D-xilosa, eritritol, galactosa, glicerol, glucosa, inositol, L-arabinosa,
L-ramnosa, L-sorbosa, lactosa, maltosa, melecitosa, melibiosa, rafinosa,
sacarosa y trehalosa. Estos productos se prepararon al 5% (p/v) (10% para
la rafinosa) y el medio basal YNB se preparté concemtrado 10 veces; todos
ellos se esterilizaron por filtracién. De esta forma se prepararon tubos
con 5 ml de medio con concentraciones de carbohidrato finales del 0.5 6 1%
(p/v).

La inoculacién de estas pruebas se realizé con 0.1 ml de un cultivo
crecido en YNB con glucosa al 0.1% (p/v) diluido con YNB hasta obtener una
turbidez correspondiente al punto 2 de la escala McFARLAND [114]. Los tubos
se incubaron durante 28 dias a 28°C, realizéndose las lecturas_diariamente

la primera semana y luego semanalmente.

»
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= Dasdoblamiento de la arbutina,

El desdoblamiento de la arbutina es una prueba para evidenciar 15
actividad f-glucosidasa en las cepas de levaduras. Si existe este enzimA{
la arbutina se hidroliza 1liberando hidroquinona, la cual produce éolar
negro al combinarse con las sales férrfcas éolubles incorporadas al medio.
| Los bfubos  de medio AAR inclinado se sembraron por estria, y se incubéron
durante 5 dias a 28°C. El desdoblamiento de la arbutina‘se evidencit por la.

‘aparicién de color negro en el medio.
2.12.3.2.- ASIXILACION DE COMPUESTOS NITROGENADOS.

las levaduras son capaces de utilizar diversas fuentes de nitrégeno,
como por ejemplo cadaverina, creatina, creatinina, etilamina,v L-lisina,
nitrato o nitrito. Lla capacidad o incapacidad de utilizar nitrato como
fuente de nitrdgeno como criterio taxonémico es muy importante, ya que
muchos géneros se caracterizan por su incapacidad para asimilarlo. Mientras
que la asimilacién de nitrato sirve tanto para diferenciar géneros como
especies, en el caso de la cadaverina, etilamina y L-lisina sélo pueden
discriminarse especies. Por ello, nosotros hemos realizado la prueba de la
asimilacién del nitrato a todas las cepas, mientras que el resto de
compuestos de nitrégeno sb6lo se bha ensayado en aquellas cepas que
necesitaban de ese resultado para la adscripcibén a una especie determinada.

las pruebas de asimilacién se llevaron a cabo seglin la técnica de
observacién del crecimiento en medio liquido (WICKERHAM [1651), utilizando
como medio basal el YCB. Las fuentes de nitrégeno a ensayar y el medio
basal YCB se prepararon concentrados 10 veces, y todos ellos se
esterilizaron por filtracién. De esta forma se prepararon tuﬂos con 5 ml de

medio, afiadiendo 0.5 ml de YCB 10 veces concentrado y 0.5 ml de la fuente
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de nitrégeno correspondiente 10 veces concentrada a 4 ml de agua estéril.
Las cogcentraciones de las sustancias nitrogenadas en el medio final fueron
(en g/1): cadaverina dihidroclorhidrato (0.68), etilamina clorhidrato
(0.64), XNO> (0.78>, L-Lisina (0.56), y Wa¥O-. (0.26).

La inoculacién de los tubos de asimilaqién de fuentes de nitr6éeno se
realizé como los de asimilacién de fuentes de carbono, y se procedié de

igual forma para la lectura de resultados a lo largo de 21 dias.

2.12.3.3.- CRECIMIEFTO EN MEDIO LIBRE DE VITAMINAS Y OBSERVACION DE

REQUERIMIENTOS VITAMINICOS.

La utilizaci6n de la prueba de 1la capacidad para crecer en un medio
mineral carente de vitaminas fue introducida por WVICKERHAN (1951). La
deteccitén de esta caracferistica ha de realizarse_sobre un medio minera;
completo, estandarizado y libre de vitaminas, como por ejemplo el VFYB.
Scbre este medio basal se pueden ensayar los requerimientos de vitaminas
tanto de forma individual como globalizada. Las vitaminas que se prueban
normalmente son las siguientes: 4&cido f6lico, &cido p-aminobenzoico,
biotina, inositol, niacina, pantotenato célcico, piridoxina, riboflavina y
tiamina. .

El medio VFYB se prepard 10 veces concentrado y se estérilizb por
filtracidén, preparédndose tubos con 5 ml de medio en el caso de que se
empleara para la prueba de crecimiento sin vitaminas. Si se ensayaban
requerimientos vitaminicos especificos, se afiadia la solucién de vitaminas
a probar concentrada 10 veces y esterilizada por filtracidén por separado.
Las cantidades de vitaminas en la solucién concentrada eran (en mg/l):
dcido félico (0.02), &cido p-aminobenzoico (2), biotina (0.2), 4inositol

(100>, niacina <(4), pantotenato célcico (20), piridoxina clorhidrato (4),

rivoflavina (2), y tiamina clorhidrato (4).
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Los tubos se inocularon de igual forma que las pruebas de asimilacidn
de compuestos de carbono, incubdndose a 25°C durante 7 dias. En algunas
ocasiones fue necesario el paso de un asa del cultivo crecido en el tubo a

otro igual estéril para confirmar el resultado de la prueba.

-

2.12.3.4.— CRECIMIENTO EN MEDIO CON ALTAS PRESIONES OSMDfICAS.

las levaduras aisladas a partir de sustratos con alto coﬂtenido en
azlicares o en sales son resistentes generalmente a altas presiones
csmbticas. Mientras que una gran variedad de cepas es capaz de crecer con
concentraciones de glucosa de hasta el 40% (p/p), pocas lo hacen con
cantidades del 50 al 70%. La capacidad de crecer con altas concentraciones
de azficar se determina mediante 1; observacién del crecimiento en medio GL,
que contiene el 50% '(p/p> de glucosa (165]. Los tubos inoculados se

.

incubaron a 28°C durante 21 dias.
2.12.3:5.- CRECIMIENTO A DIVERSAS TEMPERATURAS.

La capacidad de crecer a diferentes temperaturas se ensayt en medio KB
s6lido en tubo inclinado. Estos +tubos se incubaron a 37°C y 45°C. Se
probaron otras temperaturas cuando la clave de identificacifn de una cepa
asi lo requeria [165].

ﬁl tiempo que duré la incubacién fue de 2 a 4 dias. Si los resultados
np eran claros, se reinoculd otro tﬁbo a partir del dudoso, y se incub5 en
las mismas condiciones. Los resultados de este segundo tubo se tomaron como

definitivos.
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2.12.3.6.- PRODUCCION DE ACIDO ACETICO A PARTIR DE LA GLUCOSA.

la mayoria de los cultivos de levaduras producen trazas de &cidos.
Cuando se sintetiza gran cantidad de &cido acético, esta propiedad puede
emplearse como prueba diagndstica caracteristica del organismo, siempre y
cuando se observe bajo condiciones estandarizadas. Esté prueba se llevd a
cébo sﬁbfe medio GCC.

La prueba se dio como positiva en el caso .de que el CaCDs se

disolviera por accifn del &cido acético producido por el cultivo.
2.12.3.7.~ FORMACION DE COMPUESTOS AMILOIDES EXTRACELULARES.

ASCHNER et al. (1945) y MAGER y ASCHEER (1947) encontraron que algunas
levaduras, bajo condiciones de crecimiento adecuadas, eran capaces de
formar polisacdridos extracelulares, que daban color azul o verdeazulado al
ponerlos en contacto con una solucidn de ioduro [1651].

La realizacifn de esta prueba se "llevl a cabo en el medio YNB de
asimilacién de la glucosa. Tras los 28 dias de incubacién, se afiadié una
gota de solucidn de 1lugol a los tubos (KI 2 g, I= 1 g, H=0 300 ml). Se

consider6 la prueba positiva cuando aparecia un color azul.
. 2.12.3.8.~- RESISTENCIA A LA CICLOHEXIMIDA.

VHIFFEN en 1948 fue el prihero en informar que las levaduras diferian
en su sensibilidad hacia la cicloheximida [165]). Sus resultados indicaron
que las levaduras se pueden dividir en +tres categorias segln su
sensibilidad a este antibistico: las especies muy sensibles son inhibidas
por 1 pg/ml; especies moderadamente sensibles son inhibidas con 25 pg/ml; y

especies tolerantes no inhibidas por concentracicnes de hasta 1000 pug/ml.



133

Debido sin emﬁargo a que las cepas pueden adaptarse a concentraciones bajas
de cicloheximida, se ensayan dos concentracliones: 100 y 1000 pg/ml [165].

La resistencia a 1la cicloheximida se determind por crecimiento en
medio YNB + glucosa (10 g/1) + ciclocheximida (100 6 1000 pg/ml, diluida en
acetona). Este medio se prepard 10 veces concentrado y se esterilizf por
filtracién, siendo el volumen final en el ensayo de 5 ml. -

Loé .tﬁbés.sé éeﬁbraroﬁ coﬁn se indica en el Apartado 2.12.3;1 de este
Capftulo para la asimilacién de compuestos de carbono, y se incubaron a

28°C durante 21 dias y en agitacién.

2.13.- TECNICAS PARA LA IDENTIFICACION DE BACTERIAS LACTICAS.

El término "bacterias del . &cido l&ctico” describe un conjunto de
organismos que son conocidos principalmente por su capacidad de formar
&cido lactico a partir de una fuente de carbono fermentable. Al inicio del
siglo XX se observdé que este grupo de bacterias no ocupaban habitats
restringidos, y que presentaban caracteristicas morfolégicas y fislolégicas
muy diversas. A fin de delimitar estas bacterias dentro de uma estructura
unificada, ORLA-JERSEN (1919) propuso unos criterios para la demarcacifn
del grupo [3231].

los criterios usados por ORLA-JENSEN para diferenciar taxonémicamente °
a las bacterias lacticas fueron:

a) Morfolégicos: bacilos o cocos Gram (+) que no forman esporas, y no
presentan movilidad excepto determinados casos.

b) Fisioldgicos: presentan un metabolismo  fermentativo, que da como
producto final principalmente &cido lactico; son catalasa -,

microaertfilas o anaerobias; presentan requerimientos nutriciomales,
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son quimioﬁrganotrofas y mesbéfilas.

Aunque la descripcidn morfolégica y fisiolééica del grupo, tal como la
estableci® ORLA-JENSEN, no se ha alterada- significativamente, se han
realizado revisiones extensas dentro de las divisiones genéricas. Asi, de
los 6 géneros inicialmente establecidos (Bgtabacterium, Streptobacterium,
Thermobacterium, Betacoccus, Streptococcus y Tetracoccus), sélo‘el género
Streptococcus perdura en ei actual ésquema de clasificacidn [17];‘e1 resto
ha sido incluido en los géneros Leuconostoc, Pediococcus y Lactobacillus.

Los avances én metodologias y las modernas filosofias  sobre
clasificacién hacen que 1la taxonomia se halle en fase de constante
revisibén. Asi en la séptima edicién del "Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology” (BREED et al. [46]1) las bacterias l&cticas estaban incluidas
en una sola familia; sin embargo, en la octava edicién (BUCHANAN y GIBBOKRS
(47]) se distribuyeron en dos familias. En 1la séptima edicién la
élasificacién se basaba principalmente en las caracteristicas bioquimicas,
mientras. que en la octava las morfolégicas tenian cardcter preferente,
creadndose dos familias distintas en razén de las’mismas: Streptococcaceae y
Lactobacillaceae. La novena edicién del "Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology” (SREATH et al. (3161 mantiene  como bésicas las
caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas y bioquimicas ya utilizadas en
la edicién anterior, pero incluyendo criterios mis modernos a fin de
establecer relaciones dentro del grupo de las bacterias lacticas. Estos
criterios son el an&lisis del rRFA 168, homologia DNA-DFA, anadlisis de
componentes de la pared celular, y movilidad electroforética de las
deshidrogenasas del &cido léctico [316, 160]. Afortunadamente la mayoria de
especies de interés industrial se encuentra fien definida y su
clasificacién no requiere el uso de técnicas tan complejas,.por lo que los
autores que trabajan 2 niveles de identificacifén rutinaria.optan por la

realizacién de pruebas bioguimicas y morfolégicas [160, 307, 323].
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La clasificacién de las cepas aisladas por nosotros durante las
campafias 1é82-83, 1083-84 y 1984-85 se ha realizado siguiendo los criterios
del "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology” [47] y de SHARPE [307].
Ya que en 1986 aparecid la obra de revisidn taxondmica "Bergey's ¥anual of
Systematic Bacteriology” [3161, tanto las §epas ya incluidas en especies
como las que no se lograron encuadrar en ninguna, se compararon con las
especies descritas en este Manual, a fin de actuélizar su clasicacifn. Dado
por otra lado que nuestras cepas provenian de ambientes muy céncretos como
son mostos y vinos, hemos completado 1la caracterizacitén de las mnismas
afiadiendo aquellas pruebas utilizadas por otros autores que han aislado
bacterias lacticas a partir de las mismas fuentes. Estas pruebas son:
a2) Cambios producidos en 1la leche tcrﬁasolada y en leche tornasolada-

glucosa-exiracto de levadura, utilizada por GARVIE [133] en la

caracterizacidén de Leuconostoc y por CHALFAN et al. [791 en la de
bacterias lacticas en general.
b) Crecimiento de las cepas a pHs bajos, tal y como postulan GARVIE [1331,

CHALFAN et al. [79], MARET y SOZZI [2113, SHARPE [307] y DELFINI [©99].
c) Degradacién de &cidos orgénicos presentes en mostos y vinos, de gran

importancia para los investigadores de bacterias lacticas de 1la

industria enolégica segfin BARRE [10], PEYNAUD y DOMERCQ (2461, PEYRAUD

y SAPIS-DOKERCQ [2481, GARVIE [133], PILONE y KUNKEE [253], CHALFAFN et

al. [79), BEELMAN et al. [27] y SHARPE [307].

d) Crecimiento a diferentes temperaturas, segflin recomiendan BARRE [19],

CHALFAN et al. [79] y SHARPE [307].

e) Produccién de manitol a partir de fructosa, observada por CHALFAN et al.

[79) y PILONE y KUNKEE [2531].

Las cepas aisladas en nuestros trabajos fueron adscritas a la familia
de las bacterias lacticas si cumplian los sigulentes requisitos: bacilos o

cocos Gram (+), catalasa (-), no esporulados, e inmbviles [47, 323].
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Posteriormente, se pas6é a la diferenciacidn primero en género y luego

en especie, segln los criterios que se sefialan a continuaci6n.

2.18.1.- DIFERENCIACION EN GENEROS DE LAS CEPAS DE BACTERIAS LACTICAS.
2.13.1.1.- MORFOLOGIA MICROSCOPICA Y COLONIAL.

Ya que la separacién en familias Streptococcaceae y Lactobacillaceée
se basa en la forma de las células, la caracterizacién microscépica tiene
un valor indudable. Nosotros observamos células crecidas en medio MRS
durante 3 dias, cuando los cultivos eran j6venes, y al cabo de una semana,
para verificar si se producfan alteraciones de 1la forma con el
envejecimiento del cultivo. La observacién se realiéé con un microscopio de
. contraste de fases Zeiss IlI, analizando la forma, disposicién de las
células y tipo de divisién celular.

La morfologia colonial, tanto en estadios j6évenes como en maduros, se
observd directamente en las placas de agar MRS mediante la wutilizacién de

una lupa binocular Zeiss.
2.13.1.2.- CARACTER HOMO O HETEROFERMENTATIVO.

El carécter homo o heterofermentativo de las cepas de las bacterias
lécticas hace referencia a los productos finales de la fermentacidn de la
glucosa, y establece diferencias entre grandes grupos dentro de
Lactobacillaceae y Streptococcaceae [206). Las cepas homofermentativas
convierten la glucosa en &cido 1léctico con un rendimiento del 8%5% o
superior [323]. Esta conversidn la llevan a cabo mediante glucolisis (via

EMBDEF-¥EYERHOF) y posterior reduccidén mediante lactico deshidrogenasas.
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Las cepas heterofermentativas fermentan 1la glucosa por 1la via de las
pentosas monofosfato, dando como productos fiiales &cido 1lactico, CO- by
etanol en cantidades equimolares [94].

las cepas homofermentativas se separan de las heterofermentativas
observando la produccién de gas a partir de la glucosa, segln el mBtodo de
"G1BSON y ABD-EL-MALEK en medio HFM [9]. Este medio semis6lido cubierto con
un 'tap6n de agar al 2% nos muestra la produccién de gas por desplazamiento
del agar o la produccifn de burbujas en el medio. Los tubos se inocularon a
partir de un cultivo joven crecido en MRS o MLO al 1% de la siguiente
forma: las células obtenidas del cultivo crecido se lavaron con suero
fisiolégico vy se inocularon en el medio fundido a 45°C; tras 1la
homogenizacién y enfriamiento del medio se deposits el agar al 2% fundido
sobre la superficie. Los tubos se incubaron a 28°C y se observé la
produccitn de gas diariamente, basta un total de 10 dias; en algunos casos
dudosos o de baja produccibén de gas, sé dejaba otros 10 dias paga comprobar
los resultados.

Para observar este carédcter se empled también el medio de fermentacidn
MRSF. Los tubos se inocularon por duplicado al 1% a partir de un
precultivo, crecido en MRS o MLOD segfin los casos, hasta el final de la fase
exponencial. Se incubaron a 28°C durante 14 dias, observandose diariamente
la posible presencia de gas en las campanas.

Para comprobar la validez de los resultados de estas pruebas, éstas se
realizaran también con las cepas de coleccidén relacionadas en el Apartado

2.6 de este Capitulo.
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2.18.2.- CONFIRMACION DE LA DIFERENCIACION EF¥ GEHNEROS.

Dado que las observaciones microscépicas no son siempre claras en la
distincién de formas bacilares o cocoides, y que el desprendimiento de COz
a partir de la glucosa puede pasar desapercibido en cepas poco activas, se
presentan a continuacién una serie de pruebas que pueden servir para

confirmar los resultados observados anteriormente.

2.13.2.1.- FATURALEZA DEL ISOMERO DEL ACIDO LACTICO PRODUCIDO A PARTIR DE

LA GLUCOSA.

Esta prueba nos ayuda a distinguir entre cocos y bacilos
heterofermentadores, ya que 1los primeros producen exclusivamante D(-)
léctico, mientras que los segundos producen.la mezcla racémica . DL-lactico
[3231.

Se investigaron 1los isdmeros ©Opticos del &cido lactico producido a
partir de glucosa por diferentes cepas, mediante la cuantificacién de las
formas L(+) y D(-) léctico. Para ello las cepas fueron crecidas durante 14
dias a 28°C en medio BB. Este medio es idéntico al medio BB descrito por
PILONE y KUNKEE [253], excepto que en lugar de extracto de higado contiene
0.5 g/1 de clorhidrato de cisteina como agente reductor. El ensayo se
realizd en presencia (0.2 g/1) o ausencia de glucosa en el medioc BB, y los
tubos se inocularon de la forma que se describe en el Apartado 2.13.1.2 de
este Capitulo. Tras la incubacién se cehtrifugarcn los cultivos, se
eliminaron las células y se utiliz6 el sobrenadante para realizar las
cuantificaciones de isSmeros. Las determinaciones de &cido lactico total se
realizaron siguiendo el método colorimétrico de PILONE y KUNKEE ({2521, y el
isbémero L(+)-lictico mediante el sistema enzimitico de Boehringer [38)

basado en FOLL {227]. £1 &cido D(-)-lactico se estims por diferencia entre
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el 1léactico total y el L(+)-lactico, y para distinguir las cantidades de
estos compuestos que eran debidas a la glucosa o a otras fuentes se

emplearon los extractos de medios con o sin glucosa.
2.13.2.2.- PRODUCCION DE MANITOL A PARTIR DE FRUCTOSA.

Esta prueba ha sido de gran valor para la diferenciacién entre
bacterias lacticas homo y  heterofermentativas, ya que sblo las
heterolécficas producen manitol a partir de 1la fructosa £47, 79, 120, 166,
1671.

La produccidn de manitol se ensayd siguiendo el protocolo establecido
por CHALFAF et al. en 1975 [80]. Las cepas se hicieron crecer en el medio
P¥ durante 14 dias a 28°C. La inoculacidén de los tubos se realizé al 1% a
partir de un cultivo crecido en MRS o ¥XLO, cuyas células fueron
centrifugadas y lavadas con suero fisiolégico. Las muestras se trataron con
HC1l concentrado a fip de eliminar la fructosa, mientrgs que el manitol no
ze veia afectado por este tratamiento [80]. La deteccifén de la presencia de
manitol en el medio de cultivo se realizd mediante cromatografia en capa
fina [80]. Dado que el 'revelador utilizado por CHALFAN et al. [80]
presentaba como componente la benzidina y ésta no se comercializa
actualmente por ser cancerigena, se probaron dos soluciones reveladoras de
azficares y polialcoholes como alternativas al de CHALFAN et al. La primera
Solucidn se prepard disolviendo 0.5 g de permanganato potésico en 100 ml de
NaOH 1N [279].

Una vez desarrollada la cromatografia y seca, se pulverizé con esta
so0lucibén y se calentd la placa a 100°C du}ante 10~-20 minutos.

La segunda solucién reveladora estaba compuésta por AgROz [279). Esta

solucién comprendia dos mezclas que se prepararcn de la siguiente manera:
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a) Solucibn de pulverizacibén I. Se afladid 1 ml de solucién acuosa saturada
de AgFOs; a 200 ml de acetona, y se adicion;;on 5-10 ml de agua, hasta
que se disolvié el precipitado formado.

o) Solucibn de pulverizacibn II. Se disolvieronv 20 g de FaOH en la menor
cantidad posible de agua, y se enrasd con metanol a un volumen final

de 1000 ml.
2.13.2.3.- PRUEBA DE LA DESAMINACION DE LA ARGIKIEA.

Como la observacién microscdpica no es concluyente para distinguir
entre cocos homo y bacilos heterofermentativos, se hace necesaria la
realizacién de otro tipo de enéayos para tal {fin, como la prueba de 1la
desaminacidén de 1la arginina. Se considera que esta prueba ayuda a la
diferenciacién entre bacterias homo y bheterofermentativas, debido a que el
85% de las cepas capaces de desaminar la arginina son heterolédcticas. Este
ensayo pues por si  s6lo no puede conducirnos a una clasificacibén segura
[282); sin embargo nosofros la utilizamos a fin de obtener la
caracterizacién fisiol6gica mis completa de nuestras cepas, y de esta forma
asegur?r una correcta clasificacién f79, eg, 211, 3071.

La produccitn de amoniqQ a partir de la arginina se determind usando el
medio MRS a pH 4.8 con o sin adici6n de L-arginina a una concentracidn
final de 0.3% (p/v) [83]. Los tubos se inocularon al 1% con células lavadas
y se incubaron a 28°C durante 5 dias, tras los cuales la presencia de
amonio se detecté por 1la aparicifn de color rojo tras la adicifn del

reactivo de NESSLER [147].
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2.13.3.- PRUEBAS PARA LA INCLUSION DE LAS CEPAS EN ESPECIES.

En base a la morfologia y al cardcter homo o heterofermentativo de las
bacterias lécticas se establecen cuatro grandes grupos de microorganismos:
cocos - heterofermentativos, - COCOoS homofermentativos, baciios
heterofermentativos y bacilos homofermentativos. Lbs dos primeros grupos se
incluyen dentro de la familia Streptococcaceae, j los dos ﬁltiﬁos en la
familia Lactobacillaceaé. Dentro de Streptococcéceae el carécter homo o
heterofermentativo, la na%uraleza del &cido lactico producido a partir de
la glucosa, y los planos de divisién de 1las cé&lulas nos llevan a la
inclusidén de las cepas en géneros distintos. En el caso de lLactobacillaceae
sblo se reconoce el género Lactobacillus. Dentro de 1los géneros las
especles se diferencian por medio de pruebas bioquimicas y fisiolbgicas, y
en la actualidad ademi&s por criterios moleculares. A continuvacidén
désoribiremos las pruebas mis importantes para la inclusibn de las cepas a

nivel de especies.
2.13.3.1.~ CRECIMIENTO A 15°C Y 45°C.

Como ya estableciamos al principio del Apartado 2.13 de este Capitulo,
ORLA-JENSEN habia utilizado el crecimiento a estas temperaturas para
describir 1los grupos Betabacterium, Streptobacterium y Thermobacterium
dentro de los bacilos 1lacticos [323]. Esta denoninacién no se utiliza
actualmente, pero sin embargo el criterio del crecimiento a 15 y 45°C sI se
ba mantenido (19, 79, 307].

Los ensayos de temperaturas se realizaron en medio MRS o MLO
inoculados al 1% é partir de un precultivo del mismo medio. Los tubos se
incubaron a las temperaturas citadas durante un periodo de 14 dias,

leyéndose los resultados cada dos.
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2.13.3.2.- CRECIMIENTO A DIVERSOS pHs.

~la prueba de crecimiento a diferentes 'pHé es fundaﬁental para la
separacién en éspecies dentro de‘deibcoccus; y taﬁsién importante dentro
del género Leuconostoc. | |

' Bas&ndonos en lbs.trabéjés de GARVIE [1331 sobre Leubonostoc oenoé‘y
d¢ SHARFE [307i y CHALFAF et al. [79] sobre bacterias lacticas en general,
hemos esfablecido los siguientes valores de pH a ensayar: 3.7, 4.2, 4.8,
5.0 y 5.5 [307]1. Las pruebas se realizaron en medioc MRS y en medio MLO. La
medificacién del pH de lﬁs medios se llevd a cabo con HCl y NaOH, bien 1 &
1C M..Los tubos se inocularon de igual forma que en el caso anterior, y se

ircubaron a 28°C durante dos semanas.

2.13.3.3.- ACTIVIDAD DE LOS MICROORGAFISMOS SOBRE LA LECHE TORNASOLADA Y

SOBRE LECHE TORNASOLADA-GLUCOSA-EXTRACTO DE LEVADURA.

HARRIGAN y McCANCE wutilizan esta prueba para la separacidén de los
géneros Leuconostoc y Pediococcus de los Streptococcus lacticos, ya que los
des primeros son bastante inactivos sobre estos medios [147). Por otro
ldo, la séptima y octava ediciones del "Bergey's Manual of Determinative
Bateriology” [47, 3161 uéilizan esta prueba para la caracterizacibn de
distintas especies dentro del género Leuconostoc, y CHALFAN et al. [79] 1la
emplea como una prueba mAs en la caracterizacidén de bacteri;s lacticas
alsladas de vinos.

Estas pruebas se realizaron er los medios LT y LTGE, los cuales se
imcularon al 1% con células lavadas precultivadas en MRS o MLO. Se
ircubaron a 28°C durante un periodo de 7 a 14 dias. Se observd la

produccidn de acido por viraje del indicador, de coagulaci&n; de reduccién
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.por desaparicidén del color, y de gas por formacidén de burbujas.
2.13.3.4.- CRECIMIENTO EN PRESENCIA DE 10% DE ETANOL.

Este ensayo es fundamental, junto con el del crecimiento a diversos
valores de ©pH, para la diferenciacibén de Leuconostoc oenos de las demis
'eépecies del género [133, 253). Sin embérgo, se realizd también para el
resto de ias bactérias lacticas aisladas éorque se jugzd como una prueba
importante pafa la seleccién de cepas comn caracteristicas enolbgicas
interesantes.

las cepas se crecieron previamente en medio MRS, o MLO en el caso de
cocos heterofermentativos, hasta final de la fase exponencial. De aqul se
inoculé al 1% en medio fresco adicionado del 10% (v/v) de etanol absoluto
(esterilizado previamente por filtracién). Los cultivos se incubaron a 28°C

darante 4 dias, observadndose diariamente si se hablia producido crecimiento.
2.13.3.5.- FERMEFTACION DE CARBOHIDRATOS.

En todos los grupos de bacterias lécticas la fermentacién de
carbohidratos permite la diferenciacién de cepas en especies. Los patrones
de fermentacién pueden ser determinados mediante diversos métodos:

a: El primero consiste en el ensayo convencicnal en tubos; éstos contienen
un medio basal al cual se 1le afiade la fuente de carbono (esterilizada

por filtracidn) que se desea probar. El medio basal es semis6lido o

liquido [1¢, 99, 213, 253], con un indicador de pH para detectar la

fermentacién de azficares [133].

b’ El segundo procedimiento para investigar la utilizacidén de carbohidratos
es el método de la miniplaca [156], que es mis répido e implica la

utilizacién de menor cantidad de material y de medios [307, 155].
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¢c) Por Gltimo, hemos de citar los sistemas de identificaci®bn API S0 L [12]

1

y API 50 CH [10), que son ‘de facil manejo y dan resultados
rapidamente. LAFOR-LAFOURCADE [183] defiende él uso de la tira 50 L
por su rapicdez y sercillez de manejo, asi como por su fiabilidad en la
clasificacién de cualquier tipo de bacteria, incluido Leuconostoc
oencs. Otros autores también han basado la identificacidn de bacterias
lécticas en el sistema API 50 L f72, 211]. Sin emBargo, la tira API 50
L ha sido sustituida recientemente por sus fabricantes, debido a que
algunos investigadores que lav emplearon encontraron qﬁé ciertas
pruebas fisiolégicas presentes en esta tira daban resultados opuestos
a los que se conseguian cuarndo la prueba se realizaba en tubo [25%6].
La tira 50 CH es un sistema mucho més versitil, y que sirve para la
clagificacién de microorganismos tales como Enterobacteriaceae,
Streptococcaceae, Bacillaceae y bacterias léacticas. éuando se aplica
esta tira para la clasificacién de bacterias lacticas, se utiliza como
medio basal MRS, denominé&ndose entonces sistema API 50 CHL [11). Es el
sistema miniaturizado mis empleado actualmente para la clasificacibn
de las bacterias lacticas del vino (90, 179, 3341. La tira APl 50 CHL,
consta  Gnicamente de  pruebas Dbioquimicas de fermentacién de
carbohidratos, y no héce referencia a .las antiguas pruebas
fisiolégicas especificas para bacterias lacticas que presentaba la 50
L.
Para realizar nuesiras investigaciones elegimos el sistema API 50 CHL por
su rapidez a la hora de identificar gran nfimero de cepas; las pruebas
fisiolégicas que no existen en esta tira y que fueron necesarias para la
clasificacién, se 1llevaron a cabo en tubo segfin la metodologia descrita
anteriormente. La inoculacién de la tira APl 50 CHL se realizé siguiendo el

método establecido en el protocolo descrito por la casa proveedora.
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Los cocos heterofermentativos, sin embargo son dificiles de clasificar a
causa de que sus necesidades nutricionales son complejas. Esto plantea
problemas a 1la hora de encontrar un medio adecuado para establecer su
patrén de fermentacidn [166]. Como las cepas éran de crecimiento lento, y
no desarrollaban su actividad fermentativa en los plazos establecidos por
el protocolo de identificacién del .sistema API 50 CHL, se investigd la
'férﬁeﬁtéciéﬁ dev carbohidratos en £ubo de medio FC seghln los estudios
clésicos de GARVIE [133]. En este caso se ensayaron los siguienteé
azlicares: D-arabinosa, L-arabinosa, celobiosa, dextrina, esculina,
fructosa, galactosa, glucosa, lactosa, maltosa, D-manitol, manosa,
melecitosa, melibiosa, rafinosa, ramnosa, ribosa, sacarpsa, salicina,
L-sorbosa, trehalqsa y xilosa. La concentracién final de los mismos fue de
20 mg/ml, excepto en el caso de la L-arabinosa que se utilizé a razén de 50
mg/ml [133]. Los tubos se inocularon al 5% con células lavadas en el medio
fundido a 45°C, tras lo cual se dejaron eolidificar. Los tubos se incubaron
a 28°C durante 21 dias. Se consideraron como positivog aquéllos que

presentaron un viraje de color debido al. indicador.
2.13.3.6.- FORMACION DE DEXTRANO A PARTIR DE SACAROSA.

La produccién de dextrano a partir de la sacarosa es una prueba 0til

para ecstablecer diferencias entre las especies de Leuconostoc [47, 307,

El método para la realizacibén de esta prueba consiste en hacer crecer
la cepa en medio ATB suplementado con un 10% de una solucién de sacarosa al
50% (p/v) [133]1. Las placas se sembraron por estria y se incubaron en
cédmara de anaerobilosis con una atmbésfera de CO: + H> durante 14 dias a
28°C. La prueba 'se consideré como positiva cuvando se observé una

consistencia mucosa en las colonias bacterianas, a consecuencla de la
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produccién de dextrano.

2.13.3.7.- UTILIZACIOF DE LOS ACIDOS CITRICO Y MALICO.

La degradacidn de estos &cidos por parte de las cepas adscritas al
género Leuconostoc también COnsfituye una prueba de interés taxondmico,
dadoAqﬁe sirve para diferenciar especies dentro de este género [27, 47, 79,
155, 2563].

La observacién de 1la capacidad de wutilizacién de estos &cildos se
realizé en medio basal C, al que se le afladieron 1los &cidos L-midlico o
citrico a wuna concentracién final de 10 g/l [79]. Las respuestas de los
microorganicmos a estos &cidos se observaron mediante cromatografia en
papel [284]. Los tubos se inocularon wutilizarndo la densidad 6ptica
correspondiente al punto 2 de la escala McFARLAND [114], y se incubaron a
28°C durante 1 mes. Se tomaron muestras semanalmente a fin de observar.IaA

posible degradacidn de estos Adcidos y la rapidez con la que se realizaba.

2.13.4.~- OTRAS PRUEBAS DE CARACTERIZACION.

Completando las pruebas establecidas para 1la taxonomia de las
bacterias lacticas, realizamos otras que pudieran tener interés desde el
punto de vista enoldgico. De esta forma realizamos estudios sobre la
velocidad de crecimiento a distintas temperaturas diferentes de las
mencionadas (15 y 45°C), y también investigamos la actividad de nuestras
cepas sobre otros &cidos orgénicos, distintos de 1los ya descritos,
presentes en mostos y vinos.

Fara la eleccibén de las temperaturas a ensayar nos basamos en los

estudios de otros autores para caracterizar sus propias cepas: SHARPE



147

[307], CHALFAN et al. [791, BARRE [1¢], y MARET y S0ZZI [211]. Por ello se
ensayaron ademis ias temperaturas de 10°C, 25°C y 37°C, siguiendo la
metodologia explicada en el Apartado 2.13.3.1 de este Capitulo.

Es también importante el conocer la actividad de las bacterias
lacticas frente a los acidos tartdrico y fumirico, dado que el primero es
el principal &acido prese#te en el vinﬁ, ¥y que ademfs su posible oxidacién
por parteb de estos microorgaﬂismbs da lugar a é&cido acético.y a acetoina,
gue disminuyen la calidad de los vimos [175]. Por otro lado el estudio de
la actividad de las bacterias sobre el &cido fumirico es interesante, ya
que este &cido puede utilizarse para controlar el crecimiento de las
bacterias, estimuladndolo o inhibiéndolo [311. El ensayo de utilizacién de
" los acidos tartarico y fumirico se realizé de forma semejante al de los
Gcidos citrico y milico (Apartado 2.13.3.7 de este Capitulo), excepto que
en el caso dgl fumirico el medioc que se empled fue el medio TJ, y la

concentracién final de este &cido fue de 0.5 g/1 [79].
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3.- RESULTADOS Y DISCUSIOR.

3.1.- PARAMETROS FISICO-QUIMICOS.

El seguimiento de 1los pardmetros fisico-quimicos nos ha permitido
conocer cudl es la evolucién de los distintos componentes del wvino a 1o
largo de la vinificacién. La interpretacién de esta evolucién en
correspondencia con el sistema de vinificacién utilizado y con la dindmica

de la poblacitn microbiana es lo que pasamps a exponer seguidamente.

2.1.1.- VINIFICACIONES DE UVA BOBAL EN LA COOPERATIVA SAN PEDRO.

Los parémetros fisico-quimicos correspondientes a los diferentes
depbsitos muestreados a lo largo de 1982 y 1983 se presentan en las Tablas
3 a 16. Las medias de estos valores (Tablas 10 y 16) nos muestran que en
1¢82 las uvas presentaban un mayor contenido en azficar y una concentracién
algo miAs baja de &cido mAlico que en 1983. Estas dos caracteristicas nos
irforman sobre el grado de madurez de las uvas. RIBEREAU-GAYON et al. [282)
definen la madurez industrial de la uva como el momento en que el contenido
en azficar es mAximo. Asimismo, la acidez es un dato muy importante para
determinar la madurez. La acidez total del zumo de uva verde es de unos 20

g/1 (expresados en g/l de HzS0,), la del zumo de uva madura varia entre 4 y



Deposito T Fases

I II 111 v M

Acidez total (g/1) 6.23 6.45 6.27 5.97 5.31
Acidez volatil (g/1) 0.00 0.33 0.46 0.46 0.52
Acido malico (g/1) 2.90 2.10 1.82 1.68 1.50
Azicares (g/1) 218.70 91.50 61.10 17.80 1.50
Cenizas (g/1) - - .- 2.24 1.27
Densidad relativa 1.0929 1.0348 1.0200 1.0000 0.9924
Extracto seco (g/1) 242.20 114.70 83.70 40.40 24.00
Extracto no reductor (g/i) 23.50 23.20 22.60 22.60 22.50
erado alcohodlico 0.00 6.73 9.00 11.77 12.93
Grado Bang 12.33 4.75 2.83 0.00 0.00
Hierro total (mg/l) 0.50 0.50 1.50 2.00 2.50
Intensidad colorante 1.930 a a a 0.928

absorbancia a 420 m 0.720 a a a 0.348

abscrbancia a 520 mm 1.210 a a a 0.580
M 3.28 3.20 321 3.19 3.37
Poli fenoles totales (mg/1) 242.00 235.00 231.00 219.00 218.00
0 libre (mg/15 0.00 10.00 10.00 7.00 13.00
SO total (mg/1) 0.00 83.00 83.00 82.00 115.00
Temperatura (3O 24.00 33.00 34.00 33.00 17.50

Tabla 3 - Dep6sito "A*. Evolucion de los pardmetros fisico-quimicos a lo largo de la
fermentacion. prueba no realizada “a" medidas no efectuadas; durante la
fermentacidn no se obtenian resultados fiables.



Deposito "B"

Acidez total (g/1)

Acidez volatil (g/1)

Acido milico (g/1)

Azucares (g/1)

Cenizas (g/1)

Densidad relativa

Extracto seco (g/1)

Extracto no reductor (g/1)

Grado alcoholico

Gado Bune

Hierro total (mg/l1)

Intensidad colorante
absorbencia a 420 mm
absorbancia a 520 m

ozl

Polifenoles totales (mg/1)

S0: libre (mg/)

S0: total (mg/1)

Temperatura (BO)

Fases

G27
0.00
2.82
225.00

1.0959
249.90
23.90
0.00
12.59
0.75
1.115
0.435
0.680
3.28
242.00
0.00
0.00

19.00

n” bj ni

5.81
0.25
1.82
58.13

1.0182

81.30
23.17
9.76
2.53

1.00

3.25
219.00
7.00
108.00
31.00

v

5.73
0.39
1.68
22.98
2.32
1.0021

46.80
23.82
12.12
0.34
- 250

a

ti

a
3.19
194.00
7.03
106.00
33.00

531
0.52
151
1.40
1.48
0.9921
24.50
23.10
13.33
0.00
3.00
0.987
0.389
0.598
3.38

183.00

11.00

130.00

17.50

Tabla 4 - Deposito "8*. Evolucion de los parametros fisico-quiaieos a lo largo de la

fermentacion. prueba

realizada,
fermentacion no se obtenian resultados fiables. V

"a" medidas no efectuadas:
nuestreo no realizado.

durante la



Depdsito "C* Fases. ..o

i u i Hi v VI

Acidez total Cg/1) 6.12 6.12 5.80 5.55
Acidez volatil (g/1) 0.00 0.33 0.46 0.56
Acido mélico (g/1) 1.82 1.68 1.47 1.40
Azicares (g/1) 223.80 64.49 28.00 2.75
Cenizas (g/1) - - 2.59 1.36
Densidad relativa 1.0944 1.0216 1.0045 0.9924
Extracto seco (g/1) 246.20 88.10 52.50 25.80
Extracto no reductor (g/1) 22.40 23.61 24.50 23.05
srado alcohodlico 0.00 9.08 11.92 13.48
Grado Bafig 12.51 3.08 0.68 0.00
Hierro total (ug/1) 0.50 1.00 1.50 4.10
Intensidad colorante 0.976 a a 0.885

absorbencia a 420 m 0.366 a a 0.332

absorbancia a 520 m 0.610 a a 0.553
M 328 3.14 3.23 3.29
Poli fenoles totales (*g/i) 200.00 201.00 198.00 163.00
So2 libre (»g/l) 0.00 7.00 10.00 12.00
So2 total (mg/t) 0.00 150.00 124.00 128.00
Temperatura (#0O 17.00 31.00 35.00 17.50

Tabla §.- Deposito *C*. Evolucidn de los pardmetros fisico-quiisicos a lo largo de la
fermentacion. prueba no realizada *a" medidas no efectuadas: durante la
fermentacion no se obtenian resultados fiables, ~+~ muestreo no realizado.



DipOiiU T Fases

) IS ii'ch)......... m Vi M

Acidez total (g/1) 5.45 5.97 5.97 5.92
Acidez volatil (g/1) 0.00 0.33 0.33 0.52
Acido milico (g/1) 2.57 2.50 1.75 1.67
Azicares (g/1) 226.00 62.23 21.90 2.40
Cenizas (g/1) - - 2.63 1.67
Densidad relativa 1.0962 1.0199 1.0016 0.9921
Extracto seco (g/1) 250.90 86.00 46.20 25.80
Extracto no reductor (g/1) 24.90 23.77 25.30 23.40
Grado alcohdlico 0.00 9.80 12.31 13.73
Grado Bane 12.73 2.82 0.25 0.00
Hierro total (mg/1) 1.00 1.80- 3.00 3.75
Intensidad colorante 1.690 a a 1.170

absorbancia a 420 im 0.680 a 0 0.480

absorbancia a 520 no 1.010 a a 0.690
p 3.43 3.22 3.39 3.42
Poli fenoles totales (mg/l) 261.00 230.00 201.00 201.00
S0 libre (mg/1) 0.00 6.00 10.00 11.00
SO total (mg/1) 0.00 112.00 103.00 140.00
Temperatura (R0) 14.00 35.00 37.00 17.50

Tabla 6.- Depésito *D\ Evolucién de los pardmetros fisico-quimieos a lo largo de la
fermentacion. prueba no realizada  "a* nmedidas no efectuadas: durante la
fermentacion no se obtenian resultados fiables "b" muestreo no realizado.



Depdsito "E

Acidez total (g/1)

Acidez volatil (g/1)

Acido milico (g/1)

Azlicares (g/1)

Cenizas (g/1)

Densidad relativa

Extracto seco (g/1)

Extracto no reductor (g/1)

Grado alcohdlico

Grado Baumé

Hierro total (mg/1)

Intensidad colorante
absorbancia a 420 m
absorbancia a 520 m

oH

Poli fenoles totales (mg/1)

S0: libre (mg/1)

S0: total (mg/1)

Temperatura (*C)

Tabla 7 -

fermentacion. *-* prueba

realizada,

345.00
7.00
115.00
34.00

5.70
0.33
2.18
22.12
2.80
1.0016
46.20
24.08
12.28
0.25
4.00
a
a

a
3.40
263.00
13.00
113.00
38.50

efectuadas:

fermentacion no se obtenian resultados fiables. *b" muestreo no realizado.

545
0.59
2.07
1.95
1.88
0.9917
25.00
23.05
13.83
0.00
4.00
1.758
0.659
1.099
3.46
259.00
11.00
155.00
17.50

Deposito ME*. Evolucion de los parametros fisico-quiaieos a lo largo de la

“a*  medidas no durante 1la



Otpoiito *r [§i- .

| S ii’ (b)........ i, |\ M

Acidez total (g/1) 6.20 6.12 5.41 5.45
Acidez volatil (g/1) 0.00 0.39 0.39 0.46
Acido italico (g/1) 3.57 3.27 2.04 2.00
Azicares (g/1) 234.00 75.82 24.60 1.85
Cenizas (g/1) - - 2.30 1.48
Densidad relativa 1.0994 1.0258 1.0020 0.9921
Extracto seco (g/1) 259.40 99.50 47.30 24.80
Extracto no reductor (g/1) 25.40 24.68 22.70 22.95
Grado alcoholico 0.00 9.33 12.31 13.38
Grado Bauné 13.11 3.63 0.33 0.00
Hierro total (mg/1) 1.00 1.70 3.50 375 .
Intensidad colorante 2.360 a a 1.043

absorbancia a ;20 mi 0.960 a a 0.420

absorbancia a 520 n« 1.400 h a 0.623
josl 337 3.26 3.39 3.42
Polifenoles totales (ig/1) 263.00 253.00 262.00 261.00
SO libre (mg/1) 0.00 7.00 10.00 14.00
S0: total («g/1) 0.00 140.00 151.00 175.00
Temperatura (*C) 17.00 33.50 34.00 17.50

Tabla 8- Deposito "F\ Evolucién de los pardmetros fisico-quiuicos a lo largo de la
fersentacion. prueba no realizada, "a" medidas no efectuadas: durante la
fermentacion no se obtenian resultados fiables. *b* muestreo no realizado.
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8 g/1 (expresados de la misma manera) [240]}. -La acidez total de un mosto
estd constituida por tres scidos principalmente: el A&cido tartérico, el
dcidoc miAlico y el A&cido citrico [282]. La disminucién progresiva de la
acidez a lo largo de la maduracién se explica por el comportamiento de los
8cidos tartlrico y mAlico. Mientras que la concentracién de acido tartarico
es la misma en un grano verde que en uno maduro, el &cido milico va
disminuyendo  progresivamente conforme avanza la  maduracién. Esta
disminucibén se debe a la transformacibén metabSlica que convierte el &cido
milico en azficar. Por ello la cantidad de &cido midlico que presentan las
uvas al ser vendimiadas nos informa sobre su grado de madurez. PEYNAUD
[241] define el indice de madurez como el cociente entre el contenido en
azficares y la acidez total. A mayor Indice, mayor grado de maduracién.

El pH de los mostos es ligeramente superior en 1983 (3.46) que en 1882
(3.33). Esto estd en concordancia con los valores de acidez total. Sin
embargo WEJFAR en 1968 [26] demostré que existe una baja correlacidn entrg
el pH y la acidez +total del vino. Establecid que existia una correlacifn
positiva (0.78%) entre 1la concentracién de &cido tartarico y el pH,
mientras que la correlacidn entre el pH y la concentracién de &cido milico
era negativa (-0.622). Este autor informé que el pH estaba regulado
principalmente por el contenido en &cido éartérico y por la relacibn entre
este A&cido y la concentracién de potasio, y también por la relacibn entre
el &cido tartarico y la alcalinidad de las cenizas [26]. Por ello podemos
suponer que el contenido en Acido tartdrico en los mostos obtenidos en 1982
era superigr al de los mostos de afio siguiente, que sin embargo presentaban
una mayor concentracibén de &cido milico.

Las vendimias del afio 1983 comenzaron en la misma fecha que las del
afio 1982; sin enbargo todos los mostos muestreados por nosotros en 1982
presentaban un mayor indice de madurez (35.2) que los obtenidos en 1983

(31.4). Esto significa que durante el verano de 1982 la maduracién se



Deposito "G" Fases

i i1 i1 v vich)

Acidez total (g/l) 7.35 7.85 6.85 5.97
Acidez volatil (g/1) 0.00 0.72 0.72 0.72
Acido mélico (g/1) 3.20 2.50 2.01 2.01
Azticares (g/l) 238.54 86.60 71.40 22.04
Cenizas (g/l) - - - 1.58
Densidad relativa 1.1003 1.0308 1.0233 1.0018
Extracto seco (g/l) 261.80 111.60 95.10 46.20
Extracto no reductor (g/l) 23.26 24.90 23.70 23.80
Grado alcohdlico 0.00 8.86 9.88 12.23
Grado Baumé 13.22 4.34 3.29 0.30
Hierro total (mg/l) 1.00 1.00 1.00 3.75
Intensidad colorante 2.010 a a a

absorbancia a 420 mm 0.760 a a a

absorbancia a 520 nm 1.250 a a a
oH 3.28 3.23 3.26 3%4)
Flolifenoles totales (mg/l) 316.00 309.00 294.00 289.00
S02 libre (mg/l) 0.00 16.00 20.00 15.00
S02 total (mg/l) 0.00 265.00 275.00 176.00
Temperatura (#C) 16.00 32.00 35.00 29.50

Tabla 9 - Deposito "G“. Evolucion de los parametros fisico-quinicos a lo largo de la
fermentacion prueba no realizada  "a" medidas no efectuadas: durante la
fermentacion no se obtenian resultados fiables. *b* esta muestra no pudo tomarse

debido a que este deposito pasé a rellenar los otros y se agoté completamente.



Medias Bobal Coop. S. Pedro 1982 Fases

I 11 11 1\ VI (c)

Acidez total (g/1) 6.39 6.09 6.14 5.79 5.50
Acidez volatil Cg/l) 0.00 0.53 0.39 0.44 0.53
Acido Malico (g/1) 2.90 2.30 2.22 1.83 1.69
Aztcares (g/l) 228.26 89.10 65.28 22.78 2.00
Cenizas (g/1) - - - 2.35 1.52
Densidad relativa 1.0967 1.0328 1.0213 1.0019 0.9921
Extracto seco (g/l) 252.16 113.15 88.60 46.51 24.98
Extracto no reductor (g/l) 23.89 24.10 23.47 23.83 23.00
6rado alcoholico 0.00 7.80 9.52 12.13 13.45
Srado Bauké 12.78 4.55 3.00 0.31 0.00
Hierro total Cng/l) 0.82 0.75 1.29 2.89 3.52
Intensidad colorante 1.717 a a a 1.127

absorbancia a 420 n» 0.663 a a a 0.437

absorbancia a 520 na 1.054 a a a 0.690
pH 3.33 3.22 3.22 3.29 3.39
Polifenoles totales (»g/l) 270.00 272.00 253.30 233.00 214.17
SO* libre (mg/l) 0.00 13.00 9.10 10.28 12.00
S02 total (ngl/l) 0.00 174.00 140.43 122.14 157.83
Temperatura (*C) 19.50 32.50 33.36 35.607 17.50

Tabla 10.- Media de los vinos Bobal de U Cooperativa en 1982. Evolucion de los
pardfiietros fisico-quimicos a lo largo de la fertentacidn. *-* prueba no realizada, "a*
medidas no efectuadas: durante la fermentacion no se obtenian resultados fiables. 'b*®
medias correspondientes a los dos dnicos depositos que se iiuestrearon en esta fase,
"c¢" medias correspondientes a los seis depositos que se tuestrearon en esta fase.



Parametros fisico-quiiicos

Acide: total (g/l)

Acide: volatil (g/1)

Acido malico (g/l)

Azicares (g/l)

Densidad relativa

Extracto seco (g/l)

Extracto no reductor (g/l)

6rado alcohdlico

Grado Bau&i¢

Hierro'total (ag/l)

Intensidad colorante
absorbancia a 420 nis
absorbancia a 520 noi

pH

Polifenoles totales (tag/l)

S02 libre (»g/l)

SO* total (ig/l)

Temperatura (*C)

Tabla 11- Parametros

fisico-quiiiieos

§L. ... F2. ... .. B3, .....
6.75 5.57 6.75
0.00 0.00 0.00
3.00 2.50 4.00

210.00 187.00 193.00
1.0898 1.0812 1.0835

231.00 211.50 217.50

21.10 25.00 25.50
0.00 0.00 0.00
11.95 10.89 11.17
0.68 0.90 0.73
1.891 1.980 1.828
0.726 0.792 0.668
1.165 1.188 1.160
3.70 3.31 3.39

277.00 269.00 283.00
0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00

22.00 25.00 32.50

correspondientes a los

depositos muestreados en la Fase I

5.37
0.00
2.70
221.00
1.0940
245.20
25.20
0.00
12.46
0.35
2.052
0.820
1.232
3.42
304.00
0.00
0.00
22.00

cuatro



PirRaitroi fiiico-quUtcoi Fa%e II

fis' 6 7 iy
Acide: total (g/1) 5.70 6.03 6.98 6.79
Acidez volatil (g/1) 0.26 0.24 0.32 0.29
Acido malico (g/1) 2.79 2.30 2.77 3.20
Azicares (g/1) 145.70 138.70 75.10 64.70
Densidad relativa 1.0599 1.0567 1.0309 1.0293
Extracto seco (g/l) 171.90 163.00 99.30 91.50
Extracto no reductor (g/l) 25.20 24.30 24.20 26.80
Grado alcoholico 4.30 4.18 5.26 6.25
Grado Bauaé 8.20 7.79 4.35 4.13
Hierro total (ng/l) 0.91 1.20 1.70 0.92
pH 3.32 3.13 3.17 3.19
Polifenoles totales (ng/l) 254.00 322.00 218.00 359.00
SQ2 liore (ag/l) 7.20 5.40 10.40 4.30
S02 total (ag/l) 103.00 93.30 82.80 107.50
Temperatura (°C) 25.00 31.00 31.00 28.00

Tabla 12 - Parametros fisico-quiiiicos correspondientes a los  cuatro
depositos auestreados en la Fase II.



Pardaetros fiiico-quiaicos

Acidez total (
Acidez volatil
Acido nalico (
Azlcares (g/l)
Densidad relativa

Extracto seco (g/l)
Extracto no reductor (g/l)
Grado alcohdlico

Grado Bauaé

Hierro total (ag/l)

pH

Polifenoles totales (ag/l)
802 libre (ag/l)

802 total (ag/l)
Teaperatura CC)

g/1)
(g/1)
g/1)

Tabla 13 - Paranetros

Fafe III
1

6.49
0.36
2.31
58.30
1.0195
78.50
20.20
7.85
2.77
0.23
3.22
216.00
6.50
76.00
29.00

fisico-quiaicos

depdsitos auestreados en la Fase III.

6.26 6.21 6.39
0.41 0.30 0.28
2.30 2.59 2.10
48.00 51.20 58.90
1.0167 1.0176 1.0240
73.50 75.60 89.10
25.50 24.40 30.20
8.50 8.40 7.50
2.38 2.51 3.40
1.85 2.15 1.17
3.27 3.25 3.35
365.00 312.00 362.00
13.00 8.70 16.30
92.60 100.00 94.70
32.00 32.00 31.00
correspondientes a los cuatro



Pirdiitroi fiiico-quiiicoi

Acide: total (g/1)

Acide: voldtil (g/1)

Acido italico (g/1)
Aziicares (g/1)

Densidad relativa

Extraeto seco (g/l)
Extracto no reductor (g/l)
Grado-alcoholico

Grado Bauaé

Hierro total (ag/l)

pH

Polifenoles totales i»g/l)
S02 libre (ag/l)

S02 total (ag/l)
Temperatura (°C)

Fase IV........ ... ... ...

i3

6.38
0.41
2.51
28.80
1.0078
54.60
25.80
9.75
1.12
1.98
3.28
390.00
13.00
57.70
34.00

Tabla 14- Pardmetros fisico-quiaicos
depositos auestreados en la Fase IV

6.23
0.39
2.30
17.30

1.0017

43.90
26.30
11.50
0.25
2.16
3.27
242.00
15.20
101.30
32.00

6.03
0.43
2.84
11.80
1.0007
37.20
25.40
11.00
0.10.

2.50 *

3.27
274.00
14.00
77.30
35.00

correspondientes a

6.56
0.37
1.90
16.50
1.0017
43.60
27.10
11.40
0.25
3.15
3.35
344.00
11.90
§7.00
35.00

cuatro



PirtMtroi fiiiee-quUicoi

Acide: total (g/l)

Acide: volatil (g/1)

Acido mélico (g/1)

Azlcares (g/l)

Densidad relativa

Extracto seco (g/1)

Extracto no reductor (g/1)

6rado alcohdlico

Grado Baumé

Hierro total (mg/l)

Intensidad colorarte
absorbancia s 426 nis
absorbancia a 520 my

pH

Polifenoles totales (mg/l)

§02 libre («g/1)

SOr total («g/l)

Temperatura (’C)

[ase VI
Ni7

6.31
0.50
0.50
1.10
0.9932
24.00
22.90
12.23
0.00
3.40
1.932
0.790
1.142
3.55
235.00
12.00
97.70
15.00

Tabla 15- Parametros fisico-quimicos
depositos muestreados en la Fase VI.

N

5.63
0.42
2.10
1.60
0.9936
24.20
22.60
11.93
0.00
3.80
1.507
0.586
0.921
3.47
252.00
16.20
102.50
15.00

correspondientes a los

5.73
0.49
2.56
2.76
0.9939
27.10
24.34
12.63
0.00
3.52
1.426
0.531
0.895
3.52
259.00
13.60
99.50
14.50

5.92
0.46
2.00
1.03
0.9926
22.40
21.37
12.18
0.00
3.10
2.123
0.722
1.401
3.46
321.00
12.30
§9.00
14.50

cuatro



Piramttro* fifico-quiiicoi Fases. . oo

| | I | S G v M

Acide: total (g/l) 6.11 6.38 6.34 6.30 5.90
Acidez volatil (g/1) 0.00 0.28 0.34 0.40 0.47
Acido mélico (g/1) 3.05 2.71 2.33 2.39 1.79
Azicares (g/1) 202.80 106.30 54.03 18.60 1.62
Densidad relativa 1.0894 1.0442 1.0195 1.0030 0.9933
Extracto seco (g/l) 226.30 131.43 79.18 44.83 24.40
Extracto no reductor (g/1) 24.20 25.13 25.07 26.15 22.80
Erado alcoholico 0.00 5.00 8.06 10.91 12.24
Grado Baumé 11.62 6.12 2717 0.43 0.00
Hierro total (ag/l) 0.67 1.18 1.35 2.45 3.46
Intensidad colorante 1.938 a a a 1.747

absorbancia a 420 na 0.752 a a a 0.656

absorbancia a 520 nm 1.186 a a a 1.091
PH 3.46 3.19 3.27 3.29 3.50
Polifenoles totales (mg/l) 283.30 283.30 313.80 312.50 279.30
S02 libre (mg/l) 0.00 6.80 11.13 13.53 13.53
S02 total (mg/l) 0.00 96.70 90.83 80.83 96.90
Temperatura {'C) 25.40 29.00 31.00 34.00 14.75

Tabla 16 - Medias de los valores fisico-quirieos de los depositos muestreados en cada
fase a lo largo de las fermentaciones "a" Hedidas no efectuadas: durante la
fermentacidn no se obtenian resultados fiables.
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estas razones los rendimientos en la produccién de etanol aumentan conforme -
progresa la fermentacién, puesto que la totalidad del ézﬁcar es
transformado por esta via en etanol. Posteriormente durante las Gltimas
fases de la fermentacifn el rendimiento vuelve a disminuir. Esto se debe a
la carencia de sustrato y a la pérdida de viabilidad que afecta a las
transformaciones metabSlicas.

la relacifn existente entre la aireacitén y el rendimiento en etanol
también queda patente al observar los dos tipos de vinificacién
investigédos. Asi podemos constatar que en 1982 (Tablas 3 a 10) el mAximo
rendimiento se obtiene durante la fermentacién tumultuosa en el intervalo
entre las Fases Il y Ill, que es donde mayor grado de anaerobiosis se
genera, y donde también existe méyor carga microbiana. A partir de una
dernsidad relativa media de unos 1.020 el rendimiento en la transformacibn
de azficar comienza a disminuir. Sin embargo, si observamos los rendimientos
nedios en la campafia 1983 (Tabla 16), en 1la que se fermenté por el
procedimiento BIDONE, el rendimiento m&s alto (superior al obtenido én
cualquier fase del afio 1982) se obtuvo entre las Fases 111 y IV. Este
retraso en la consecucién de los mayores rendimientos se explica por las
Sucesivas adiciones de mostos frescos que sufren los depbsitos con la
consiguiente aireacifn y la aportacidn de levaduras respiratorias presentes
en estos mostos afiadidos. Una vez finalizadas las adiciones, cesa la
aportacidn de oxigeno y la anaerobiosis actfia potenciando la fermentacidn.
En el sistema BIDONE hay un aporte periédico de mosto fresco, lo que supone
una incorporacidén de nutrientes y una dilucidén del efecto inhibidor del
etanol. Esto hace que la actividad de las células sea mas efectiva en
cuanto a la transformacién de los azficares en etanol que en el sistema
tradicional.

Otro parédmetro que evoluciona de forma semejante tanto en la

vinificacidn tradicional como en la vinificacién BIDONE es la acidez total.
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Este parfimetro presenta unos valores medios de 6.48 g/l en tartarico en
mostos del afio 1982 (Tabla 10) y de 6.11 g/1 en los de 1983 (Tabla 16).
Durante 1los primeros momentos de la fermentacidén hay un ligero incremento
de 1la acidez total, pero luego se observa una disminucién progresiva de la
misma (Tablas 3 a 16). Durante la * fermentacidén se producen dos fenSmenos
opuestos que afectan al valor de acidez: por un lado hay un aumento de
&cidos orgénicos tales como &cido succinico, &cido lactico y &cido acético,
originados durante el metabolismo celular [220]. Por otro lado, la adicién
de SOz a los mostos provoca la formacién de HzS0n 12291, y el COz
desprendido por las levaduras se combina con Hz0 para formar otro acido:
H-COs. La formacién de estos a&cidos explicaria el incremento inicial en la
acidez total, mientras que la disminucién posterior se produciria por la
pérdida de otros &cidos, fales como el &cido tartélrico, el &cido milico y
el &cido citrico presentes originariamente en 1los mostos. Esta pérdida se
d;be a dos causas: la ‘precipitacién de las sales insolubles de estos
dcidos, y la degradacién biolégica de los mismos por parte de levaduras y
bacterias [229]. El contenido en &cido tartdrico de uvn vino es siempre
inferior al del mosto de partida. El &dcido tartérico, presente en el vino,
se encventra en forma de tartrato &cido de calcio o de potasio. Este Gltimo
compuesto tiene una baja solubilidad en agua, y ademis é&sta disminuye al
aumentar la concentracidn de etanol 1[228] y decrecer la temperatura [331].
Durante la fermentacién 1las sales &cidas del &cido tartarico forman
cristales  insolubles que precipitan, disminuyendo de esta forma el
contenido en este &cido en el vino. Los otros dos &cidos mayoritarios en el
mosto, el &cido milico y el &cido citrico, son susceptibles de degradacién
nicrobiana, y asi se puede rebajar notablemente su concentracifn, y con
ello el valor de la acidez total. A partir de los datos obtenidos es 1légico
pensar que al 1inicio de la fermentacién el balance de la formacidén de

&cidos supera a la pérdida de 1los mismos, mientras que posteriormente se
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invierte esta tendencia.

De la evolucién del pH (Tablas 3 a 16) podemos deducir que el conjunto
de los &cidos formados al inicio de la fermentacidén presenta un mayor grado
de disociacién, lo que hace que el pH disminuya. Sin embargo, a lo largo de
bla fermentacidén la pérdida progresiva deAacidgz y la sustitucién de &cidos
més fuertes por otros mis débiles explicarian la subida de pH.

El contenido en hierro es bastante semejante en los mostos de 1982 y
de 1683 (Tablas 3 a 16), si bien algo mis elevado por término medio en 1982
(Tabla 10). La evolucién de la concentracién del mismo es similar en todos
los mostos estudiados: se observa un progresivo aumento en el contenido en
hierro a medida que avanza la fermentacién. Este enriquecimiento es de
origen exégeno. Los tanques en los que se realizd la vinificacién de estos
vinos eran de cemento armado, y segfin OREGLIA [229] - este material puede
ceder hierro y calcio al vino en determinadas ocasiones. Por otro lado, los
sinfines, las bocas de mangas, y otros utensilios emplea@os en el
transporte de vino en bodega frecuentemente son de hierro y no se hallan
protegidos por pinturas adecuadas. Esto hace que el vino que circula a
través de ellos se enriquezca en este metal. Altos contenidos en hierro son
peligrosos, ya que si éste se oxida a Fe*® y se combina con iones
dihidrégenocfosfato, .sustancias ténicas o sustancias responsables del coler
de los vinos, dard lugar a compuestos insolubles que originarén "quiebras
férricas".

Los pardmetros que definen el color y la concentracidén de polifenoles
totales presentan un valor miximo en los mostos recién sangrados (Tablas 3
a 16), ya que es durante 1la maceracidn cuando se favorece la disolucibn y
difusi6én de sustancias tédnicas y colorantes. RIREREAU-GAYON et al. [283]
establecen que durante la maceracién el comportamiento de los antocianos
(pigmentos rojos) y de los taninos no es similar. Durante la maceracién son

los antocianos los que aumentan m&s réipidamente en el mosto, alcanzando un
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maximo y disminu&endq posteriormente. Sin embargo, 1los taninos aumentan
continuamente, mis rapidamente en 1los primeros momentos y luego més
lentamente. A medida que 'progresa la fermentacién los polifenoles van
disminuyendo por distiﬁtas causas; unos polimerizan o se combinan con las
proteinas y sedimentan [229], otros se adsorben sobre éélidos insolubles
del mosto o sobre ias paredesA de las levaduras [283], y otros (como los
antocianos) se destruyen por fenfmenos de reduccibén [283)]. Todo ello 1lleva
ar una disminucién de la intensidad colorante de los vinos [283i. Por otro
lado TROOST [331] opina que el S0. afiadido en e#ceso también tiene un
efecto "aclarante”, pues convierte la materia colorante en un compuesto
incoloro.

Ya se han comentado en el Apartado 2.2.4.1 los efectos que la adicién
de SO- provoca en los mostos en fermentacifn. Este producto se emplea de
forma genefglizada en las vinificagicnes, aunque -no siempre se utiliza en
las dosis adecuadas. Las adicione; excesivas de SOz pueden provocar olores
a BEz5 y a mercaptano [240], y sabores amargos debido a la formacifn de
etanal [295]. Por otro lado, los posibles efectos negativos sobre la salud
[51] han 1llevado a investigar sobre técnicas de vinificacidén que permitan
una disminucitén en la cantidad de §S0: afiadido, sin que se vea comprometida
la calid;d del vino [24, 51, 216, 295]. Durante la campaﬁa 1082 se
afiadieron a los mostos 200 mg/l de SO. (Tabla 2). Esta dosis, algo elevada,
fue rebajada a 120 mg/l en el afio siguiente. El SO. afiadido antes del
inicio de la fermentacién sufre una disminucién a 1lo largo de la misma
(Tablas 3 a 16). Esta tendencia es caracteristica de todos 1los mostos
estudiados. El §S0-> se pierde por evaporacién, por oxidacién a sulfato o
reduccién a HzS [35], y por formaci6én de combinaciones estables [271] con
productos producidos por el metabolismo de levaduras tales como el
acetaldehido [24, 240, 322]. Dtros productos secundarios del metabolismo

tales como el &cido pirfivico, &cido a-cetoglutérico [299] y sustancias con
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funcién cetona originadas por la oxidacién de azficares [176] también se
combinan con el S0z, aunque estas combinaciones son inestables y
reversibles [216]1. Debido a esta causa, obéervamos que durante el periodo
de fermentacién tumultuosa, que es donde mayor cantidad de productos
secundarios se generan, la proporcién de SOz libre frente a S0. combinado
estéd desplazada hacia este Gltimo estado, mientras que hacia el final de la
fermentacién aumenta algo la fraccién libre rgspebto de la total. Por otro
lado, en la vinificacifén por el. sistéma BIDONE se gbserva un mayor
porcentaje de SO- 1libre frente al S0- total que en 1la vinificacibén
tradicional (Tablas 3 a 16). En la muestra tomada tras el primer trasiego
(Fage V1), se obéervan unas subidas de 1la concentracién de SO- que son
debidas a la adici6én de 20 mg/1 (Tabla 2). El efecto que ejerce este .
producto sobre la flora microbiana lo estudiaremns posteriormente.

Por @ltimo, podemos observar que el &cido milico (Tablas 3 a 16)
presente en los mostos recién obtenidos, sufre una disminucién paulatina
durante la fermentacién. Este descenso se debe a una posible utilizacién de
este adcido por parte de algunas levaduras. A pesar de que el génerp
Scbizosaccbaromyces' {81, 82, 1111 es uno de 1los mis activos en la
degradacidn del &cido mAlico, otras cepas de la especie Saccharomyces
cerevisiae también son capaces de degradarlo [56,112]. Sin embargo, bhay
autores que también han apreciado capacidad de produccibén de acido milico
per parte de las levaduras. Asi, RADLER y LANG [267] observaron que
Saccharomyces uvarum puede formar 2 g/l de &cido milico en medio 1liquido.
FATTICHENTI et al. [112] cuantificaron esta produccién de &acido milico en 8
cepas de la especie S. cerevisiae, mientras que BRAVO y REDONDO [44]
hallaron que tanto Saccharomycodes ludwigii como Saccharomyces ellipsoideus
eran productoras de &cido milico. A pesar de que en nuestras vinificaciones
pueda haberse sintetizado gcido mélico por algunas de 1las especies

nombradas (también presentes en nuestros mostos), ésto no bha podido ser
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detectato, ya QUe el andlisis del contenido en Acido mAlico hace referencia
al contenido total del mismo. Lo que si podemps asegurar es que la
acifividad degradadora de este &cido en el mosto en fermentacibén fue
superior a la productora, caso de existir - ésta, durante toda la
fermentacién.

La evolucién de la temperatura a 1lo largo de 1la fermentacibfn es
semejante en ambos tipos de vinificacibn estudiados (Tablaé 3 a 16); los
mostos‘van incrementando progresivamenfe su temperatura como consecuencia
de la liberacién de calor por la respiracién y fermentacién. En principio
se podria pensar que este aumento de temperatura seria miximo durante la
fermentacidén tumultuosa, pero el alslamiento térmico que supone el
vinificar en depésitos de cemento hace que las calorias se acumulen
progresivamente, dando mAximos hacia el final de la fermentacibn
alcohblica. El1 excesivo incremento de la temperatura .durante la
vinificacidn de los mostos es un problema que afecta primcipalmente a los

aises c&lidos. En la zonra levantina, es frecuente encontrar que en el

o]

momento de iniciar la fermentacién, los mostos presentan ya temperaturas
iguales o superiores a 30°C [41], mientras que en el curso de la
fermentacién <se 1llegan a alcanzar los 40°C [215] e incluso a superarlos
{41, 50]. Los efectos que 1las elevadas temperaturas de fermentacidén tienen
sobre los vinos pueden agruparse en efectos fisico-quimicos directos y
efectos sobre la viabilidad, biomasa y metabolismo de los microorganismos.
Dentro de los efectos fisico-quimicos tenemos que una temperatura alta
prbduce una mayor extraccién de color en lé vinificacifén con maceracién de
crujos [75, 215], pero también provoca una mayor disolucifn de materias
astringentes (taninos), sobre todo en presencia de alcohol, 1lo que dara
lugar a vinos muy A&speros [215]. Por otro lado, 1la elevacifn de la
temperatura provoca una mayor tasa de evaporacién de etanol [73] y

compuestos aromédticos vol&tiles [31]. Otro efecto negativo a tener en
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cuenta es que se produce una oxidacién mis pronunciada de los compuestos
fenglicos del vino [50), con el consiguiente efecto sobre el color yAel
sabor de los mismos. |

En cuanto a los efectos que las altas temperaturas tiemen sobre_’lgs
levaduras podemos agruparlos en: disminucién de la viabilidad de las
células, disminucibén de 1la cantidad mixima de cé&lulas durante 1la
fermentacitén {2401, y cambios en el metabolismo de las levaduras [37, SO,
52, 731. Los dos primeros efectos pueden dar lugar a la interrupcién de la
.fermentacién antes del agotamiento total de los azficares, praoduciendo vinos
dulces y por ello susceptibles de alteraciones tanto por bacterias lacticas
comp por bacterias acéticas. lLas paradas de fermentacién son un problema
que afecta a la mayor parte de las zonas vinicolas de clima cédlido [41, 50,
52, 215). FEYNAUD [240] achaca la pérdida de viabilidad de las células a un
fenémeno de agotamiento, producido.por una deficiencia en la asimilacién de
sustancias nitrogenadas y por el efecto sinérgico negativo que ejerce el
etanol sobre las levaduras sometidas a elevadas temperaturas [208, 209].
Por su parte, LAFON-LAFOURCADE [175] establece que la sintesis de
esteroles, necesarios para la membrana celular, disminuye rédpidamente a
altas temperaturas. Esta disminucién en esteroles podria ser la causa de
las paradas de fermentacidn por encima de los 35°C [194]. Respecto a las
diferencias en el nfimero de células que se alcanza cuando se fermenta a
diferentes temperaturas, PEYNAUD [240] afirma que a pesar de que a
temperaturas mds altac el comienzo de la fermentacién es mis réapido, el
nfimero m&ximo de levaduras que se obtiene es inferior.

La velocidad de las reacciones bioguimicas depende de la temperatura:
un aumento de ésta hace que se acelere el proceso; pero a partir de un
momento determinado, se produce un efecto negativo (el cual afecta
principalmente a2 los enzimas) que hace disminuir la- velocidad. CANTARELLI

[52] cita que los mejores rendimientos en la transformacién de azficares en
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~etanol por parte de las levaduras, se producian alrededor de los 15-17°C,
nientras que por encima de 1los 30°C estos rendimientos ‘disminuifan en
distinto grado en funcién de la cepa. Es posible que tanfc esta diminucién
del rendimiento de las levaduras como la pérdida por evaporacifn, debidos
ambos a la influencia de la temperatura, sean responsébles de que 1los
rendimientos medios en el sistema tradicional sean inferiores a los del
sistema BIDONE. Aéi, en el sistema BIDDNé son necesarios 16.4 g de azfical
para producir un grado alcohflico, mientras que en el tradicional e
requieren 16.8 g (Tablas 10 y 165.

La disminucién de 1la capacidad fermentativa originada por las altas
temperaturas también podria explicar el mayor contenido en azficares
residuales obtenido en la vinificacién tradicional (Tablas 10 y 16). Estas
diferencias que relacionan la temperatura y 1los azficares residuales han
sido constatadas por BISSOFN et al. [37], llegando a la conclusibn de cue 3
mayor temperakura, mayor cantidad de azicares residuales.en el medio.

Por otro lado COTTRELL y McLELLAND [73] han observado que, en general,
la acidez total de un vinc fermentado a temperaturas més altas es menor qu;
la del fermentado a temperaturas mé&s bajas. Este comportamiento también ha
sido comprobado por nosotros (Tablas 3 a 16): la vinificacién tradicicgal,
donde se alcanza;a mayor temperaturé, daba una pérdida media de acidez
total de 0.98 g/l1, mientras que el sistema BIDONE s6lo producia una pérdida
de 0.27 g/1. BISSON et al. [37] y BACCIONI y CANTARELLI [16] encontraron,
por el contrario, un comportamiento inverso, es decir que la acidez total
aumentaba al elevarse 1la temperatura. BISSON et al. [37] achacan este
fendmeno a wuna wmayor sintesis de &acidos orgénicos provenientes del
metabolismo secundario de las levaduras. Nosotros no disponeﬁos de Mases
suficientes para establecer si 1las diferencias encontradas en nues%ro
trabajo se deben exclusivamente a la sintesis de &cidos por lgs levaduras,,

o tzmbién a fenfmenos de precipitacidén e incluso descomposicibn biolb3sica
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de estos &acidos.

Otros efectos que el.exceso de temperatura tiene sobre el metabolismo
de las levaduras son: incremento en la sintesis de Acido acético [16, 521,
disminucién en la produccién de ésteres volétiies (16, 371, decrecimiento
en la sintesis de &cidos grasos [37]1, y aumento en la prnduccién de
alcoholes superiores [37, 521 y de glicerina [16].

Para paliar los efectos negativos que estos excesos.de'tempergturas
tienen sobre los vinos, la Coopertativa de San Pedro de los Corrales de
Utiel cambié el sistema tradicional de vinificacién llevado a cabo en 19882,
por el sistema BIDOFNE en 1983. Las ventajas del sistema BIDONE sobré el
tradicional, segin OREGLIA [229], son las siguientes: upa iniciacién mis
répida de 1la fermentacifn, una fermentacién mAs breve y pura, una
disminucién de la temperatura de fermentacifn, wun buen 1inicio de la
fermentacidén incluso en vino con bajo contenido en azGcar, y obtencién de
vinos suaves, afrutados, con baja concentracién en Acido acético,>de mayor
grado alcohélico y de color mds intenso y firme. Todas estas ventajas han
sido corroboradas por los datos fisico-quimicos de 1los mostos elaborados
bajo 1los dos sistemas (Tablas 3 a 16). Con el sistema BIDORE, los vinos
obtenidos presentan una acidez volatil media ligeramente inferior a los
vinificados tradicionalménte, 0.07 g/1 menos (Tablas 10 y 16>, el
rendimiento alcohblico es mayor, aunque el contenido de etanol en valor
absoluto sea menor, y la pérdida de color a lo largo de la fermentacidén es

notablemente inferior.
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3.1.2.- VINIFICACIOFES DE DISTINTAS VARIEDADES EN LA BODEGA DE LA ESCUELA

T

DE VITICULTURA Y ENOLOGIA.

La evolucién de 1los pardmetros fisico-quimicos  a 1lo largo de la
fermentacibén de mostos procedentes de las variedades Bobal, Garnacha,
Macabeo y Tempramnillo se halla:désérita en las Tablas 17, 18, 19, 20,

Los indices de ﬁadurez de estas variedades fuveron 40,35 para Garnacha,
39.53 para Tempfanillo, y 31.18 para Macabeo. Ignoramos cudl fue el de
Bobal, puesto que la primera muestra que tomamos ya se encontraba
fermentando, y 1la relacién entre el contenido de azficares y la acidez
total, en estas condiciones, no reflejaba el estado inicial del mosto.
Tanto Garnacha como Tempranillo presentaban indices de maduracifn mayores
que los de las uvas vinificadas en la Cooperativa San Pedro.

Los rendimientos en la transformacidén de azficares en alcohal son més
altos en la vinificacién de Tempranillo, algo menores en Garnacha, mis
bajos todavia en Macabeo, y los mids bajos de todos se alcanzaron con Bobal
(Tablas 17 a 20). Vamns a tratar de explicar las causas de estas
diferencias. El rendimiento mis alto se produce en la fermentacibn de los
mostos de Tempranillo, realizada a temperatura controlada de 19°C. Como vya
bemos visto en el Apartado anterior, a temperaturas bajas el rendimiento
fermentativo de las levaduras es mis alto, su actividad metabbélica se
prolonga durante mas tiempo [240]1, y 1las pérdidas por evaporacifn son
menores [73]. La vinificacién de 1los mostos de Garnacha dio lugar a
rendimientos mayores que los de Macabeo; esto puede &eberse 2 que a estos
mostos se les adicionf durante la fermentacién 60 mg/l de bentonita como
clarificante. OREGLIA [229] establece que esta préctica, lejos de
obstaculizar la fermentacién, la acelera y ademis da lugar a incremento en
la concentracién de etanol. Este aumento es del orden de 0.2 a2 0.5 grados

alcohblicos y esté en estrecha relacién con el rendimiento fermentativo.



Bobal EVE 1963 rases

I1

Acidez total (g/1) 5.70
Acidez volatil (g/1) 0.20
Acido malico (g/1) 2.60
Aztcares (g/l) 112.00
Densidad relativa 1.0531
Extracto seco (g/l) 141.80
Extracto no reductor (g/l) 29.80
Grado alcondlico 0.95
Grado Baumé 7.32
Hierro total (mg/l) 0.80
Intensidad colorante 1.381

absorbancia a 420 nm 0.531

absorbancia a 520 nm 0.850
pH 3.50
Polifenoles totales (mg/l) 272.00
S02 Ubre img/l) . 0.00
SOi total (mg/l) 0.00
Temperatura t°C> 19.00

Tabla 17.- Vinificacion de mostos rosados
Viticultura 'y Enologia de Requena C"EVE") en 1983.

parametros fisico-quimicos a lo largo de la fermentacion, "a

[11

6.31
0.31
2.10
60.00
1.0293
95.10
35.10
5.28
4.13
0.80

3.65
260.00
0.00
0.00
19.00

de Bobal

Iv

5.70
0.47
1.77
6.70
0.9982
28.70
22.00
9.50
0.00
0.75
a
a

a
3.61
247.00
0.00
0.00
17.00

en la

non

Escuela
Evolucion de los

5.25
0.69
0.00
1.10
0.9933
21.30
20.20
10.90
0.00
0.70
1.131
0.457
0.674
3.70
230.00
0.00
0.00
16.50

de

medidas no

efectuadas: durante la fermentacion no se obtenian resultados fiables.



Macabeo EVE 1983

Acidez total (g/1)

Acide: volatil (g/l)

Acido maélico (g/1)

Azicares (g/l)

Densidad relativa

Extracto seco (g/l)

Extracto no reductor (g/l)

Grado alcoholico

Grado Baumé

Hierro total (mg/l)

Intensidad colorante
absorbancia a 420 nm
absorbancia a 520 n»

pH

Polifenoles totales (mg/l)

SO; libre (mg/l)

SQ2 total (mg/l)

Temperatura ('O

Tabla 18.- Vinificacion de mostos blancos

Viticultura y Enologia

paréametros fisico-quiiiicos a lo

Requena
largo de

i m
6.35 7.61
0.00 0.89
2.50 2.40
198.00 72.80
1.0827 1.0294
215.40 93.30
17.40 20.50
0.00 6.90
11.09 4.14
0.50 0.52
0.517 a
0.365 a o«
0.152 a
3.64 3.20
125.00 124.00
0.00 7.30
0.00 103.50
19.50 23.00
Macabeo
("EVE"> en

1983,
la fermentacion. V

iv v
7.95 7.50
1.25 1.35
2.00 0.00
14.60 1.27
0.9994 0.9923
33.60 21.40
19.00 20.10
10.10 12.05
0.00 0.00
0.53 0.53
a 0.498
a 0.351
a 0.147
3.40 3.75
124.00 113.00
8.00 9.10
97.60 95.80
20.50 15.50
en la Escuela de
Evolucion de ios
nedidas no

efectuadas: durante la fermentacion no se obtenian resultados fiables



Garnacha EVE 1983

Acidez total (g/1)

Acidez volatil (g/l)

Acido ridlico (g/l)

Aztcares (g/1)

Densidad relativa

Extracto seco (g/l)

Extracto no reductor (g/l)

Grado alcoholico

Grado Baumé

Hierro total («g/l)

Intensidad colorante
absorbancia a 420 na
absorbancia a 520 n»

PH

Poli fenoles totales firig/l)

S02 libre (ag/l)

S02 total ing/l)

Temperatura (*C)

Tabla 19 - Vinificacion de nostos rosados de

Viticultura y Enologia

pardmetros fisico-quiaicos a lo

Requena
largo

Fases

Lo dil

5.18
0.00
1.50
209.00
1.0899
260.70
51.70
0.00
11.96
0.70
1117
0.422
0.695
3.33
267.00
0.00
0.00
23.00

5.30
0.23
1.50
75.40
1.0250

97.20
21.80
9.23
3.55
0.80

a

a

a
3.24
256.00
7.80
73.40
24.50

parnacha
('EVE") en 1983,

de la fementacion. "a

v
5.03
0.23
0.97

28.20
1.0040
51.20
23.00
11.90
0.58
0.80
a
a
a
3.30

251.00

8.60
74.20
22.00

en la

non

4.98
0.22
0.00
1.30
0.99
19.87
18.60
13.23
0.00
0.87

12

1.288
0.585
0.703

3.41
239.00
9.50
65.30
19.00

Escuela

Hedidas

efectuadas: durante la fementacion no se obtenian resultados fiables.

de

Evolucion de los

no



Tenpranillo EVE 1983 Fases. . ............. .. ...

i ni Iv v

Acidez total (g/l1) 5.59 5.55 5.52 5.07
Acidez volatil (g/1) 0.00 0.10 0.14 0.14
Acido nilico (g/1) 2.10 1.80 1.70 0.37
Aztcares (g/l) 221.00 67.40 24.10 1.20
Densidad relativa 1.0940 1.0220 1.0009 0.9910
Extracto seco (g/l) 245.20 90.20 43.10 23.70
Extracto no reductor (g/l) 24.20 22.80 20.30 22.50
Grado alcoholico 0.00 9.41 11.92 14.00
Graoo Baumé 12.49 3.10 0.07 0.00
Hierro total (ag/l> 0.55 0.78 0.70 0.67
Intensidad colorante 1.025 a a 1.235

absorbancia a 420 nis 0.399 a a 0.575

absorbancia a 520 nii 0.525 a a 0.660
pH 3.55 3.48 3.56 3.65
Flolifenoles totales («g/i) 257.00 263.00 261.00 256.00
802 libre (»g/l) 0.00 6.50 6.00 8.00
SO* total (ig/l) 0.00 67.00 64.30 63.10
Temperatura CeC) 23.50 18.00 19.00 18.50

Tabla 20 - Vinificacion de mostos rosados de Temprani llo en la Escuela de
Viticultura y Enologia de Requena ("EVE") en 1983. Evolucidn de los
parametros fisico-quiiicos a lo largo de la fementacion. "a" Hedidas no
efectuadas: durante la fermentacion no se obtenian resultados fiables.
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OREGLIA explica este favorecimiento de la fermentﬁci6n porgque la bentonita
es capaz de eliminar sustancias antibibéticas producidas por las levaduras
o por Botrytis cinerea, y suprime 1la influencia negativa de restos de
pesticidas [229]. Estos efectos de 1la bentonita pueden explicar también un
mayor nGimero de células durante la fermentacién de mostos de Garnacha
respecto al que encpntramds en Macabeo.

~ Por 'ﬁltimﬁ,_hemos de comentar el casd de la vinificacién de Babal que
Se realizé sin adicién.de SO-. Aqui los rendimientos fueron bajos, dado que
una gran parte de los azficares del mosto fueron consumidos aerébicamente
por levaduras salvajes (entendiendo como "salvajJes" aquéllas distintgs de
Saccharomyces) de metabolismo eminentemente respiratorio, que han
persistido en el mosto en ausencia de SO=. De esta manera nos encontramos
que en la primera fase muestreada tenfamos una densidad de 1.0531 y sélo
0.95° de alcohol foriados. Generalmente a esta densidad lo corresponde una
graduacién alcohélica de 4 a 5° alcob8licos.

El pH siguid la misma evolucidén en tres de las cuatro vinificaciones
estudiadas, y es semejante a la que hemos definido en el Apartado anterior
para las vinificaciones seguidas en la Cooperativa San Fedro. Durante la
fermentacién de mostos de Bobal, el pH no descendié y luego aumentd, sino
que mantuvo una linea ascendente continua. En este caso, al no bhaber
adicién de S0z, no se ha producido acidificacién del mosto, y el balance
entre produccién y consumo de &cidos orgénicas por parte de las levaduras
parece decantarse por la sustitucidén de &cidos mAs fuertes por otros més
débiles.

la acidez total también evoluciona en la forma ya explicada en el
Apartado 3.1.1 de este Capitulo. Sin embargo, en estos casos parece no
cumplirse la relacifn entre el aumento de temperatura y disminucién de 1la
acidez, ya que los mostos fermentados a temperatura ambiente, Garnacha y

Macabeo, presentan menor pérdida de acidez que los fermentados a 19°C. Es
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posible que temperaturas tan bajas como 19°C y concentracionés alcohblicas
de 14.1° en Tempranillo, favorezcan mis la precipitacidén de bitartratos y
de esta forma se vea disminuida la acidez total en mayor grado. Por otra
parte el aumento excesivo de acidez total en la fermentacidn de mostos de
Macgbeo se debis al incremento de &cido acético producido por el
metabolisﬁu de ciertas levaduras de las que nos ocuparemos'posteriurmente.

La acidez vol4atil eéolucioné en la forma acostumbrada, increment&ndose
la concentracién de &cido acético a lo 1largo de la fermentacidén, pero sin
superar limites peligrosos excepto en el caso de Macabeo, ya comentado.
Después de Macabeo, Bobal es la que presenta mayor acidez volatil. Esto se
debe posiblemente a que esta vinificacién se realizé sin SO, y ésto provoch
la presencia prolongada de levaduras acetogénicas durante la fermentacibdn
[2701.

El contenido en hierro de los mostos varié entre 0.5 y 0.8 =g/l
"(Tablas 17 a 20). En dos de estas vinificaciones no se observéd
précticamente ningfin enriquecimiento en este metal, ya que los mostos se
vinificaron en recipientes de fibra de vidrio que no presenta los problemas
de cesidén de hierro que puedern presentar los de cemento [229]. En otros dos
depbsitos : Tempranillo y Garnacha, el contenido en hierro aumenta
ligeramente, del orden de 0.17 mg/l en Garnacha y del orden de 0.13 en
- Tempranillo. Dado que estas vinificaciones se realizaron en depbdsitos de
fibra de vidrio como los otros, no nos es posible pensar en una cesibn de
hierro por los recipientes de fermentacién. Posiblemente el tratamiento con
bentonita que han sufrido estos mostos pueda explicar este incremento en
hierro. OREGLIA . [229] Anos habla de la cesibn de este metal al emplear
bentonita como clarificante.

En cuanto a intensidad colorante hemos de observar dos cosas (Tablas
17 a 20): la intensidad colorante en el primer muestreo de los rosados

Tempranille y Garnacha es menor que en el Gltimo muestreo. Esto se debe a
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que la primera muestra se tomé antes de que se adicionase el S0: al mosto
en maceracién con los hollejos y los orujos. Es de tédqs bien conocido el
efecto favorable de la disolucién de materia colorante que tiene este
producto [2401. Por lo tanto tras el primer puestreo hubo un aumento de
intensidad colorante. Por otro lado también se produce una disminucibén de
los compuestos fendlicos a lo largﬁ de la fermentacifn por polimerizaci8n,
adsorcifén y precipitacidén. Esto podemos observarlo en la vinificacién de
Bobal en la cual la primera muesira se tomd después de la maceracidn; se
constata una disminucién de polifenoles y de intensidad colorante en la
Gltima muestra. También queda comprobado en 1la vinificacién de Macabéo en
la cval no hubo maceracién con los orujos, y por tanto no hubo incremento
de la intensidad colorante tras la adicidén de SO-.

la adicién de &80z a estos mostos ha sido siempre inferior a las
realizadas en la Cooperativa San Pedro; las cantidades varian de 0 a 100
mg/1 (Tabla 2). En todos los casos se observa wuna disminucién progresiva
del S0- total a 1lo largo de la fermentacién, que es menor en el caso de
Tempranillo (Tablas 17 a 20). Esto puede deberse a que la vinificacién de
este mosto se realizé a 19°C, y las pérdidas de SO: por evaporacién fueron
menores. Por otro lado podemos observar que la proporcidn de SOz libre es
menor durante la fermentacifn tumultuosa, y posteriormente aumen%a. Esto se
debe a que el metabolismo m&s activo de las levaduras en esta fase da lugar
2 compuestos secundarios capaces de combinarse con el S0z, tales como &cido
pirtvico, &cido a-cetoglutarico y acetaldehido [176, 2991, con lo cual la
fraccién libre del S0: es muy re&ucida. Al final de 1la fermentacibn, el
agotamiento de 1los azficares u otros compuestos capaces de combinarse,
aunque en baja proporcién con el S0z [176], hace que aumente el porcentaje
de SO libre. Por otro lado, y confirmando los resultados de CANTARELLI
f51], observamos que en vinificaciones realizadas a temperaturas mis bajas,

la relacidén S0. 1libre / SO# combinado es menor a temperaturas mis altas.
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Asi en la vinificacién de Tempranillo la media del SD. libre durante 1la

fermentacién fue de 10.5%, mientras que en Garnacha y Macabeo fue de 9.3%.
El &cido mdlico en estos mostos variaba de 1.5 g/l en Garmacha hasta 2.6 en
Bobal (Tablas 17 a 20). En todos los casos durante la fermentacién
alcohblica disminuia ligeramente la cantidad de este &cido; la actividad de
ciertas levaduras explicaria esta disminuci6n: Sin embargo, observamos gque
en las Gltimas fases de la vinificacitn esta degradacibn se acrecentaba, y
€sto coincidia con el aumento bde la poblacién de Dbacterias lacticas
(Figuras 22 a 25). Por ello suponemos que son estos microorganismos 1los
responsables finales de su degradacién.

Lz temperatura en estas vinificaciones ha sido un parémetro controlado en
algunos casos, y falto de contrcl en otros. Las diferencias que podemos
encontrﬁr en los mostos vinificados a distintas temperaturas son: un mayor
rendimiento en etanol (excepto en el caso de Bobal'que se vinificé sin
50-), wun mayor contenido en 80z 1libre, menor acidez volatil, y un

crecimiento més paulatino y lento de las células de levaduras. Todas estas

caracteristicas abogan por la vinificacién a bajas temperaturas.

Z.2.- PARAMETROS MICROBIOLOGICOS.

Durante 1982 y 1983 se realizaron seguimientos fisico-quimicos y
microbiolégicos de varias vinificaciones. En 1982 se tomaron muestras en la
Cooperativa San Pedro de los Corrales de Utiel, realiz&ndose un seguimiento
de siete depSsitos donde fermentaban, por el sistema tradicional, mostos de
uva Bobal destinados a la produccién de rosados. Dado que se ha demostrado
gue la microflora‘puede variar en relacién con le 1localizacidén de 1los

vifiedos y con el afioc y momento de la recoleccién [141, 258], en 1983 se
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continué muestreando en esta bodega, a fin de establecer si se producian
variaciones de los microorganismos asociados a lés mostos a lo largo de
vendimias sucesivas. Por otro lado en 1983 se estudié también la influencia
que el - sistema de vinificacién podia tener sobre 1la evolucibén de la
microflora a lo largo de la fermentacién; Para ello se compararoﬂ ios datos
de las vinificationes por el sistema tradicional (1982), con los de las
vinificaciones por el sistema BIDONE efectuadas en 1983 en la misma bodega.
En 1083 también se caracterizé la influencia que localizaciones distintas
de 1los vifiedos tenian sobre la microflora presente en los mostos,
comparando los resultados obtenidos en la Cooperativa San Pedro de los
Corrales de Utiel con 1los de 1la Escuela de Viticultura y Enologia de
Requena. Finalmente, se analizaron las diferencias en la composicién de 1la
microflora presente en los mostos de distintas variedades de uva: Bobal
(destinados a rosados), Cabernet-Sauvignon (tintos), Garnacha_(rosados),
Macabeo (bléncos) y Tempranillos (rosados). Estos fGltimos mostos se
vinificaron segin el sistema tradicional en la Escuela de Viticultura y
Enologia en 1683, pero bajo distintas condiciones de fermentacién. Los
tratamientos de vinificacidn que sufrieron estos mostos se detallan en 1la
Tabla 2. Esto nos permitié determinar ademi&s la influencia que estas
condiciones tenian sobre la din&dmica de las poblaciones microbianas.
Durante 1982 se cobservé 1la evolucién del nlmero total de bacterias
acéticas, bacterias lacticas, levaduras y mohos. Para las primeras se
emplearon dos tipos de medios de cultivo s6lidos: AM y MC; para el recuento
de bacterias lécticas se eligis’ la técnica del Ntimero Mas Problable en
m2dio 1iquido, empleando el MSRM adicioniddo de alcohol feniletilico
(concentracién final de 3 mg/ml) a fin de evitar el crecimiento de
levaduras y bacterias Gram (-) [52]. El recuento de levaduras se realizé en
fres medios de cultivo s6lidos diferentes: ME y ASD acidificados con &cido

citrico hasta wun pH de 3.5, y ¥B a pH 5.5 y adicionado de difenilo (0.1
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ﬁé/ml) para eliminar los mohos [183]). Finalmente, los mohos se contaron una
vez crecieron sobre medio MB sin difenilo a pH de 5.5 donde fueron
sembradas las muestras.

" En el afio 1983 se continué utilizando estas técnicas de recuento,
aunque con alguna modificacién. En primer‘lugar se abandonf la idea de
realizar un recuento de bacterias acéticas durante la fermentacibn, dado
que a lo largo de los muestreos‘realizados el afio anterior no obtuvimo;
ninguha‘evidencia de su existencia en ninguﬁc de los depfsitos muestreados.
Respecto a los recuentos de levaduras, de los tres medios ensayados para .
tal fin llegamos a la conclusién de que en MB con difenilo a pH=5.5 era
donde aparecia el mayor nfimero de especies distintas (Tabla 21), y ademis
las colonias crecian mis réipidamente sobre este medio, y eran de mayor
diémetro. Es por ello que se eligidé el medio MB a un pH de 5.5 y adicionado
de difenilo para realizar 1los recuentos de levaduras durante 1983,
. desestimando los otros sistemas por ser menos adecuados, y ademids porque de

esta forma se simplificaba el procesamiento de las numerosas muestras.

3.2.1.- EVOLUCIOK DE LA MICROFLORA EF LAS VINIFICACIONES DE LA COOPERATIVA

SAN PEDRO.

Los resultados de los recuentos obtenidos durante el afio 1982 se
observan en las Figuras 8 a 15. En ellas se muestra la evolucién continua
de las poblaciones de bacterias acéticas, bacterias lécticas, levaduras y
mohos a2 1o largo de la fermentacién» de cada uno de los depbsitos
muestreados.

En ninguno de los muestreos realizados aparecieron bacterias acéticas.
Esto puede deberse a la no idoneidad de los sistemas empleados, cosa poco

rrobable a juzgar por las opiniones de diversos investigadores (88, 327], a



Especies 2925 AM>E£iliIA2
571)"  fi’ecbi  AUTb) AT (o ic’ (@)

Aureobasidiua pullulans*
Cdndida boidinii

Candida pulcherrima

Candida stellata

Hansenula anonala

Mansenula tirakii

Kloeckera apis

Pichia fernentans

Pichia kluyveri

Pichia netibranaefaciens
Rhodotorula rubra

S. cerevisiae Var. bayanus
S. cerevisiae var. capensis
cerevisiae VAI. cerevisiae
cerevisiaa VarI. chevalierj

cerevisiaa VAI. steineri

cerevisiaa VAI. wuvaruti

Sporobolomyces roseus

“olt

Tabla 21.- Aparicion de especies de levaduras sobre distintos medios de cultivo, “a
adicionado de difenilo 0.1 ng/il. "b" acidificado hasta pH=3.5 con 4cido citrico al
[0S. V  medio agar manitol para el recuento de bacterias acéticas. *d" aedio de
Carr para el recuento de bacterias acéticas. ** crecimiento observado.
crecimiento no observado. *Esta especic no esta considerada como levadura en las
actuales claves taxondmicas.



Deposito "A"
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Figura 8.- Evolucién de la microflora en el depésito A. Vinificacién de uva Bobal por el sistema tradicional. (Coope-

rativa San Pedro), campafia 1982. Los recuentos de bacterias acéticas, levaduras y mohos se expresan como log(n+l)
siendo "n" el nimero de ufc/ml. El recuento de bacterias lAacticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n”
representa el Niimero Mas Probable de células por mi.



Deposito "B"

log (n-+1)

Figura 9.- Evolucién de la microflora en el depésito B. Vinificacién de uva Bobal por el sistema tradicional. (Coope
rativa San Pedro), campaiia 1982. levaduras y mohos se expresan como log(n+l)
El recuento de bacterias lacticas se expresa de igual forma,

representa el Numero Mas Probable de células por mi.

Los recuentos de bacterias acéticas,
siendo "n" el numero de ufc/ml. pero en este caso '"n"



Deposito "C"
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Figura 10.- Evolucién de la microflora en el depésito C. Vinificacién de uva Bobal por el sistema tradicional.

(Coope-
rativa San Pedro), campafia 1982.

Los recuentos de bacterias acéticas, levaduras y mohos se expresan como log(nt+l)
El recuento de bacterias lacticas se expresa de igual forma,

representa el Numero Mas Probable de células por mi.

siendo "nll el nimero de ufc/ml. pero en este caso '"n"



Deposito "D'

2.0 log (n+])

Figura 11.- Evolucién de la microflora en el depésito D. Vinificacién de uva Bobal por el sistema tradicional. (Coope-

rativa San Pedro), campafia 1982. Los recuentos de bacterias acéticas, levaduras y mohos se expresan como log(n+l)
9

siendo "n" el nimero de ufc/ml. El1 recuento de bacterias lacticas se expresa de igual forma,

representa el Numero Mas Probable de células por mi.

pero en este caso "n"



Deposito "E"
Q.0 Log(n+1)

Figura 12.- Evolucién de la microflora en el depdsito E. Vinificacién de uva Bobal por el sistema tradicional.

(Coope-
rativa San Pedro), campafia 1982.

Los recuentos de bacterias acéticas, levaduras y mohos se expresan como log(n+l)

El recuento de bacterias lacticas se expresa de igual forma,
representa el Nimero Mas Probable de células por mi.

siendo "n" el numero de ufc/ml. pero en este caso 'n"



Deposito "F"
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Figura 13.- Evolucién de la microflora en el depésito F. Vinificacién de uva Bobal por el sistema tradicional. (Coope-
rativa San Pedro), campafia 1982. Los recuentos de bacterias acéticas, levaduras y mohos se expresan como log(n+l)
siendo "n" el numero de ufc/ml. El recuento de bacterias lacticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n"

representa el Numero Mas Probable de células por inl.



Deposito "G"

9.0 log (n+1)

Figura 14.- Evolucién de la microflora en el depdsito G. Vinificacién de uva Bobal por el sistema tradicional. (Coope-

Los recuentos de bacterias acéticas, levaduras y mohos se expresan como log(nt+l)

rativa San Pedro), campafia 1982.
El recuento de bacterias lacticas se expresa de igual forma,

siendo "n" el numero de ufc/ml. pero en este caso "n"

representa el Numero Mas Probable de células por mi.



Medias Coop. 1982

9.0 log(nt+l)
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Figura 15.- Evolucién de la microflora durante la vinificacién tradicional. (Cooperativa San Pedro), campafia 1982.
Los datos de la figura representan las medias de los valores obtenidos a partir de los depdsitos muestreados en cada
fase. Los recuentos de las bacterias acéticas, levaduras y mohos se expresan como log(n+l), siendo "n" el numero
de ufc/ml. El recuento de bacterias lacticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n" representa el Nimero

Mas Probable de células por mi.
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la ausencia total de bacterias acéticas en todas las muestras procesadas, o
a una concentracién de las mismas inferior a la permitida por 1la
sensibilidad del método. Esta ausencia podria explicarse por la fuerte
sulfitacién a la que fueron sometidos estos mostos: es bien sabido que las
bacteriaé Gram (=) sdnrmuy sensibles a &1 [24]). |

En mostos recién sangrados sin sulfitar, encontramos que el nfimero de-
bacteriéa 1écficas era bajo, del ordel de 4 x 10® células por mililitro por
término medio (Figura 15). Estos resultados son coincidentes con los de
muchos otros auwtores (72, 91, 175, 1791. Por otro lado, observamos que la
concentracibén de bacterias lécticas en los mostos no era homogénea (Figuras
& a 21), sino que variaba entre 150 y 11000 células por mililitro. Esto
puede deberse a diferencias en la concentracifn de flora lactica sobre las
uvas. RIBEREAU-GAYON [282] nos habla de que la distribucién de bacterias
lééticas en los vifiedos es irregular, y por esta causa mostos procedentes
de un mismo campo de cultivo pueden en algunos casos llevar a cabo la
fermentacidén maloléctica, cuando el inSculeo aportado por las uvas es
suficiente, y en otros no. Los datos obtenidos de los vinos en plena
fermentacitén nos 1llevan a 1la conclusién de que el nfmerc inicial de
bacterias lacticas disminuye rédpidamente en los primeros dias, y sigue
descendiendo paulatinamente durante toda la fermentaéién. Esta disminucién
se puede deber a varias causas: en principio, los bajos pHs con los que las
bacterias entran en contacto al pasar al mosto: a pH mis bajo desaparecerén
mayor ntmero de bacterias lacticas [282]; en segundo lugar, al efecto
negativo que el SO- ejerce sobre gran parte de la poblacién bacteriana
[179, 221, 2701; en tercer lugar, al progresivo incremento en etanol que
sufre el mosto lo que hace que aquellas cepas mis sensibles desaparezcan
[72, 175, 179]; y en cuarto lugar a la competencia con levaduras, ya que
éstas influyen negativamente sobre el crecimiento de las bacterias lacticas

I

[28, 121). Hacia el final de la fermentacidén alcohdlica (Figuras 8 a 21),



Fase |

log (n+1)

Figura 16.- Microorganismos asociados a mostos sin sulfitar (Fase I). Vinificacién de uva Bobal sistema Bidone. (Coo-

perativa San Pedro), campafia 1983. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(nt+l), siendo '"n" el numero

de ufc/ml. El recuento de bacterias lacticas se expresa de igual forma , pero en estecaso 'n"representa el Numero

Mas Probable de células por mi. El1 recuento de bacterias lacticas se realizé solo en dosdepdsitos,mientras que
los otros microorganismos se estudiaron en cuatro de ellos.



Fase 1l

9.Q log(n+)

m>.0

Figura 17.- Microorganismos asociados a mostos en plena fermentacién tumultuosa (Fase II). Vinificacién de uva Bobal
sistema Bidone. (Cooperativa San Pedro), campafia 1983. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(n+l),

siendo "n" el numero de ufc/ml. El recuento de bacterias lacticas se expresa de igual forma , pero en este caso '"n"

representa el Numero Mas Probable de células por mi. El recuento de bacterias lacticas se realizé solo en dos depébsi-

tos, mientras que los otros microorganismos se estudiaron en cuatro de ellos.
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Q.0 log (n+1)
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Figura 18.- Microorganismos asociados con el final de la fermentacién tumultuosa (Fase III). Vinificacién de uva
Bobal sistema Bidone. (Cooperativa San Pedro), campafia 1983. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como
log(n+l), siendo "n" el nimero de ufc/ml. El recuento de bacterias lacticas se expresa de igual forma , pero en este
caso '"n" representa el Numero Mas Probable de células por mi. El recuento de bacterias lacticas se realizé solo en

dos depdsitos, mientras que los otros microorganismos se estudiaron en cuatro de ellos.



Fase IV
9.0 Log(n+l)

Figura 19.- Microorganismos asociados con el final de la fermentacién alcohdlica (Fase IV). Vinificacién de uva Bobal
sistema Bidone. (Cooperativa San Pedro), campafia 1983. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(n+l),
siendo "n" el numero de ufc/ml. El recuento de bacterias lacticas se expresa de igual forma , pero en este caso "n"
representa el Nimero Mas Probable de células por mi. El recuento de bacterias lacticas se realizé solo en dos depdbsi-

tos, mientras que los otros microorganismos se estudiaron en cuatro de ellos.



Fase VI
A.Q log (n+1)

Vinificacién de uva Bobal sistema Bidone.

(Fase VI).
siendo "n" el

Figura 20.- Microorganismos hallados tras el primer trasiego
campafia 1983. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(n+l),
, pero en este caso "n" representa

(Cooperativa San Pedro),
nimero de ufc/ml. El1 recuento de bacterias lacticas se expresa de igual forma
el Numero Mas Probable de células por mi. El recuento de bacterias lacticas se realizé solo en dos depdsitos, mientras

que los otros microorganismos se estudiaron en cuatro de ellos.
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Figura 21.- Evolucién de la microflora durante la vinificacién por el sistema Bidone. (Cooperativa San Pedro), campafa
1983. Los datos de la figura representan las medias de los valores obtenidos a partir de los depdsitos muestreados
en cada fase. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(n+l) siendo "n" el numero de ufc/ral. El recuento
de bacterias lacticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n" representa el Numero Mas Probable de células
por mi. El recuento de bacterias lacticas se realizé solo en dos depébsitos, mientras que los otros microorganismos

se estudiaron en cuatro de ellos.
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se observa un ligero incrgmento del nfimero de bacterigs lacticas. Agquellas

bacterias mis resistentes al SO: y al etanol pueden crecer er el medio al

disminuir la competencia con las levaduras, que van muriendo hacia el final

de la fermentacibn y liberando. sustancias nutritivas al lisarse [119].

GUILLOUX-BENATIER et al. [145] han'llevado a cabo un estudio de los efectos
gue tienen diferentes autblisadbs de levadura. sobre el crecimiento de las
bacterias lacticas y sobre la consecucibn de la fermentacién malol&ctica.
Estos autores han observado qué el grado de proteolisis del autolisado
influye positivamente sobre el crecimiénto de 1las bacterias, y que esta
inflvencia depende de las condiciones del medio (pH, contenido en etanol) y
del tipo de bacteria lactica que se ensaye. BEELMAN et al. (28], por su
parte, observan un efecto beneficioso sobre el crecimiento de las bacterias
cuando éstas se ponen en contacto con las levaduras presentes en las heces.

El pequefio crecim;ento de la poblacién la&ctica que observamos en nuestras
experiencias no pudo alcanzar opfimeros elevados, ya que las bajas
terperaturas de la bodega tras el muestreo correspondiente a la 42 Fase, ¥y
la adicién de 20 mg/l de SO: inmediatamente después del primer trasiego,

hicieron disminuir de nuevo la poblacién. En ninguno de los siete depbsitos

muestreados en 1982 se realizd la fermentacidn maloléctica.

En 1982 las levaduras, en mostos recién sangrados y sin 80;,
presentaban una concentracidén més unifofme gque las Dbacterias lacticas
(Figuras 8 a 15), encontrandose valores de 10¥ ufc/ml. PARISH y CARRCLL
[238] citan que la poblacién levaduriforme sobre la superficie de las uvas
es de 10%-10¢ ufc/cm®. PEYNAUD y DOMERCQ [31] también obtienen un nfimero
semejante sobre las uvas, pero a partir del estrujado de las mismas el
nfimero de células se incrementa, de forma que los mostos frescos por ellos
analizados contenian poblaciones de 10%5-10¢ ufc/ml. Estos datos sugieren
que una-parte de la poblacibn levaduriforme presente en el mosto tiene como

origen el equipo de bodega [31, 76, 229]. Una vez que se inicila 1la
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fermentacién alcoh6lica en nuestros mostos, el nfmero inicial de levaduras
crece ripidamente hasta -alcanzar valores de 107 ufc/ml durante la fase
tumultuosa de la fermentacibn (Figuras 8 a 15). Este nfmero miximo de
levaduras va decreciendo paulatinamente hacia el final de la fermentacifn
tumultuosa, aunque en la Fase IV, cuando 1la densidad es aproximadamente
1.0000 y la cantidad de azficares es de 22 g/1, todavia persisten en el
medio 10® ufc/ml. La  poblacidn levaduriforme sigue disminuyendo
progresivamente, y tras el +trasiego realizado en los vinos ya acabados
(Fase VI), s6lo encontramos poblaciones de levaduras viables que van de 0 a
104 ufc/ml (Figuras 8 a 15). Las diferencias en la concentracién de células
tras el trasiego pueden explicarse en funcidn de la efectividad del mismo
en cada uno de los depfsitos muestreados, y del nfimero de levaduras capaces
de sobrevivir en las condiciones en que se hallan los vinos terminados, con
baja cantidad de nutrientes, alto contenido en etanol, y ademds con una
dosis de 20 mg/l de SOz adicionada tras el tra;iegc. Las muestras
correspondientes al muestreo realizado tras el segundo trasiego no
produjeron ningn crecimiento en las placas de aislamiento {(datos no
expuestos en las Figuras); tan s6lo en el depbésito B encontramos una
poblacién residual de 4.7 x 10%® levaduras viables por mililitro. PEYNAUD
[240] encuentra que en vinos j6venes tras varios meses de reposo, se pueden
hallar hasta 2 x 10% célulés por mililitro; sin embargo este valor se
refiere a un recuento total, no a células viables que es el dato gue
nesotros consideramos.

La evolucitn del nGmero de levaduras a lo largo de la fermentacién
estd en concordancia con 1lo observado por LAFON-LAFOURCADE ({1911 y
RIBEREAU-GAYON [280]. Este Gltimo autor nos informa que la mayor cantidad
de azficares del mosto se consume durante la fase exponencial y la fase
estacionaria del 'crecimiento levaduriforme; esta afirmacién se ve

corroborada en nuestras experiencias al comparar el consumo de azficares con
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la evolucién de la poblacién levaduriforme (Figuras 8-a 15, Tablas 3 a 10).
La disminucién progresiva del nfimero miximo de cé&lulas se debe posiblemente
a una serie de factores como son su sensibilidad al etanol, la acumulacidén
de productos téxicos tales como &cidos grasos de cadena 1arga.(octanoico y
decanoico) 1181], y a la disminucién del contenido intracelular de ‘
esteroléé que tiene lugar durante la fase de proliferacién de las levaduras
2801, y qué afecta tanto a la viabilidad como a la tasé de fermentacidn de
las mismas [©4].

La influencia que la poblaciénrde mohos tiene en 1la fermentacibn es muy
limitada, ya que estos microorganismos, que forman parte de la microflora
asociada a la uva [3, 282], desaparecen réapidamente a 1lo largo de la
fermentacién por su sensibilidad al SO0 [270, 306], al etamol [27C], y a
las condiciones anaerobias que se crean en el mosto en fermentacibn, ya que
estos organismos son fuertemente aerobios [3)]. En nuestros muestreos
solanmente hemos detectado mohos, en general, en mostos recién sangrados y
sin S0z. En las siguientes Fases raramente aparecen (Figuras 8 a 15), vy
cuando lo hacen se observa que su nfmero es muy reducido y su caréacter
residual (Figura 8).

La evolucidén de la microflora en 1la vinificacidn por el sistema BIDONE
realizada con uva Bobal en 1983, nos muestra un comportamiento bastante
similar al que ya hemos comentado para las vinificaciones de 1982. En este
caso la representacidn del nlmero de microorganismos a 1lo largo de la
fermentacién se realiza en forma de diagrama de barras, ya que debido al
propio sistema de vinificacién, los depbsitos perdian su individualidad y
las poblaciones su continuidad. o se realizaron seguimientos de un mismo
depdsito sino de varios elegidos al azar, teniendo en cuenta que se
encontraran en unas fases de fermentacién previamente establecidas por
nosotros. Por esta razbn, no nos parecié adecuada 1la representacién

continua de los datos en la forma en que lo hicimos en la campafia anterior.
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En este afio, ademés de realizar un recuento de Dbacterias lécticas, se
procedis al aislamiento e identificacién de las mismas. Este camﬁio de
estrategia se debid al interés que se suscité en la D.0. Utiel-Requena por
" la necesidad de control de los problemas de exceso de acidez que se
observaba en los mostos de Bobal en determinédas canpafias. Este exceso de
acidez podria solvent;rse con la utilizacién controlada de ciertas
‘ bacterias ' lacticas que eliminarian el &cido milico. El interés del
aislamiento e identificacién de las cepas se debia a la necesidad de
caracterizarlas, con el fin de seleccionar aquéllas més adecuadas para usos
enolbdgicos. La evolucién del nmero de bacterias a 1lo largo de la
vinificacifn por el sistema BIDOFE, se realiz6 a partir de los datos
obtenidos de 10 depbsitos muestreados en distintos momentos del proceso.
Posteriormente se realizf el aislamiento de las especies que aparecian en
cada una de las fases analizadas.

La poblacién de bacterias lacticas emncontradas en mostos recién sangrados
fue de 10® células por mililitro (Figuras 16 y 21), cifra semejante a 1la
hallada el afio anterior (Figura 15). Se puede apreciar que durante la
fermentacidén (Figura 21) disminuye este nfimero: en alguno de los muestreos
realizados no se obtuvo crecimiento en los medics de recuento empleados
(Figuras 17 a 20), mientras que en los restantes las cifras variaban entre
40 y 230 células por mililitro. El nimeroc de bacterias lacticas es muy bajo
en este caso, y aqui no se aprecia ese pequefio incremento que se producia
en las vinificaciones del afio anterior al final de 1la <fermentacién
alcohélica. Este comportamientb puede ser explicado por el hecho de que en
el sistema BIDONE, el miximo de poblacién levaduriforme se alcanza hacla el
final de la fermentacién, con lo cual la competencia con levaduras y la
carencia de sustancias nutritivas originadas por la lisis de é&stas impide
el crecimiento de aquellas bacterias que habfan sobrevivido por su

resistencia al S0z y =al etanol. Tras el primer trasiego y adicién de 20
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ng/l de S0z, sb6lo se aislaron bacterias 1laticas de uno de los depdsitos
muestreados, y el nfimero de células vivas que se obtuvo fue de 4 por
mililitro,

A pesar de que en las vinificaciones por el sistema BIDOFNE se empled una
dosis de S8S0- inferior a la usada én 1682 con el sistema tradicional, la
proporcién de SO- libre en relacién con el total fue mayor en 1983. Aunque
para laé bacterias lacticas la fraccifn combinada del SOz no es inocua, la
forma libre es la mis efectiva  [174, 189, 271). Por ello una_concentracién
mis elevada de S0 libre durante la vinificacitn BIDONE podria explicar el
menor porcentaje de bacterias lacticas encontradas.

En el caso de las levaduras vemos que la poblacidn inicial en mqstos recién
sangrados fue de 105-10¢ ufc/ml, y el nfimero miximo de levaduras del orden
de 107 ufc/ml; ambas cifras son bastante similares a alcanzadas el éﬁo
anterior en la vinificacidn tradicional (Figuras 16 a 21). Sip embargo,
podemos observar que durante la vinificacién tradicional el mayor nﬁmero de
células viables se alcanza en la Fase Il, cuando la fermentacién est& en
plena actividad, y posteriormente 1la wviabilidad de las células disminuye
progresivamente hasta finalizar la fermentacién (Figura 15). Con el sistema
EIDONE, las levaduras a lo largo de la fermentacién van aumentando
paulatinamente en nfimero, y es a2l final de la misma cuando contamos con una
mayor conceniracidn de las mismas (Figura 21).

El que se mantenga el crecimiento de la poblacifn levaduriforme durante mis
tiempo en el sistema BIDORE, puede deberse a que las adiciones sucesivas de
mosto  fresco  proporcionan nuevos elementos nutritivos al mosto en
fermentacién. También puede contribuir el que las nuevas levaduras afiadidas
sean mayoritariamente fermentadoras, ya que el resto han sido eliminadas
por la adicidén de SO- a los mostos recién obtenidos [228). Por otro lado
las aportaciones de mosto fresco provocan la dilucién de la concentracifn

de alcohol formada, asi como la disminucidén de la temperatura de
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fermentacibn [228). De esta manera se ven frenados dos de los efectos que
afectan negativamente a la viabilidad de 1las células. Las altas
temperaturas (superiores a 32°C) actfian disminuyendo la tasa de crecimiento
y la tasa de fermentacién [16]. El etanol también influye disminuyendo las
tasas de crecimiento, fermentacién ¥y viabiiidad conforme aumenta su
concentracién (208, 209, 228]). Por otro lado, hay un efecto sinérgico entre
el etanol y laA temperatura; asi‘ concentraciones crecientes de etanol
disminuyen la temﬁeratura mixima de creciﬁiento de las levaduras [336]. De
esta manera la disminucién de las temperaturas que se consiguen con el
sistema BIDORE favorece el mantenimiento de una poblacitn alta de levaduras
viables durante mayor tiempo. Otro aspecto negativo que tienen las altas
temperaturas de fermentacién alcanzadas en el sistema tradicional es que

gstas desajustan el proceso glucolitico con acumulacién de glicerol,

4]

acetolina, 2,3-butanodiol, y &cido acético via fermentacién gliceropirfivica
(Figura 4). lLas diferencias respecto a la cantidad de &cido acético formado
pueden observarse en las Tablas 10 y 16.

Los mohos presentan el. mismo comportamiento bajo ambos sistemas de
vinificacibén: desaparecen totalmente en 1los primeros momentos de 1la

fermentacién, y ya no vuelven a surgir posteriormente.

3.2.2.- EVOLUCION DE LA MICROFLORA EX LAS VINIFICACIONES DE LA ESCUELA DE

VITICULTURA Y ENOLOGIA.

Respecto a la evolucidén que sufrieron los microorganismos en las
fermentaciones realizadas en 1la Escuela de Enologia y Viticultura de
Requena, éstas estaban muy relacionadas con los tratamientos de

vinificacitén a los que fueron sometidos los mostos.
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A partir de 1los datos obtenidos en las primeras fases analizadas
(Figuras 22 a 25), observamos que la irregularidad en la‘ diétribucién del
nfimero de Dbacterias léacticas en los mostos sin sulfitar era concomitante
con la ya encontrada en las vinificaciones de 1la Cooperativa. Asi
encontramos que en mostos de Cabernet-Sauvignon y Garnacha el nfimero de.
bacterias lédcticas por mililitro era de aproximadamente 2 x 102, mientras
que en Bobal, Macabeo y Tempranillo fue de 10® células por mililitro. Los
nlmeros de levaduras en mostos frescos éon algo mayores que los detectados
en la Cooperativa durante los dos afios estudiados (10% ufc/ml).  Los mohos
se hallaron en concentracifén de 104 ufc/ml, y solamente se detectaron en
las primeras muestras tomadas durante la fermentacidn. La causa de su
desaparicién yé ha sido comentada anteriormente.

El efecto que los distintoé tratamientos de vinificacidn, realizados
en la Escuela de Viticultura y Enologia, tiemen sobre la microflora se
aprecia claramente en la evolucién de bacterias 1lécticas y lgvaduras.
Durante 1la fermentaci6n alcohSlica observamos una disminucién de la
poblacidén lactica semejante a la ya comentada para mostos vinificados en la
Cooperativa. Este comportamiento ha sido detectado por varios autores:
FLEET et al. [115], COSTELLO et al. {721, y LAFON-LAFOURCADE et al. [179).
La disminucién observada en las fermentaciones de Garnacha, Macabeo y
Tempranillo, no se aprecibé sin embargo en la vinificacién de Bobal. Esta
Gltima fermentacién se diferenciaba del resto en que no se habia adicionado
SO=-. En este caso no tenia lugar el efecto negativo que tiene este producto
sébre ias bacterias. El que la poblacién lactica resistente al etanol no
pueda crecer en este mosto, puede ser debido a la competencia con las
levaduras. RIBEREAU-GAYON et al. [282] establecen que una de las causas que
pueden explicar este antagonismo es la competencia por los azﬁqares y
sustancias nitrogenadas del mosto. En general el crecimiento miAs rapido de

las levaduras frente a las bacterias, las hace ser la poblacibn mayoritaria
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Figura 22 .~ Evolucién de la microflora de la variedadBobal. (Escuela de Viticultura y Enologia), campafia 1983. Condi-
ciones de vinificacién especificadas en la Tabla 2. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(n+l),

siendo "n" el nimero de ufc/ml. El recuento de bacterias lacticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n"
representa el Numero Mas Probable de células por mi.



Macabeo

9.0 log (n+])

Figura 23.- Evolucién de la microflora de la variedad Macabeo. (Escuela de Viticultura y Enologia), campafia 1983.

Condiciones de vinificacién especificadas en la Tabla 2. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(nt+l),
siendo "n" el numero de ufc/ml. El recuento de bacterias lActicas se expresa de igual forma, pero en este caso "n"
representa el Numero Mas Probable de células por mi.
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Figura 24 .- Evolucién de la microflora de la variedad Garnacha. (Escuela de Viticultura y Enologia), campafia 1983.

Condiciones de vinificacién especificadas en la Tabla 2. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(n+l),
siendo "n" el numero de ufc/ml. El recuento de bacterias lacticas se expresa de igual forma, pero en este caso '"n"

representa el Numero Mas Probable de células por mi.



Tempranillo
Q.o log (n+l)

Figura 25.- Evolucién de la microflora de la variedad Tempranillo. (Escuela de Viticultura y Enologia), campafia 1983.
Condiciones de vinificacién especificadas en la Tabla 2. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(n+l),
siendo "n" el numero de ufc/ml. El recuento de bacterias lacticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n"

representa el Numero Mas Probable de células por mi.
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en los mostos en fermentacidén, y por ello la que requiere.nutrientes en
mayor cantidad. Esta captacién de nutrientes por parte de las levaduras
frena el desarrollo de las bacterias léacticas.

En ' todos los casos (Figuras 22 a 25), se observaba también que al
finai de la fermentacidn alcohblica (Fase 1IV) la poblécién bacteriana
aumentaba,fhasta producir la fermentacién malolactica en todos los vinos,
aunque con diferentes ve}ocidades segln los casos. La fermentacién
maloléctica que més répidamente se llevd é caBo fue la de Boba1, en‘la cual
se realiz6é al cabo de 22 dias tras el inicio de la fermentacién alcobbélica.
A continvacidén finalizé la fermentacién maloldctica el vino procedente de
Garnacha, al cabo de 29 dias del 1inicio de 1la fermentacidén alcohSlica;
luego el de Xacabeo (34 dias), y por Giltimo el de Tempranillo (48 dias).
Los nGmeros de bacterias lacticas encontradas en 1la Fase V (Figuras 22 a
25) nos informa que en los vinos'que ya habian completado la fermentacidn
“maloléctica 1la poblacién 1léctica habia disminuido notablemente en Bobal,
Garnacha y Macabeo, mientras que en Tempranillo, en el que la fermentacién
maloldctica ese hallaba realizdndose en esos momentos, la poblacién
alcanzaba &rdenes de 10¢ células por mililitro. El que la fermentacibn
malolédctica tardase mAs en realizarse en ese depSsito que en el resto puede
deberse a varias causas: las levaduras alcanzan la poblacitn miéxima hacia
.el finpal de 1la fermentacibén alcobblica, con 1lo cual el 1inicio del
crecimiento bacteriano se ve frenado por la competencia; la temperatura de
fermentacién de mosto de .Tempranillo fue menos favorable al crecimiento de
las bacterias que la que se dié en otras fermentaciones [175]1; y por
Gltimo, 1la concentracitn de etanol en este mosto fue mis elevada que en el
resto. Todo ello puede explicar la mayor lenditud en el desencadenamiento
de la fermentacién malolactica.

La evolucién de las bacterias lacticas tras la fermentacibtn

maloléctica en las vinificaciones de Bobal, Garnacha y Macabeo es
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semejante: disminuye el nfimero de céluias viables, aunque en grados
distintos. Donde menos se aprecia la disminucién del nGmero de Dbacterias
lacticas traé la fermentacién maloléctica, es en el caso de Macabeo, luego
en Garnacha, y finalmente en Bobal. En en vino procedente de Tempranillo no
se pudo observar este efecto, ya que'el Gltimo muestreo realizado coincidib
con el apogeo de la fermentacién malolactica.

A pesar de ser Macabeo el vino que mayor cantidad de SOz total
contenia, la cantidad de SO- libge era muy semejante a la de 'Garﬂaéha
(Tablas 18 y 19); sin enmbargo el pH mis bajo de este Gltimo puede que
hiciera que la fraccién no disociada del S0z y mis activa como
antimicrobiana (H:S0z), fuera mayor en Garnacha que en Macabeo. SCHOPFER y
AERNY [306] han observado que el pH influye en la proporcién disociada del
S0z en solucibén, de forma que a pHs menores la proporcién de HzS50z aumenta
recpecto a2 las formas disociadas HSO=~ y 802", y que la eactividad
antiséptica del SO. se debe principalmente a la fraccién no disociada. Por
otro lado el vino de Macabeo presentaba una menor concentracién de etanol
que el de Garnacha, y una temperatura de conservacién alrededor de los
16°C, mientras que el de Garnacha se mantuvo 2 6 3° por encima. LAFON-
LAFOURCADE y RIBEREAU-GAYON [191] han seflalado que diferencias en la
concentracién de ‘SOz, en el contenido en etanol, en el pH y en la
temperatura eon las responsables de las distintas tasas de viabilidad de
las bacterias lécticas tras 1la fermentacidén maloldctica. Asi, un pH mis
alto, concentracién de SO. molecular mis baja, un contenido en etanol
inferior, y wuna temperatura de conservacifn algo mids baja, explican la
mayor viabilidad de bacterias lacticas en Macabeo respecto a Garmnacha tras
la fermentacién maloléctica.

Sin embargo, no encontramos explicacifén alguna al hecho de que en
'Bobal la disminucidén de la poblacidn lactica fuera tan drastica y réapida

tras la fermentacién malolactica, a menos que este depésito se hublera
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trasegado previamente a la toma de la muestra correspondiente a la Fase V,
sin gque tuviésemos conocimiento de ello. Este hecho parece confirmarse si
observamos el nimero de levaduras obtenido en 1la Fase V en este depdsito
(Figura 22).

las levaduras también sufrian una evolucidn distinta en el caso de
mostos fefrigérados o no refrigerados, y dentro de cada uno de los grupos
también babia diferencias explicables por las distintas caracteristicas de
las vinificaciones realizadas. En el caéo de mostﬁs refrigerados
observébamos dos dindmicas en la poblacidén levaduriforme. For un lado, en
Bobal el mayor nfimero de células viables se alcanzaba en la Fase III, que
se correspondia con la Gltima etapa de la fermentacifén tumultuosa, para
luego disminuir progresivamente hasta la finalizacidén de la fermentacién
alcohflica. Esta dindmica, a falta de 1los datos correspondientes a mostos
recién estrujados, nos indica que la consecucidén de la poblacién.méxima en
mosfos €in S0: estaba retrasada respecto a las vinificaciones con 80» y sin
control de temperatura. Esto podia deberse a que al no existir la presién
selectiva originada pof el 80z, especies "acompafiantes”, como Candida
stellata, impideran el establecimiento rapido de Saccharomyces cerevisiae.
Por otra parte, la baja temperatura a 1la que se vinificSd este mosto
disminuia todos los procesos bioquimicos incluyendo el crecimiento celular
[2401.

En Tempranillo, fermentado a 19°C, observamos que la poblacifn mAxima
de células se alcanzaba al final de la fermentacidén alcohbélica, es decir, a
lo largo de toda la fermentacidn 1las levaduras habian ido creciendo
progresivamente sin que se observase pérdida de viabilidad hacia el final
de la fermentacidén tumultuosa, como sucedia en el resto de los casos. Tanto
en Garnacha como en Tempranillo vinificadas ambas con 7 mg/l de SO= ¥y
tratadas con bentonita (Tabla 2) se alcanzaba el mismo nGmero méximo.de

levaduras, pero esto sucede en distintos momentos de la fermentacidn. Esto
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podia ser debido al efecto de 1la temperatura de vinificacién. Una
temperatura de vinificacién m&s baja hacfa que el crecimiento de las
levaduras se viera frenado y por otro lado reducia el efecto negativo del

etanol. De aquf que en Tempranillo se - alcanzaran poblaciones tan altas
cuando la concentracién de etanol era casi del 12% en volumen,.mientras que
en Garnacha se observaba pérdida de viabilidad por encima de las 10% (v/v).

Este efecto sinérgico de etanol y temperatura ‘ya ha sido . comentado al

tratar las ventajas del sistema BIDONE sobre el tradicional.

3.2.3.- CONSIDERACIORES ACERCA DE LA CLASIFICACIOE DE LEVADURAS.

Desde 1la primera clasificacién de levaduras realizada por HANSER en

1904 que distinguia entre levaduras esporégenas y no esporégenas, los
trabajos sobre taxoncmi; de estos micronrganismas ban sido muy numsrosos
llevandose a cabo clasificaciones cada vez mis precisas y exhaustivas
rzgzl.

STELLING-DEKKER en 1931 realizé la primera monografia sobre levaduras
ecporb8genas mientras que LODDER en 1934 y DIDDEES y LODDER en 1942
realizaban el primer compendio sobre levaduras no esﬁorégenas [{165]. Fue en
1970 cuando LODDER recogidé toda la informaci6én existente sobre levaduras';
rublicd su obra "The yeast: a taxonomic study" (2011 en 1la cual se
contemplan conjuntamente las levaduras esporégenas, no esporfgenas y las
formadoras de teliosporas.

Desde la edicidn de 1970 la taxonomia de levaduras se ha desarrollado
micho. Se han descrito nuevas especies a partir de nuevos y antiguos
hébitats, se ha incrementado el nfimero de aquéllas que presentan fase

sexual. Por otro lado se han establecido nuevos criterios de clasificacién

y se ha reevaluado el valor de 1los antiguos. Todos estos hechos han
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propiciado la publicacién de dos importantes obras taxonbémicas: "The yeast:
characteristics ;nd identification” [18) y "The yeast: a taxonomic study“
[1651.

En estas dos obras se ha dado paso a la descripcidn de dos grupos cuyo
conocimiento es reciente: las Fﬁlobasidiacéae,ylevaduras cuya fase sexuai
no estéd representada por tellosporas sino por un basidio o cuerpo
fructifero, y los hongos basidiomicetos con una fase unicelular en su ciclo
de vida. Estos dos grupos no hablian sidﬁ descritos por LODDER en 1970.
Resumiendo, en el actual estado de conocimientos, dentro de las levaduras
distinguimos tres grandes grupos en Eumycota:

a) Levaduras ascomicetas: presentan fase sexual. Forman esporas sexuales en
ascas.

b) Levaduras basidiomicetas: presentan fase sexual. Forman teliosporas o
basidios como estructuras sexuales.

¢) Levaduras imperfectas: no se les conoce fase sexual. Comprenden las

familias Cryptococcacese <(ya descrita per LODDER en | 1970) y

Sporcbolomycetaceae en la cual se incluyen aguellos géneros formadores

de ballistosporas.

Las diferencias entre las monografias de BARNETT et al. [18] y KREGER-
VAY RIJ [165] es que en la primera se da predominancia a los criterios
bioguimicos, mientras que la segunda se basa (sobre todo a nivel de
géneros) en criterios morfolégicos.

la identificacidn de las especies de levaduras es un trabajo arduo si
se ‘quiere realizar con el necesario rigor. Ello se debe a la cantidad de
pruebas que deben realizarse, a la tardanza en la obtencién de resultados y
en la gran cantidad de cepas con las que se enfrenta el investigador tras
varios aislamientos.

¥uchas veces, 1investigadores gque alislan estos microorganiemos de

hé&bitats 1industriales incluyen como caracteristicas taxonbmicas aquéllas
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que las ﬁiferencian por su valor tecnolégico. Asi, RIBEREAU-GAYON [282]
establece como criterios de clasificacifén la relacién entre velocidad de
fermentacién de la glucosa y de la fructosa, la relacién entre ei
coeficiente respiratorio y el fermentativo, el poder _alcoholégeno, el
rendimiento en productos secundarios de la fermentacitén o la resistencia al
S0z. Aunque no negamos la validez de estos criterios a la hora de conocer y
seleccionar las cepas mAs adecuadas péra la fermentacidn, hemos de _aceptar
que ninguna de estas pruebas tiene valor taxonémico suficiente para separar
especies, ya que las respuestas a estos ensayos pueden variar de cepa a
cepa dentro de una especie. ROSIN]I et al. (2881 establecen que la cantidad
de CO. producido en 72 horaé (velocidad de fermentacidn) no presenta
suficiente variabilidad interespecifica para garantizar una buena
discriminacién entre Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces chevalieri,
Saccharcmyces italicus, Saccharomyces bayanus y Sbccba}omyces uvarur,
mientras que la capacidad de producir determinadas concentraciones de
alcohol si permitfa diferenciar las cuatro primeras de la fltima. Sin
embargo, estos mismos avtores afirman gque la capacidad de producir etanol
no puede ser usada como criterio taxon6émico. De hecho 1las especies por
ellos nombradas como distintas, actualmente se agrupan todas bajo el nombre
de Saccharomyces cerevisiae. y
Otros puntos de controversia entre los taxbnomos y los investigadores
que estudian las levaduras del vino es 1la wutilizacién de determinados
medios para la realizacién de las pruebas de clasificacidn. Asi, mientras
LODDER [2011, KREGER-VAY RIJ [165] y BARNETT et al. (18] propugnan la
utilizacién de medios definidos para evitar descripciones que no puedan
compararse entre si, RIBEREAU-GAYON aboga por realizar ciertas pruebas en
ur medio natural, como el mosto de uva [282], sin tener en cuenta que las

variaciones en 1la composicién gquimica de este pedio puede impedir la

obtencién de resultados repetibles.
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En general, 'se ha tratado de suavizar el costoso trabajo de
identificacitén de levaduras desde dos frentes:

a) empleando sistemas miniaturizados de identificacién.

b) utilizando claves simplificadas que disminuyan.e; nfinero de pruebas
a realizar.

Los sistemas miniaturizados descritos en 1la ‘bibliografia para
identificacién de levaduras son: la tira API 20 C [78], la tira API 20 C
Aux y el Abbott Quantum Il Yeast Identification System [92]. Aunque estos
métodos pueden ser ftiles en un trabajo rutinario de aislamiento, no pueden
aplicarse sin riesgo de error a trabajos rigurosos de identificacién. Los
inconvenientes en la wutilizacién de 1la tira API 20 C se derivan del
reducido nGmero de pruebas sobre utilizacifn oxidativa de fuentes de
carbtono y de nitrégeno, de la falta de informacibdn sobre caracteristicas
morfoldgicas o culturales y de 1los reducidos tiempos de lectura dé los
resultados, ya que en aquellas especies en que la fermentacién o
asimilacién de ciertos compuestos de carbono es lenta, la respuesta en la.
tira AFI es negativa, ya que su pericdo de lectura es de una semana [78].

En cuantoc a la tira API 20 C Aux, ésta aumenta el nfimero Ae pruebas de
asimilacién de compuestos de carbono a expensas de las pruebas de
fermentacién. Esta tira API 20 C Aux parece presentar resultados muy
védlidos cuando se aplica a la identificacién de levaduras de importancia
clinica [78)] pero no basta, por si sola, para identificar levaduras
procedentes de otros origenes. El sistema Abbott Quantum II Yeast
Identification System coincide con la tira API 20 C Aux en el 78.8% de
levaduras frecuentes en clinica, y sb6lo muestra el 50% de concordancia para
levaduras procedentes de otras fuentes [78]. Estas razones invalidan, a
nuestro parecer, el uso de estos sistemas a la hora de realizar un estudio

ecolégico y fisiolégico de las levaduras del vino.
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Otra forma de reducir el'arduo problema de la identificacién es, como
comentdbamos antes, la utilizacidén de claves simplificadas. Varios autores
ban abordado la confeccién de estas claves bajo distintos puntos de vista.
Asi, BEECH et al. [23] establecieron dos esquemas para ia identificacién de
levaduras. El primer esquema utiliza una clave morfolégica basada en la
~apariencia de las colonias sobre agar, el segundo es una clave bioquimica
cuyo uso requiere realizar seis pruebas de fermentacisn, una de ésimilacién
de nitrato, ﬁinco "de asimilaci®én de compuestos de carbono, -y ademés
observaciones morfolégicas sobre reproduccifn vegetativa, caracteristicas
culturales, pseudomicelio, cé&psula y presencia de color en las colonias.
Con los resultados de estas pruebas, BEECH et al. [23] establecen una serie
de combinaciones posibles que llevan a la identificacifbn a nivel de
eszpecie. El problema que presenta este sistema es que muchas veces no se
ilega a una fGnica especie sino a varias, por lo que bay que aumentar el
nfizero de pruebas a realizar a fin de diferenciarlas. Ademis, esta clave se
ba quedado obsoleta, al variar la adscripcidén de varias especies en los
sistemas actuales de clasificacién.

BARFETT [17] también establecid un sistema que simplificaba 1la
identificacién de levaduras descritas en la monografia de LODDER ([201] al
obviar ciertas caracteristicas dificiles de observar, como por ejemplo la
produccién de ascosporas. En este sistema BARNETT desarrollé una clave
binaria en la cual se comenzaba seleccionando aquella prueba que mejor
dividiera a las levaduras en dos grupos iguales; en cada subgrupo
establecido se observaba qué pruebas dividian cada uno de los subgrupos en
otros dos iguales, y asi sucesivamente bhasta que se llegaba a grupos que
contenian una sola especie o0 un grupo de especies que no pudiesen
distinguirse mediante las pruebas de uso corriente. La utilidad de cada
prueba viene dada por una expresidn matemitica que hace cuantificable cada

caracteristica [17). lLos ensayos mis vélidos son aquéllos que separan
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grandes grupos de especies. El problema de aplicar este sistema de
clasificacién es que Aesté construido para un grupo determinado 'de
levaduras, en concreto aguéllas aisladas de frutas; sin embargo para
levaduras pertenecientes a otros habitats puede cambilar la utilidad de las
pruebas definidas para esta clasificacifn. En el trabajo de BARNETT [17] se
da la primicia de lo que seréd mis tarde el criterio en la seleccibn de
ensayos para la clasificacién de levaduras en la obra . ”Yeastsp
characterictics and identification” [18].

A pesar de que en nuestras investigaciones ensayamos el sistema
mirniaturizado API 20 C Aux y la clave simplificada de BEECH et al. [23],
los praoblemas que conllevaban nos hicieron decidir por realizar las pruebas
seglin los esquenas tradicicnales y las claves utilizadas en las - Gitimas
obras de taxonomia de levaduras [18, 165].A lo largo de este trabajo se
aislaron e identificaron 277 cepas de 1levaduras por el procedimiento

descrito por KREGER-VAN RIJ [165].

3.2.4.- EVOLUCION DE LAS LEVADURAS A LO LARGO DE LA VINIFICACION.

Lae levaduras presentes en los mostos tienen dos origenes: uno es el
propio frﬁto, donde encontramos una variada microflora [1751, ; el otro es
la maquinaria de bodega, sabre la cual se desarrollan determinados tipos de
levaduras, que son transferidas a los mostos cuando éstos pasan a través de
esa maquinaria.

Las diferencias encontradas en 1la microflora de vifiedos distintos se
deben a factores especificos tales como edad del vifiedo, clima, variedad de
uva, localizacién geogréfica y précticas de cultivo. La influencia que

tiene la localizacidén geografica sobre las especies y nlimeros de levaduras

en los frutos ha sida investigada por varios autores [141, 258]. También el
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tiempo influye sobre la representacitn de especies en un mismo vifedo.
FOULARD (258] estudiando la influencia de cilertos factores sobrev la
variabilidad de 1la microflora de los mostos encontré que los parémetros
climdticos tienen relacién con el tipg de 1levaduras presentes en ios;
mostos, en particular con el grupo de especies de alto poder fermentativo.
DAVERPORT [88] reaiizé un estudioc sobre las levaduras presentes en un
vifedo inglés enéontrando una gran variedad de géneros asociados z la
rizesfera y la filosfera, mientras que ei niimero de géne?os éisladosr a
partir de .la atmésfera era mucho menor. Por otro lado en la atmbsfera
predominaban los géneros pigmentados con carotenocides mientras gque en las
hojas predominaban las especies del género Aureobasidium y en la rizosfera
ecpecies del género Trichosporon. POULARD et al. [261) aislaron a partir de
suelo de vifiedos del 1la regién de Nantes (Francia) M. pulcherrima, S.
chevalieri, Saccharomyces roseli, Kloeckera apiculata, Rhodotorula ruvbra y
Aureotasidium pullulans, mientras que CUINIER en 1980 encontrd que las
especies Kleeckera apicylate, Kloeckera javanica var. lafarii, Hansenula
szturnus var. saturnus, Saccharomyces uvarum, Sancharomyces rosel y Candids
vini eran las que colonizaban 1los suelos de 1los vifiedos de Tourain
(Francia). Es de supuner que las especieé alsladas de 1los suelos de los
vifledus seradn las que aparezcan sobre la superficie de los frutos. Sin
embargo, CUINIER [75] no encontrd sobre 1las wuvas ninguna de las especies
presentes en el suelo del vifiedo.

lLas especies que se aislan generalmente sobre 1la superficie de los
frutos son Hanseniaspora uvarum, Metschnikowia pulcherrima, Torulopsis
stellata, Kluyveromyces veronae, Hansenlaspora osmophila, Lodderomyces
elongisporus, FPichia minvta, Candida sp., Rhodotorula sp., Cryptococcus sp.
y Sacckaromyces cerevisiae [236, 237, 287, 304, 3201. En general la
preseﬁcia de Saccharomyces cerevisiae sobre las uvas o es muy baja [236,

3041 o no se detecta [237, 287, 320]1. A pesar de que existen diferencias en



185

las asociaciones de especies de levaduras en distintas localidades, la
bibliografia consultada nos muestra gque sobre la uva predominan especies
poco alcoholégenas: Hanseniaspora sp., FPichia sp., Torulopsis stellata y
Metschnikowia pulcberrimé, y las de metabolismo toialmente oxidativo como
Rhodotorula sp., mientras que Saccharomyces cerevisiae se presenta
mayoritariamente asociada a material de bodega [237)]. Esta microflora
presente .sobre las uvas es la que luego pasa al mosto al ser éstas
estrujadas o prensadas. En el mosto ademis éﬁeden encontrarse otras
especies cuyo origen es la bodega.

Los datos de las Figuras 26 a 24, 32 a 43 y 1los de la Tabla 22
muestran que en la fase correspondiente a mostos recién sangrados sin SO0,
la presencia de Saccharomyces cerevisiae no es evidente en todas las
muestras,‘ya que se detecta en once de los dieciseis mostos: La causa de
que en cinco de estos depbésitos no se aislase esta especie, puede ser que
se encuentre en muy baj; concentracién y no se viese represepfada en las
diluciones empleadas para los recuentos y aislamientos. En aquellos
deptsitos en los que si se detectaba estaba en una frecuencia igual o
inferior al resto de especies, alcanzando valores de 104 a 10€ ufc/ml. En
general los autores encuentran en Espafia un gran nGmero de Saccharomyces
cerevisiae en los mostos al inicio de 1la fermentacién, y una Abaja
representacién del resto de especies (218, 220, 318]. Por otro lado en
otros paises se ha observado que Saccharomyces cerevisiae es minoritaria
frente al resto de especies acompaflantes [75, 115, 140, 142, 219, 220, 224,
236, 237, 289, 318, 320]. Nuestros resultados muestran que esta especie se
presenta en general, en nlmeros més bajos o iguales (Figuras 26 a 34 y 39 a
43) a 1los de especies t;les como C. pulcherrima, C. stellata y Kloeckera
apis. Esta discordancia en los resultados puede deberse a que los mostos en
los que Saccharomyces cerevisiae predomina fueran muestreados en momentos

mis avanzados de la fermentacién alcohélica.
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Figura 27.- Evolucién de las especies levaduriformes en el depdsito B. Vinificacidén de uva Bobal por el sistema tradi-
cional. (Cooperativa San Pedro), campafia 1982. Los recuentos se expresan como log(n-H), siendo "n" el numero de ufc/ml.

A. gullulans no estd considerada levadura en las actuales obras de taxonomia de levaduras.
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Figura 31.- Evolucidén de las especies levaduriformes en el depdsito F. Vinificacidén de uva Bobal por el sistema tradi-
cional. (Cooperativa San Pedro), campafa 1982. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo "n" el nUmero de ufc/ml.

A, pullulans no esta considerada levadura en las actuales obras de taxonomia de levaduras.
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Figura 32.- Evolucién de las especies levaduriformes en el depdsito G. Vinificacidédn de uva Bobal por el sistema tradi-

cional. (Cooperativa San Pedro), campafia 1982. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo "n" el numero de ufc/ml.

A. pullulans no estd considerada levadura en las actuales obras de taxonomia de levaduras.
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Figura 33.- Evolucidén de 1las especies levaduriformes durante la vinificacién tradicional. (Cooperativa San Pedro),

campafia 1982. Los datos de la figura representan las medias de los valores obtenidos a partir de los depdsitos mues-
treados en cada fase. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo "n" el numero de ufc/ml. A. pullulans no esta

considerada levadura en las actuales obras de taxonomia de levaduras.
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Figura 34.- Especies levaduriformes asociadas a mostos sin sulfitar (Fase I). Vinificacién de uva Bobal sistema Bidone.
(Cooperativa San Pedro), campafia 1983. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo "n" el numero de ufc/ml. "A.
pPlllns” es Aureobasldium pullulans (que no es considerada levadura por las actuales obras de taxonomia de levaduras).
”"C. plchrr" es Candida pulcherrima. "C. stellt” es Candida stellata. "“C. terebr" es Candida terebra. "K. apis” es

Kloeckera apis. "P. kluyvr” es Pichia kluyvery y "S. cerevs” es Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 35.- Especies levaduriformes asociadas a mostos en plena fermentacién (Fase II). Vinificacién de uva Bobal

sistema Bidone. (Cooperativa San Pedro), campafia 1983. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo "n" el numero

de ufc/ml. Las abreviaturas de esta tabla estadn definidas en el pie de la figura 34.
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Figura 36.- Especies levaduriformes asociadas con el final de la fermentacién tumultuosa (Fase III). Vinificacién
de uva Bobal sistema Bidone. (Cooperativa San Pedro), campafia 1983. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo

"n" el numero de ufc/ml. las abreviaturas de esta tabla estin definidas en el pie de la figura 34.
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Figura 37 .- Especies levaduriformes asociadas con el final de la fermentacién alcohdélica (Fase IV). Vinificacién de
uva Bobal sistema Bidone. (Cooperativa San Pedro), campafia 1983. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo "n"
el numero de ufc/ml. Las abreviaturas de esta tabla estadn definidas en el pie de la figura 34.
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Figura 38.- Especies levaduriforraes halladas tras el primer trasiego (Fase VI). Vinificacién de uva Bobal sistema
Bidone. (Cooperativa San Pedro), campafla 1983. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo "n" el numero de ufc/ml.

Las abreviaturas de esta tabla estan definidas en el pie de la figura 34.
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Figura 39.- Evolucién de las especies levaduriformes durante la vinificacién por el sistema Bidone. (Cooperativa San
Pedro), campafia 1983. Los datos de la figura representan las medias de los valores obtenidos a partir de los depésitos
muestreados en cada fase. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo "n" el numero de ufc/ml. Las abreviaturas

de esta tabla estan definidas en el pie de la figura 34.
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Figura 41.- Evolucién de las especies levaduriformes en la vinificacién de Macabeo. (Escuela de Viticultura y Enolo-
gia), campafia 1983. Condiciones de vinificacién especificadas efi la Tabla 2. Los recuentos se expresan como log(n+l),

siendo "n" el numero de ufc/ml. 4. pullulans no se considera levadura en las actuales obras de taxonomia de levaduras.
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Figura 42 .- Evolucién de las especies levaduriformes en la vinificacién de Garnacha. (Escuela de Viticultura y Enolo-
gia), campafia 1983. Condiciones de vinificacién especificadas en la Tabla 2. Los recuentos se expresan como log(n+l),

siendo "n" el numero de ufc/ml. A. pullulans no se considera levadura en las actuales cbras de taxonomia de levaduras.
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Figura 43.- Evolucién de las especies levaduriformes en la vinificacién de Tempranillo. (Escuela de Viticultura y
Enologia), campafia 1983. Condiciones de vinificacién especificadas en la Tabla 2. Los recuentos se expresan COmoO
log(ntl), siendo "n" el numero de ufc/ml. A. pullulans no se considera levadura en las actuales obras de taxonomia
de levaduras.
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Tabla 22.- Especies cie levaduras asociadas a mostos sin sulfitar recien sangr ados (rase I). Los ncmeros expresan la cantidad de células viables en forma de ufc/nl.

"Esta especie no esta considerada levadura en las actuales obras de taxonomia cie levaduras.

TOTAL

3.9X105

5.0X103

5.1X10*

4.8X105

3.3X10%*

2.5X103

1.5X106

3.9X105

5.0X10%*

5.5X10*

5.0X103

5.1x10a

1.5X10*

7,8X10%

5.1X105

2.5X10%*

2.0X10%*

5.0x10a

2.0X105

8.3X106



186

Las, especies que siempre aislédbamos  independientemente de la
localizacidén del vifieado de aorigen, del afio o de la variedad (Tabla 22) eran
Kloeckera apis, Candida pulcherrima y la "levadura negra" Aureobasidium
pullulans. Candida stellata aparece en trece de los mostos muestreados y en
la fGinica variedad en la que no se ha detectado es en Cabernet-Sauvignon, a
pesar de que este tipo de vid se cultivé en el mismo vifiedo que las
variedades Macabeo, Garnacha, Tempranillo y Bobal yinificadas en la Escuela
de Viticultura y‘ Enologia de Requena. Las especies que aparecen mis
frecuentemente en los aislamientos son las cuatro anteriormente nombradas
seguidas pér Fickia kluyveri, Fichla fermentans y Saccharomyces cerevisiae
var. cerevisiae. Fichia kluyveri no se aisld en Garnacha ni Cabernet-
Sauvignon, Pichia fermentahs, muy frecuente en los aislamientos de 1982 en
la Cooperativa, no se aisld en 1983 en esta bodega y s6élo se aislé en la
variedad Macabeo de 1la Escuela de Viticultura y Enologia}de Requena
Saccharomyces cerevisiae var. cerevisiae no aparece en todos los casos pero
esto puede deberse a su baja concentracidtn en distintos depésitos, segtn
apuntdbamos anteriormente. :

Un hecho notable que se desprende de los datos de la Tabla 22 es la
abundancia de especles distintas en los mostos frescos vinificados en la
Cooperativa San Pedro en 1982, en comparacién con los muestreados en 15883.
En 1982 se aislaron 13 especies y 3 variedades de S. cerevisiae distintas.
Ein embargo al afio siguiente sélo se encontraron seis especies distintas en
la misma bodega, mientras que en las variedades procedentes de la Escuela
de Viticultura y Enologia de Requena ese afio 1983 se aislaron © especies y
dos variedades de S. cerevisiae. Las razones de esta disminucién de
especies en 1983 pueden ser varias. En 1982 se trabajdé con tres medios de
cultivo en placa para el recuento de levaduras, uno para el recuento de
mohos y dos para el recuento de bacterias acéticas. En 1083 se eligié el

medio ¥B con difenilo a2 pH 5.5 para el recuento de levaduras ya que era en
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el que mayor nlimero de especies distintas aparecian (Tabla 21). Por otro
lado se abandoné el recuento de bacterias lacticas por lo cual dejaron de
utilizarse los medios AM y MC. Si estudiamos la Tabla 21 observaremos que
algunas de las especies no fueron aisladas sobre MB, sino sobre ASD y MC
comn es el caso de Ca#dida boildinii y thsenuia mrakil. Shccbarbqyces
cerevisiae var. uvarum se aisld en MB acidificado con &cido citrico pero‘
no en MB con difenilo a pH 5.5. De. ahf que éstas no aparezcan en los
zislamientos realizados en 1983. Saccharaqyées uvarum  (actualmente
Saccharomyces cerevisiae. var. uvarum) se ha alslado esporiddicamente en
mostos de alguna regién francesa [237]1; también en Checoslovaquié (2241 y
en Espafia en Valladolid [161]1, Galicia [262] y en mostos sulfitados de 1la
D.0. Utiel-Reguena [220].

Otras especies detectadas en mostos de la Cooperativa San FPedro en
1982 pero no en 1983, son Hansenule anomala, Pichia membranaefaciens,
Saccharomyces cerevisiae var. bayanus, Saccharomyces cerevisiae var.
chevalieri y Sporobolomyces roseus. Consultando la bibliografia relacionada
con 1la aparicién de estas especies hemos comprobado que en Francia [75, 75,
77, 237, 261, 304) Pihia memb(anaefaciens se asocia a uvas, material de
vendimia, a bodegas y a mostos; en este €Gltimo caso la aparicifn de esta
especie es muy baja y no se aisla todos los aflos [304]. Hansenula anomala
2 ha aislado en manos y tijeras de vendimiadores y en mosto, pero siempre
en bajo nGmero y muy esporddicamente [237]. Saccharomyces cérevisiae var.
bayanus (antiguamente Saccharomyces bayanus) no se aislaba frecuentemente
en los mostos [77, 2611, pero a veces se presentaba de forma esporédica en
algunas regiones [75, 77). En Italia ROSINI et al. encontraron Fichia
membranaefacieps y Saccharomyces bayanus sobre uvas [287], si bien ROSIFI y
PASQUALI [289] no encuentran en mostos ninguna de las especies aisladas por
nosotros. En Grecia [320], al igual que nosoctros en'Espaﬁa, se han aislado

Hansenula anomala y Saccharomyces bayanus, mientras que en Checoslovaquia



188

MINARIK (224] aislté Hansenula anomala y Fichla nembranaefaciens, ésta
filtima en baja frecuencia. En Estados Unidos PARISH y CARROLL [236]
aislaron Pichkia membranaefaciens en'algunos de los mostos muestreados, pero
no describen la presencia de otras especies aisladas por nosotros. En.-
3ap6n, GDTOF y OGURI [141] encontraron  Fichia. meébranaefaciens y
Saccharomyces bayanus en mostos sin sulfitar, asi como Torulopsis stellata
y Sbccbaramyces rosei. (actualmente Candida stellata y Torulaspora
delbrueckii respeéfivamente) también detectadas por nosotros.

. En Espafia, la especie Pickia membranaefaciens se ha aislado con bajas
frecuencias de aparicién tanto en mostos [262] como en velos de vinﬁs
[317]; también se ha detectado durante la vinificacién de mostos de Jerez
[131], aunque en un nimero bajo y variable dependiendo del afio. H. anomala
se ha descrito en algln mosto en fermentacitn [131, 318], pero su presencia
era muy escasa. Saccharomyces bayanus también se ha aislado equradicamente
en Galicia [262], en la regidtn levantina [220, 3181, y en.Jumilla [52]. La
especié Saccharomyces chevalleri (actualmente Saccharomyces cerevisiae var.
chevalieril) aparece en mostos de Jerez en un porcentaje que varia entre el
2.7 y el 8.2% del total, dependiendo de los afios. Sporobolomyces roseus no
ha sido descritz como especie asociada a los mostos en ninguno de los
trabajos cohsultados realizados. en Espafia [22, 131, 161, 219, 220, 262,
2608, 317, 3181, aunque QUECEDQ [262] aislé una especie de este género,
distinta de §. reseus, en mostos gallegos.

Toda esta revisién nos informa que H. anomala, F. membranaefacliens, S.
ce}evisiae var. bayanus, S. cerevisiae var. chevalleri, y S. roseuvs,
aisladas por nosotros sélo en 1982 son de distribucidén geogréfica amplia,
pero su ocurrencia en mostos no es constante ni en el espacio, ni en el
tiempo, ni tampoco se presentan en nfimero elevado. Esta quizd sea la razén
gue explique su aparicién restringida a unas pocas fermentaciones y sélo a

"un afio. Posiblemente las condiciones climiticas de 1982 eran mé&s favorables
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al desarrollo de estas especies que las de 1983. La presencia esporédica de
Kloeckera japonica, PRhodotorula rubra, y Saccharomyces cerevisiae var.
capensis en mostos recién sangrados sin sulfitar de la Escuela de
Viticultura y Enologia, puede tener la mi;ma explicacién que la aparicidn -
de las especies antes citadas, puesto que los aislamientbs de estos
microorganismos son raros en general. Torulaspora delbrueckil (denominada
anteriormente Shcéharomyoes roseli) también‘ es una especie que aparece
raramente en mostos de 1la D.0O. Utiel;ﬁequena. Yo se ha‘ﬁallado nunca en
mostos vinificados en la Cooperativa San Pedro, aunque en los vinificados
en la Escuela de Viticultura y Enologia de Reguena si se detecté su
presencia en dos de ellos y en nimeros bastante elevados. Esta especie fue

encontrada en baja frecuencia en 1la D.0. Utiel-Requena por MATEQS et al.
{z1e1.

Un aspeqto en el que nuestros datos difieren de los de MATEOS et al.
{216, 220] se refiere a la presencia de las especies, Kloeckera apiculata y
Klpeckera javanica. En nuestros aislamientos 1la mayor parte de las cepas
pertenecientes al género Klceckera se hag clasificado como Kloeckera apis
puesto que crecen a 37°C y no asimilan paltosa [1651. S6lo dos cepas se han
clasificado como Kloeckera japonica debido a que no asimilaron maltosa, no
crecieron a 37°C y no asimilaron el 2-cetogluconato [165].

En este trabajo se han considerado cepas de Saccharcmyces cerevisiae a
todas aquéllas que perteneciendo a este género no asimilaban ni cadaverina
ni etilamina como fuente de nitrégeno, no crecian con 100 ppmn de
cicloheximida y presentaban esporas de superficie lisa [165]. Hemons evitado
el empleo de la nomenclatura antigua en este género, a pesar de que la
mayoria de autores la sigue wutilizando. Sin enbargo, creemos que es
innecesario complicar el panorama con una gran cantidad de especies. Los
estudioz de homologia entre antiguas especies +tales como Saccharomyces

cerevisiae, Saccharomyces chevalierl, Saccharomyces coreapus, etc. han
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establecido un coeficiente muy alto de homologia entre ellas por lo que se
ban considerado la misma especie [165). KREGER-VAN RIJ ha establecido una
serie de razas o variedades dentro de esta especie-en funcién de los
patrones de fermentacién de azficares. BARNETT et al. [{18] no consideran
estas razas en su obra. Como se desprendé de la.representacién de los datos
en las Figuras 26 a 43 hemos considerado conjuntamente todas las razas de
Saccharomyces cerevisiae al representar la evolucién de la poblacidén
levaduriforme a lo largo de 1la fermentacién. Sin embargo, hemos desglosado
las razas en las Tablas 22 a 27, a fin de que se pueda apréciar la
aparicién de las mismas durante la fermentacién.

En resumen, 1los aislamientos realizados en 1982 y 1983 nos muestran
una mayor variedad de especies asociadas a los ;ostos del primer afio,
algunas de estas especies no aparecian en 1983. al eliminar mediqs de
aislamiento (Candida boidinii, Hansenula mrakii y Saccharomyces cerevisiae
var. uvarum); otras no aparecen porque su presencia en los mostos es
bastante aleatoria como es el caso de las especies del género Fichia,
Séccbaronyces cerevisiae var. chevalieri, Saccharomyces cerevisiae var.
bayanus, Hansenula anomala y Sporobolomyces roseus. Otras especies se.
presentan de forma m&s o© menos constante constituyendo la flora
levaduriforme mas caracteristica de los mostos no sulfitadog de esta zona.
Ecstas especies son Aureobasidium pullulans, Candida stellata, Kloeckera
apis, Candida pulcherrima, Fichia kluyveri y Saccharomyces cerevisiae var.
cerevisiae. Otras especies como Torulaspora delbrueckii, Kloeckera jfaponica
0 Saccharomyces cerevisiae var. capensis aparecen s6lo en las muestras de
1983, sin embargo no son especles frecuentemente aisladas en esta D.O.
(220, 2191.

Si estudiamos la dindmica de las 1levaduras a lo largo de 1la
vinificacifn, observamos la caida brutal dei nimero de especies tras la

sultfitacién de. los mostos (Figuras 26 a 43). Asi, en la Fase I] que se



Espteico Escuela Viticultura Y Enologia 1983

Bo Mac Gar Ten TOTAL
S. cerevisiae var. bayanus 2.3x103 0 0 0 2.3x103
S. cerevisiae var cerevisiae 0 2.0x10%,  2.3x10% 9.2x10*% 1.4x107
TOTAL 2.3x103 2.0x10% 2.3x10* 9.2x10* 1.4x107

Tabla 28 - Especies de levaduras asociadas a vinos ya teruinados. La nuestra se tomd
previamente al trasiego que se realiza tras la fermentacion alcohdlica (Fase V). Los
nimeros expresan la cantidad de células viables en tona de wufc/nl. Se especifican
solamente los depdsitos muestreados en esta fase. "60" Bobal. "Mac" Macabeo, "6ar"

Garnacha, "Tem" Tempranillo



Especies Cooperativa San Pedro EVE TOTAL

1982 1983

A G NS N6 N7 N8 Bo
Candid; puicherrima 0 0 0 0 0 0 5.0x103 5.0x10®
Candida stellata 0 0 0 0 0 0 5.0x10% 5.0x104
Kloecken apis 0 0 0 0 0 0 2.3x10% 2.3x10%
Kluyveroayces thermotolerans 0 0 0 0 0 0 1.6x10% 1.6x10%
S. cerevisiae var. bayanus 1.0x10* 2.8x10T 0 a 0 0 0 2.8x107
S. cerevisiae VAl. cerevisiae 2.0x107 2.3x107 0 2.5x107 1.9x107 4.4x10*% 0 91x107
S. cerevisiae var . chevalieri 0 0 3.4x10% 0 1.0x10* 0 3.0x10% 4.3x10%
S. cerevisiae VAaI. steineri 0 0 4.8x106 0 0 0 0 4.8x10*
TOIAL 2.0x107 5.1x107 5.1x106 2.5x107 1.9x107 4.4x10* 2.2x10* 1.2x10*

Tabla 23 - Especies de levaduras que aparecen en plena fermentacion tumultuosa de los mostos (Fase I1). Los numeros
expresan la cantidad de células viables en forma de wufc/ml. Sdlo se especifican aquellos depdsitos que fueron
muestreados en esta ‘fase. "EVE* Escuela de Viticultura y Enologia de Requena.



ESPECIES

stellata

apis

A R 0

japénica

»

rubra

S. cerevisi

S. 1ludNigij
S. roseus

T. deldruec

TOIAL

Tabla 24

cooperativa san Py.ro

1902
A B
0 0
0 0
0 0
0 0
ae var. bayanus 0 2.0x10%*
capensis 0 0

cerevisiae i.4Xi07 5.0x10%

cnevaiieri o 0
steineri 0 0
0 0
0 2.9x10%*
ki i 0 0

1.4X107 6.5x10%*

3.3x10%*

3.5x10%*

3.7x10*

3.9x10%*

3.9x10%*

9

.0X10*

.0X10%*

4

.3X10*

.1X10*

.5X10%*

1.0X107 0.7X10%*

4.8X10%*

2.5X104

5.3X10%*

0

1.0x107

* 1905

N9

1.5X10%*

1.2X107

1.2X107

N10

5.0X10%*

0

1.0xX107

1.9X107

N1l1l

3.0X107

0

3.0X107

N12

3.2X107

3.2X107

Escuela

5.5X10*

7.5X10%*

2.5X10%*

0

5.7X107

3.0X10%*

6.2X107

Viticultura y Enologia

5.2X107

7.5X10%*

0

5.3X107

car

2.5X10*

2.5X10%*

1.0xX10%*

0

1.0X10%*

Tem

0

0

2.5X10%*

0

9.3X107

9.3X107

5.

2.

9.

4.

0X10*

.0X10*

5X10%*

.5X10%*

.0X10*

.5x10%*

.1X10%*

.5X10*

4X107

.5X10%*

.9X10%*

.0X10*

7X10%*

Especies de levacuare asociadas a los ultimos mementos de la fermentacion tumultuosa (Fase III). Los nimeros expresan la cantidad de viables en forma de ufe/tm.



ESPECIES

1
A
P. gui 11 ierrrondi i 0
S. cerevisiae var. bayanus 0

capensis 0

cerevisiae 2

chevalieri 0

TOTAL 2

Cooperativa San Pedro

962

B Cc D E F G

0 0 0 0 0 o

0 0 2.2X106 0 2.4X106 O

0 2.5X105 0 0 0 0
.0x10® 4.5x10®@ 2.7x106 1.3X106 1.6X106 3.3X106 3.5X106

0 0 0 3.8X105 0 0
.0X106 4.5x10® 3.0X107 3.5X106 2.2X106 5.7X106 3.5X106

1963

NI3

5.0X105

2.0X107

2 .1x107

N14

2.5X107

2.5X107

N15

4

5

4

.5X107

.0X105

.6X107

N1é6

3.1X107

3.1X107

3.2X107

Escuela Viticultura y Enologia

BO

1.0X106

4.4X107

4.5X107

Mac

5.3X107

5.3X107

Gar

8.9X106

8.9X106

Tabla 25.- Especies de levaduras asociadas a los mementos finales de la fermentacion (Fase IV). Los nimeros expresan células viables en forma de ufc/tnl.

1

1

.0X10®

.0x10®

TOTAL

1.0x10®

2.

3.

. 6X10®

.5x10®

7x10®

.4X107

6x10®



Especie Coogerativa- San_Pedro

1382 1983

A 3 C D E NI7 NI§ N9 N20 Total
S. cerevisiae var. bayanus 0 0 0 0 0 0 0 3.3x102 0 3.3x102
S. careyisiaa var. cersvisiae 7.5x102 8.5x103 2.5x102 6.3x!03 1.0x10“0 0 0 0 2.6x10°
Total 7.5x102 8.5x103 2.8x102 6.3x103 1.0x10“ 0 0 3.3x102 0 2.6x10¢

Tabla 27.- Cepas de lavaduras asociadas a vinos terminados y trasegados (Fase VI). Los numeros expresan
la  cantidad de células viables en forma de ufc/il. Se especifican solamente los depdsitos muestreados
en esta Fase.
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corresponde con el apogeo de 1la fermentacidn alcohflica, sb6lo encontramos
la especie Saccharomyces cerevisiae en la mayoria de las vinificaciones
seguidas. Las excepciones se comentardn mis tarde. Las causas de este
descenso brusco del ntGmero de especies que aparecen en mostos frescos sin
sulfitar son la progresiva anaerobiosis del medio de fermentacién, 1la
competencia por los sustratos entre las levaduras, el efecto selectivo del
802 y la inhibic}bn de determinadas cepas por el etanol. De todas estas
causas las mas doéumentadas se refieren al efecto del S0z y del eténol.“
Sobre el efecto antiséptico del 8S0: en relacifn con las levaduras, se
han escrito muchos trabajos [8, 306, 3261. La influencia del SO depende de
la especie y de la cepa. Particularmente importante es la actividad del S50
sobre las levaduras salvajes (entendiendo como salvajes aquellas especies
distintas de Saccharomyces cerévisiae) {43]. CANTARELLI [51] establece una
Serie de experiencias que demuestran que especies del género Kloeckera y
Hanéeniaspora son mas sénsibles al S0z que Saccharomyces. La constatacién
de que los microorganismos aerobios son mis sensibles al S0: que los
fermentativos no tiene muchas explicaciones. Se ha apuntado que el SOz
actGa captando el 0Oz que es el aceptor final de electrones en la
recpiracidn aerobia [24]. También se ha observado que el S0, causa la
perozidacidn de los lipidos en 1las mitocondrias y ademids modifica las
ATPasas mitocondriales inhibiendo su actividad [24]. En general, el efecto
negativo del SO- implica varias acciones. Una de ellas tiene lugar en el
exterior de la cé&lula. Aqui el SO- se combina con numernosos compuestos vy
los hace 1inutilizables por las levaduras; ademids 1la presencia de SO
provoca la disminucidén de factores de crecimiento en el vino, tales como
&dcidos grasos 1insaturados, sustancias esenclales para el desarrollo
anaerbbico de las levaduras [24]1. El S0- también actfia sobre la superficie
celular. ANACLETO y VAN UDEN [8) han establecido tres etapas en el ataque

del] S0. a la célula: primero se combina con receptores de la superficie de
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la membrana celular, después se producen dafios en la misma debido a un
cambip de la actividad del complejo receptor-S0.; por Gltimo, la célula
pierde viabilidad. Esta pérdida de viabilidad puede estar ocasionada por
varias causas. SCHI¥Z y HOLZER proponen un mecanismo seglin el-pual el
receptor de la membrana celular seria una ATPasa unida a membrana gque
cuando fijé el S0z bhidroliza el ATP intracelular de forma incontrolada,-
agotédndolo completamente (8]. Otro mecanismo'posible es que el compiejo
receptor-S0. puede sufrir desnaturélizacién térmica. El SO; actuafia COﬁD‘
catalizador disminuyendo la .energia libre dé activacifn del procesc de

desnaturalizacién. Como consecuencia la membrana se vuelve permeable

dejando escapar moléculas del interior celular y haciendo morir de este
modo a la célula [8]. Por Gltimo, hay que considerar el efecto intracelular
del S0z. El SOz impide 1la formacién de ATP al coﬁbinarse con productos
irtermedios de la via Embden-Meyerhof, tales como el piruvato y el

acetaldehido. Estc bloquea 1la pro&uccién de etanol y la regeneracibn de

FAD* a partir de NADH+H*. También inhibe el ciclo de los A&cidos

tricarboxilicos al combinarse con el oxalacetato y con el &cido glutarico.
Por otrec lado, numerosos sictemas enzimiticos se ven inhibidos por el SOz,

bien por provocar cambies conformacionales bien por la destruccién de

coenzimas [306]. También se pueden producir dafios estructurales al afectar
a proteinas estructurales o a 1lipidos de membrana (peroxidacién de

lipidos), y dafios a los &cidos nucleicos.

Hay especies como Saccharomycodes Iludwigii y Zygosaccharomyces bailii
capaces de soportar hasta 500 mg/l de SD=. La capacidad de tolerar SO=
puede clasificarse en inherente e inducible. La naturaleza del primer tipo

de resistencia parece estar relacionada con la existencia de diferentes

receptores del 50 para cada especie. Las variaciones en la tolerancia

pueden deberse a diferencias en la conformacién del reéeptor, 0 a distintas

tasas de asimilacidn del mismo (24). Ademis los microorganismos pueden
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eliminar el SO0- mediaﬁte su oxidacibn avsulfaﬁo o reduccidn a H;S [24, 3Bl.

Dtra forma de evitar su efecto es la produccidn de sustancias capaces de
combinarse cor €1 y de esta forma inactivarlo [176]. Esto Gltimo constituye

el mecanismo de tolerancia inducible.

El etanol es otro de 1los productos responsables de la desaparicifn de
numerosas levadﬁfas durante los primeros moﬁentos de la fermentaci6én. La’
resistencia a este p;oductd es también variable segln la especie. Dentro de
SaccberomyCes podemos observar que la épleraneia de las levaduras del sake
es mayor que la de las del ving; 1la tolerancia de ésias €S a Su vez mayor
que la de las de destileria, y la de éstas mayor que la de .las de

cerveceria [59]. El etanol influye en la tasa de crecimiento, en la tasa de

fermentacién y en la viabilidad de las células. La tasa de crecimiento es
la primera en mostrar semnsibilidad, luego la viabilidad y en filtimo lugar
la tasa de.fermentacién [59]. El etanol parece inhibir ciertos enzimas de

la via glucolitica tales como la Lexoquinasa o la alcoholideshidrngenasa,

disminuyendo la velocidad global del procesao. También influye en la

captacidén de nutrientes al afectar al potencial de wmembrana (provoca un
aumento del flujo pasivo de electrones). El etanol induce ademis la

lipolisis de fosfolipidos  celulares, pero esto s6lo ocurre a

concentraciones de etanol superiores a 10% (v/v) [59].

La tolerancia al etanol es de naturaleza genética, y en ella deben estar
implicados varios genes [Q8]. BSe ha asaociado esta tolerancia con el

contenido en lipidos de la membrana celular. Dado que tanto los lipidos de
membrana como el etanol son moléculas anfipaticas, éstas  pueden
interaccionar entre sI durante la fermentacién produciendo cambios en la

membrana [59]. Tales cambios pueden modificar la tolerancia de la levadura
hacia el etanol. NOVAX et al. [228] bhan expuesto que la levadura es menos
tolerante al alcohol que ella misma produce, que al etanol afiadido

exdgenamente. La explicacién de este fendmeno seglin estos autores es que la
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permeabilidad del etanol hacia el exterior de la célula es muy baja. Sin
embargo CASEY e INGLEDEV [59] critican estos resultados y citan que la
difusiSn del etanol a través de la membrana es facil, répida y pasiva a
favaor de gradienté de concentracifn; esto supondria que la permeabilidad'al
etanol seria la ﬁisma en ambos sentidos. |
Una vez explicados 1los modqs de actuacibén de éos ‘de los principales
iﬁhibidoreé de las levaduras salvajes, vamos a estudiar éué ocurre durante
la fermentacién alcohélica. Si estudiamos - las Figuras 26 a 43 podemos
observar la desaparicidén temérana de especies eminentemente respiratorias
como Aureokasidium pullulans, Sporobolomyces roseus y FRhodotorula rubra;
este  hecho  puede achacarse a la anaerobiosis del mosto en plena
fermentacidr, asi como a su mayor sensibilidad al 80-. Otras especies
censibles a este antiséptico y a pequefias cantidades de alcohol son Candida
pulcherrims y las pertenecientes al género Kloeckera [31]. Candida stellata
tolera algo mejor el S0 [31] y el etanol [282],lpero sin embargo también
desaparece tras los primeros momentos de la fermentacidén. La causa de esta
desaparicién hay gque Dbuscarla en la competencia que establéce con
Saccharomyces cerevisiae, que es de metabolismo mis activo y por ello se ve
favorecida ern la competencia por los nutrientes.

Otras especies que desaparecian tempranamente en la fermentacién eran 1las
pertenecientes a los géneros PFichia y Hansenula. Estos géneros son de
metabolismo respiratorio y su resistencia al etanol y al S0z depende de la
especie [31]. Por ejemplo, mientras que Fichlia membranaefaciens es tan
sensible al SO. comc Kloeckera, Fichia fermentans tolera mejor al etanol y
resiste concentraciones mis elevadas de SO.. Al ser levaduras eminentemente
aerobias, su‘presencia durante 1la fermentacidn alcohBlica no es normal,
aunque pueden encontrarse sobre la superficie del sombrero de orujos en
vinificacién en tinto;, &l 1inicio de 1la fermentacién. Tambi&n pueden

presentarse sobre la superficie de vinos ya hechos y en las paredes de
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barriles de madera impregnados de wvino. Kluyveromyces thermotolerans
desaparecia répidamente en los primeros momentos de 1la vinificacibén de
Bobal (Figura 40), no por su sensibilidad al SO o al etanol sino porque su
lento crecimiento y escasa capacidad fermentadora le impedian competir con
otras levaduras mis activas que colonizaban répidamente el medio [282].
Algo semejante ocurrié en este mosto con Torulaspora delbrueckii [31,'175].
Esta especie denominada por BENDA iSl] Saccharomyces rosei, presenta una
tolerancia al etanclr que va de débil_a intermedia, aunqué ésta no es la
causa de su rapida desaparicién en 1la vinificacidén de Bobal, ya que en la
segunda fase s&lo habia 0.95% de etanol y T. delbrveckil ya hablia
desaparecido.

En. las vinificaciones realizadas en la Cooperativa San Pedro, la finica
especie que apareclia a partir de 1la Fase I] era Saccharomyces cerevisiae
con una sola excepcitn: en el depbésito B vinificado en 1982 aparecia
Srorobolomyces roseus en la Fase IIl. La presencia de esta especie a estas
alturas de la fermentacién no puede explicarse a menos que se trate de una
contaminacién, ya que es respiratoria y por tanto no tiene ningln papel en
la fermentacién. La mayoria de los autores comsultados (22, 75, 77, 131,
140, 161, 219, 224, 236, 258, 289, 208, 304, 317, 318, 320, 327] no
describen ni ésta ni ninguna otra especie con este tipo de metabolismo
durante la fermentacidn alcokblica. MATEOS et al. [220] describen
Sporobolomyces pararoseus al inicio de la fermentacidn pero luego
desaparece. QUECEDO et al. (262] también hallan Sporobolomyces pararoseus
en mostos gailegos en fermentacién, pero s6élo en uno de los muestreados y
con caracter puntual. También POULARD et al. [261] encuentran Aureobasidium
pullulans, levadura tam£ién aerobia, hasta una vez bien establecida la
fermentacién. El carédcter esporddico de estos aislamientos confirma la idea
de que la presencia de microorganismos  respiratorios  durante la

fermentacidn tiene caréicter de contaminacién, y no son levaduras asociadas
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al proceso de fermentaciém.

Ya hemos comentado que la  especie mayoritariamente aislada en la Fase II
fue Saccharomyces cerevisiae; si observamos la Tabla 23 veremos la
distribucién de las diferentes variedades o razas de esta especle que
encontramos en 1los distintos mostos. En las dos vinificacibnes que se
muestrearon en_esté Fase durante 1982 en la Cooperativa San Pedro (Tabla
23>, aparecieron 1as variedades Sbccbaromyées cerevisae var. béyanus y
Sbccharom}ces ‘cereV151aév var. cereviéiae; en ias del afio siguiente no
apareci® Saccharomyces cerevisiae var. bayanus pero si la variedad
cerevisiae, encontrandose ademis la variedad chevalieri en dos de los
cuatro mostos en fermentacifn y la variedad steineri solamente en uno. En
la variedad Bobal vinificada en 1la Escuela de Viticultura y Enologia en
1983 encontramos finicamente la variedad chevalieri. En cuatro de los
depésitos muestreados en esta Fase coexisten dos de estas variedades, a
veces en distinta proporcién (depésitos A, K5 y E7) y a veces en proporcibn
muy semejante (depbésito G). La variedad mis frecuente es cerevisiae,
ceguida de chevalieri, bayanus y steineri.

Los muestreos de la Fase III (Tabla 24) denotan que 1la variedad
Saccharomyces cerevisise var. cerevisiae seguia siendo la més frecuente en
las vinificaciones de la Cooperativa San Pedro, tanto en 1982 como 1583; le
siguen por orden de importarncia bayanus, chevalleri, steineri y capensis,
&sta ﬁl{ima aparecia en bzjo nlmero ¥y 's6lo en uno de los depbsitos
muestreados. También en esta Fase encontramos que en determinados depdsitos
se producia. una asociacién de dos variedades, mientras que en otros una
sola variedad dominaba la fermentacién. A veces se encontraron dos
variedades en distintas proporciones, superando la mAs abundante a la
minoritaria y haciéndola desaparecer. Esto sucedif en el depdésito A (Tablas
283 a 26) mientras que en otros .casos en los que la representacién de dos

variedades era semejante (depfsito G), eran ambas las que realizaban la
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fermentacién alcoh8lica (Tablas 23 a 265. En loé restantes depfsitos (B, C,

ﬁ, E, F) al no poderlos muestrear en la.nge 1I, desconocemos la evolucidn

que las varied;des siguieron en esta parte de la fermentacidn. A partir de

los datos de 1983 de la Cooperativa San Pedro, no podemos establecer la
evolucién de las variedades denfro de un mismo depésito de‘ferhentacién,

pero si en el conjﬁnfo de los mismbs. Observamos que mientras en la Fase 1!

(Tabla 23) aisldbamos las variedades cerevisiae; cbévalieri y steineri, en
la Fase III (Tabia 24), stelneri no aparecit y se aislé bayanus.

En la Fase IV (Tabla 25>, que se corresponde con el final de la
fermentacién alcohb8lica, encontramos que 1la variedad cerevisiae sigue
siendo la que mis se alsla, seguida por chevalieri y bayanus. En uno de los
depbésitos se detectd 1la variedad capensis.

La evolucidn de variedades por depbsitos (afio 1982) fue como sigue: en el
depésito A 1la variedad cerevisiae llev§ a cabo toda la fermentacién
alcohblica una vez hubo desplazado a bayanus en los primeros momentos de la
fermentacién. En el depésito B, bayanus coexistié con cerevisiae hasta la
mitad de la fermentacidén, pero poco después fue sobrepasada por esta
Gltima, siendo cerevisise la que termind la fermentacién. En el depdsito C
steineri y cerevisiae estuvieron presentes en la fermentacién tumultuosa,
pero hacia ei final de la fermentacitn alcohblica steineri fue sustiuida
por capensis. En el D, cerevisiae se encontré sola durante la fermentacién
tumultunsa pero hacia el final de la fermentacidén se establecidé bayvanus. En
el depééito E cerevisiae y chevalierl realizaron toda la fermentacién
alcohdlica, encontrandose s6lo cerevisiae tras el trasiego. De las tres
var iedades que coexistieron en el depbsito F durante 1la fermentacién
tumiltuosa, sbélo persistieron dos al final de la fermentacidn alcobhflica:
bayanus y cerevisiae. En el depésito G las variedades bayanus y cerevisiae
fveron las mayoritarias durante la fermentacibén, mientras que cerevisiae

inicamente se encuentrd al final de 1la fermentacidén alcohtlica. La
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evolucidén de variedades a lo largo de las vinificaciones estudiadas en 1983
fue la siguiente: cerevisiae y chevalieri se encuentraron asociadas a lo
largo de toda 1la fermentacidén, bayanus se detecté al final de la
fermentacifn tumultuosa pero luegb desaparecié;‘ Tras el trasiego s6lo se
~alsls cere?isiae.

A partir de los datos obtenidos de 1las vinificaciones seguidas en la
Cooperativa San fedro "durante  los dos aflos observamos gue Sbccbérbqyces
cerevisiae var. cerevisiae es la ’que 1llevé el peso de la fermentacién.en
todos los casos estudiados. Se presentaba muy asociada a bayanus durante
1982 y a chevalieri en 1983. Estas dos Gltimas variedades no se
encuentraron tras el primer trasiego.

En la eveolucién de las variedades a 1lo largo de la fermentacién no podemos
establecer ninguna tendencia que asocie ciertas variedades a  fases
concretas de la fermentacidn (cepas mis o menos resistentes al etanol). En
los trabajos realizados por MATEOS et al. (219, 220] se observa igualmente
que Saccharomyces ellipsoideus (actualmente Saccharomyces cerevisiae var.
cerevisiae) e; dominante a lo largo de la fermentacidn, pero también aislan
Saccharomyces bayanus (actualmente Saccharomyces cerevisiae var. bayanus) y
Saccharomyces chevallerl (Saccharomyces cerevisiae var. chevalieri). Una
especie aislada por ellos muy frecuentemente es Saccharomyces italicus; al
comparar las caracteristicas bioquimicas de esta especie, tal como la
describen RIBEREAU-GAYON et al. [282], con las de Saccharomyces cerevisiaé,
encontramos que Saccharomyces italicus se corresponde con la variedad
Saccharomyces cerevisiae var. steilnerli descfita por KREGER-VAF RIJ [165].
Saccharcmyces italicus también ha sido aislada por SOMAVILLA et al. ([318]
en .un estudio realizado en mostos de la regidén levantina gue incluia la
D.0. Utiel-Reguena. En este estudio [318] Saccharomyces stelperi resultd
ser la especle que en mayor nlmero de casos conducia la fermentacidn,

seguida de Saccharomyces  cerevisilae, Saccharomyces  chevalieri y
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Sbccbafomyces fructum <(sindénimo de Saccharomyces chevalieri seglin LODDER
{2011). Al observar 1la capacidad alcohbflogena de las antiguas especies
Saccharomyces ellipsoideus, Saccharomyces  chevalieri, Saccharomyces
italicus y Saccharcmyces coviformis (sinbénimo de Saccharomyces bayanus sggﬁn
LODDER [2011), observamos que es muy semejante eﬁ.todas ellas, y.‘mas altﬁ

que la de otras especies del género Sbccharamyces-[ZBZ];

A pesar de 'que RIBEREAU-GAYON et al. [282] establecen una sucesibn de »V

especies en funcidn de la resistencia de las mismas al etanol, nosotros nd
hemos podido comprobar esa sucesifn, ya que Saccharomyces cerevislae ' var.
bayanus (antiguamente Saccharomyces oviformis) mis resistente al etanol que
Saccharomyces ellipsoideus, segin RIBEREAU-GAYON [282], aparecia tanto en
estadios tempranos de la fermentacidn como tardios, siendo en todos los
casos la variedad cerevisiae la que se hallaba en vinos ya terminados. La
variedad Saccharomyces cerevisiae var. chevalieri también se encotraba
durante toda la fermentagitén, por lo cual nos atrevemos a formular que las
pretendidas resistencias al etanol no dependen de la variedad ni de 1la
especie sino de las cepas. la supremacia de la variedad cerevisiae en la
mayoria de los depbsitos y de las Fases puede deberse a una mayor tasa de
crecimiento (282}, lo que 1la hacfa colonizar réapidamente el mosto en
fermentacidn. La asociacidén de las variedades de Saccharomyces cerevisiae
(bayanus, chevalieri y cerevisiae) se halla documentada por muchos autores:
POULARD et al. [2611, GARCIA NAIQUEZ (1311, SOUFLEROS et al. [320] y
CUINIER [75]. Estos investigadores también encuentran las variedades
steineri (llamada por ellos Saccharomyces 1talilcus) y capensis (denominada
Saccharomyces capensis) asociadas a cualquier momento de la fermentacién,
aunque se presentan mAs esporaddicamente. En 1la mayor parte de los trabajos
EDnsultados es Saccharomyces cerevisiae var. cerevislae la que lleva a cabo
la mayor parte de la fermentacidén alcohdlica, encontrédndose incluso en

aicslamientos de soleras [317].
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No hemos- comentado hasta ahora la evolucidén de las especies en los mostos

vinificados en la Estacién de Viticultura y Enologia por las especiales

caracteristicas de los mismos. Son de distinto origen y han | sido"
vinificédos de distinta forma a los de la Cooperativa San Pedro (Tabla 2. -
Fue en Macabeo donde observamos la din&mica de especies méé parecida a las
que se desarrollaron en la quperativa San Pedro. Al mosto de Macabeo se le
aﬁadiéfqn 100 ng/1l de SOz y se fermenfé‘tradicipnalmépte sin ﬁoﬁtrol de
temperatura. Si estudiamos ia Figura 41 observaremos que auraﬁte Vla
fefmentécién tumultuosa no aparece ninguna de  las especies "salvajes”
aisladas en mostos sin sulfitar, y sblo se‘ encuenira Saccharomyces
cerevisiae. OQObservaremos  también que estd presente Saccharomycodes
ludwigil, levadura considerada perjudicial por muchos autores ({31, 175,
282] ya que es fuertemente cetogénica. Esta caracteristica hemos podido
comprobarla ya que los datos fisico—qﬁimicos de este mosto nos muestran un
incremento agudo de la acidez vol&til en correspondencia con la aparicién
de esta especie. Respecto a las variedades de Saccharomyces cerevisiae
halladas en esta vinificgcién, encontramos que en mostos sin sulfitar esté
presente la variedad capensis, en plena fermentacidén esta variedad da paso
a chevallieri, que es la mfs comln en las fermentacliones de la Estacién de
Viticultura y Enologia. La variedad cerevisiae se encontré en vihos
acabados. Como ya hemos sefialado, la vinificacién de mostos blancos de
Macabeo presenta muchas caracteristicas en comfin con los de mostos rosados
de la Cooperativa San Ped;a, en cuanto a dindmica de levaduras.

En un segundo nivel tenemos 1las vinificaciones de Garnacha y Tempranillo
que se alejan un poco de la tendencia general observada basta ahora. Estos
mostos fueron sido sulfitados con 70 mg/l de SOz y a uno de ellos se le
sometid a control de temperatura (Tabla 2). En la vinificacidén de Garmnacha

(Figura 42) pudimos observar que en la Fase Il especies tales como Candida

stellata y Klosckerz apis, no aisladas hasta entonces en momentos tan
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tardios de la fermentacién, estaban presentes en una concentracisa
semejante a la que tenian en mostos sin sulfitar. Es posible gque la
. sulfitacién que habian sufrido estos mostos no fuera suficiente para
eliminar totaimente a estas especies. Por otro ladq, el hecho de gue no -
hayan aumentado o disminuido su wunfmero nos ﬁace pensar que permanecian
viables pero no proliferantes en el medio. En el caso de Garnacha aislamos
Torulaspora de]brﬁeckii 'en la primera Fase, peiﬁ_ luego no_vdlvimds a
éncontrarla. Es posible que éu lento crécimiento ‘f1753'_mas' que su
sensibilidad al etanol fueran la causa de su répida desaparicifén en ias
fermentaciones [31]. T. delbruecki] es una levadura interesante en enologia
por su baja produccitn de &cido ac&tico [282]). La variedad de Saccharomyces
cerevisiae encontrada durante toda 1la fermentacién en este mosto fue
cerevisiae.

El mnosto obtenido de uvas Temprgnillo (Figura 43) presentaba una evolucién
de especies intermedia entre la de Macébeo y la de Garnacha. En este caso
laz dieminucién de especies salvajes fue Bastante drastica, desapareciendo
Candida stellata y Kloeckera apis en 1los primeros momentos de la
fermantaci6én alcoh6lica, mientras que aparecia Kloeckera japonica. Dado que
tanto Tempranillo como Garnacha fueron sulfitadas con 70 mg/l de SO0, el
hecho de que no aparecieran en el primero Kloeckera apis y Candida stellata
no es f&cil de explicar. Podriamos pensar que son mis sensibles a las bajas
temperaturas, pero éste no es el caso ya que aparecieron durante la
fermentacién de Bobal (Figura 40) que se llevé a cabo a 19°C (igual que
acurrié en Tempranillo). La finica hipétesis que nos permite justificar la
ausencia de estas especies en Tempranillo es que el efecto combinado de las
bajas temperaturas y de un mayor contenido en S0. libre (Tablas 19 y 20)
provoquen la eliminacién de las mismas. La presencia esporddica de
Wloeckera Jjaponica ‘en mostos de Tempranillo pudo ser consecuencila de una

centaminacién externa sin mayor relevancia, ya que no se volvid a detectar.



202

En Tempranillo las variedades dé Saccharomyces cerevisiae que condujeron la
fermentacibén fueron cerevisiae y steineri, encontriandose cerevisiae en
vinos acabados, como en la mayor parte de las fermentaciones estudiadas.
Por Gltimo hemos de comentar la evolucién de especies en los mostos de
Bobal. Esta vinificacién se llevd a cabo sin adicitén de SO. y a temperatura
controlada (Tabla 2). Carecemos de datos referentes a la Fase I de esta
. vinificacién: la primera ﬁuestra la conseguimos cuando este mostﬁ ya habia
empezado a fermentar, aunque su concentracién en etancl era muy baja. Las
razones de esta baja eficiencia de fermentacién ya se comentaron en el
apartado 3.1.2 de este Capitulo. La muestra correspondiente a la Fase II
mostré la presencia de especiés tales como Candida pulcherrima, Candida
stellata, Kloeckera apis, Kluyveromyces thermotolerans y Saccharomyces
cerevisiae var. chevalieri. La existencia de estas especies en el mosto en
fe;mentacién constituye un fiel reflejo de la microflora tipica_ de mostos
frescos <in sulfitar. Esto nos permite afirmar que en ausencia de S0: las
especies "salvajes” pueden persistir durante varios dias en el mosto. GOTO
{140] informa que hasta después de 48 dfas pueden encontrarse especies de
Klpsckera y Torulopsis, y Metschnikowia pulcherrima en cantidades
apreciables en mostos sin sulfitar. MATEOS et al. [220] en los estudiocs
realizados sobre la influencia del S0. en la microflora fermentativa
también observaron que en mostos sin SOz la flora salvaje persistia mis
tiempo que en los sulfitados.

Conforme avanzaba la fermentacién, el nfimero de especies salvajes en el
mosto de Bobal sin SO-disminuia; asi desaparecian Candida pulcherrima y
Kluyveromyces thermotolerans pero sobrevivian Candida stellata y Kloeckera
apis, apareciendo "de novo"” FRhodotorula rubra y Torulaspora delbrueckii.
{luyveromyces thermotolerans desaparecié posiblemente a causa de su lento
crecimiento. Lla aparicién de Khodotoruvla rubra durante la fermentacién

tumultuosa se detid probablemente a una contaminacién externa; esta
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contaminacién “'pudo proliferar debido a que el depbésito donde se vinifich
Bobal presentaba una gran suferiicie en contacto con el aire, lo cual ie
permitiria desarrollar su metabolismo respiratorio. En la fermentacién de
mostos de Bobal :la yar;edgd .cbevalieri produjo los primeros grados
alcohélicos, cediendo paso a cerevisiae y ésta a bayﬁnns,»que fue la gue
encontramos en vinos terminados.

Es notable ei hecho de que se haya aislado la levadura Pichia
guilliermondii ai final de la fermentacién alcoh6lica en los dﬁs .mostoé
vinificados a baja temperatura. Las 1levaduras del género Pichia son
consideradas perjudiciales para el vino, ya que forman grandes cantidades
de acetaldehido, &cido acético y é&steres del A&Acido acético [(31). Sin
embargo, al menos en Tempranillo no aumentd sensiblemente la cantidad de
&cido acético (Tabla 20).

El mayor grado de contaminacién externa que presentaban los mostos de
Tempranillo y Bobal se pudo deber a que fueron vinificados en recipientes
mds expuestos al aire que el resto de variedades, y en el caso de Bobal a

la falte de £02.

3.2.5.- CONSIDERACIONES  ACERCA DEL AISLAHIEFTO; CLASIFICACION Y

CARACTERIZACION DE LAS BACTERIAS LACTICAS.

El método empleado en este trabajo para el aislamiento de bacterias
lacticas fue el de enriquecimiento en medio liquido. Este método, utilizado
por numerosos autores [120, 126, 179, 211, 212, 213], se considerd el mis
adecuado dada la baja concentracién en que las bacterias licticas suelen
encontrarse [344]1. A partir de 1los recuentos mediante el sistema del
N.M.P., obtuvimos una dindmica de la poblacién bacteriana total que ya ha

sido comentada en el Apartado 3.2 de este Capitulo. Durante 1982 no se
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realizé mas que un recuento de la flora lactica, sin embargo en 1983
realizamos aislamientos de las mismas a fin de conocer la evolucibén de las
especies a lo largo de la fermentacifn. Otro objetivo que pérseguiamns al
aislar las bacterias lacticas era el seleccionar. aqueliasbacepas- mis
adecﬁadas para su posterior aplicacitén practica en bodega. A partir de‘loé
tubos del N.M.P. crecidos (ver rApartado 2.10) realizamos aislamientos en
placas de agar MRS y posteriormente las cepas se cpnservaroﬁ sembradaé\ por
picadufa»eﬁ agar RS semisélida; La técnica de siembra en.picadura favorece
netamente el crecimiento de las bactérias lacticas respecto a la técnica de
siembra en agar inclinado (aunque la incubacién se realice en atmbsfera
enriquecida en COz) [99]. Al ensayar la viabilidad de 1los cultivos
mantenidos en picadura a 4°C observamos que la viabilidad de algunas de
estas bacterias era bastante baja tras un corto periodo de tiempo. Asi, al
cabo de un mes perdian completamente la viavilidad, quizés debido a su
réapideo crecimiento y a la abundante produccién de &cido en el medio, que
producia la muerte del cultivo. Las resiembras de estas cepas se tenfan que
reaiizar cada mes, mientras que el resto se resembraba cada tres meses, tal
y como reccomendaba la bibliografia consultada [99, 117, 147, 155]. Para
evitar el exceso de +trabajo que suponian las frecuentes resiembras, se
ensayd el sistema de liofilizacién. Esta técnica results ser muy ventajosa
respecto al mantenimiento en picadura, ya que evitaba el problema de la
falta de viavilidad, disminuia el trabajo de laboratorio y permitia
almacenar gran cantidad de biomasa de cada cepa en un pequefio espacio. Este
sistema ha permitido la obtencibén de cultivos viables después de 4 afios de
mantenimiento en forma 1liofilizada. La 1liofilizacién como método de
mantenimiento es utilizado por numerosos autores [126, 147, 166] e incluso
las firmas comerciales utilizan este sistema para conservacifn y uso de las
cepas selecclonadas destinadas a la inoculacidén del vino. Los problemas de

falta de actividad que a veces presentan las cepas liofilizadas, no se debe
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a la disminucidn de la viavilidad por 1liofilizacibn, sino al empleo de
métodos de reactivacién no adecuados [96, 178, 3371.

Mientras que la clasificacién de levaduras no presenta excesivos
problemas si se sigue la metodologia adecuvada [18, 165], la identificacién
de bacterias lacticas si 1o hace. Las causas de estos problemas son las
siguientes: en- principio la heterogerneidad existente entre las bacterias
lacticas hacé que cada grupo se clasifique en base a claves diferentes; por
otro lado, la metodologia para realizar estas pruebas no esta tan
estaﬁdarizada como en el caso de las levaduras. Es por esta causa que la
puesta a2 punto de un sistema de identificacién adecuado representfé una
labor de investigacién en sI misma £uyos resultados exponemos a
continuacidn.

RIBEREAU-GAYON et al. [282) y LAFON-LAFOURCADE [175]1 seflalan que la
clasificacién de las bacterias lacticas propuesta por la 72 y 82 ediciomnes
del "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology"” [46, 47) se hace en
base a pruebas gque carecen de interés enolégico. Esta afirmacibn tiene
relacitn con el hecho de que 1las cepas utilizadas para definir las
distintas especies de bacterias liacticas en estos textos, han sido aisladas
de medios animales ricos en proteinas, con pH neutro y con temperaturas
elevadas. RIBEREAU-GAYON et al. [282] y.LAFDN—LAFOURCADE [175) afirman que
los microorgamismos se hallan adaptados a su hibitat, y aquellos que se
aislan de vino dificilmente pueden encuadrarse en las clasificaciones
anteriormente citadas.

A pesar de estas criticas nosotros basamos la clasificacibn de
nuestras cepas en el "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology" [47] y
el "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology” [316], asi como en los
criterios propuestos por SHARPE [307]. Los resultados obtenidos siguiendo
esta metodologia fueron satisfactorios, en contra de lo argumentado por

RIPEREAU-GAYON et al. [240] y LAFON-LAFOURCADE [175]. AdemiAs hemos
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realizado otra serie de pruebas que ciertos autores bhan considerado
importantes para conocer el vélor enolégico de las bacterias lacticas
aisladas de vinos [19, 27, 79, 133, 211, 246, 248, 253]1. De 1las 47 cepas
aisladas por nosotros, 8 no han podido adcribirse a ninguna especie
siguiendo las claves de identificacién de bacterias lacticas usuales [47,
307, 316]1. Por otro lado, las pruebas propuestas por RIBEREAU-GAYON et al.
[282] no difieren en absoluto de las sefaladas en lbs textos antes citados,
aunqué les dan distinto vaior taxonémico a la hora de separaf especies. El
inténto de clasificar nuestras 8 cepas indeterminadas por el sistema de
RIBEREAU-GAYOE et al. [282]1 no tuvo éxito.

La clasificacién de las bacterias lacticas comienzaba por determinar
si las cepas' aisladas cumplian ciertas caracteristicas proplas de las
bacterias lécticas, como son el caracter Gram(+) y la ausencia de catalasa,
de movilidad y de esporas. UFNosotros s6lo aislamos como bacterias lacticas
aquellas colonias que cumplian estas condiciones. Posteriormente se paéﬁ a
la determinacitn de 1la morfologia celular y a la observacibn de las
agrupaciones que formaban (parejas, tétradas, cadenas, etc.). En nuestros
aislamientos detectamos tanto formas cocoides dispuestas en parejas o
cadenas, como formas bacilares agrupadas de igual forma. A las primeras se
les incluyd en la familia Streptococcaceae y a las segundas en
Lactobacillaceae [ 307, 3161].

Aunque la observacién microscépica parece una préctica sencilla, las
interpretaciones finales de 1las caracteristicas morfolégicas pueden
llevarnos a resultados indeterminados y por tanto, poco concluyentes. La
determinacién de la morfologia celular presenta un problema y es que tanto
la forma como el tamafio celula} varian marcadamente como resultado de
repicajes sucesivos y de las técnicas de Qantenimiento de la cepas [213].
Frecuentemente encontramos cepas a las cuales se les bhabla asignado unas

caracteristicas morfolégicas determinadas y que al cabo del tiempo, y
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después de haberlas cultivado en medios sinféticos, poselan otras. Esto nos

llevd a pensar que se trataba de contaminaciones. La constatacisn

continvada de que las pretendidas "contaminaciones” "poseian las mismas

caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas que las cepas originales nos

hizo pemnsar que los cambios de morfologia eran bastante normales. Segﬁn.
STAMER [323] las eépecies de Dbacterias 1lacticas ailsladas de alimentos

pueden sufrir. una adaptacidn a las condiciones de 1aboratorio;‘adoptandu’
morfologias considerablemenfé diferentes de las que poseian en el momento

de su aislamiento.bPor otro lado; existe una gran dificultad a la hora de

definir ciertas morfologias; asi encontramos palabras tan iﬁdeterﬁinadas

como "cocobacile” [307] o . "cocoide", wutilizadas frecuentemente para

describir la morfologia de las bacterias lacticas.

A la vista de estas circunstancias, se puede concluir que la
observacién microscépica, de por si, no siempre resuelve el problema de
adscribir una cepa a una familia.'concreta. La mayoria &é las veces se
precisan otras pruebés para llegar a resultados definitivos. La descripcién
de la morfologia colonial sobre placas de agar también presentaba ciertos
problemas. Asi observamos que algunas cepas que luego fueron identificadas
como L. bhilgardii presentaban una variacifn del aspecto dependiendo de la
edad de 1la colonia. La colonia Joven de estas cepas era .rugosa y
transparente mientras que la colonié madura era lisa y de color blanco
amarillento; a menudo se encontraban presentes en la misma placa ambas
morfologias, haciéndonos pensar en la existencia de contaminaciones
accidentales. Tras realizar varias veces la purificacién de 1la distintas
colonias, observamos que ambas morfologias producian a su‘vez colonias
rugosas y lisas.

Las bacterias lécticas se pueden separar en dos grupos segln los
?roductos finales obtenidcs de la fermentacién de 1la glucosa. Asi son

bomofermentativos si producer el 85% o mds de &cido léctico a partir de la
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glucosa, y heteroferm;ntativos si producen alrededor de un 50% de &cido
lactico y ademis étanol, acido acético, glicerol y CO- [282, 3251. El
caricter homo o beterofermentativo constituye wuno de los criterios
fundamehtales en  la clasificacién de bacterias lacticas. Deﬁtrn de la
familia S%repiococcaceae encontramos géneros  homofermentativos, cﬁmo
Pediococcus, y géneros hetercﬁermentat1§os como Leuconostoc, por sefialar
'aquelios qﬁe génefélmente aparecen en el vino. La familia Lactbbacillaceée
se encuentra di?idida en tres subgéneros propuestos por BUYZE et al. [48] y
que pérmaneéen Qigentes en los estudios més actuales [160, 202, 3161:

a) Los obligatoriamente homofermentativos, que poseen el enzima fructosa

difosfato aldolasa, pero carecen de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa y 6-fosfogluconato  deshidrogenasa. A este grupo
pertenecen las especies Lactobacillus delbrueckili, Lactabacil;us
lactis, Lactobacillus leichmannili, Lactobacillus  bulgaricus,

Lactobacillus aclidophilus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
belveticus (160, 3161].

b Los homofermentativos facultativos que poseen las dos deshidrogenasas de
las que carecen las anteriores, pero que preferentemente asimilan la
glucosa seglin la via Embden-Meyerhof. A este grupo pertenecen las
‘especies Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus
curvatus, Lactobacillus sake y Lactobacillus bavaricus. A diferencia
del grupo anterior, estas especies pueden fermentar la ribosa, y en
muchos casos otras pentosas, produciendo &cido acético y lactico
mediante una fosfocetolasa inducible. Las bexosas son fermentadas
formando &cido 1l&ctico, pero bajo condiciones aerobias el 4cido
lactico pvede ser degradado a etanol, &cido acético, &cido férmico y
CO- [1B91}.

c) Las especies heterofermentativas se caracterizan por su capacidad de

formar CO=, &cido acético, etanol y acido DL-l&ctico, a partir de



209

hexosas. La fermentacién de las pentosas da lugar a &cido acético y a
DL-lactico. Las especies que pertenecen a este .grupo son:
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus buchneri, Lactobacillus lindneri, Lactobacillus keflr,
Lactobacillus fructivafans; Laciobacillus sanfrancisco y Lactobacillus
Viridescens‘[160].

Para determiﬁar si nuestras cepés pertenecian al grupo de las homo o
heterofermentativas segﬁiﬁcs el método de GIBSON y ABD-EL MALEK [9, 147].
Este método ha sido utilizado por otros autores anteriormente {133, 3241 y
es el que recomiendan SHARPE [307] y HARRIGAN y McCABCE [147]). Para 1la
mayoria de cepas ensayadas, los resultados obtenidos fueron satisfactorios,
inicamente se encontraron problemas en 8 de las 47 cepas ensayadas. Estas
cepas dieron un resultado negativo cuando se ensayaron en este medio, al no
poder ser clasificadas en ninguna especie homofermentativa repetimos la
prueba de homoheterofermentatividad en el mismo médic y esta vez
aparecieron pequefias burbujas de gas tras un ldrgo periodo de incubacifn
(20 dias). Se repitis 1la prueba por tercera vez obteniéndose resultados
negativos nuevamente. Ante tal situacibén, decidimos cambiar el método de
determinacién del cardcter homo o heterofermentativo, al considerar que
posiblemente no era un sistema adecuado para evidenciar la produccién de
CO- por parte de estas cepas. El nuevo método consistié en la siembra de
los microorganismos en medio MRSF al que afiadimos un 0.5% de glucosa, tal y
como establecia el protocolo de wutilizacién. La produccidn de gas se
observ6é por la presencia'del nismo en la campana DURHAM. Para comprobar la

validez del método se sembraron ademis 3 cepas de coleccibén: L. oenos

ML-34, L. brevis CECT216 <(ambas heterofermentativas), y L. plantarum

CECT220 (homofermentativa). Los resultados obtenidos al cabo de 14 dias de
incubacifn no fueron satisfactorios ya que s6lo dos de las cepas ensayadas,

31 y C45, mostraban una pequefia burbuja en uno de los dos tubos sembrados.
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El tamafio de 1la burbuja producida por estas dos cepas era similar a la
formada por L. oenos ML-34, pero mucho mis pequefia qué la liberada por L.
brevis. Esto nos da idea de que esas cepas tiemen un.car&cter fermentativo
débil. De cualquier forma la ambigiiedad del resultado (s6lo aparecia

burbuja en una de 1las dos repetiéionesik no résolviﬁ la duda sobre su
cardcter homo 0 beterofermentativo. El hecho de que se obtuviesen
resultados variables en el médio HFM, empleado en el método de GIBSON y
ABD-EL MALEK-[147], puede estar en relacién con el‘voiumen de inbculo
utilizado o con su estado fisio16gico. En este sentido SHARPE [370) seﬁalé
que la siembra del medio HFM debe realizarse con un fuerte inSculo extraido
de un cultivo joven que se encuentre creciendo vigorosamente. Las débiles
respuestas positivas gque se obtuvieron con el medio MRSF pueden deberse a
la baja concentracifn de glucosa que en este medio se emplea, ya que la
mayoria de métodos utilizan concentraciones de glucosa que oscilan entre 2
y 3 g/l‘[211, 2961, siendo del 5% en el de GIBSOKN ; ABD-EL MALEK [147].

La naturaleza del is6tmero del &cido 1léctico producido a partir de la
glucosa es una prueba de interés taxonSmico utilizada ya desde ORLA-JENSEW
(1919) para la clasificacitn de las bacterias lacticas. El tipo de isbdmero
formado es comin en todas 1las cepas de 'una misma especie, e incluso en
todas las eséecies dentro de un m{smo género como es el caso de Leuconostoc
[159].

Los lactobacilos estrictamente homofermentativos producen el isbmero
L o mezclas de D(-) y L(+); Los lactobacilos facultativamente
homofermentativos producen D(-) lactato y mezclas de D(-) y L{+)-lactato;
Los lactobacilos heterofermentativos producen mezcla de D(-) y L{+)-lactato
[202]. Dentro de la familia Streptococcaceae los dos génerbs que se hallan
presentes en vinos, Pediococcus y Leuconostoc, poseen comporfamientos

diferentes: Pediococcus produce DlL-lactato, = mientras que Leuconostoc

produce solamente D(-) lactato. Esta prueba resulta de interés para
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diferenciar los cocos heterofermentativos de . los bacilos
heterofermentativos, ya que a veces la observacifn microscépica no resuelve
suficientemente la morfologia cocécea o bacilar de las» cepas. La gran
mayoria de los autores que han hecho identificacién de bactgrias lacticas
incluyen esta prueba en su metﬁdologia (1o, 27, 79; g9, 133, 155, 211, 253]
dada la importancia sistemftica que'presenta (47, 307, 3161, a pesar de gue
PEYNAUD et al. 1[98] disérepan de esta opinibn. El.método que segﬁimos en
este estudio para la determinacién del iéémero del écido lactico prﬁduci&n
a partir de la glucosa se detalla en el Apartado 2.13.2.1 de este Capitulo.
Este método ha sido descrito por sus autores como répido, preciso y
sensible ya que es capaz de detectar de 1 a 10 ug/ml de &cido lactico total
[252)Y. Muchos autores 1lo han utilizado en sus estudios 79, 155, 253]
comprobando la validez del mismo. Esta prueba nos sirvié para confirmar la
adscripcibén de las cepas a especies determinadas, como ocurris con las
cepas pertenecientes .a L. plantarum, L. brevis, L. hilgardii, L.
fructivorans, L. oencs y L. paramesenteroides. Asi los lactobacilos bhomo y
hetgrofermentativoé producian mezclas de D(-) y L(+)-lactato, mientras que
las cepas pertenecientes al género Leuconostoc formaban solamente
D(-)-lactato. Estos resultados concuerdan con 1los hallados por la mayoria
de autores consultados, excepto con los de PEYRAUD et al. (2471 y ‘BARRE
[19], quienes encontraron cepas de lactobacilos heterofermentativos que
producian solamente D(-)-lactico a partir de 1la glucosa. For otro lado
PEYNAUD et al. [247] también  encuentran * que algunos cocos
heterofermentativos (lLewvconostoc sp.) pueden sintetizar del 2 al 5% de
fcido L(+)-lactico. Este hallazgo no ha sido confirmado por nigln otro
autor. En este sentido, GARVIE [132] sefiala que no es probable que existan
cepas del género Leuconostoc que produzcan también L{+)-lactato, y duda que
si lo producen pertenezcan a ese género. Esta autora afirma que todas las

especies de Leuconostoc forman s6lo D(-)-lactato, ya que no poseen L{+)-
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lactico-deshidrogenasa [B172].

De las 50 cepas ensayadas para este caracter (47 son aisladas de wvinos
por nosotros y tres son de coleccidén), 37 resuliaron formadoras de
D-lactato, pero s6lo 6 de ellas produjeron un 50% de cada uno de los
estereois6émeros. La produccién de cantidades semejantes de ambos isbmeros
.es bastante infrecuente, normalmenté hay mayor cantidad de uno de ellos
'[247). Una de las causas de esta desigualdad puede ser la que apunta GARVIE
v£1351, quien sefiala que la proporcidén de ambos isbmeros puede variar a lo
largo del crecimiento de cepas en cultivos sin control de pH. Asi,
Fediococcus cerevisiae y los lactobacilos homofermentativos (excepto L.
.plantarum) producen una elevada proporcién de L(+)-lactato al principio del
crecimiente y forman D(-)-lactato cuando el pH bha bajado a causa del
metabolismo celular. Otra explicacién respecto a 1la desigualdad en la
proporcién de los dos estereoisémeros es gue una lactico-deshidrogenas se
halla en exceso respecto a la otra, como ocurre con L. viridescens [135].
De entre las 8 cepas no clasificadas (Tabla 28), una de ellas (la cepa 31)
produce L(+)-lactato; esto podria hacernos a pensar que se trata de L.
casel (productora de muy bajas cantidades de D(-)-lactato) o de L.
bavaricus (cosa bastante improbable ya que su hébitat natural es la col
fermentada o "sauerkraut”); sin embargo el patrén de fermentacidn de
azficares de esta cepa no es, en absolufo, semejante a ninguna de estas dos
especies. Dos de las éepas (B32 y B44) producian el isbémero D{(-)-lActico,
por lo que se podria pemsar que si fueran heterofermentativas estarian
incluidas en el género Leuconostoc (Tabla 28). El resto'de las cepas no
identificadas (C43, C45, B24, B31 y M12) son formadoras de DL-lactato,
algunas de las mismas (C43 y B24) producen una mezcla racémic§ de ambos
isémeros (Tabla 28).

La produccién de manitol a partir de la fructosa estd encaminada a

esclarecer el caridcter homo-heterofermentativo de una cepa, ya que las



Carbohidrato  Cepa
31 (43 CAS 624 B3l B32 BU M2

Amigdalina d d
D-Arabinosa - - - - - - _
L-Arabinosa

Celobiosa - d 4 - - - - -
Esculina 4 4 4 4 4 4 4 4
Fructosa 4 4 4 4 4 4(g) 4 +e@
Galactosa 4 - - d - - - -
Gluconato - - - - - - - -
Glucosa + 4 4 4. 4 42 +Hg 4
Lactosa - - - - - - - -
Maltosa d - - - - - - -
Manitol 4 - 4 d 4 4(g) -
Ilanosa 4 4 4 4 4 4(g) 4tg) 4(g)
Meleci tosa 4 - - - - - - -
Helibiosa - - - - - - - -
Rafinosa - - - - - - -
Ramnosa - - - - - - -
Ribosa 4 - - - - - - -
Sacarosa - - - 4 - 4 4(g) 4
Salicina 4 - 4 4 4 4 4(g) 4
Sorbitol 4 - - - - -
Trehalosa 4 - 4 4 4 4(g) 4
Xilosa 4 - - - - - 4(g) -
Homo/heterof* 2 7 7 7 7 7
Prod. NH3b ” ~ . " 7
Crecimiento a:
10! etanol 4 4 4 4 4 4 4 4
pH £.5 4 4 4 4 4 4 4 4
pH 4.8 4 4 4 4 4 4 4 4
pH 4.2 4 4 4 4 4 4 4 4
pH 3.7 4 4 4 a 4 4 4
48°C 4 4 4 4 4 4
37%C 4 4 4 4 4 4 4 4
2£4C 4 4 4 4 4 4 4 4
is'c 4 4 4 4 4 + 4
10'C 4 4 4 4 4 4 4 4
LTC - - " - - - -
LT6Ed ARC A ARC  ARC  ARC AC AC ARC(g
[so. lactico" L DL DL DL DL D D DL
Morfologia B Co Co B Cb Cb B Ch
Agrupacion P p p p Pe Pe Pe Pe

Tabla 28.- Resultados de la pruebas realizadas para la
identificacion de las cepas de clasificacion  incierta.
"Cardcter hoso o heterofermentativo de las cepas. Produccion
de KHs a partir de arginina. ‘Crecimiento en medio LT. d
Crecimiento en medio LTGE. 'Isomero del 4cido ldctico producido
a partir de la glucosa. "+* resultado positivo. resultado
negativo,  "d" reaccion débil. "?* resultado dudoso, "g"
produccion de gas. *A" acidificacion. "C coagulacion. "R
reduccion. *L" isomero L(+) producido. 'D* isémero  D(-)
producido. "DI" ambos isémeros LCY) y D(-) sintetizados. "B*
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bacterias heterofermentativas prdducen manitol a partir de  la fructosa,
mientras que las homofermentativas no lo hacen [282]. Esta prueba ha sido
considerada de mucha utilidad para la \sepéraciﬁn de estos dos tipos de
bacterias [47, 88, 282, 316], sobre todo cuando la prueba de homo-
heterofermentatividad no ha ofrecido resultados clafos 1166]. Huchos-
autores éue han aislado bacterias lacticas del vino incluyen esta prueba en
su metodologia de identificacién [19, 27, 79, 120, 166, 253, 282]. En lo
que muchos 1investigadores - difieren es en el método a seguir para la
observacién de la produccién de manitol a partir de fructosa. El ﬁétodo
tradicional consiste en la visuvalizacibén de rosetas de cristales de manitol
formadas cuando el medio de cultivo se evapora [27, 120, 166, 253, 282]. El
procedimiento seguido por nosotros en el presente trabajo fue propuesto por
CHALFAN et al. [80), y se basa en 1la deteccién del manitol por
cromatografia en capa fina. Nosotros realizamos esta prueba a fin de
dilucidar en qué grupo debfamos incluir aquellas bActerias lacticas que no
habian dadﬁ resultados claros en la prueba de homo-heterofermentatividad, y
que ademds tampoco podian clasificarse con ninguna de las otras pruebas
realizadas. En este ensayo se incluyeron también las cepas de coleccibn
Leuconostoc oenos ML-34, Lactobacillus brevis CECT216 y L. plantarum
CECT220. El revelador de permanganato potésico (ver Ap;rtado 2.13.2.2) no
dio buenos resultados, ya que las supuestas manchas de manitol, en teoria
las Ginicas manchas que debian aparecer en la cromatograiia, quedaban
enmascaradas por  compuestos residuales d=1 medio, y era imposible
distinguir la produccién de este compuesto. Se comprobd que la hidrélisis
de la fructosa padiante HC1l sI que tenia lugar, por lo que se descartdé que
fuera ésta 1la que falseaba los resultados. La utilizacién de la solucién
reveladora de nitrato de gplata tampoco mostrd resultados concluyentes, ya

que s6lo aparecian manchas en las carreras de las muestras tratadas con

HC1, rero no en las que se pusieron soluciones controles de fructosa y
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manitol sin HCl. En resumen, la utilizacidén de dos reveladores distintos al
p}opuesto por CHALFAN et al. (80] no proporciont resultados satisfactorios
en la deteccibén de cepas productoras de manitol a partir de la fructosa.
Queda 'peﬁdiente para posteriores experiencias la bfisqueda de un revelador .
sustitutivo del de'CHALfAN et ;1} [80] que‘seé adecuado pafa este fiﬁ.‘

La determinacién de si nuestras cepas efén capaces de producir manitol
a partir de lé' fructosa,‘ adémésA de interés taxunémido tenia un iptefés
préctico, ya que éste fenémeﬁn ‘da lugar =a una alterac16n> de1 ‘vino
denominada 1la. ”vueifa manitica" (3, 270, 277). la formacién de manitol
confiere un sabor amargo al vino. Este fenfmeno se conoce desde hace mucho
tiempo, consider&ndose que era una bacteria concreta la que producia
manitol. Esta bacteria se describia como un bacilo corto distinto del resto
de bacterias lacticas del vipo, y daba lugar a la "vuelta” ("tournée”) o a
la "vuelta con gas" ("pousse"). Se le denomind "fermento‘ manitico”
(" ferment maﬁitique“) [(3). Hoy en dfa se sabe que un gran nGmero de
especies de bacterias lacticas son heterofermentativas y por tanto producen
manitol a partir de fructosa. Para algunos autores el hbecho de que las
bacterias heterofermentativas sean capaces de realizar este fenbémeno las
hace particularmente indeseables frente a las homofermentativas [277]. En
este sentido DELFINI [99] propone como bacteria maloléctica ideal, aquella '
que entre otros caracteres, fermente homolacticamente la fructosa.

Otra de 1las pruebas que realizamos en la clasificacidén de las
bacterias lacticas aisladas de vinos fue la produccién de amoniaco a partir
de la arginina. Esta prueba es de utilidad para diferenciar los
lactobacilos heterofermentativos (no productores de amoniaco) de 1los
Leuconostoc (productores de amoniaco) cuando sus morfologias son tan
eimilares qué es dificil distinguir si se trata de un coco o un bacilo [93,
282, 307). Esta dificultad ya ha sido comentada por MARET y S0ZZI [213] al

sefialar que Leuconostoc oenos muestra una morfologia cocécea en medio



. 215

sint&tico, mientras que en vino se presenta como cocos y bacilos.
Aunque ésta prueba sirve como confirmacidén del caradcter homo o
heterOfEr;entativc de las bacterias lacticas, y de hecho la utilizan muchos
autores con este fin [27, 79, 99; 132, 133, 211, 246, 253, 292, 3071, no
presenta un valor  taxonSmico absoluto [2821, ya Que tanto .lbs
homofermentadores Lactobacillus delbrueckil y Lactobééillus leichmannii
prqducen amoniaco a paftir de la arginina [47]. Corroborando esta idea,
PEYNAUD y DOMERCQ [247] en un estudio realizado con 400 cﬁcos.
heterolacticos aislados del vino, demuestran que un 15% de 1los cocos
heterofermentativos dan una respuesta negativa en esta prueba. En otro
estudio CHALFAY et al. [79] encontraron un bacilo homofermentativo que
producia amoniaco a partir de arginina. En relacién con estos resultados
SHARPE et al. [309] sefialan que el ensayoc de la desaminacién de la arginina
sirve como prueba confirmatoria para distinguir entre bacilos homo y
heterofermentativos. La concentracién de glucosa en el medio de realizacisn
de esta prueba es importante. SegtGn SHARPE et al. [309] con una elevada
cantidad de la misma (alrededor del 2%) s6lo las cepas heterofermentativas
producen amoniaco, mientras que si se utilizan concentraciones menores,
algunas cepas de Lactobacillus plantarum también pueden producir amoniaco.
Los medios utilizados para la realizacibébn de esta prueba generalmente
contienen un 2% de glucosa. CHALFAN et al. ([79] también usaron esta
concentracién en su trabajo de caracterizacitn de bacterias lacticas
aisladas de vinos israelies, por ello el hecho de que obtuviesen bacilos
homofermentativos capaces de producir amoniaco a partir de la arginina nos
hace pensar que existen cepas homofermentadoras capaces de dar esta
reaccidén por enEima del umbral de concentracién de glucosa que establecen
SHARPE et al. [309). A ia vista de estos resultados INGRAM [152] propone la
existencia de un rango de produccidén de amoniaco a partir de la arginina y

que para que la prueba resulte confirmatoria, se debe escoger de antemano
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una concentracién de glucosa en el medio que separe claramente las cepas
homp de las heterofermentativas.

Nosotros llevamos a cabo este ensayo siguiendo el método propuesto por
HARRIGAN y McCANCE  [147) (ver  Apartado 2.13.2.3) obfeniéndpsg buenos
resultados en todas las cepas ailsladas. Las 8 cepas que no se pudieron
incluir en ninguna especie no prcduéian amoniaco a partir de arginina

" (Tabla 28).

El crecimiento a diversas .temperaturas es una de las pruebas mas
importantes segfin varios autores para determinar 1la inclusibn de cepas en
grandes grupos. Ya ORLA-JENSEE en 1919 sefiald la importancia de 1la
temperatura a nivel taxonémico [2021. El "Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology” [47] incluye el crecimiento a 15 y 45°C a fin de separar
distintos grupos dentro de la familia Lactobacillaceae. RIBEREAU-GAYON et
al. [282) y HARRIGAN y McCANCE [147], también consideran estas dos
temperaturas para la clasificacién de lactobacilos. Por otro lado, SHARPE
[307] incluye en sus claves de identificacidén para bacterias lacticas el
crecimiento a 37°C para los géneros Pedlococcus yleuconostoc y 15 y 25°C
para el género Lactobacillus. El "Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology” [316] no da tanta importancia a las temperaturas, y sélo las
incluye como una caracteristica mis entre el resto que define una especie.

En el presente trabajo se estudié el crecimiento de las cepas a 15 y
45¢C, siguiendo los criterios del "Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology" [47], pero ademis se incluyb la determinacifn del crecimiento
a 10°, 25°¢ y 37°C [79, 307). Otros autores emplean en sus.clasificaciones
otras temperaturas, aunque todas ellas se hallan en el rango comprendido
entre 10° y 48°C. Asi BARRE [19] utilizs 25°, 30° y 35°C, ROSSI et al.
[292] empleé 15°, 45° y 48°C en sus experiencias, MARET y SOZZ! observaron
el crecimiento de Pediococcus y Lactobacillus a 10°, 30° y 45°C [211, 212]

y GARVIE [133] prueba 37.5°¢ y 10°C.
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>En nuestros estudios ninguna de las cepas heterofermentativas fue
capaz de crecer a 45°C. Esto concuerda con lo obtenido por 1os.autores
consultados [47, 79, 160, 307, 516]. En estos trabajos no se describe
ninguna bacteria heterofermentativa capaz de crecer a 45°C excepto L. .
fermentum [(47) y L. reuteri [160) y L. cellobiosus [471, la cual posee
crecim;ento variable a esta temperatura. Las finicas cepas que crecieron a
45°C fueron las de L. plantarumy lo hiciéron a una veiucidad mayor gue en
el resto de temperaturaé a2 las que fueron ensayadas. Este resultado
coincide con las afirmaciones de varios autores que sefialan un crecimiento
variable de L. plantarum a 45°C [47, 147, 307, 316]. En el sentido opuesto
RIBEREAU-GAYON et al. [282] sefialan que ninguna bacteria aislada de vinos
se desarrolla a 45°C y que a 40°C s6lo algunos bacilos homolidcticos se
multiplican débilmente durante las primeras 24 horas. BARRE [19] observa
que las temperaturas ©Optimas Jjamis fueron supericres a 35°C. Todas las
cepas aisladas de las fermentaciones investigadas por nosotros, son capaces
de crecer a 10°C aunque mAs lentamente que a temperaturas superiores. 8Sin
embargo otros autores como CHALFAFN et al. [79] encuentran en sus vinos unas
especies que crecen y otras que no, y MARET y SOZZI {211, 212] hallan gue
el crecimiento a 10°C no es dependiente de 1la especie sino de la cepa. El
crecimiento de nuestras cepas al resto de tempefaturas ensayadas es
positivo y coincide con lo observado por autores que han aislado las mismas
especies que nosotros [47, 79, 160, 211, 212, 282, 307, 316).

El crecimiento a distintos pH nos informa acerca del nivel de
acidofilia que soportan las bacterias 1léacticas. GARVIE 1[133] sep;ré a
Leuconostoc oenos de otras especies del género Leuconostoc por su capacidad
de crecer en un medio con pH inicial de 4.2 o menor. FLORENZANO y BALLONI.
{117] también sefialan esta caracteristica como propia de Leuconostoc oenos.
Esta prueba presenta. un valor taxonémico importante segln el "Bergey's

Manual of Determinative Bacteriology” [47] y SHARPE [3071. La investigacitn
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del crecimiento a diversos pHs ﬁa sido realizada por la mayor parte de los
autores que investigan las bacterias lacticas del vino [79, 155, 211, 212,
246, 28531.

los valores de pH a los cuales ensayamos el crecimiento de nuestras
cepas son los que definieron PILONE y KUNKEE (253]. Esta prueba resulté muy
Gtil para la separacién de dos cepas‘de cocos heterolécticos, M1l y Cll, de
Leuconostoc oenos. Su incapacidad de crecer a 4.2 las excluyeron de ésta
especie, mientras que'el resto de pruebas fisiolbgicas las definid como
Leuconostoc paramesenteroides. El resto de cepas aisladas durante las
vinificacioﬁes crecen a pH 3.7, 4.2, 4.8 y 5.5, observandose wuna
disminucidén progresiva de la velocidad de crecimiento conforme descendia el
pH.

Otra prueba que permite distinguir las cepas de Leuconostoc oenos de
las otras eépecies de este género es la capacidad de crecimiento en 10% de
etanol. Leuconostoc oenos es capaz de crecer en estas condiciones mientras
que otras especies no {27, 47, 133, ‘155, 253, 307, 316]. Sin embargo esta
prueba carece de interés taxonémico en el caso del género Lactobacillus; no
obstante, nosotros realizamos también la prueba de crecimiento en 10% de
etancl con los bacilos a fin de caracterizarlos para su posterior
utilizacidén como cepas seleccionadas, y también para observar si existia
correlacién entre la tolerancia al etanol y el momento de 1la fermentacifn
en el que se ailslan las cepas. En este sentido casi todas las cepas de
lactobacilos aisladas por MARET y S0ZZI (211, 212] y todas las aisladas por
CHALFAN et al. [79] son resistentes a un 10% de etanol e incluso a mis,
aunque hubiesen sido aisladas de mostos [211, 212]. En nuestro caso, todas
las cepas de L. oenos. de L. cellobiosus. de L. fructivorans y de L.
plantarum eran capaces de crecer con un 10% de etanol en el medio. Dentro

de L., brevis habla mucha heterogeneidad: unas cepas mostraban buen

crecimientp, otras eran de crecimiento débil, y otras no crecian en
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absoluto. En cuanto a L. hilgardii, MARET y S0ZZI la sefialan como especie
muy resistente a las concentraciones de etanol que se dan en el vino.
Nosotros aislamos una cepa de esta especie en mostos sin sulfitar (cepa 32)
capaz de crecer con el 10% de efanol en el mgdio, pero tambi&n aislamos

cepas durante la fermentacién alcohSlica y en vinos acabados (cepas'gl,,
161, B22, Gl y G7) que eran incapaées de crecer con esta concentracién de
etanol. Esta aparente incongruencia puede ser explicada si consideramos que
las cepas incapaces de crecer en 10% de etanol y que han sidb aisladas de
un  medio alcoholizado se  encuentran como poblacibén residual no
proliferante, pero activa. Las cepas menos resistentes al etanol se iran
inactivando durante 1la fermentacibén alcohSlica y serdn rapidamente
superadas por cepas 0 especies mAs resistentes a este agente.

Una de las pruebas mis generalizadas a la hora de clasificar cualquier
tipo de microorganismo es la de utilizacién de diversas fuentes de carbono.
Las  bacterias 1lécticas’ poseen un metabolismo fermentativo de 1los
carbohidratos, produciendo &cido léctico a partir de los mismos [47, 152].
En el vino las bacterias lacticas utilizan los azficares residuales como
fuente de energia y de carbono [2821.

El estudio de la capacidad fermentativa de carbohidratos que tienep
las bacterias lacticas del vino presenta un doble interés. Por un lado ‘esta
el taxonbémico, ya que la adscripcién de las cepas a especies se haya
sustentada por esta capacidad, y por otro lado presenta un interés préctico
ya que el metabolismo de ciertos glGcidos presentes en el vino puede
producir determinadas alteraciones en el mismo. En relacibn con esta
cuestién MELAMED [2221 observé descensos en la cantidad de azficares en
vinos secos tras el crecimiento de bacterias lacticas. Los descensos mis
acusados eran los de glucosa y arabinosa. Otros autores han demostrado.que
tanto ribosa como arabinosa son fermentadas mis vigorosamente que las

hexosas por las bacterias lacticas [5]. KUNKEE [166] sefiala gque a pesar de
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esa preferencia en la fermentacifn de las pentosas, éstas se hallan en .-
cantidades tan insignificantes en el vino que las bacterias lacticas son
incapaces de aprovecharlas como fuenfe de energia, y por tanto son

incapaces de crecer a partir de éllas en este medio. El tipo de azﬁcar 
fermentado en el vino +tiene mucha importancia, asi 1la férmentacién de.
pentosas rinde mayor cantidad de acido acéticﬁ que la de bhexosas [5, 31,

1751. La fermentacidn de fructosa por parte de ias bacterias lacticas
heterofermentativas da lugar a wmanitol - (3, 5, 124, 277] cuyos efectos
perjudiciales ya han sido comentados anteriormente.

Durante los iltimos afios se han venido multiplicando 1los estudios
sobre metabolismo de carbohidratos en el vino por parte de las bacterias
lacticas [90, 91]. Estos trabajos tienen como meta el averiguar qué fuentes
de carbono sustentan el crepimiento de las bacterias 1lacticas y el
estableéer qué efectos provoca la utilizacién de  determinados
carbohidratos.

Se ha estimado la capacidad de fermentar diversos carbohidratos por
parte de nuestras cepas. Fara ello se ha empleado un método miniaturizado
(la tira API 50 CHL {11]1) en la mayoria de los casos, y el método
tradicional de GARVIE [133] en aquellos casos en 1los que observamos
respuestas poco claras al utilizar la tira‘API.

El uso de la tira API 50 CHL proporcionté resultados muy satisfactorios
con las cepas Bl1l, Bl12, B13, 22, 24, 25, 27, Gl4, G15 y G16. Estas cepas
mostraban un perfil claramente coincidente con 1la especie L. plantarum,
seglin la definen el "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology” [47] y
el "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology” [316]. De las 10 cepas de
L. plantarum, 9 fermentaban la arabinosa, y una (G16) la xilosa y ribosa
pero no la arabinosa. El resto de carbohidratos fermentados por esta
especie se especifica ;n la Tabla 29. L. plantarum pertenece al grupo

Streptobacteria propuesto por  ORLA-JENSEN. Se trata de bacterias
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homofermentadoras facultativas, que pueden degradar el "&cido 1lactico
(prpducto final de la fermentacién de carbohidratos) a etanol, cido
acético y Acido férmico en condiciones aercbias [159). KANDLER [160] sefiala
que L. plantarum'inﬁluye vérios genotipos y fenotipos. Algunos de ellos se
les ha dado diferentes nombres. como Lactobacillus pentosus oALactobacilius
arablnosus, en'funcién del tipo de pentosa que era capaz de degradar; sin
embargo ninguno de estos noﬁbfeév se acepta como especie distinta en la
nomenclatura actual [47, i60, 3191,

La tira APIS0 CHL también fue muy efectiva para la clasificacibén de
las cepas 32, 39, 91, 93, 161, 162, 163, B22, 61 y 67. Los patrones de
fermentacién de estas cepas coincidian con el de Lactobacillus hilgardii
(Tabla 29). Esta especie. no presentaba actividad frente a muchos de los
carbohidratos ensayados. Este comportamiento ya fue observado por SHARPE
[307]. Algunas cepas presentaban una reaccibn retardada con la glucosa.

Las cepas 33, 35, 36, 38, Til y Ti2 también fueron ideétificadas sin
dificultad como L. brevis utilizando 1la tira API 50 CHL. Esta especie se
caracterizaba por fermentar todas las pentosas (xilosa, arabinosa y ribosa)
y por ello constituia el grupo de lactobacilos heterofermentativos que
PEYNAUD y DOMERCQ [248] denominaban P+ (pentosas positivo). L. brevis se
‘distingue de L. buchneri (que aparece en los mismos hibitats que L. brevis)
en que L. buchneri fermenta la melecitosa y L. brevis no [160, 307]. Dada
esta Infima diferencia entre las dos especies podria ponerse en duda que
constituyesen especies separadas, sin embargo la realizacién de pruebas de
hibridacién DFA-DNA ha mostrado una homologia de sb6lo el 25% [160]. De
entre las seis cepas clasificadas como L. brevis, dos fermentaban la
rafinosa; la respuesta a la fermentacién de este azficar por L. brevis es
calificada por el "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology" [47] como

débil, lenta o negativa. Sin embargo, BARRE [19] encontré una cepa de esta

especie que fermentaba vigorosamente la rafinosa.
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la cepa 34 mostr6 un patrén de fermentacién que se ajustaba
"perfectamente al de Lactobacillus celloblosus [47, 30%, 3161 (Tabla 29).

Aungue no se trata de una especie muy exténdida en Qinns, ciertos autores
[9, 72, 901 la han aislado en diferentes fases de la vinificacién y otros
llegan a describirla como especie tipica del viﬁo {51, | 4

También las cepas B49 y M43 pudieron ser convenientemente
idenfificadas como L. fructivorans ‘mediante él' sistema API 50 CHL. Esta
eépecie se carécterizaba por no fermentar las pentosas (Tabla 29). KANDLER
[160]1 define a esta especie como incapaz de fermentar otros carbohidratos-
distintos de fructosa y glucosa y ocasionalmente maltosa y/o sacarosa,
mientras que PEYNAUD y SAPIS-DOMERCQ [248] afirman que sb6lo fermenta la
fructosa y sacarosa.

Las cepas identificadas éomo Leuconostoc paramesenteroldes han podido
ser clasificadas utilizando la tira API 50 CHL. Entre las dos cepas existia
bastante‘heterogeneidad. Fueron introducidas dentré del género Leuconostoc
per su morfologia cocécea, su caricter heterofermentativo, por la
incapacidad de producir amoniaco a partir de arginina y por la produccién
de D(-)lactato a partir de glucosa. Se diferencian de L. oenos por su
incapacidad de crecer a pH 4.2. Otra caracteristica que distingue L.
paramesenteroides de L. oenos es su incapacidad de crecer en un 10% de
etanocl, pero esta caracteristica sflo 1la cumplia una de las cepas, Cl1,
mientras que Mll si crecia. AdemAs de los carbohidratos especificados en la
Tabla 29, estas dos cepas fermentan D-furanosa, a-metil-D-glucésido ¥y
N-acetilglucosamina.

las cepas 31, G43, G45, B24, B31, B32, B44 y M12 dieron unos patrones
de fermentacibn en la tira API 50 CHL que no nos permifié su inclusibn
dentro de ninguna de las especies propuestas por el "Bergey's Haﬁual of

Determinative Bacteriology" 1[47] o por el "Bergey's Manual of Systematic

Bacteriology” [316]. La repeticién de las pruebas de fermentacidn de



Carbohidrato Esgede

L. plantarun L brevis L hilgardii L. paramesenteroides L. oenos . cellobiosus L fructivorans
Amigdalina ~ 10/10 0/7 0/10 1/2 0/7 /] 0/2
D-Arabinosa  0/10 0/7 0/10 0/2 0/7 1 0/2
L-Arabinosa  9/10 117 0/10 1/2 0/7 /1 0/2
Celobiosa 10/10 0/7 0/10 1/2 0/7 /1 0/2
Esculina 10/10 417 0/10 22 117 /1 0/2
Fructosa 10/10 717(g) 10/10 2/2(g) 5/7(g) T (g) 2/12(g)
Galactosa 10/10 717 4/10 1/2 0/7 /1 0/2
Gluconato 10/10(g) 6/7(g) 10/10(g) 2/2(g) 0/7 I1(g) 2/2(g)
Glucosa 10/10 717(g) 10/10Cg) 2/2Cg> 0/7 /ig) 2/2Cg)
Lactosa 10/10 0/7 0/10 0/2 0/7 /1 0/2
Maltosa 10/10 717Cg) 10/10Cg) 212(g) 0/7 Iig) 0/2
Manitol 9/10 0/7 0/10 0/2 0/7 l 0/2
Maifiosa 10/10 0/7 0/10 212 0/7 /1 0/2
Meleeitosa 9/10 0/7 0/10 0/2 0/7 /1 0/2
Melibiosa 10/10 417 4710 2/2 0/7 /1 0/2
Rafinosa 10/10 217 0/10 0/2 0/7 /1 0/2
Ribosa 10/10 1117 10/10 212 0/7 /1 0/2
Sacarosa 10/10 1/7 0/10 22 0/7 n 0/2
Salicina 10/10 0/7 0/10 1/2 0/7 n 0/2
Sorbitol 8/10 0/7 0710 2/2 0/7 n 0/2
Trehalosa 10/10 0/7 0/10 22 0/7 n 0/2
Xilosa 2/10 1117 10/10 22 0/7 n 0/2

Tabla 29 - Fercentacion de diferentes carbohidratos por parte de las cepas de las especies bacterianas aisladas en
el presente estudio, utilizando el eétodo APL 50 CHL [I1l. El resultado se expresa en forma de nimero de cepas
positivas/nimero de cepas totales de cada especie. *g" produccion de gas. Los carbohidratos expuestos en esta Tabla
fueron escogidos en base a la valoracidn taxonémica que el “Bergey's Manual of Determinative Bacteriology* 147] les
confiere El resto de los resultados se detalla en el texto.
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carbohidratos confirms los primeros resultaﬁos por lo que descartamos la
posibilidad de error o contaminacidén. La ambigﬂedad de su carécter bhomo o
heterofermentativo y la imposibilidad de confirmarlo mediante la pruefa de
produccién de manitol a partir de arginina nos han impedido incluir estas
cepas en élguna especie.

En general, podemos con¢1uir que la tifa API 50 CHL dio buenos
resultados en .1a' clasificacién de las bacterias laicticas que alslamos
durante la vinificacién, con excepcién de L. oenos. Las caracteristicas
férmentativas de cada especie obtenidas por este métﬁdo se muestran en la
Tabla 29. Estas caracteristicas permiten la clasificacién a nivel de
especie de la mayoria de cepas aisladas, el resto de pruebas realizadas con
las cepas sirvié para confirmar su pertenencia a la especie a la que fue
adscrita mediante 1la +tira API 50 CHL. Sin embargo, este sistema no 4i6
buenos resultados con las cepas 171, 172, G41, T46, M41l, M42 y G6. Estas
siete cepas se incluyeron en la especie L. oenos por su morfologia cocécea,
su heterofer@entatividad, produccibén del isbémero D(-)lactato a partir de
glucosa, incapacidad de desaminar la'arginina. crecimiento lento a pH 4.2 y
estimulacién por la adicibén de cisteina al medio de cultivo [133]. Cuando
estas cepas se sembraron en la tira APl 50 CHL s65lo obtuvimos fermentacidn
en dos de los carbohidratos ensayados, la esculina y 1la {fructosa. Estos
resultados no nos permiten incluirla con seguridad en L. oenos, ya que esta
especie segGn GARVIE [133] es miAs activa frente a los carbohidratos. fos
planteamos entonces que quizas la utilizgci6n de este sistema no fuera
adecuado para aquellas cepas de metabolismo poco activo y crecimiento
lento. Escogimos como alternativa el método de GARVIE [133] que ha sido
ampliamente utilizado en la identificacién de bacterias lacticas [19, 27,
79, 99, 120, 132, 133, 213, 253, 292]. La ventaja de este m&todo es que
permite una incubacifn mis larga de las pruebas y por ello es mAs adecuada

para cepas lentas. Se incluyé entre las cepas ensayadas por el método de
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GARVIE [133]1 una cepa de coleccibn L. oenos ML-34 a fin de podér comparar
con unos resultados de referencia. Los resultados obtenidos con este método
se exponen en la Tabla 30 y se pueden comparar con los obtenidos al
utilizar la tira API 50 CHL (Tabla 29). El sistema API 50 CHL mostraba un
patrén de fermentacifén muy pobre y semejante en todas las cepas ensayadas,
mientras que con el sistema de GARVIE se observé mayor cantidad de
carbohidratos fermentados y mayor variacién en el patr6n de fermentacidn de
las distintas cepas. Los resultados 6btenidos con este método fueron muy
buenos tanto para la% cepas aisladas por nosotros como L. oenos ML-34. El
patrén de fermentacifén de esta cepa de referencia coincidia perfectamente
con el que hallaron otros autores que han trabajado con esta misma cepa
{27, 79, 253)}. Las dificultades que presentﬁba la tira API 50 CHL para 1la
clasificacién de L. oenos han sido sefialadas por MARET et al. [213], sin
embargo, otros autores no han tenido problemas con esta especie utilizando
los sistemas API 50 CHL y Al'l 50 L {72, 90, 115, 179, 183]. El hecho de que
las cepas clasificadas por nosotros como L. oenpos 10 respondan
adecuédamente al sistema 50  CHL puede deberse a que el medio de cultivo
utilizado por dicho m#todo no sea el mids adecuado para esta especie [213].
Recordemos que L. oenos es muy dificil de cultivar debido a sus numerosos
requerimientos nutricionales. Otra posible razén que explique el fracaso
del sistema 50 CHL con esta especie seria el tiempo de incubacidn de las
pruebas ya que el sistema API 50 CHL tiene un tiempo mAximo de lectura de
48 horas, tiempo demasiado corto para unos microorganismos tan lentos como
L. ocepnos. Fo obstante, esta explicaéién estd descartada ya que nosotros
alargamos la incubacibn de la tira APl 50 CHL bhasta 14 dias sin que
observédsemos cambios; es mAs, azficares que en 2-3 dias eran fermentados en
tubo segflin el sistema de GARVIE no daban resultados positivos tras dos
semanas de incubacién en la tira AFl 50 CHL. La raz6n de que este Gltimo

sistema no presente problemas a otros autores que han aislado L. oenos



Carbohidrato  Cepa
Ml «2  Gil 171 172 T46 66 M

D-Arabinosa ™ ™ m

L-Arabinosa 4 4 - 4 4 4

Celobiosa - - - d - 4 - 4
Dextrina

Esculina 4 4 4 4 4
Fructosa 4 4 4 4 4
Galactosa - - - - -
Glucosa d d 4 d 4
Lactosa - - - - - - - —
Maltosa

Manitol

Mafiosa - - - - - 4

Melecitosa

Melibiosa

Rafinosa

Ramnosa

Ribosa 4 4 4 4 4 4 4 4
Sacarosa

Sarlicina - - - - d - - "d
Sorbosa

Trehalosa - - 4 4 4 4 4
Xilosa

Ao A s
[ N
IS

Tabla 30 - Fermentacion de diferentes carbohidratos por parte
de las cepas pertenccientes a Lemconostoc oenos empleando el
método propuesto por GARVIE CI333. *+* resultado positivo. *-*
resultado negativo, "d* resultado dudoso.
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puede deberse a que esta especie es muy heterogénea. Esta heterogeneidad no
s6lo se pone de manifiesto en los patronmes de fermentacién de carhbohidratos
sino también en la facilidad de cultivo que poseen algunas cepas frente 5
otras (79, 115, 133, 179, 213, 259]. Abundando en el tema de 1la
heterogeneidad entre cepés, algunas de é&éstas fermentan réapidamente la
glucosa, T46 y ¥ML-34 lo hacen a los cinco dias, mientras que otras, 172, no
lo hace hasta después de 16 dias (Tabla 30>. Incluso algunas cepas
mostraron.up resultado dudoso al cabo de 21 dfas de incubacién. Sé ha
sugerido que la fermentacién de carbohidratos n6 es mnecesaria para la
clasificacién de 1los Leuconostoc aislados de vino (L. oenos) ya que su
tolerancia al etanol, asi como a los pH bajos 1los diferencian
suficientemente del resto de especies del mismo género [%33,'253].

Hemos bablado al principio de este Apartado de 1la controversia
establecida entre los autores_de la taxonomia "oficial” [49, 133, 307, 3161
y los de la taxonomia "enolBéica" [282]. Estos Gltimos dan un gran peso-a
la capacidad de fermentar las pentosas <(xilosa y arabinosa) en la
clasificacitn de las especies, Segin PEYNAUD y DOMERCQ ([242] 1la
clasificacidén basada en la fermentacibén de las pentosas posee, ademis de
valor taxonfmico, un interés enolfgico del cual carecen otros sistemas Qe
clasificacién. PEYNAUD y DOMERCQ‘ [246] Justifican este sistema de
clasificacifn de la siguiente manera: "La fermentacién de las pentosas por
las bacterias lacticas del vino es el Gnico caradcter fermentativo de
interpretacidén clara. Por otra parte no se trata de un carédcter adaptativo
sino estable. la fermentacién de las hexosas y de la sacarosa es un
cardcter débil, y de una cepa a otra aparecen distintos grados de
intensidad de fermentacién. Las bacterias lacticas fermentan
preferentemente las pentosas produciendose un crecimiento y acidificacién
mids importantes a partir de ellas. Ademds la posibilidad de fermentacidn de

las mismas tiene interés tecnolégico ya que estd en relacidn con las
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alteraciones bacterianas. De hecho, los vinos contienen 1 g/l de pentosas
del que la mayor parte estd constituido por arabinosa y s6lo un poco por
xilosa. El ataque a estos azficares contribuye a explicar la formacién de
Acido acético que ocurre simultédneamente a la fermeptaéién‘malolactica. Una
bacteria que no ataque a las pentosas né presenta eéte'problémagﬁ Este
criterio se encuentrg apﬁyado por cilertos investigadores [31, 175, 2821 y
se ha utilizado en algunos frabajcs de clasificaciéﬁ (211, 2123.
Consideraﬁbs de 1nterésrseﬁalaf- una serie de Dbservacionesrrealiéadas por
otros autores y que estén en contraposicibn con este tipo de clasificacién
sistemitica. Por un lado encontramos que a pesar de que la fermentacibn de
pentosas es un caricter bastante conservativo, la separacibén de especiles en
base a su fermentacién no siempre es posible, ya que por ejemplo, L. brevis
y L. buchkneri tan s6lo se diferencian en la fermentacifn de la melecitosa.
Por otro lado, el interés enolégico que supone la clasificacién en base a
las pentosas es felativo. Es cierto que las pentosas son los azficares a
partir de los cuales se produce mayor cantidad de &cido acético y que por
ello se consideran peligrosas aquellas‘cepas capaces de fermentarlas. Sin
embargo las cantidades de pentosas en un vino, se encuentran alrededor_de 1
g/l [246] vy segln KUBKEE [166] se precisan concentraciones de al menos un
2% de las mismas para que 1los enzimas responsables de la fermentacidén de
las pentosas lleven a cabo su degradacién. Este umbral de concentracidén de
pentosas parece estar relacionado con la induccién de determinados enzimas
implicados en el metebolismo de estos carbohidratos.

Otra de las pruebas realizadas con nuestras cepas bha sido la de
fermentacifn de determinados &cidos organicos. El interés de este ensayo es
miltiple, por un lado resuelve cuestiones taxonbémicas dentro del género
Leuconostoc, informa sobre la utilizacién de determinados &cidos orglnicos
como fuente de energia y carbono, y por filtimo presenta un aspecto

practico, ya que el metabolismo de los &dcidos orginicos origina importantes
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cambios organolépticos en el vino.
En primer lugar consideraremos el papel de los Acidos @élico y citrico en
la clasificacién de las especies de Leuconostoc [27, 133, 155, 253]. De
acuerdo con las claves sistemiticas empleadas en el presente estudio [47,
307, 3161 L. oenos se 'diferencia del resto de especies del género
Leuconostoc porque todas sus cepas degradan malato en presencia de glﬁcosa.
Segfin EARRE [B25] 1la fermentacidn del &cido citrico también es una
caracteristica propia de esta especie, np sin razén antericrmente ‘sé
denominaba Leuconostoc citrovorum [1671. Por lo que respecta a los géneros
Lacta&acillus y Fediloccocus, las claves consultadas [47, 160, 307, 3161 no
incluyen la fermentacién de estos &cidos como prueba taxonbémica. Esto es
debido a que la fermentacidn de 4&cidos citrico y milico es una
caracteristica que varia de cepa en cepa [31, 86]. Sin embargo PEYRAUD y
‘DOMERCQ [242] proponen comn criterio en su clasificacifn de bacilos
homofermentativos 1la fermentacion del &cido citrico. La mayoria de autores
gque han aislado bacterias lacticas del vino incluyen 1la prueba de
fermentacifén de Acido milico y citrico en el conjunto de pruebas que
realizan. Tanto la degradaqiénlde estos dos &cidos como la de los &cidos
tartd4rico y fumirico dan una informacién muy interesante a la hora de
seleccionar cepas para su‘aplicacién préactica [19, 79, 99, 211]1. Los &cidos
orgénicos influyen en el crecimiento de las bacterias lécticas. CHAUVET et
al. [84] han demostrado que los &cidos mAlico y citrico pueden sustentar el
crecimiento de L. oenos, bajo determinadas condiciones. Sin embargo,
posteriores estudios realizados por estos investigadores [83] han revelado
que estos &cidos no son wutilizados para la produccién de biomasa celular.
La via de degradacién del 4&cido milico a léctico es una via que no
proporciona energia convertible en ATP [166]. Hay autores que afirman que
el dcido milico tiene un efecto estimulatorio del crecimiento bacteriano a

concentraciones bajas [83, 175], pero a concentraciones altas se vuelve
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inbibitorio [175]. Sin embargo otros autores demuestran que la cantidad de
&dcido mélico afadido a un medio con glucosa no altera significativamente la
produccién de biomasa [253]. DRINAN et al. [106] observaron que la
presencia de citrato no tenia ningfin efecto sobre la tasa de crecimiento de
Leuconostoe, aunque la acidez del medio era més elevada cuando las células
crecian en presencia de citrato. Estos autores [106] éncontfaron que el
citrato si aumentaba la tasa de ‘crecimiento de los bacillos
heterofermentati;os, pero no la de los homofermentativos. Esto podria
sugerir que este compuesto es fuente de energia para estos microorgaﬁismus;
sin embargo se ha demostrado que las bacterias lacticas heterofermentativas
son incapaces de crecer en un medio que contenga citrato comoc finica fuente
de carbono [106]. El &cido tartdrico raramente es metabolizado por las
bacterias l&cticas [31, 265) (Tabla 32). Seglin LAFON-LAFOURCADE, el &cido
tartarico posee un efecto desfavorable sobre la fermentacifn malolacfica
{1721, y bajo ciertas condiciones disminuye la cantidad de biomasa formada
{175]. El &cido fumirico estimula el crecimiento de las bacterias lacticas
a bajas concentraciones, ya que puede ser descompuesto por el enzima
fumarasa dando L{(+)-lactico [285]. Se ignora cbmo estimula el crecimiento,
ya que la degradacién de fumirico a lactato no proporciona energia [309].
Eﬁ tercer lugar hay que considerar los productos finales del metabolismo de
estos &cidos (Figura 6). Esto es muy importante a nivel préctico, ya que si
se degradan los Acidos orgénicos presentes en el vino ocurrirén una serie
de complejas modificaciones organolépticas.

Los resultados obtenidos en 1los ensayos de fermentaclén de los &cidos
citrico, fumlrico y tartérico se muestran en la Tabla 31. La degradacifn
del &cido milico se comentard en el siguiente Capitulo. Todas las cepas
pertenecientes a L. oenos degradan el &cido citrico, mientras que una de
las cepas de L. paramesentercides no metabolizé este &cido. PEYNAUD y

DOMERCQ [246]1 encontraron que finicamente dos de las cuatrocientas cepas de



Esgecie..corvninnnnnn, Cega_ Degradacion_de _acidos
Tartarico Citrico Fumarico

L. oenos 171 +(1) +(5)
172 +(2) +CS)
T46 +(5) +(3)
641 +£2) +(2)
66 +(2) +(3)
>l4l +(1) +(3)
«42 +£2) +(3)
L. paramesenteroides cn -
Mil - +(14) +(14)
L fructivorans «43 - - +(S)
649 - - +(9)
L cellobiosus 34 - - +£4)
L brevis 33 - - +£7)
35 - - +£4)
36 - - +(4)
33 - - +(7)
Til - +(1) +(1)
T12 - +(1) +£1)
L hilgardii 32 - +(1) +(4)
39 - - +(4)
91 - - +(7)
93 - - +(7)
162 - - +(4)
163 - - +C4)
L. plantarum BU - nc +(1)
612 - ne +£1)
613 - ne +(1)
LI - ne +(1)
Sp. no determinada 644 - +(1) +(2)
631 - +(1) +(2)
632 - +£1) +(2)
624 - +(1) +(1)
«l12 - +£1) +(1)
31 - - +(2)
C43 - - -
C45

Tabla 31.- Capacidad de degradacion de distintos dcic
organicos por parte de las bacterias lacticas aisladas en el
presente trabajo. *+" degradacion total, entre paréntesis el
tiempo en  dias que tarda la cepa en degradar, "nc*
degradacion no completa al cabo de 36 dias de incubacidn.

no degradacidn.
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cocos heterofermentativos aisladas por ellos de vinos eran incapaces de
degrédar el adcido citrico. En un amplio estudio sobre el género ieucanostac
realizado por GARVIE [133], se sefiala que s6lo una cepa de 1las ocho
' pertenecientes:'a'jL, paramesenteroides mefabolizaba el acido citrico. Lbs
resultados obtenidos éon nﬁestras éepas eﬁ la fermentacién de este &cido
(Tabla 31) concuer&an con lo que han observado otros autores [27, 79, 155,
'253). Llas 'éepas de- L. plantarum degradaron parte del &cido citrico del
medio. La degradacion del citrato por esta especie tambiéﬁ ha sido
observada por CHALFAN et al. [79] y por BARRE [19]. La degradacién del
&dcido citrico, tanto en L. brevis como en L. hilgardii, es un caracter
asociado a pocas cepas. Tanto L. fructivorans como L. celloblosus se
muestran incapaces de metabolizar este Acido, y entre el grupo de cepas na
identificadas 1las cepas 31, C43 y C45 no lo utiliéan, pero el resto si. La
degradacién del citrato por las bacterias lécticas trae como qonsecuencia
la formacifn de Acido acético, acetoina y diacetilo. DAVIé et al. [89] han
informado de la produccién de 2,3-butanodiol a partir de estos dos Gltimos
compuestos en vinos inoculados con L. bhilgardii y con L. brevis. Estos
productos finales de 1la fermentacién del citrico pueden mejorar la
complejidad organoléptica de un vino, siempre que 1no sobrepasen cilertos
limites. Sin embargo, muchos autores advierten del peligro que supone la
produccién de dcido acético a partir del citrico, ya que é&ste es el
responsable del aumento de acidez voldtil tras la fermentacidén malolactica.
En condiciones précticas, un mol de &cido citrico se convierte en un mol de
acido acético. Las expefiéncias realizadas por SHIMAZU et al. [311]
muestran que el principél producto de degradacibén del &cido citrico es el
dcido acético, seguido en importancia por acetoina y diacetilo. las
cantidades relativas de estos productes finales varian segun la fase de
crecimiento en que se hallen las bacterias, y segln las condiciones del

medio donde crezcan. Asi, se produce un aumento de acetoina y diacetilo a
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expensas de la dismiﬁuciﬁn de &cido acético cuando 1las condiciones son
desfavorables [206], tal como sucede en vino.

Segﬁn RIBEREAU-GAYON [282] solamente dos tercios de ias bacterias lécticas
dei'vino son capaces de degradér el 4&4cido citrico. Esta observacibn
concuerda bastante bien con lo hallado por‘ﬁosotros; ya que de laé 36 cepas

ensayadas 20 atacan, total o parcialmente, dicho &cido. Los bacilos

heterofermentativos son 1los que han resultado mis inactivos frente al

citrato. PEYNAUD‘y DOMERCQ [246] sefialan que Gnicamente un 20% de'este tipo
de bacterias lécticas ataéaAa este aéido; en nuestro caso sb6lo 3 de las 15
cepas aisladas 11egaron a metabolizarlo (Tabla 31).

Ninguna de las cepas aisladas por nosotros fue capaz de degradar el &cido
tartérico. Esta es una observacién que generalmen{e hacen los
investigadores de las bacterias de vino [31, 175, 265]. La fermentacién de
este dcido es una caracteristica propia de la cepa, no de la especie f19,
31, Pacos autores incluyen esta prueba en sus identificaciones vy
caracterizaciones pero nosotros, al igual que BARRE [19], pensamos que
tendria repercusién a la hara de séleccionar bacterias lacticas de interés
en enologia. La importancia que tiene la degradacién de este Acido es que
da lugar a Acido acético, y como consecuencia en los vinos se observa una
disminucién de la acidez total y un_aumento de la acidez volatil, 1lo que
hace que estos aparezcan avinagrados y planos. A esta alteracibén se le
denomina "tournée” del vino [175, 277]. Algunos autores [282] sefialan que
la degradacién del &cido citrico es mids peligrosa que 1la del tartéarico;
pero hay que tener en cuenta que aunque la cantidad de &cido acético
producida a partir del &cido tartérico sea menor que a partir del acido
citrico [(265], el &cido tartarico es mAs abundante en el .vinn. De esta
forma si en el vino existe una bacteria capaz de degradarlo, el rieséo seré

més acusado que si ataca al citrico.
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E#:écido fumirico fue degradado por la casi totalidad de las cepas
ensayadas. Tan sblo tres cepas (Tabla 32) fueron incapﬁces de
metabolizarlo: uﬁa de ellas pertenecia a L. paramesenteroides f las otras
no han podido ser identificadas. Probablemente no se tratabde un carécter
ligado a 1la especie, ya que ninguna-'clave sistemitica considera la
fermentacibén del Acido fumirico como pruebav de clasificacibén (47, 316,
333]; sin embargo, algunos autores la realizar a fin de conocer mejor el
metabolismo de sus cepas [791. CHALFAF et al. [79] encuentran cepas de L.
oénos capaces de degradar este écido; pero también cepas incapaces de
bacerlo. Ya hemos hablado antes de que este &cido tiemne un efecto
estimulante por debajo de 600 mg/1 [175, 249], pero inhibidor si se supera
este limite. Su uso como supresor de la fermentacién malolactica esta muy
extendido en California [2595]). Los productos finales de degradacién de este

&cido pueden observarse en la Figura 6. -

3.2.6.- EVOLUCION DE LAS ESPECIES DE BACTERIAS LACTICAS DURAETE LA
VIFIFICACION.

Ya hemos bhablado e; el Apartado 3.2 de ?ste Capitulo de la evolucibn
del nfimero de bacterias a 1lo largo de las distintas vinificaciones;
asimismo hemos observado la influencia que determinadas précticas de bodega
tienen sobre la dindmica de 1la poblacién léactica. Para completar este
Capitulo vamos a definir cuidl fue la sucesifn de las distintas especies de
bacterias durante la elaboracion del vino. Otros muchos autores han
realizado estudios sobre la evolucién del nmero y especles de estas
bacterias a lo largo de la fermentacién (72, 79, 115, 179, 211, 212, 213,
292]1. Si observamos los resultados de la Tabla 32 veremos que al igqal que

ocurria en levaduras, es en mostos recién sangrados y sin sulfitar (Fase I)



Cepa Especie Fase  Variedad Uva Procedencia

22 L. plantarum Ara* I Bobal CSP
24 i. plantarum Raro* [ Boba | CSp
25 L. plantarum Ara* [ Bobal CSp
27 L. plantarum Ara* I Bobal CSP
31 N.T. [ Bobal CSP
32 L. hilgardii «el* I Bobal CSP
33 L. brevis 6al* «el* [ Bobal CSsp
34 L. cellobiosus [ Bobal CSP
35 L brevis [ Bobal CSp
36 L. brevis [ Bobal CSP
37 L brevis Gal* «el* I Bobal CSp
38 L brevis [ Bobal CSp
39 L hilgardii I Bobal CSp
Cll. L paramesenteroides [ Cabernet-Sauvignon  EVE
614 L plantarum Ara* [ Garnacha EVE
615 L plantarum Ara* [ Garnacha EVE
616 L. plantarum Ara* [ Garnacha EVE
mi L paramesenteroides [ «acabeo EVE
«12 N.L [ Hacabeo EVE
TU L brevis 6al* I Tenpranillo EVE
T12 L brevis [ Tenpranilio EVE
811 L plantarum Ara* I1 Bobal EVE
812 L plantarum Ara* Sor- 1l Bobal EVE
813 L. plantarum Ara* 11 Bobal EVE
91 L. hilgardii I11 Bobal CSP
92 L hilgardii [11 Bobal CSP
822 L hilgardii [11 Bobal EVE
824 N.L I11 Bobal EVE
161 1. hilgardii v Bobal CSp
162 L hilgardii Iv Bobal Csp
163 L hilgardii I\ Bobal CSP
831 N.L v Bobal EVE
B32  N.L. I\ Bobal EVE
844 N.L v Bobal EVE
849 L. fructivorans v Bobal EVE
43 N.L v Cabernet-Sauvignon  EVE
C45  N.L v Cabernet-Sauvignon  EVE
641 L. oenos \% 6arnacha EVE
«l L oenos v «acabeo EVE
«42 L. oenos v «acabeo EVE
«43 L. fructivorans v «acabeo EVE
T46 L. oenos v Tenpranillo EVE
171 L oenos VI Bobal CSp
172 L. oenos VI Bobal CSP
61 L. hilgardii Vi Bobal CVL
66 L. oenos VI Bobal CVL
67 L hilgardii «el* Vi Bobal CVL

Tabla 32 - Aparicion de especies de bacterias lacticas a lo largo de
la vinificacion de las diferentes variedades de uvaestudiadas. *N.[.“
no identificada. "CSP" Cooperativa San Pedrode los Corrales de itiel.
"EVE" Escuela de Viticultura y Enologia de Requena. "CVL” Cooperativa
Virgen de Loreto de las Cuevas de Utiel.
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donde mayor ntGmero de especiés se hallan. Asi, entre las 22 cepas aisladas
en esta Fase, 7 pertenecen a L. plantarum, 7 a L. brevié, 2'a L. bilgardili,

é a L. paramesenteroides. 1 a L. cellobiosus y 2 cepas (31 y M12) no
pudieron sefvidentificadas,'LAFON-LAFOURCADE et al. Ii79]"enccntrarnn las
especies L. plantarum, L. hilgard?i‘y L. meéentervides sobre las uvas y
mostos. COSTELLO et al.'[72] aislaron de mostos las especies L. plantarum y.
L. oenos. MARET y SDZZI [211] encuentran L. casei, L. plantaruh y L. brevis
eﬁ mostos suizos, mientras> que FLEET et al. [115] aislan Pediococcus
cerevisiae y L. mesenteroides en mostos frescos de Burdeos. La presencia de

la especie L. plantarum en mostos parece bastante generalizada en las

distintas zonas viticolas mundiales. Con una frecuencia menor, todos estos
autores encuentran L. brevis y L. bhilgardii; estas tres Giltimas especies

también las bhemos hallado nosotros en mosto.. Sin embargo la especie L.

paramesenteroides, aislada en mostos de las variedades Cabernet-Sauvignon y
Macabeo, no ha sido descrita en mostos por estos mismos investigadores.

Si estudiamos 1la Tabla 31 observaremos un hecho curioso, y es que en
log aislamientos del depSsito N2 de 1la Cooperativa San Pedro y en los
mostos de Garnacha de la Estacitén de Viticultura y Enologia s6lo se aislé
la especie L. plantarum, mientras que en el resto de depfsitos muestrados
en esta Fase se hallaron dos o mis especies.. Estas diferencias en.los
aislamientos de especies a partir de distintos depbésitos con mostos
prﬁcedentes de 1los mismos vifiedos pueden deberse al sistema de deteccibn
utilizado. Si se realiza el aislamiento de bacterias lécticas por el método
de enriquecimiento, en los tubos de meaio nutritivo crecerén prefentemente
las especies mis activas. Esto no quiere decir que en la muestra inoculada
no existan otras especies, pero éstas no pueden desarrollarse si el medio
es colonizado rédpidamente por una cepa de raApido crecimiento. Estec es lo
que debe ocurrir en nuestro caso, ya que L. plantarum es la especie de

crecimiento mis répido entre las qﬁe bhemos zislado. En el caso de existir
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€sta en las muestras de mostos i1inoculadas en el medio de enriquecimiento,
creceria rédpidamente lmpidiendo el desarrollo de especies de multiplicacién
més lenta (L. brevis, L. hilgardii, L. paramesenteroides, etc.). Esto
"también explicaria 1la . ausencia de L. oenos o de L. fructivorans en los:
primeros muestreos, ya que son iasv cepgs mis lentas de eﬁtre todas las
aislad;s. El lento crecimiento de estas ecspecies bha sido obse}vgdo por
varios autores [234,1.34§, 344]. Cuando en la; muestra. no existia L.
plantarum sino especiés heterofermentativas con actividades mefabélicaé
semejantes, es cuando puede desafrollarse conjuntamente el ‘resto sin que
hayan problemas de competencia.

Conforme va avanzando la fermentacién alcohélica, el nfimero total de
bacterias l&cticas desciende hasta poblaciones muy bajas (Figuras 8 a 25).
Adenmss de disminuir el nGmero total dé bacterias también decrece el nfmero
_de especies. Asi, A partir de la Fase Il (Tabla 31) s6lo encontramos las
especies L. bilgardii, L. fructivorans y L. oenos. Las causas de esta
disminuc;én de la poblacién lactica son la adicién de SO- (producto al cual
las bacterias son muy sensibles [24, 119, 306]), el progresivo incremento
en etanol que sufre el mosto en fermentacién [179, 3441, y la competencia
con las levaduras [190, 285]. Estas condiciones seleccionan a las cepas mas
resistente a estos factofes. La importancia que tienen el etanol y el SO
en la disminucién de 1la poblacién lactica queda ilustrada en la
vinificacién de Bobal, llevada a cabo en la Estacién de Viticultura y
Enologia (Figura 22). El nfimero de bacterias léacticas hallado en la Fase [I
fue de 4.6x10% células por mililitro, un nGmero muy semejante al que se
obtuvo en mostos recién sangrados (Figuras 8 a 25). A pesar de que la
fermentacién alcoh6lica ya habia empezado, la disminucién de la poblacibén
lactica no habia sido tan dréstica como en los otros casos debido a la
ausencia de SOz y al poco etanol en el medio de fermentacibén (Tabla 17).

Podriamos esperar que en ausencia de estos inhibidores las bacterias
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1épticas crecerian a expensas de los azficares del mosto, sobre todo
aquéllas de metabolismo mis activo como L. plantarum Sin embargo esto mno
ocurre, y la causa hemos de buscarla en la influencia negativa gque las
levaduras ejercen sobre el crecimiento de las bacterias lacticas [28, 121,
185, 282]. LAFON-LAFOURCADE [185]1 afirma que las levaduras, mis gque
eliminar a las Dbacterias léacticas, io que bhacen es convertirse en
dominantes en la poblaéién. De esta wmanera las'bacterias stlo puedén
desarrollarse cuando las levaduras han agotado los azficares [185]. Como ya
se ha citado, en mostos en fefmentaci6n de Bobal, ehcontramos uﬁa poblacidn
de L., plaptarum que aunque no es muy elevada. se presenta en una
concentracién poco habitual, ya que esta especie 1no ha sido aislada de
ningGn otro depbfsito en fermentacién. Dado que todas las cepas de L.
plantarum aisladas por nosotros crecian en medio con un 10% de etanol, su
ausencia en los muestreos correspondientes a la  Fase Il (con
concentraciones de alcohblicas inferiores) sélo se explica en funcién de su
sensibilidad al 80z. De aqui gque finicamente hallaramos a esta especie en
aquella vinificacién donde no se wutilizé SO-. Generalmente esta especie se
asocia a los primeros momentos de 1la vinificacidén {72, 179]. En este
sentido MARET y S0ZZI1 [211, 2121 encuentran que L. plantarum (especie
caracteristica de mostos recién obtenidos) desap;;ece rapidamente, dej?ndo
paso a L. hilgardii, L. casei, L. buchreri y FPediococcus cerevisiae. En 1la
vinificacién de vino Fendant suizo [212] se cita una evolucién de especies
que se asemeja mucho a la observada por nosotros: primero aparece L.
plantarump, y luego ésta es sustituida por L. hilgardii. §Sin embargo, en
estos vinos la fermentacidén maloléctica la 1lleva a cabo L. bilgardii,
mientras que en los muestros la especie mayoritariamente aislada durante
este proceso es L. oepnos, aungue junto a ella también se han aislado L.

bhilgardii y L. fructivorans.



las finicas especies aisladas en los momentos finales dé la fermentaidn
alcohélica (Fases IIl y IV ) han sido L. khilgardii y 3 cepas que no se han
conseguido identificar. L. hilgardil es definida por MARET y SO0ZZI [211,
212) como una especie ‘muy resistente al etanolj ~sin embargo LAFON-
LAFOURCADE [179] dice que esta especie no puede tolerar este prcducto. Esta
disparidgd de opiniones se debe al»hechorde que la tolerancia al etanol es
caracteristica de cada cepa y no de la_ especie, como ya citamos en el
Apartado 3.2.3 de este‘Capitulo; Ast, nosotros hemos aislado bcepas de L.
hilgardii capaces de crecer con un 10% (v/v) de etanol en el medio, y cepas
incapaces de crecer en é€l. La presencia durante la fermentacifén alcohdlica
de cepas que no crecen con un 10% de etanol puede parecer incongruente,
pero es posible que estaé cepas constituyan ejemplos de poblaciones
residuales en estado ﬁo proliferante, procedentes de etapas anteriores.

L. hilgardii se ha Asociado frecuentemente a la fermentacién
malolactica de algunos vinos [122, 212, 248, 2701, pero también a vinos
alterados [151, 282). L. fructivorans es una especie muy resistente al
etanol [47, 316], y ha sido aislada de vinos con 20° alcohélicos [270,
344]1. RANKIFE [270) informa que algunas de estas bacterilas son capaces de
producir alteraciones tanto en vinos como en mostos. Este autor también
describe a la especie L. trichodes (actualmente es sinénimo de L.
fructivorans [160, 316]) como causante de incrementos en la acidez fija y
en la acidez volatil, asi como de 1la produccién de manitol y COz [270].
KARDLER [160] habla de' L. fructivorans como especie caracteristica de
Ginagre estropeado, capaz de crecer a pHs bajos y con elevadas
concentraciénes de etanol. Esta especiese se aislé en vinos de las
variedades Bobal y Macabeoc vinificados en 1la Escuela de Viticultura y
Enologia. La elevada acidez vol&til del vino obtenido de uvas Macabeo puede
que tenga. relacién con la presencia de esta especie, aunque no hay que

olvidar que en esta vinificacién aparecié S lJudwigll, especie de levadura
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también fuertemente cetégena.

La especie L. aena% tiene especial significado para la fermentacibén
malplactica, ya que generalmente la lleva a cabo en muchas zonas vinicolas
o1, 108, 115]. Algunos autores han encontrado a esta especie sobre mostos
y uvas (108, 179], pero nosotros no logramos aislarla hasta finalizada 1la
fermentacién alcohflica. Esta ausencia temporal puede deberse o a que no
exista en nuestros mostos, o a que el sistema de enriquecimiento empleado
en el aislamiento de las bacterias lactiéas no permitiese su deteccidn.
Como deciamos anteriormente si en las ' muestras que inoculdbamos en el medio
de  enriquecimiento existian especies de lento crecimiento, como L.
fructivorans o L. oenos, Jjunto a otras de crecimiento mé&s répido, L.
plantarur por ejemplo, las primeras se verian dominadas en la poblacidén ¥y
al realizar los aislamientos en placa s6lo nos aparecerian colonias de la
especie dominante. L. oenos y L. fructivorans pueden crecer y hacerse
mayoritarias en la poblacidén sélo cuando disminuye en el vino el ﬁﬁmero de
bacterias de crecimiento r&pido. La siembra de muestras de fases mis
tardias en el medio de enriquecimiento permite que se desarrollen estas
especies, y entonces es cuando detectamos su presencia.

Es posible ademfs que los medios de cultivo empleados para el recuento
y aislamiento de bacterias lacticas (MRSF y agar MRS) sean mis adecuados
para el desarrollo de lactobacilos que para L. oenos. De hecho experiencias
posteriores nos mostraron que esta especie crecia mejor en MLO que en MRS o
JT, ya que el primero contiene cisteina y jugo de tomate, y se encuentra a
PH 4.8, factores todos ellos que favorecen su desarrollo [133, 307, 3161.
Las demds cepas de bacterias 1licticas aisladas no mostraban grandes
diferencias de crecimieno cuando se sembraban en JT, MLO o MRS. A partir de
la constacién de que L. oenos crecia mejor en MLO, el cultivo de estas

cepas se realizé en ese medio y ademis se decidié el empleo del mismo para

posteriores aislamientos de bacterias lacticas del vino.
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A pesar de que se aisld L. penos (Tabla 31) de uno de los depbésitos de
la Cooperativa San Pedro, &ste no realizdé la fermentacidn maloléctica. Esto
se debié a que el nGmero en que se hallaba esta especie era muy bajo, del
orden de 4 células por mililitro (Figura 20). La razfn de este bajo nfimero
de bacterias se explica si tenemcs en cuenta que la muestra se habia tomado
después del frasiego y tras la adicién de 20 mg/l. de SO. (Tabla 2). El
eventual desarrollo que las bacterias lActicas podian haber tenido tras 1la
férmeﬁtéciéﬁ alcohbdlica quedabé impedido por este nueva adici6n de S0-. SBin
embargo, ‘todos 1los mostos vinificados en la Escuela de Viticultura y
Enologia realizaron la fermentacifn maloléctica. En tres de los vinos
nuestreados se aislé L. oenos (Tabla 31) durante la  fermentacién
mzloléctica o inmediatamente después de la misma, por lo que pensamos que
fue esta especie la responsable del proceso. En otros dos vinos §Bcbal 5
Macabeo) no encontramos L. oenos sino L. fructivorans y tres cepas que no
pudimos identificar. No podemos asegurar la presencia de L. oenos durante
la fermentacifén maloldctica de estos Gltimos vinos, ya que la realizaron en
un periodo intermedio entre muestreos. Ignorampos si esta especie tuvo
relacitén con la misma y luego desaparecié, dejando paso a otras especies
tras 1la fermentaci6én maloléctica, o incluso si llegé a aparecer. La muerte
de L. oenos tras la fermentacién malolactica y posterior sucesién por otras
especies en el vino ya acabado, ha sido descrita por DAVIS et al. [91]
durante la vinificacién de Pinot-Noir en Auvstralia.

A modo de resumen diremos que la evolucién del nfimero de bacterias
durante 1la vinificacién es muy semejante en todos los casos: una poblacidn
de aproximadamente 10=-104 células por mililitro en mosto sin sulfitar, que
desciende durante la fermentacién alcohélica (a veces hasta desaparecer) y
luego se recupera hacia el final de la misma. Si las condiciones del medio
permiten el desarrollo de las bacterias, caso de lo ocurrido én la Estacidn

de Viticultura y Enologia, é&stas crecen y provocan la fermentacidn
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malolactica; sin embargo cuando existe un factor inhibidor, como el SO: o
el descenso de temperatura (caso de 1la Cooperativa San Pedro), &stas no se
desarrollan y por tanto no se realiza 1la fermentacién maloléactica. En
muchas ocasiongs se ha observado que la fermentacidn malolactica se lleva a
cabo durante la primavera del afio siguiente a las vendimias. Esto se debe a
que las temperaturas se incrementan, y a que parte del S0O. afiadido en los
meses de Noviembre-Diciembre se piefde a lﬁ largo de todo esé tiempo. Las
especies de bacterias lacticas a lo lafgo de la fermentacibn fambién'sufren
una evolucién. Al igual que las levaduras, el mayor nGmero de especies
bacterianas se e#cuentra en mostos sin sulfitar. Cuando se inicia la
fermentacién alcohélica, el S0z, el etanol, y 1la competencia con las
levaduras provocan una seleccifn de especies, eliminando las menos
recistentes e impidiendo el crecimiento de las restantes. En esta fase,
sb6lo pudimos aislar L. hilgardii, algunas de cuyas cepas eran incapaces de
crecer en medio sintético con un 10% de etanol; ésto significaria que estas
cepas tienen un caricter de poblacibén residual en el vino, ya que no pueden
desarrollérse en estas condiciones. Tras la fermentacién alcohélica pudimos
apreciar la existencia e L. oenos, L. frqctivarans y algunas cepas que no
conseguimos identificar. Las especies que no han sido aisladas mas que en
los filtimos muestreos, es posible que se encontrasen en etapas anteriores

pero en nimeros tan bajos que no han podido ser detectadas.



CAPITULO III. La fermentacion malolictica y su control.




1.- INTRODUCCION.

AMERIFE [2] definif el vino como una "sinfonia quimica compuesta por
etanol, otros alcoholes, azﬁcares,votros carbohidratos,'aldehidos, cetonas,
enzimas, pigmentos, al menos una docena de vitaminas, 15 6 20 minerales,
mis de 22 &cidos orgénicos, y otras notas elegantes que todavia no han sido
identificadas”. Para producir un buen ving, los azficares, &cidos y taninos
de las uvas deben de estar equilibrados de forma apropiada [4]. Sin embargo
MILISAVLGEVIC [223] establecfa que mningfin componente del vino tenia una
funcién tan importante y amplia como la acidez; el aspecto mis importante
de ésta serfa el gusto &cido producido, pero también la acidez tiene una
gran influencia sobre el color, brillo y estabilidad de un vino. Ademids los
4cidos en el vino influyen de una forma indirecta sobre la calidad del
nismo: p.e. actian como substratos para el metabolismo microbiano, y de
esta forma aumentan la complejidad sensorial del vino.

Sin embargo, el efecto ms aparente ae la acidez es su influencia en
el gusto del vino. Si hay poco &cido en las uvas, los vinos resultan planos
0 insipidos; demasiada acidez en los vinos daréd lugar a un gusto agrio més
que a una acidez agradable.

los ;inos obtenidos de vifiedos situvados en climas cAlidos son
generalmente algo blandos, suaves, de alto contenido en alcohol y baja
acidez. Por ot;o lado, los vinos obtenidos de zonas frias son a menudo mas
afrutados, de bajo contenido en alcohol, de acidez més elevada, y mis
delicados y sutiles en aroma y sabor. En las zonas viticolas de climas mis

frios,'las uvas no maduran adecuadamente antes de la vendimia. El contenido
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en azficar puede ser tan bajo o la acidez tan alfa que é&sto impida la
obtencién de Qinos equilibrados.

Bajo el término "acidez de un vino” denominamos al conjunto de &cidos
orghnicos presentes en el mismo; estos &cidos son principalmente:
tartérico, mélico, citrico y lactico, constituyendo los dos primeros casi
el 00% de 1la acidez total de un vino. Ademis de los ya nombrados hay un
gran nfimero de otros &cidos identificados en las uvas pero éstos se hallan
en muy baja concentracién; AMERINE y JOSLIN (4] nos han 'proporcionado una
amplia descripcifn de estos. &cidos. |

Los factores que influyen sobre la acidez de las uvas son el tipo de
variedad, el clima, las précticas de cuitivo. la fertilidad del suelo, las
infecciones virales y la irrigacién del terreno. Por otro lado, durante la
vinificacién también se producen cambios en la acidez del mosto. Estos
cambios se deben a la produccién y consumo de &cidos por parte de las
levadufas y de las bacterias lac%icas. Las bacterias acéticas pueden por su
parte producir grandes cantidades de &cido acético si se desarrollan en el
vino, dando lugar a la acetificacién del mismo. Se produce en general una
pérdida neta de la acidez del mosto cuando éste se transforma en vino
{163). Este pérdida de acidez va desde el 13.9% al 32.3%, y puede deberse
tanto a la realizacién de 1la fermentacién maloléctica comn a la
precipitacién de sales tartaricas, sobre todo en forma de hidrogenotartrato
potéasico; esta precipitacién se debe a que el aumento de la concentracidn
de alcohol durante la fermentacién disminuye la solubilidad del
hidrogenotartrato potdsico. Las bajas temperaturas aceleran la tasa de
precipitacién; por el contrario, los polifenoles aumentan la solbilidad de

la sal hidrogenotartréarica.
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1.1.- METODOS DE CORRECCION DE LA ACIDEZ DE LOS VINOS.

La adicién de azficares a los- mostos de uvas inmaduras a fin de
corregir su deficiencia, es practicada en muchas &reas viti;olas de climas
frios [6]. Esta préactica no tiene un efecto ﬁegativo significativo sobre la
calidad del vino, y se puede 1llevar a cabo facilmente en la bodega [331].
Sin embargo la reduccién de la acidez de un wvino es una cuestién més
" delicada. Existen numercsos métodos de reducir la aciéez, y algunos de
ellos requieren elevados conocimientos técnicos. También ciertos sistemas
de desacidificacién pueden producir efectos secundarios sobre la calidad
del wvino. La disminucién de la acidez puede llevarse a cabo por m&todos
fisico-quimicos y por ﬁétodos biolégicos.

La adicibn de azﬁcar 0 soluciones azucaradas a los mostos implica un
incremento del contenido en etanol de los vinos, y por tanto la
precipitacién de hidrogentartratos; de esta forma se comsigue reducir la
acldez. La adicién de soluciones azucaradas disminuye también la acidez por
dilucidn [26].

La meutralizacién y precipitacién del tartrato es el método quimico de
desacidificacién que se emplea mis comunmente er Europa para disminuir 1la
acidez de mostos y vinos. La acidez se neutraliza por la adicidén de una sal
mineral, que facilita 1le precipitacitn de sales del acido tartarico. El
carbonate cllcicc es la sal mAs empleada para este fin. En presencia de
A_ido tartdrico en exceso, la reaccibn siguiente se ve desplazada hacia 1la

derecha:
Cacos- + CaHeOE. F=é CaC4H405 + H;_O + CO;

El carbonato potédsico o el tartrato potésico también pueden emplearse

con el mismo objetivo:
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K2COs + 2C4HeOe =2 2(KHC,H.O0g> + Hz0 + CO=z
E2C4Hi0s + 2C4HeOs v=2 2KHCL.H.De + CaHeOs

Neutralizacifn y precipitacién de una sal doble de &cido tartérico y &cido
milico. El principal problema que se deriva de la neutralizacibén de mostos
O vinos con carbonato cdlcico es que la desacidificacién se hace a expensas
del &cido tartsrico exclusivamente. La mayor parte del malato de calcio
formado permanece en solucién, y puede dar gusto "a sal” si la
concentracién es lo suficientemente elevada. Muchos de 1los problemas
asociados con la neutralizacién quimica pueden prevenirse utilizando el
proceso denomirnado "desacidificacién por doble sal”. Este proceso consiste
en la adicifn de carbonato cdlcico a una porcibén del mosto al cual le hemns
elevado el pH a2 4.5 o m&s. El mosto se deja en reposo toda la noche y se
filtra antes de mezclarlo con 1la porcibén no tratada. Para acelerar la
reaccidn se afladen cristales de esta sal doble de miAlico y tartarico a fin
de cebar la nucleacibén y el crecimiento de los cristales (Figura 44).

Bajo condiciones normales de neutralizacién con carbonato célcico e
iguales concentraciones molares de &cido milico y de &cido tartéarico, se
forma una mezcla de tartrato célcico y sal doble. Una ventaja que presenta
la desacidificacitén por este sistema es la eliminacidén equimolar de &cidos
milico y tartarico, con lo cual no se alteran sus proporciones relativas
originales en los mostos.

Intercambio if6nico. las resinas de intercambio i6nico se usaron para tratar
los vinos en la década de los cincuenta. Uno de los métodos para reducir la
acidez es el empleo de resinas intercambiadoras de aniones. Estas resinas
tienen un caricter baAsico débil, y presentan iomnes hidroxilo..A medida que

el vino pasa a través de las resinas, los diversos aniones son reemplazados
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por los radicales hidroxilo, disminuyendo asi la cantidad de &cidos libres
en los vinos.
Yaceracisn carbdnica. En las células de los granos de uva ocurre una
fermentacién intracelular cﬁéndo la concentracién de Og en el medio- es
inferior al 5%, o cuando el CO- se incrementa hasta un 50% [261. Una de las
primerﬁs reacciones de esta fermentacidén intracelular es la degradacién de
dcido mdlico a etanol. La degradacién del malato da lugar a vinos de acidez
total mis baja vy mis 'eievado pH! Asi esfe proceso tiene un interés
industrial al permitir la reduccién de la acidez de los vinos procedentes
de uvas muy Acidas. De esta forma se desarrollf la técnica de vinificacién
denominada "maceracifn carbbnica’. Este proceso se basa en la maceracién de
racimos de uvas intactos bajo una atmésfera de CO: durante un periodo
previo al estrujado o prensado de los mismos.

Aunque el mecanismo de la degradacifn intracelular del &cido mélico no
se ha dilucidado totalmente, RIBEREAU-GAYON postula la siguiente secuencia

de reacciones [283].
dcido mAlico + NADP'e=2 Acido pirGvico + NADPH + H+
4cido pirtvico $== acetaldehido + CO-
acetaldehido + NADH + H* ¥=2 etanol + NAD*

Se ha demostrado que seglin estas reacciones se puede transformar desde
un 15 a un 75% de &cido milico, a lo largo de 10 dias y a 35°C [26]. La
transformacién de &cido milico a &cido pirfivico durante la fermentacidn
intracelular no es completa, y estd relacionada con la actividad del enzima
que cataliza la primera reaccidén, probablemente la L-malato NADP'

oxidorreductasa. La actividad de este enzima es caracteristica de cada
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variedad de uva.

Fermentacifn maloalcohSlica. Ciertas especies de levaduras, de entre las
que destacan las del género Schizosaccharomyces [81, 821, son capaces de
degradar A4Acido mAlico y producir etanol y CO= en condiciones aerbbicas. lLa
reaccién de degradacién del &cido mAlico en estas condiciones por

Schizosaccharomyces pombe es:
HOOC-CH-CHOH-COOH =2 2C0-> + CHo-CH-OH

En el caso de que se produzcan condiciones aerbébicas, el dcido milico
se oxida completamente a CO: y H-O0 [26].

La reduccién de la acidez total de los vinos que puede llevarse a cabo
por este mecanismo biolégico depende de la especie de Schizosaccharomyces y
de la cepa, pero puede llegar hasta un 45% [261. °
Fermentacifén maloléctica. La fermentacién malolédctica es otro proceso dé
degradacién bioldgica de la acidez de 1los vinos. Consiste en la conversidn
del &cido L-mAlico a L-lactico y COz, y es llevado a cabo por las bacterias
léacticas, ya comentadas en el Capitulo anterior. Esta transformacién
aumenta el pH, puesto que se pierde un grupo carboxilo, y reduce la acidez
total porque al elevarse el pH se favorece la precipitacifn de tartrato

édcido de potasio [26].

1.2.- FERMENTACION ¥ALOLACTICA.

Las primeras observaciones de una pérdida de acidez total mayor que la
que causaba la precipitacifn de los tartratos se atribuyd a BERTHELOT y DE

PLEURIEU [166]1. En un vino gue analizaron encontraron que la acidez total
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-disminuia de 10 g/1 a 5.8 g/1 a pesar de que la pérdida de &cido tartérico
fue sélo de 2:5 g/l. Sin embargo no se puede asegurar que esta disminucitn
de 1la acidez se debiese a la fermentacibén maloldctica, ya que se producia
durante la fermentac#én alcoh6lica. ORDONNEAU [166] informé de la pérdida
de acidez en vinos afiejos, y que ésta se debia a la desaparicién de &cido
milico; este autor sugirié que el &cido midlico se transformaba en otro
&cido. PASTEUR [166] probs que el &cido léctico presente en los vinos era
producido por 5acteriés. Asimismo, dgscribié una enfermedad del vino que
hacia que adquiriera un sabor plano, y también informé de la liberacién de
COz durante el desarrollo de 1la "vuelta”. BALARD, antes que PASTEUR,
observé la formacidén de &cido lactico por 1los microorganismos en vinos
sanos [166]. KULISCH fue probablemente el primero en comprobar la
naturaleza biol6gica de la fermentacién maloléctica [166]. Para ello tomd
dos muestras de sidra, pasteurizd una a 60°C y la otra mno; después de 6
meses .la sidra tratada habia- perdido muy poca aci&ez, mientras que la
acidez total de la tratada disminufa del 0.80% a 0.45%. Este autor pensé
que la disminucién de la acidez se debia a la actividad de wuna levadura.
MULLER-THURGAU establecis mediante wuna serie de experimentos que eran
bacterias y no levaduras las responsables de esta disminucién de la acidez
[{1661. XOCK, como ya dijimos en el Capitulo anterior, fue e& primero en
aislar bacterias 1lacticas é inducir 1la fermentacién maloléctica por
inoculacién de estos organismos [166]1. KOCK apoyd la idea de que la pérdida
de acidez implicaba la desaparicién del &cido milico, observé la
complejidad nutricional de estas bacterias, y le parecifé que éstas obtenian
sus factores de crecimiento a partir de la autolisis de las levaduras.
MSSLINGER y SEIFERT establecieron por separado la ecuacién completa de la
fermentacidn malolictica el mismo afio. MWBSLINGER verificsd asimismo que el
&cido lactico se originaba tanto‘ a partir de 1la fermentacidn del &cido

milico como de otros componentes carbonados como la glucosa.
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Informes sobre la consecucién de la fermentacién maloléctica se
reciben de casi todas las zonas vinicolas. Asi en Argelia ha sido observada
y estudiada por BREMOND [1661. En Australia por COSTELLO et al. 721, DAVIS
et al. [91], FORFNACHON (1661, RANKINE [273] y RANKINE et al. [278], En
Cerdefia DEIANA et al. [97] estudiaron 1la microflora responsable de la
fermentacitén malolactica espontdnea. En Espafia FEDUCHY MARINO [166] e IXIGO
et al. [153]. En Estados Unidos IZUAGBE et al. [1551, KURKEE et al. [171)],
RICE [285] y RICE y MATTICK [286]. En Francia FERRE [282], FLEET et al.
" [115), LAFON-LAFOURCADE et al. [179]1, PEYFAUD (2821 y RIBEREAU-GAYON [282].
En Israel CHALFAN et 21. [79). En Italia CASTINO [60], CASTINO y USSEGLIO-
TOMASSET [61], DELFINI [99], GARDINI et al. [127, 1281 y ROSSI et al.
[202]. En Japén SHIMAZU y VATANABE [312]. En Protugal MARQUES GOMES y DA
SILVA [153]. En Sudafrica DU PLESSIS et al. [4]. En Sudamérica AREFNA [166],
HERNANDEZ et al. [166]1 y POITTEVIN et al. [1661. En éuiza MARET et al.
[213] y MARET y SOZZI1 [211, 212). En la URSS SAENKO et al. [166]. En
Yugoslavia MILISAVLJEVIC [166]1.

La fermentacifén maloldctica generalmente es miAs comln en vinos tintos
que en blancos. Esto se debe en parte a la mayor acidez y a la mayor
concentracidén de SO- que tienen este Gltimo tipo de vinos. Es posible que
la presen&ia de material extraido de las pieles durante la maceracién de

los vinos tintos puede estimular también la fermentacién maloléctica [166].

1.2.1.- VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LA FERMENTACION MALOLACTICA.

las ventajas o desventajas de 1la fermentacitén malolactica son objeto
de controversia desde bace dos décadas. En general, el caricter beneficioso
o perjudicial de la misma depende de la regibn viticola, de la variedad de

la uva, de la composicibn del vino, de las técnicas de vinificacidn y de la
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" finalidad que se proponga el bodeguero.

Entre los efectos ventajosos que tiepe la fermentacibn maloléctica,

podemos citar:

1.- La reduccibén de la acidez. la fermentaciéﬁ maloldctica es el principal
medio de reducir la acidez de los vinos. Esta reduccidn puede ir de un 0.1
a wn 0.3% [62, 125, 170, 251, 254]), y puede elevar el pH de 0.1 a 0;3
uhidédes [62, 118, 254, 2761. La acidez de los vinos producidos en regiomnes
frias como Alemania, norte de Francia y este de los Estados Unidos, hace
que sea beneficiosa una reduccidén de la acidez [26, 168, 175). En zonas
célidas como Australia, California, Espafia, Italia y Sudéfrica los vinos
tienen una acidez mé&s baja, y el desencadenamiento de la fermentacibtn
malolactica puede reducir tanto esta acidez que los vinos resulten planos e
insipidos, ademfs de ser susceptibles del ataque por  bacterias
perjudiciales [274, 27%]. Por otro 1lado, la fermentacifn malolictica
esponténea se realiza mis facilmente en vino de baja acidez, por lo que su
desencadenamiento puede resultar un peligro.

2.~ ModificaciSn del aroma. El crecimiento bacteriano que tiemne lugar
previamente a 1la fermentacién maloléctica, se produce a expensas de los
complonentes del vino. Las cualidades sensoriales del mismo quedan
modificadas por los compuestos que han sido eliminados o afiadidos al medio
por el metabolismo bacteriano. Las bacterias lacticas, aparte de sintetizar
écido 1lactico como principal producto del catabolismo de los azficares,
producen también compuestos aromiticos tales como acegéldehido, acetoina,
4cido acético, diacetilo, e{anol y 2,3-butanodiol. El1 diacetilo, la
acetoina y el 2,3-butanodicl sor compuestos de importancia considerable eﬁ
el perfil aromftico de un vino, y su produccidén estd muy relacionada con el
crecimiento de levaduras y bacterias lécticas. Otros compuestos volétiles

que aumentan su concentracién durante 1la fermentacién maloléctica sonm:

&cidos volatiles, dietil succinato, numerosos ésteres volatiles, etil
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acetato, n-propanol, 2-butanocl, n-hexanol, etil lactato y 2,3-butanodiol
(89, 100, 122, 2541.

Existe una gran controversia sobre si 1la fermentacién maloléactica
afecta significativamente o Qo a las caracteristicas sensoriales del vino.
Asi KUBKEE et al. [170] observarﬁn que ei mismo vino con fefmentacién
malolactica y sin - ella obtenia la misma puntuvacién en un- panel de
catadores. RADLER [89) y VAN VIK [89] constataron que de los vinos que
ellos ensayaron; un 'por;entaje eﬁtre el 40 y el 58% de lbs que habian
. sufrido fermentacién maloldctica no lograban mejor calificacibén que los que
no la habfan realizado. De esto se desprende que el incremento en calidad
no estd relacionado necesariamente con el desencadenamiento de la
fermentacién maloldctica. RARNKINE (274] bha informado que los bodequeros no
pueden detectar de forma fiable la fermentacién malolictica por cata, salvo

en el caso de que la concentracién de diacetilo sea lo suficientemente alta
como para ser detectable. Por el contrario hay autores que afirman que la
fermentacibn malolactica si afecta las cualidades sensoriales del vino.
WEEE [89) y PILORE vy KUﬁKEE [251) mostraron que la cepa utilizada en la
induccién de la fermentacién malolactica es importante en la
caracterizacién de los vinos. Asi, de los experimentos de VEBB se desprende
que los vinos fermentados con cepas de Leuvconostoc eran preferidas sobre
los elaborados con Fediococcus, y €stos sobre los obtenidos con cepas de
Lactobacillus; En los trabajos de PILONE y KUNKEE [251] se observa que los
vinos inoculados con Lactobacillus brevis eran preferidos frente a los
inoculados con otras especies. S6lo 3 de los 7 componentes del panel de
catadores fueron capaces de diferenciar el vino con fermentacién
maloléctica del vino control. Sin embargo las experiencias de
GIANNAKOPOULOS et 21. [137] no muestran diferencias en las caracteristicas

de 3 vinos fermentados con 3 cepas distintas de Leuconostoc oenos, y estos

vinos eran preferidos respecto a los que no llevaban a cabo la fermentacibén
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maloléctica.

En resumen, aunque las bac£erias lécticas son capaces de alterar la
composicisén del vino durante la fermentacién maloldctica, sobre todo en el
caso de los principales compuestos volatiles, estos cambios no siempre son
detectados por un panel de catadores. las cepas de bacterias seleccionadas
para inducir la fermentacifn maloldctica son de importancia critica, asi
. comp lé composicién del vino y el disefio experimental de los analisis
sensoriales.

3.- Bstabilidad microbiclégica. Una de las principales razones esgrimidas
en favor de la fermentacidén maloldctica es que los vinos que la han llevado
a cabo son, en sentido microbioldgico, mAs estables gue los que no la han
realizado [166, 274, 277]. En general pocos bodequeros se arriesgarian a
embotellar vinos antes de que la fermentacién malolictica se hubiera
completado, ya gque estos vinos pueden llevar a cabo la fermentacifn en la
botella, dando lugar ; un sedimento, enturbiﬁmiento y presencia de gas, lo
cual'podria considerarse como alteracifn perjudicial [277, 282]. 8Sin
embargo la estabilidad microbiolégica tras la fermentacidn malolactica no
es absoluta; el vino contiene +todavia nutrientes que pueden ser utilizados
para el crecimiento de ciertas bacterias. VESTSCH y MAYER (89)] informaron

que Pediococcus cerevisiae crecia hasta niveles de 107 ufc/ml en un vino en
el que se habia realizado la fermentacién maloléctica. COSTELLO et al. {72]
observaron el crecimiento de especies de Lactobacillus y Fediococcus en
vinos australianos una vez que Leuconostoc oenos habia completado la
fermentacién maloladctica. No hay ninguna evidencia de que el crecimiento de
Leuconostoc oenos durante la fermentacifn maloléactica altere el vino de
manera que impida el crecimiento de bacterias indeseables. Por el contario,
el aumento de pH que supone la fermentacidén malollctica hace que el vino

presente condiciones mAs favorables ©para el desarrollo de especies

perjudiciales [277].
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Practicas tales como el trasiego, el empleo de bajas temperaturas, la
clarificacién, el ajuste de S0z, y el mantenimiento de niveles &cidos
aseguran la estabilidad del vino tras la fermentacibén maloléctica.

Entre 1los efectos perjudiciales de la fermentacibn .nalolﬂctica

encontramos los siguientes:

1.- Cambios sensoriales. La fermentacién maloldctica puede ser realizada
por un gran nimero de especles, y algunas de las 'cepas capace§ide
realizarla produocen’ cambios menos deseables que otras en los vinos.
Especies pertenecientes a los géneros lLactobacillvs y Fediococcus pueden
conducir la fermentacidén malolédctica en vinos de pH algo elevado; sin
embargo es general la idea de que estas especies dan lugar a vinos menos
aceptables que los que han sido fermentados con lLeuconostoc oenos [282]. EHo
hay que descartar en principio que algunas cepas de Lactobacillus y
Pediococcus puedan conferir caracteristicas deseables a un-vino.

2.- Cambios de color. El color de los pigmentos antociénicos del vino tinto
depende del pH y del estado de oxidacién. La fermentacién malolactica puede
causar una pérdida de color de hasta un tercio en vinos tintos. Parte de la
pérdida de color se debe al cambio de pH ocasionado por la fermentacién
malolactica; sin embargo VETSCH y LUTHI [166]1 sugirieron que era la
fermentacién del &cido citrico por bacterias lacticas, miAs que la del Acido
mé&lico, lo que causaba un cambio de color al proporcionar hidrégenoc que
reducia a 1los compuestos responsables del color. Mas recientemente se ha
descrito otro mecanismo de pérdida de color denominado "blanqueamiento” del
vino por SO. libre. La wutilizacién de compuestos de combinacién de SO,
tales como el a-cetoglutarato, piruvato y acetaldehido por las bacterias
lécticas puede dar lugar a la obtencién de SO- libre [1191. E1 SO, liberado
puede combinarse entonces con los antocicanos, lo cual 1lleva a una
reducci6n de la intensidad colorante del vino [89). Esta reaccién es

reversible, y s6lo produce una pérdida de color significativa a pH elevado;
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a pH bajo los ioﬁes bisulfito son menos numerosos. En el caso de que la
pérdida de acidez sea tan grande que ocasione un pH muy alto, no sblo se
dara una pérdida de color, sino que también cambiard la calidad del mismo,
variando del matiz rojo a matices azulados.

3.- Pérdida adicional de acidez por precipitacitn de hidrogenotartrnfua. El
punto medio entre los valores de pK del Acido tartaricq es aproximadamente
de 3.6. Si el vino ests saturado con hidragehdtartrato potasiéo y el
desencadenamiento de la fermentacién maloléactica bproduce un aumento de pH
que lo aproxime a pH=3.6, el hidrogenotartrato potésico precipitara. La
precipitacisn a su vez causa turbidez y pérdida adicional de acidez [166].
4.~ Formacibn de aminas. la capacidad de las bacterias lacticas para
descarboxilar aminofcidos ha sido extensamente investigada [1, 173, 2651.
Dentro de las bacterias lécticas, las pertenecientes al género Pediococcus
son las mAs importantes productoras de histamina [2651. De est; forma,
vinos de pH elevado que soportan el crecimiento de estas especies durante o
después de 1la fermentaciétn maloléctica, son susceptibles de contener

elevados e indeseables niveles de histamina [82].

"1.2.2.- MECANISMO DE LA FERMEETACION MALOLACTICA.

la via de transformacién del &cido médlico en &cido léactico wutilizada

per las bacterias léacticas podria ser alguna de las observadas en otros

- seres vivos, o bien otra distinta (Figura 45). Hasta 1los trabajos de
LOBVAUD et al. en 1977 [203] se asumia que el &cido L-miAlico presente en
mostos y vinos era metabolizado por las bacterias lacticas mediante un
enzima denominado "enzima milico”, para distinguirlo de la malato
deshidrogenasa que cataliza la oxidaciér de malato a oxalacetafo. OCHOA et

al. [265] observaron un enzima milico dependiente del FADPen higado de
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Figura 45- Vias posibles de transformacion del acido malico en acido lactico.

(LONVAUD et al« , 1977, (203))
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paloma; posteriormente KORKES et al. [2651 encontraron un enzima similar
aunque dependiente del NAD en lLactobacillus plantarum El modo de accibn de
este enzima se limita a la transformacién de &cido L-mAlico en' &cido
pirtvico (Figura 45, via 2); la reduccién de este Gltimo a &cido D o
L-8ctico depende de la presencia eveﬁtuél de las lactico deshidrogenasas
correspondientes. Sin embargo, PEYNAUD [239] observé que ciertas bacterias
del vino que pbseian las dos léctico deshidrngeﬂasas, y por tanto capacés
de formar &cido D y L;lactico a partir de glucosa, sintetizaban
exclusivamente &cido L-l&ctico a partir del &cido L-midlico. Parece pues que
las lactico deshidrogenasas no estdn implicadas en el mnecanismo de 1la
fermentacibén maloldctica de 1los vinos. Esta hipStesis fue confirmada por
RADDLER et al. al observar que Leuconostoc, Pediococcus, y los
Lactobacillus homo y heterofermentativos producian invariablemente Acido
L-lactico a partir del &cido L-milico [265]}. Posteriormente SCHUTZ y RADLER
emitieron la hipftesis de la existencia de un enzima especifico que puede
realizar la transformacién directa del &cido milico en &cido lactico
(Figura 45; via 3). Los resultados de LONVAUD et al. [203] confirman esta
bipétesis. Estos autores denominaron fenzimé malo-lactico” al enzima
presente en las bacterias 1lacticas y que cataliza la fermentacién
maloléctica en vinos.

La purificacibn de este enzima y el estudio de sus propiedades han
sido realizados por LONVAUD-FUFEL y STRASSER DE SAAD [205]. Estas autoras
llegaron a 1la conclusién de que la actividad maloléctica no surgia de una
combinacisn de actividades del enzima milico y de la L-léctico
deshidrogenasa, sino que era consecuencia de un complejo enzimitico que
producia la suma de estas dos reacciones sin catalizar las reacciones
parciales. El complejo  proteico comprenderia una actividad malato
descarboxilasa-deshidrogenasa y una L-lactico deshidrogenasa estrechamente

asociadas, o bien una actividad malato deshidrogenasa, wuna actividad
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oxalato descarboxilasa y una actividad L-lactico deshidrogenasa. Estudios
realizados por KRAUS et al. apuntaron la posibilidad de que el oxalacetato
y el piruvato pudieran permanecer unidos al complejo malolictico durante el
curso de la reaccidén, y por ello no aparezcan intermedierios libres [164].
Esta hip6tesis queda apoyada por 1los resultados de la investigacidn de
LONVAUD;FUNEL y STRASSER DE SAAD [2051, en la cual observaron que el NAD*

era esencial para la actividad malolactica, a pesar de que éste no se

reducia. For otro lado los estudios cinéticos que se realizaron mostraron

- que el NAD* y los iones Mn*? se unian primero al complejo enzimitico y
posteriormente lo hacia el L-malato. Estas autoras apuntaron la posibilidad
de que la proteina del complejo que une al malato fuera oligomérica. El
sitio activo de la L-lactato deshidrogenasa del complejo no seria accesible
al piruvato o al NADH afladidos al medio, puesto gque no se observaba
“actividad L-lactico déshidrogenasa libre; s6lo era accesible en el interior
del complejo enzimitico a los productos-de reaccién catalizados bien por el
enzima midlico o blen por la oxalato descarboxilasa.

El papel de la ferment;cién maloléctica en el wmetabolismo de las
rropias bacterias 1lacticas es una cuestién no resuelta todavia. Los
trabajos de SCHANDERL citados por KUNKEE [166] muestran que la fermentacibn
maloléctica no proporciona energia ni tampoco poder reductor para la
célula, por lo cual no habria crecimiento a expensas de esta reaccibén. Sin
embargo esta cuestidn estd todavia por resolver, ya que hay autores que
afirman que es posible que tanto el &cido milico como el citrico sean
sustratos capaces de soportar el crecimiento de L. oenos [84]. Otros
investigadores aportan datos distintos: PILONE y KURKEE {253] encuentran
que el rendimiento en peso seco por mol de &cido L-milico es de 1.34 g en
Levceonostoc oenos ML-34 en un medio complejo sin carbohidratos; sin embargo
cuando emplean un medio minimo no observan diferencias en el crecimiento

con o sin la adicién de L-mAlico. En esta misma experiencia relatan que no
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es significativo el efeto estimulante del &dcido midlico sobre el crecimiento
en presencia de glucosa, ya que los rendimientos que se obtenian en un
medio glucosado con o sin Acido milico eran muy semejantes [2531, KANDLER
et al. también encontraron un comportamiento similar utilizando la cepa de
L. mesenteroides 39 en un experimento seméjante. En resumen: no hay
" evidencias claras de que el &cido milico produzca un incrementio en bilomasa
en las bacterias léacticas.

Sin embargo, si que parece que tiene cierta influencia scbre la .tasa
de crecimiento. En principio se pensf que era debido a un aumento del pH,
lo cual mejoraba las condiclones de crecimiento; sin embargo, experiencias
llevadas a cabo a pH 6ptimo en un medio sintético, mostraban un incremento
en la tasa de crecimiento cuando en su composicién se hallaba presente el
&cido mAlico [1681. Inclusoc a los pHs bajos del vino, la estimulacién es
notable, o?servéndose que el crecimiento en un vino al que se afiadid Acido
L-milico era mis rapido que en el vino control cuyo pH era mis alto que el
que contenia midlico. Sin embargo, el incremento del pH parece que si tiene
que ver con el rendimiento, el cual es mayor a pHs mis elevados. Estas
observaciones muestran una  funcién biolégica para la fermentacidn
malolactica: estimular la tasa de crecimiento. Sin embargo, permanece
oscuro el mecanismo segln el cual el A&cido mAlico produce este efecto
[1661].

Se pueden encontrar distintos tipos de enzimas malolédcticos en las
bacterias lacticas aisladas de vinos [188). En la mayoria de las.cepas el
enzima es constitutivo: nﬁs del 60% de bacilos homo y heterofermentativos y
més del 80% -de los cocos homo y heterofermentativos 1lo  presentan
constitutivo., El resto tiene enzimas inducibles: el enzima se sintetiza
s61lo cuando se sita a la célula en un medio con &cido mAlico. La induccibn
del enzima maloléctico requiere biotina y una fuepte de carbono [1661].

NATHAY usé la induccidn enzimitica para purificar el enzima y separarlo de
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la Dxalacetatﬁ descarboxilasa en tres bacterias malolécticas [166]. Ella
encontré que el &cido milico inducia ambas actividades; sin embargo el
dcido oxalacético s6lo inducia 1la actividad oxalacetato descarboxilasa.
Existen ciertas diferencias entre las cepas respecto a la concentracién
minima de &4cido mAlico que se requiere para la induccidén enzimitica. Esto
tiene un interés especial para los enblogos. Asi, cepas gque requieren 1una
alta concentracién de &cido milico para la induccidn del enzima malolactico
no podridn llevar a cabo la fermentacifn maloléctica en vinos éun bajo
contenido en este &cido. La presencia de este tipo de bacterias explicaria
las situaciones en que los vinos son biolégicamente estables tras una
fermgntacién maloldctica incompleta. S1i la bacteria que comenzé 1la
fermentacién maloléctica es eliminada por trasiego o filracién antes de
_acabar este proceso, y posteriormente se instalan bacterias con elevado
umbral de &cido milico para la sintesis del enzima, el vino permaneceré

estable [166].

1.2.83.~ FACTORES QUE INFLUYEFN EN LA FERMENTACION MALOLACTICA.

Los factares que afectan la fermentacién maloléactica son los mismos
gque afectan al crecimiento de las bacterias lacticas [174]. Asi tenemos que
el pH, la temperatura, las concentraciones de etanol, de SO., de CD: del
medio, de 4&cido mAlico, de Acido citrico, de succinico, tartédrico, los
polifenoles y otras sustancias minerales en el vinp, asi como la
competencia con otros microorganismos, afectan a la conclusién de la
fermentacién malolactica, ya que son los que regulan el crecimiento de las
bacterias responsables de este fenémeno. Estas bacterias siempre se hallan
en el mosto, pero en nfimero tan bajo que si no encuentran condiciones

favorables de crecimiento serdn incapaces de realizar la fermentacidn
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maloléctica.

LAFON-LAFOURCADE [172, 1741 bha estudiado qué factores afectan la
actividad maloléctica, definida como tal y no como dependiente del
crecimiento bacteriano. Para ello utilizé el mStodo de inoculacidn con
elevadas concentraciopes de células no proliferantes. Estas células
actuaban como un extracto crudo de enzimas que llevaba a cabo ripidamente
la degradacidn del &cido mAlico. Seglin esta aproximacién observé que 1los
mismos factores que influyen sobre el crecimiento repercuten en 1la
actividad maloléctica; sin embargo, los umbrales de inhibicidén o eficacia
6ptima eran distintos. El pH es uno de 1los principales factores que
influyen en el crecimiento de las bacterias, y sin embargo la fermentacibn
malolédctica puede realizarse a pHs mis bajos que aquéllos que inhiben el
crecimiento. Asi por ejemplo Leuconostoc gracile Cf 34 (actualmente
Leuconostoc oenos) encuentra dificultades en crecer en medio sintético a
pE=3.0, y no crece en absoluto en vino; sin embargo si_“réaliza la
fermentacién maloléctica a este pH en medio sintético con un porcentaje de
degradacién de &cido mAlico de hasta un 90% [174]. En un articulo posterior
[172] esta autora encuentra que ©para bacilos el pH O&ptimp de la
fermentacién malolactica se sitia entre 3.5 y 4.0. Observa también que un
pH=3.0 précticamente inhiba 1la fermentacidén malolactica, y que ©pHs
superiores a 4.5 suponen una disminucién de esta actividad. En cualquier
caso el efecto de los distintos pHs sobre la fermentacién malolactica
depende de las cepas. Los cocos realizan la fermentacidén malolactica a un
pH mis bajo por término medio que los bacilos; este proceso es por regla
general més répida confofme aumenta el pH en el intervalo de pH de 3.0 a
4.0, y luego disminuye drésticamente. Otro aspecto que hay que temer en
cuenta de este factor es la meérte que produce en las células bacterianas
inoculadas en vino. A pH mis bajo el porcentaje de muerte inmediata de 1la

célula es mayor [344]. No bhay informacién al respecto de cémo el pH
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modifica la actividad maloléctica, aunque es de suponer que afecta al
funcionamiento de los enzimas implicados en esta reaccién.

La influencia que tiene el etanol sobre la fermentacién maloliactica es
negativa. La tasa de <crecimiento - disminuye conforme aumenta 1la
concentracidén de alcohol. Sin embargo el umbral de inhibicibén depende de la
cepa [172, 3441, de la composicién del medio [174], y de los valores de pH
y temperatura [344]. SegGn LAFON-LAFOURCADE [174] la actividad malolactica
de L. gracile en medio siﬁtético no se altera- hasta alcanzar un 11% de
alcohol. Con 12% de etanol se transforma el 56% de &4cido mAlico, y con el
13% de etanol s6lo un 12%. De cualquier manera existen cepas muy activas
que s6lo presentan niveles de inhibicién de la fermentacidén malolactica por
encimz del 13% de etanocl. El efecto que el etanol pueda tener sobre la
fermentacién maloladctica es como en el caso del pPH la inhibicidén de los
enzimas de la transformacisn del acido malico [344].

La temperatura afecta 2 la fermentacidén maloléctica como a cualquier
otra reaccién bioquimica: a mayor temperatura mayor velocidad de
degradacidén. LAFON-LAFOURCADE [172] encontrd que para un mismo periodo de
tiempo la degradacién de &cido mAlico a 22°C y a 25°C era del 77%, a 30°C
del Qé%, y a 35°C del 95%.. La temperatura 6ptima para la fermentacién
maloléctica se sitfia alrededor de los 35°C, temperatura bastante superior a
la temperatura &ptima de crecimiento. Sin embargo la temperatura también
agrava los efectos negativos del pH y del etanol, con lo cual en un medio
alcobb6lico &cido los efectos negativos que estos tiemen  sobre la
fermentacién malolactica se ven incrementadas [243].

Las bacterias lacticas son mucho mAs sensibles al SO-, tanto libre
como combinado, que las levaduras ([189]. La presencia del SO0O: en el vino
implica un equilibrio, dependiente del pH, entre la forma molecular. y los
iones sulfito y bisulfito dentro de 1la porcién libre. A pHs mis bajos

existe una mayor concentracifn de S0- molecular. A pesar de que todas las



258

formas en las que se encuentra el S0> en el vino tienen actividad
antimicrobiana, la mis activa es lakforma molecular [54, 306]. El SO. actta
tanto sobre el crecihiento de las células (10 mg/l de SO> libre o 30 mg/1l
de SOz combinado perturban gravemente el desarrollo), como sobre la
actividad maloléctica, aunque en este caéo se requieren;ﬁayores cantidades
de S0 libre o combinado para inhibirlé totalmente. La actividad
maloléctica en un medio sintético disminuye en un 13% en presencla de 20
mg/l de SOz libre, en un 50% con 50 mg/l, y se inhibe tbfalmente con 100
mg/l [174). El umbral de sensibilidad depeﬁdé de la especie, del pH, y
también de la concentracién del infculo: a mayor concentracibén celular, la
fermentacidén malolactica se ve menos inhibida (172]. El mecanismo de
inhibicién de las bacterias lacticas parece ser la oxidacibén de los grupos
disulfuro del gnzima milico por parte del SO0- 1libre. El ion bisulfito
inhibirfa indirectamente la fermentacién malolidctica, ya que se combina con
el acetaldehido necesario para la reoxidacién de 1los coenzimas reducidos
[166].

El CO: actfia indirectamente sobre la fermentacién malolactica, ya que
favorece el crecimiento de las bacterias 1lacticas y consecuentemente la
velocidad de degradacién del &cido milico [26, 31, 175, 344].

Los acidos acético, citrico, L-lactico, succinico y tartérico ejercen
una ligera inhibicién de la fermentacibén malolactica. La mids marcada esta
producida por el &cido l&ctico. Esta inhibicibén puede considerarse como.un
control retroactivo por el producto final de una reaccién sobre el enzima
que lo cataliza [172]. LONVAUD-FUFEL [204] encuentra que tanto el &cido
L-léctico como el &cido oxAmico son inhibidores no competitivos, mientras
que el resto de 4&cidos del vino (sobre todo citrico, succinico y
tartérico), son inhibidores competitivos. La afinidad del enzima
maloléct&co por estos sustratos es muy préxima a la del malato, y la unién

de los mismos impide la transformacifén maloléactica.
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La concentracién inicial de &cido méilico también puede influenciar el
desarfollo de la fermentaciﬁn maloldctica en el caso de aquellas bacterias
que tengan uﬁ enzima malolédctico inducible [166]1. Asf, alin en el caso de
elevados»inéculos de células proliferantes, si1 la concentrainn de Acido
milico es inferior a 1la necesaria para 1la iﬁducci6n del enzima,  1la '
fermentacién malolactica no se produciri. Por otra parte; de los trabajos
de BRECHOT et al. [45] se desprende gque concentraciones de &cide milico
superiores a 40 mM retrasan la fermentacibﬁ'malol&ctica. |

LAFON-LAFOURCADE [172) tambiéﬁ estudié el efecto que ciertas
sustancias minerales y algunos componentes polifenélicos tenian sobre el
desencadenamiento de 1la  fermentacién maloléctica. Observd que los
"enriquecimientos con materias minerales, sobre todo Mg y ¥n, no tenian
accién positiva. Teniendo en cuenta que estos minerales son catalizadores
de la reaccidn maloléctica, la falta de activacién con la adicién de los
mismos se deb; a que el medio de ensayo ya los contenia como contaminantes,
al menos en las cantidades minimas requeridas. Los polifenoles ensayados
por LAFON-LAFOQURCADE [172] no éenian ningin efecto sobre la actividad
malolactica, excepto el &cido gdlico que en concentracibén de 1 g/l mostraba
una importante inhibicibén de la fermentacidén maloléctica.

Por 6ltimo, vamos a considerar el papel que tiene la competencia entre
los microorganismos sobre el desencadenamiento de la fermentacién
malolactica. Es bien conocida 1la capacidad de ciertas levaduras para
producir S0 [31)]. El efecto que este antiséptico tiene sobre el
crecimiento de las bacterias 1lécticas y sobre la fermentacidn malolactica
ya ha sido descrito con anterioridad, y explica el que bacterias no
proliferantes sean .incapaces de realizar la fermentacién malolactica en
vinos fermentados por ciertas cepas de levaduras. El descubrimiento de la
existencia de bacteriofagos de  bacterias lacticas {3211 puede explicar

también las dificultades de realizacidn de la fermentacién malolactica.
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1.2.4.- CONTROL DE LA FERMENTACION MALOLACTICA.

Dado el caraicter ambivalente ae la fermentacidén maloléctica, es
necesario conocer la forma de potenciarla en aquellos casos en que se
desee, y de 1nhibirla en aquellos otros en que se juzgue como perjudicial.
Los métodos de control son los siguientes: |
1.- Estimulacisén del crecimiento de 1la flora autSctona. Para ello los
niveles de SOz no deben sobrepasar 1los 40-50 mg/1 {170, 189], el pH debe
ser mayor de 3.2 [62, 282], y la temperatura de los vinos debe estar entre
16°C y 25°C [26, 282]. Hay que tener también presente que un prolongado
contacto con las heces del vino favorece la 1iberéc16n de nutrientes debido
a la lisis de levaduras [99, 118, 166, 178, 274]. GUILLOUX-BENATIER y
CIOLFI [145B1 han mostrédo cbmo distintos ext;actos de 1levadura estimulan
tanto el crecimiento como la realizacién de la fermentacibén maloléactica de
las bacterias lacticas. También un incremento del contenido en CO: de los
vinos tiene un efecto positivo sobre la fermentacitn malolactica [89), asi
como una maceracifn larga con los hollejos, ya que &sto da lugar a la
extraccidén de factores que estimulan el crecimiento de las bacterias
léacticas [26, 166]1; un bajo contenido en alcohol, menos de un 14% (v/Vv),
también favorece el crecimiento de la flora autéctona. La competencia com
levaduras también puede introducir un factor negativo para la cdnsecuciﬁn
de la fermentacifn malolactica. Esto se debe al gasto de sustancias
nutritivas por las levaduras, y también por la produccién de metabolitos
que inhiben el crecimiento bacteriano, como el SOz [121], proteinas [89] ¥y
dcidos grasos [181].

2.- Inoculaci6n con vino que ya ha realizado la fermentaci6n maloléctica.

En ciertos vinos la fermentacién malolactica puede estimularse
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inoculéndolos con vinos que ‘'ya han 1llevado a cabo la fermentaci6n
maloléctica. La principal desventaja de este método es que exista algtn
vino que esponténeamente realice esta fermentacibn, y que las bacterias del
vino utilizado como inSculo sean capaces de crecer en el vino que va a ser
inoculado. Autores como VETSCH [89] han observado una importante muerte de
células cuando un vino es inoculado en otro. Por ello, puedé ser_necésario
inocular grandes volfimenes de ¥ino con la fermentaciGn ‘maloléctica
realizada, y &sto puede resultar poco practico. CASTIND et al. [62]
sugieren un inéculo del 5%, mientras que KUNKEE [166] recomienda del 15% al
50%. Las dificultades préacticas que ocasiona 1la inoculacidén de grandes
voltimenes pueden ser subsanados por inoculacifn con las heces, o con las
células obtenidas por filtracién [21] o centrifugacién, a partir de un vino
con fermentacidén malolactica en proceso de realizacibn.

3.~ 1Inoculacién con cepas comerciales o de laboratorio. Las ventajas de
este mé&todo éon un mejor control sobre el tiempo y la velocidad de la
fermentacifén malolactica y sobre los aromas y sabores del vino. Muchos
autores bhan descrito 1la estiﬁulaci6n de la fermentacién malolactica por
inoculacién de cepas bacterianas [25, 27, 29, 42, 62, 102, 118, 120, 125,
167, 170, 172, 174, 178, 200, 249, 251, 254, 255, 341]. Estos estudios han
llevado al desarrollo de varias cepas comerciales de bacterias malolacticas
[89], y han revelado que algunos factores tales como las condicionesbde
precultivo y el momento en que se realiza la inoculacién afectan al
crecimineto de las células y al desencadenamiento de 1la fermentacidn
maloléctica. Cuando los enélogos desean inocular sus propiés bacterias
seleccionadas, los principales criterios para 1la seleccibn de cepas son:
una tolerancia al etanol superior al 15%, una tolerancia al SOz suferior a
50 mng/l, capacidad de crecimiento a pH=3.0, capacidad para crecer a las
bajas temperaturas propias de la bodega (entre 10°C y 15°C), produccién de

caracteristicas organolépticas adecuadas en vino, buena resistencia al
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ataque por bacteriofagos, e 1ncapacidad para producir gomas y mucilagos
extracelulares [89]. En este sentido, DELFINI [99] amplia estos criterios
hasta un total de 21 a fin de seleccionar la bacteria malolactica ideal.

Muchos autores han observado wuna muerte répida e importante de
bacterias 1lacticas cuando se inoculan directamente ern vino, de manera que
niveles iniciales de inSculo de 10¢ a 10° células pbr mililitro disminuyen
hasta 10 a 10® células/ml tras 1# inoculacitn [199). Tal pérdida de
viabilidad = se debe a que el vino representa un ambiente hostil debido a su
pPH bajo, al contenido en aléohol (10% o mis), a la presencia de SO, ali
bajo nivel de nutrientes ([166], y a la ©presencia de compuestos
antimicrobianos como ciertos .fenoles. Se han propuesto varios métodos de
precultivo de células a fin de evitar la pérdida de viabilidad. Los medios
que se recomiendan para el precultivo de células se basan generalmente en
jugo de uva, que contiene extracto de levadura, y ocasionalmente Tween 80
[27, 166]. HAYMAR y MNORK £148]. encontraron que el ﬁétndo de precultivo
puede afectar siénificativamente la capacidad de los microorganismos para‘
crecer y degradar el &cido milico. Ellos comprobaron que el crecimiento de
Levconostoc oenos en vino se potenciaba si se le precultivaba previamente
en un medio con jugo de uva que contenia entre el 40% y el 80% de vino. Sin
embargo, el incremento de la tasa de crecimiento estaba ;orrelacionada
negativamente con 1la activiﬁad maloléctica, de forma que la tasa de
degradacién de &cido m&lico en vino disminuia linealmente a mayor contenido
del vino en el medio de precultivo.

las bacterias maiolécticas pueden inocularse en los sigulentes
momentos de la vinificacibn: antes de la fermentaciédn alcohélica, durante
la fermentacién alcohblica, y tras la finalizacibén de la fermentacibén
alcohélica. La inoculacién antes del inicio de la fermentacibén alcohblica
se ha propuesto dado que las bacterias tienen una mayor probabilidad de

vivir en un medio carente de alcochol, vy ademfs con mayor cantidad de
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nutrientes que todavia no bhan sido agotados por las levaduras [166].--
BEELMAN (1982) y BEELMAX i KUNKEE (1985) encontraron que la inoculacisén de
las bacterias previamente a la fermentacibn alcohSlica resultaba en una
terminacién de 1la fermentacifn maloléctica antes del fipnal de 1la
fermentacifn alcob6lica [89]. Otros investigadores haﬁ observado s6lo un
pequefio crecimiento de las bacterias malolacticas cuando se inoculan antes
del inicio de la fermentacién alcohélica [125, 178]1. Tal inhibicidén debe
deberse a la elevada concentracifn inicial de SOz y a la carencia de
ciertos nutrientes necesarios para las bacteriés que pueden ser
proporcionados por la autolisis de levaduras [166]. Aunque BEELMAN [89] no
informa de que haya efectons negativos asociados a la inoculacién de
bacterias antes del inicio de la fermentacidn alcohblica, en ctro trabajo
[28] sefiala la existencia de una competencia entre levaduras y bacterias
léacticas (crecidas en un medio sintético), la cual provoca una disminucién
del crecimfento, una aceleracidn de la fase de muerte y una disminucibén de
la actividad maloléctica de estas Gltimas. Estas observaciones coincidén
con las de LAFON-LAFOURCADE et al. [1781, quienes encuentran que en mosto
no sulfitado y a pH=3.3, el crecimiento de las levaduras era inhibido por
la inoculacidén de Leuconostoc oenos a un nivel de 107 ufc/ml. Las bacterias
parece ser que degradan azficar del mosto y producen niveles superiores a
los normales de D(-)-lactico y acetato. LAFON-LAFOURCADE concluye que,
aunque la inoculacién conjunta de levaduras y bacterias puede llevar a una
mis répida finalizacién de 1la fermentacién maloléctica, ésto supone unos
riesgos asociados. S1i la fermentacién de las levaduras se retrasa, las
bacterias metabolizan los azficares del vino y producen niveles inaceptables
de &cido acético. Estos problemas desaconsejan la inoculacifn de bacterias
lacticas antes del final de la fermentacién alcohflica.

La inoculacién de bacterias durante la fermentacibén alcohflica ha sido

llevada a cabo por GALLANDER [125)}. En este estadio la bacteria no
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- experimenta el efecto de elevadas concentraciones de etanol, y el S0 libre
inicial se ha reducido por 1la formacién de compuestos de combinacibén
producidos por el metabolismo de las levaduras. Sin embargo el antagonismo

~entre levaduras y bacterias puede restringir el desarrollo de estas Gltimas
en algunasrccasiones [281.

La ventaja de la inoculacién al final de la fermentacibén alcohblica
[125, 166) es que las bacterias tienen a su alcance nutrientes necesarios
provenientes de 1la autolisis de levadurés (28, 121]? Sin embargo la
concentracién de etanol en este momentb es mixima y ello puede retrasar la
conclusi6p de la fermentacidn maloléctica [178].

No se puede pues establecer de manera taxativa cudl es el mejor
momento para la inoculacifén de las bacterias, ya que siempre existirén
ventajas e inconvenientes. Este momento dependerd de la composicidn del
mosto, de la cepa de levadura, y de las técnicas de vinificacién.

4.- Utilizacibn de células o enzimas inmovilizados. LAFON-LAFOURCADE [172]
establecid que células no proliferanteé de Leuconostoc oenos en elevada

.concentrécién (de 10¢ a 107 ufc/ml), podian producir una répida degradacién
del adcido milico. No se requiere pues que las células crezcan, y éstas
pueden actuar como una preparacifn cruda de enzima contenido en células
enteras. De esta manera la desacidificacién ocurre sin modificacibn de los
aromas, ya que éstos se deben al metabolismo de las células en crecimiento.
Tal observacién ha introducide la posibilidad de wuna desacidificacidn
continua de vino que pase a través de soportes con células o enzimas
aislados, inmovilizados. Los trabajos de LEE y PACK (1980) [164] muestran
que célulae de Lewvconstoc oenos inmovilizadas en gel de poliacrilamida no
mostraban actividad cuando se inoculaban en vino blanco con 12° alcohblicos
y un contenido en SO-> de 50 a 100 mg/l. El fallo en 1la degradacién del
dcido mAlico en este caso puede estar relaciopado con la inhibicibn del

enzima maloléctico, o de permeasas asociadas, por el SO:- o por el etanol.
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Sin embargo si las células inmovilizadas se incubaban en mosto de uvas
blancas con wuna concentracidén del 0 a 50 mg/1 de S0z, sI que habia una
degradaci6n del &cido mAlico cuya extensién iba del 50% al 36%
respectivamente. ROSSI y CLEHENII [291] gncontraron una degradacién del 75%
de Acido mAlico en mosto, utilizando cé&lulas inmovilizadas de Leuconostoc
oencs. TOTSUKA .y HARA (1981) [89] compararon la actividad maloléctica en
vinos de células de Leuconostoc mesenteroides, tanto inmoviiizadas como
libres; llegaron a la conclusiéﬁ de que las células inmovilizadas mantenian
mejor que laé libres su actividad malolictica cuando se las sometia =a
condiciones de altas concentraciones de alcohol, pH bajo y alto contenido
en S0z, asl como a lo largo de varios pases por vino [89]. Los intentos de
desacidificar el vino utilizando el enzima malolédctico inmovilizado en
geleé,. no han tenido éxito hasta el presenfe, probablemente a causa de la
pérdida de actividad del mismo al pH del wvino y por la necesidad del NAD'
£8o;.

En resumen, las células inmovilizadas pueden ofrecer varias ventajas
para la desacidificacifn de un vino como son: operaciones sucesivas, mayor
tolerancia a vinos de alto contenido en etanol y S0z y bajo pH, mejor
control sobre la duracién y extensién de la desacidificacibn y ausencia de
los efectos del crecimiento bacteriano en el vino. Las desventajas de.este
método incluyen 1la posibilidad de contaminacién. microbiana de los
reactores, transferencia de é&sta al vino, pérdida de actividad en
operaciones prolongadas, y escape de células inmovilizadas al vino.

5.- Inhibicién de 1la fermentacién malol&ctica. La inhibicién de la
fermentacién malpolédctica es también una técnica de control negativo que se
utiliza cuando no es aconsejable que se produzca este proceso. La
inﬁibicién se consigue estableciendo aquellas condiciones que restrinjan o
detengan el crecimiento bacterianao. Tales condiciones podrian ser: el

mantenimiento del pH del vino en valwres inferiores a 3.2, el poseer una
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Concentraéién de etanol superior al 14%, una baja temperatura de
almacenamiento, un ajuste del S0. total a niveles superi&res a 50 mg/l
£189], un +trasiego répido y posterior clarificacién tras la fermentacién
alcnhélica‘[1663, una reduccidén de la maceracifn con hollejos 7y del
prensado en caliente (251, 1la pasteurizacién [166], y 1la filtracibn
esterilizante. Otros investigadores han informado que han conseguido
inhibir 1la fermentacitn malolictica por adicibén de altos niveles de &cido
fumirico [249, 255]. Otros compuestos quimicos que inhiben el crecimiento
de las bacterias lécticas sonel &cido sérbico y los ésteres del p-hidroxi
benzoato, pero su efectividad bajo condiciones industriales mno se ha
investigado suficientemente. Sin embargo, el metabolismo del Acido sérbico
por las bacterias del &cido la4ctico se ha asociado con el desarrollo de

olores a geraniol [175, 276].

1.3.- OBJETIVOS DEL TRABAJO.

Los aspectos del +trabajo de investigacién que a continuacién van a
presentarse, est&n encaminados a conocer el comportamiento de las cepas de
bacterias lacticas aisladas durante la campafia 1983-1984. El1 conocimineto
de sus caracteristicas nos permitird la seleccién posterior de aquellas
cepas que demuestren poseer mejor aptitud opara llevar a cabe la
fermentacifén maloléctica en vinos. Este trabajo tiene como meta el conocer
de qué manera se puede asegurar el crecimiento y/o la actividad maloléctica
de las bacterias, a fin de establecer un protocolo de actuacidn que permita
solventar 1los probtlemas de exceso de acidez y pobreza en aromas que en

ciertos vinos de la D.0. Utiel-Requena se vienen dando.
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Secuencialmente; los objetivos que se han propuesto en estos trabajos
han sido:

1.- Establecer la capacidad de degradacibén de &cido milico por parte de las
cepas. Para.este fin se utilizé un medio sintético que nos mostrase la
actividad malolictica de las cepas eﬁ condiciones 6ptimas.

2.- El estudiar la influencia que ciertos factores fisico-quimicos tenian
sobre el desencadenamiento de la fermentacién maloléctica en vino. Para
solventar este problema se ensayaron todas las variables sobre un mismo
tipo de vino a fin de evitar resultados errbneos debidos a la mayor o menor
"fermentabilidad” de los vinos. LAFON-LAFOURCADE [174] establece que en el
vino existen sustancias desconocidas actualmente que son capaces de
potenciar, cambiar o inhibir 1la actividad maloléactica -de las bacterias
lécticas. A esta caracteristica es a lo que ella denomina "fermentabilidad”
de los vinos. También se utilizaron en esta serle de ensayos indculos
elevados de células no proliferantes, a fin dé evitar problemas
relacionados con el crecimiento de las cepas en vino [172].

Los factores fisico-quimicos gque se ensayaron fueron el ©pH, la
temperatura, la concentracién de etanol, 1la cantidad de S0z, y la
proporcién del CO- en la atmbsfera de incubacidn. Se eligieron estos
parédmetros porque son los que mA&s influencia tienen sobre el crecimiento y
sobre la fermentacidén maloldctica [31, 42, 172, 174, 175], y ademAs porque
son los parédmetros mis susceptibles de modificacidén por parte del endlogo.
Esto tiene una gran importancia cuando se pretende llevar a la préctica los
resultados de la investigacién realizada en el laboratorio.

3.- El1 tercer objetivo fue determinar 1la influencia del pH sobre el
crecimiento de las bacterias. Se ensayé un rango de pHs que iba desde
pH=3.0 hasta 3.5 en vino, dado que es a pHs bajos donde interesa que estas

bacterias se desarrollen [89, 100].



4.~ El estudio del efecto de distintos niveles de inbculo sobre la duracién
de la fermentacién maloléctica, constituyé otro de los puntos a resolver en
el presente trabajo.

5.- El 4ltimo objetivo que nos propusimos fue evaluar qué efecto tenia la
adaétaciGn progresiva a pﬁs bajos en vino sobre el crecimiento y la rapidez

de realizacibtn de la fermentaqién maloléactica.

Z2.- MATERIAL Y METODOS.

" 2.1.- MEDIOS DE CULTIVO.

Medio C.

Medio MRS.
¥edio MLO.
Medio agar MRS.

¥edio agar MLO.

La composicién de 1los medios de cultivo precendentes se halla

especificada en el Apartado 2.5.3 del Capitulo II.

Vino.
El vino utilizado en la mayor parte de las experiencias era un vino
rosado procedente de uvas Bobal vendimiadas en la campafia 1984-1985. Este

vino nos fue proporcionado por la Cooperativa Vinicola de Requena. En las
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experiencias en las que se wutilizaron otros tipos de vinos, el origen y
caracteristicas particulares de los mismos se especifican al describir los
ensayos.

Al vino originario de 1la Cooperativa Vinicola de éequena. se le
sometis en el laboratorio a un procesﬁ de clarificacién. Tras 1la
clarificacién, se separ6 por decantacién la porcibn clara superior de 1la’
que contenfa el sedimento-arrastrado por los clarificantes. La porcién de
-vinc clarificado se filtré por tierras Kiesélgurv(nerck), ; posteriormenfe
se esterilizé por filtracién a través de membrana Millipore de 0.45 pum de
tamafio de poro. Tras estos tratamientos, el vino se almacent a 4°C hasta el

momento de su utilizacién. A este vino le denominamos vino base (VB), y sus

caracteristicas se exponen en la Tabla 35.

2.2.- CLARIFICACION DE LOS VINCS.

A los vinos se les sometié a un proceso de clarificacidn con dos
finalidades: la primera era el poder llevar a cabo "la filtracién
esterilizante sin los problemas de colmatacién inmediata de los filtros por
causa de las materias en suspensién. El segundo objetivo era conseguir la
estabilizacifén  del vino, evitando de esa manera precipitaciones o
enturbiamientos  posteriores, que dificultaran la observacién del
comportamiento de los microorganismos sembrados en é1.

La clarificaclén se realizé con bentonita y gelatina. El empleo y la
actividad de 1la bentonita ya ha sido comentada previamente en el Apartado
2.2.4.2 del Capitulo I. La gelatina se wutiliza para precipitar las
sustancias ténicas oxidadas y condensadas, y de esta forma se consigue

mejorar el color y el sabor [331]. Cada vino requiere unas dosis distintas
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de clarificantes seglin su composicifn y caracteristicas [229, 331]. Por
ello lo primero que se necesita es ia determinacién de las dosisléptimas de
gelatina y bentonita que clarifiquen al méximo sin alterar 1las cualidades
del vino. La determinacién de 1las concentraciones &ptimas se realizs
ensayando diferentes cantidades de ambos clarificantes para una cantidad de
vino determinada.

La gelatina se preparé al 1% (p/v), disolviéndola en agua destilada a
50°C y acidulada con 3-4 gotas de HC1 por 1litro para facilitar la
disolucién., La bentonita se preparé al 2% (p/v), dejéndose ﬁidratar durante
24 horas; posteriormente se diluye en agua hasta una concentracién final
del 10% (p/v).

Para el ensayo, se prepararon 5 probetas de 250 ml de capacidad con

250 ml de vino a las cuales se les afladieron las siguientes cantidades de

clarificantes:
. N2 de probeta ml de gelatina ml de bentonita
1 0.10 0.5
2 0.15 1.0
3 0.20 1.5
4 0.25 2.0
5 0.35 2.5

Tras 1la adicién secuencial de gelatina y bentonita, se agité bien la
mezcla y se dejé reposar durante 24-48 horas. Ai cabo de este tiempo se
examinaron las probetas. Se eligieron aquellas concentraciones de gelatina
y Dbentonita que habian 1logrado una mayor precipitacién sin alterar el
color, sabor u olor del vino. Estas concentraciones fueron las que se
emplearon posteriormente en la clarificacién de todo el vino a tfatar, y

eran 600 mg/l de bentonita y 80 mg/l de gelatina.
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2.3.~ FILTRACION POR TIERRAS Y FILTRACION ESTERILIZARNTE.

Para 1la filtracién por tierras empleamos harina f6sil de diatomeas
tipo Kieselgiirlt (Merck). Estas harinas filtran por tamizaje, y los
estratos de cierto espesor son adsorbentes también [229). El1 filtro de

tierras se preparf de la siguiente manera:

i.- Eﬁ una probeta de 250 ml se colocd un volumen de 75 ml de Kieselglirlt y
agua hasta cumpletér los 250 ml. Se agité bien.

2.- Se cortaron dos circulos de papel de filtro que acoplasen en el
interior de un embudo Blichner. El1 embudo se ajusté a un Kitasato conectado
a una bomba de vacio. Uno de los circulos de papel de {filtro se coloch
derntro del embudo, bhumedeciéndose con agua destilada. Se vertié la
suspensién de tierras y se caonecté la bomba de vacio. Sobre el espesor de
tierras compactadas y libres de agua se colocd el otro circulo de papel de

filtro.

3.- Se past el vino a través del filtro de tierras, desechéndose los
primeros 150-200 ml.

Tras esta primera filtracién, al vino se le sometié a una filtraciédn
esterilizante a través de membrana Millipore de 0.45 pm de dif&metiro de

poro. La filtracién se hizo mediante vacio.

2.4.- ACTIVIDAD DEGRADADORA DEL ACIDO MALICO EN MEDIO SINTETICO.

Se utilizd el medio C, adicionado de 10 g/l de &cido L-médlico, para
observar la capacidad degradadora de este &cido que presentaban las cepas
aisladas por nosotros. Este ensayo se realizé tanto en condiciones de

aerobipsis como de anaerobiosis, a fin de observar =i ésto influia en 1la
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velocidad de degradacién.

Los lactobacilos se crecieron en MRS y los cocos hetérofermentativos
en MLO, de 24 a 72 horas a 28°C. Dos series de tubos con 10 ml de medioc C
se sembraron con un in6culo del 1%. Una serie de los tubos se incubs a 28°C
en aerobioéis y otra a 28°C en cémara de anaerobiosis con un 90% de N> y un
10% de COz. la.dinédmica de degradacién del &cido L-mdlico se observé
tomando muestras a los 1, 2, 5, 18 y 36 dias desde la inoculacibn. las
muestras recogidas se cromatégrafiaron sobré papel, seglin la técnica ya

descrita en el Apartado 2.4.16 del Capitulo II.

2.5.- ESTANDARIZACION DE LOS INOCULOS.

Para la realizacién de nuestros ensayos fue necesario buscar un método.
que nos permitiese trabajar siempre con la misma concentracidén celular.
Para ello establecimos la siguiente metodologia de trabajo.

Las cepas se hacian crecer tres veces sucesivas en medio MRS o MLO a
28¢C durante 1-3 dias, segGn la velocidad de crecimiento caracteristica de
cada cepa. El cultivo crecido e; la tercera siembra se centrifugaba a 4000
rpm en una centrifuga de sobremesa Kokusan durante 20 minutos. Se eliminaba
el sobrenadante y el sedimento se resuspendia en suero fisiolégico estéril
a pB=5.0, volviéndose a centrifugar en las mismas condiciones. Tras
.elimi