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CAPITULO I , El entorno del vino.
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1 . -  LA HISTORIA DEL VIRO.

1 . 1 . -  ORIGENES DE LA VITICULTURA Y LA ENOLOGIA.

E l o r i g e n  de l a  v i d  y d e l  v in o  en  e l  mundo s e  p i e r d e  en  l o s  t ie m p o s  de 

l a  p r é h i s t o r i a ,  h a s t a  e l  p u n to  de que t o d a v í a  hoy e s  im p o s ib le  d e t e r m i n a r  a  

c i e n c i a  c i e r t a  c u á l  pudo s e r  s u  l u g a r  de o r ig e n .  A menudo s e  ha c i t a d o  a l a  

v id  como p r o c e d e n te  de l a  zona  d e l  Cáucaso  y d e l  T u r q u e s tá n ,  p e r o  l a  v e rd a d

e s  que l a s  p l a n t a s  de l a s  que p ro c e d e  l a  a c t u a l  V i t l s  v i n l f e r a  e r a n  ya

f r e c u e n t e s  d u r a n t e  l a  E ra  S e c u n d a r ia  t a n t o  en  e l  c o n t i n e n t e  E u r o a s i á t i c o ,  

como en l a  a c t u a l  A m érica  d e l  N or te  e i n c l u s o  e n  A f r i c a  C2561.

S in  embargo, l a s  l i a n a s  s a l v a j e s  d e l  g é n e ro  V l t i s  que p r o s p e r a b a n  en

l a  Europa O c c i d e n t a l  M e r id io n a l  d u r a n t e  l a  Era  T e r c i a r i a  o C u a t e r n a r i a ,  

d e s a p a r e c i e r o n  t o t a l m e n t e ,  hace  unos  100000 o 120000 a ñ o s .  En e l  p e r io d o  de 

máxima g l a c i a c i ó n  s ó l o  p u d i e r a n  s o b r e v i v i r  a q u e l l a s  a s o c i a c i o n e s  v e g e t a l e s  

de t i p o  a te m p e ra d o  que v i v í a n  en  z o n a s  a b r i g a d a s ,  c o n s t i t u y e n d o  e s t o s

l u g a r e s  r e f u g i o s  n a t u r a l e s  o h i b e r n a d e r o s .  Zonas de e s t a s  c a r a c t e r í s t i c a s

no e r a n  p o s i b l e s  n i  en  l o s  A lpes  n i  en  l o s  P i r i n e o s ,  tam poco en l a s

m on tañas  de A f r i c a  d e l  N o r te ,  p e ro  s í  e s  p r o b a b le  que e x i s t i e s e n  en

D alm ac ia  y A lb a n ia ,  en  l o s  a l r e d e d o r e s  s i t u a d o s  a l  s u r  de l o s  C á r p a to s .  Se 

ha p o d id o  s a b e r  con  c e r t e z a  que l a  v id ,  d u r a n t e  l a  'ú l t im a  g l a c i a c i ó n ,  s e  

l o c a l i z a b a  en l a s  c o s t a s  o r i e n t a l e s  d e l  mar Negro, en  G e o rg ia .  Cuando l a  

n ie v e  y e l  h i e l o  s e  r e t i r a r o n  e s t a  p l a n t a  s e  e x t e n d i ó ,  s ie m p re  a s o c i a d a  a
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l o s  b o s q u e s  que l e  s e r v í a n  de s o p o r t e .  P e ro  e n  Europa e s t a  e x t e n s i ó n  

n a t u r a l  no p o d ía  s e r  muy im p o r ta n t e ,  ya  que f u e r a  de l a  zona  d e l  C áucaso  y 

de l a  a c t u a l  G e o rg ia  s e  l l e g a  rá p id a m e n te  a  z o n a s  de c l im a  de e s t e p a  y de 

c l im a  m e d i t e r r á n e o ,  donde l a  v id  no c r e c e  s i  no e s  con  l a  i n t e r v e n c i ó n  d e l  

hombre. M ie n t r a s  t a n t o  en  l a  a c t u a l  América d e l  N o r te  l a  s i t u a c i ó n  e r a  

d i f e r e n t e :  d u r a n t e  e l  p e r io d o  g l a c i a l  l o s  r e f u g i o s  d e l  bosque  a te m p e ra d o  y

de s u s  l i a n a s  a s o c i a d a s  s e  s i t u a r o n  en  l o s  m ontes  A p a la c h e s  d e l  S u r ,  y

cuando l o s  g l a c i a r e s  s e  r e t i r a r o n  s e  i n s t a u r ó  e l  c l im a  a c t u a l  con  v e ra n o s

húmedos y c á l i d o s  s e m e ja n te  a l o s  de G e o rg ia .  Aquí l a s  e s p e c i e s  b o s c o s a s  y 

l a s  l i a n a s  p a r á s i t a s  d i s p u s i e r o n  de un campo inmenso p a r a  e x p a n d i r s e ;

t o d a v í a  hoy s e  e n c u e n t r a n  e s p e c i e s  de v i d e s  a m e r ic a n a s  en  e s t a d o

n a t u r a l .  S in  embargo, en  América no s e  e n c o n t r a b a  l a  e s p e c i e  V l t i s  

v i n í f e r a , ú n i c a  e s p e c i e  p r o d u c t o r a  de buenos  v i n o s  [663 .

P e ro  l a  p r e s e n c i a  de v i d e s  no p re su p o n e  v i t i c u l t u r a  y mucho menos 

e l a b o r a c i ó n  de v in o s ,  ya  que t a n t o  e l  c u l t i v o  de l a  v id  como l a s  t é c n i c a s  

de e l a b o r a c i ó n ,  r e q u i e r e n  un avanzado  e s t a d o  de c i v i l i z a c i ó n  que s ó l o  muy 

p ocos  p u e b lo s  en  l a  a n t ig ü e d a d  l l e g a r o n  a  a l c a n z a r .  E l o r i g e n  de l a

v i t i c u l t u r a ,  s i n  s e r  tampoco muy p r e c i s o ,  p a r e c e  q u r  s e  r e s t r i n g e  a  unos 

p u e b lo s  que h a b i t a r o n  en t o r n o  a l  Cáucaso  (Armenia, G e o rg ia ,  e t c . ) ,  que e s  

donde s e  h a b ía n  p r e s e r v a d o  e s t a s  p l a n t a s  d u r a n t e  l a s  g l a c i a c i o n e s .  Desde

aquí e l  s e c r e t o  d e l  c u l t i v o  de l a  v i d  y de l a  e l a b o r a c i ó n  d e l  v in o ,  s e

e x te n d ió  h a c i a  o c c id e n te  buscando  en  l a s  r i b e r a s  d e l  M e d i t e r r á n e o  su

a f i n c a m i e n t o  i d e a l  C2563.

A c a b a l l o  e n t r e  l a  ley e n d a  y l a  h i s t o r i a ,  l a s  más re m o ta s

c i v i l i z a c i o n e s  c o in c i d e n  en r e c a b a r  p a r a  e l l a s  e l  d e s c u b r i m i e n t o  de l a  

v i n i f i c a c i ó n  de l a  uva. P o r  o rd en  c r o n o l ó g i c o ,  e l  p u e b lo  s u m e r io ,  e l  más 

a n t i g u o  de l a  b a j a  M esopotam ia, c u l t i v ó  l a  v i d  hace  6000 a ñ o s .  En un v i e j o

t e x t o  h in d ú  e s c r i t o  po r  e l  s a b i o  P u l a s t a y a ,  s e  h a b la  ya de una p o s i b l e

v e r s i ó n  d e l  v in o ,  a n t e r i o r  desde  lu eg o  a  l o s  f e n i c i o s  y que ta m b ié n  pudo
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s e r  c o n o c id a  p o r  l o s  a r i o s  d e l  A sia  C e n t r a l  [ 4 9 ] .  En E g ip to  h a l la m o s  

f r e c u e n t e s  a l u s i o n e s  a l  c u l t i v o  de l a  v i d  y a  l a  e l a b o r a c i ó n  d e l  v in o  en  

monumentos, p i n t u r a s ,  d e c o r a c io n e s  de u t e n s i l i o s ,  e t c .  E s to s  docum entos  

a r q u e o l ó g i c o s  p ru e b a n  que v i t i c u l t u r a  y f a b r i c a c i ó n  de v i n o s  e r a n  d o s  

a c t i v i d a d e s  c o n o c id a s  y p r a c t i c a d a s  en  E g ip to  d e s d e ,  p o r  l o  menos, l a  IV 

D i n a s t í a  de F a r a o n e s ,  ap rox im adam en te  d e sd e  e l  año  2500 a .C .  [2563 . En l a  

cu en ca  d e l  F i l o  s e  u t i l i z a b a  e l  método d e l  t o r n i q u e t e  p a r a  e s t r u j a r  l a s  

uvas :  e s t e  método c o n s i s t í a  en e x p r i m i r  l a s  u v a s  m e t i é n d o l a s  en  un s a c o  y 

r e t o r c i é n d o l o  p o r  s u s  e x tre m o s .  En f e c h a  p o s t e r i o r ,  en  T ebas ,  s e  empleó e l  

t o d a v í a  hoy v i g e n t e  s i s t e m a  de e s t r u j a r  l a  uva  s a l t a n d o  s o b r e  e l l a  en una 

t i n a .  Po r  a q u e l  e n to n c e s  ya e x i s t í a n  b o degas  de a lm a ce n a m ie n to ,  con v in o s  

que s e  a ñ e ja b a n  mal que b i e n  en  v a s i j a s  a  l a s  que s e  u n ta b a  con  b e tú n  como 

p r e v e n t i v o  de l a s  e n fe rm e d a d e s  d e l  v in o  [ 4 9 ] ,  P o r  o t r a  p a r t e  l o s  e g i p c i o s  

i n t r o d u j e r o n  ta m b ié n  e l  e t i q u e t a d o  d e l  mismo.

E x i s t e n  c o m e n t a r i s t a s  que han  a c h ac a d o  e l  d e s c u b r i m i e n t o  o l a  i n i c i a l  

e l a b o r a c i ó n  d e l  v in o  a  l a  r a z a  s e m i ta ,  y Foé e s  p a r a  l o s  j u d í o s  e l  i n v e n t o r  

más i n d i s c u t i b l e  d e l  v in o .  Los p e r s a s  f u e r o n  l o s  e s p e c i a l i s t a s  más re m o to s  

en e l  d i f í c i l  a r t e  de m e z c la r  v in o s ,  cayendo  con f r e c u e n c i a  en l a  poco 

reco m en d ab le  p r á c t i c a  de a g r e g a r  a  un buen v in o  a lg u n a  s u s t a n c i a  de 

p r o p ie d a d e s  e m b r i a g a n te s ,  como e s  l a  e s e n c i a  de nuez vóm ica [493 .

De l a  misma é p o c a  que l o s  docum entos  e g i p c i o s  d a t a n  o t r o s  h a l l a z g o s  de 

l a s  c o s t a s  de A s ia  Menor (T ro y a ) ,  p o r  l o  que e s  de s u p o n e r  que en t o r n o  a l  

año 2000 a .C .  s e  i r í a  e x te n d ie n d o  l a  v i t i c u l t u r a  h a c i a  l a s  i s l a s  e g e a s  

h a s t a  l l e g a r  a G r e c ia ,  en  donde e s t á  p ro b ad o  que ya e r a  p r a c t i c a d a  h a c i a  e l  

afio 1700 a .  C. [2563 . El v in o  e n  G re c ia  hace  s u  a p a r i c i ó n  como un e le m e n to  

v i t a l  i n d i s p e n s a b l e  y como un i n f l u y e n t e  emblema e s p i r i t u a l .  En ” La I l i a d a ” 

y en  ” La O d is e a ” abundan  l a s  a l u s i o n e s  a s i t i o s  y a  p e r s o n a s  l i g a d o s  a l  

v in o  y a su  consumo t a n t o  en  l a  g u e r r a  como en  l a  paz .  H esíodo  nos  a n t i c i p a  

en  ” Los t r a b a j o s  y l o s  d í a s ” c i e r t a s  m e t i c u l o s a s  a p r e c i a c i o n e s  s o b re  l a s
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c l a s e s  y a p ro v e c h a m ie n to s  d e l  f r u t o  de l a  v id .  El v in o ,  en  G re c ia ,  e s t á  

In t im a m e n te  v in c u l a d o  a l a  r e l i g i ó n ,  p e ro  con  e l  t ie m p o  l a s  d o s i s  

d e s t i n a d a s  a  l o s  s a c r i f i c i o s  r e l i g i o s o s  a u m e n ta ro n  o s t e n s i b l e m e n t e  a l  

g e n e r a l i z a r s e  s u  consumo en l a  v id a  d i a r i a .  Se c u e n ta  con  un im p o r ta n te  

m a t e r i a l  r e f e r e n t e  a  l a  c r i a n z a  y a l  u so  d e l  v in o  en G r e c ia :  l a s  v e n d im ia s  

s e  r e a l i z a b a n  con c i e r t o  c r i t e r i o  l ó g i c o ,  s e  c o r t a b a  l a  uva  en un g ra d o  

id ó n eo  de m adurez, s e  p i s a b a  en  t i n a s  como l a g a r e s ,  s e  a lm acen ab a  e l  mosto 

en o d r e s  y s e  v i g i l a b a  y componía su  a f ie ja m ie n to .  También c o n s t a  que, p a ra  

c o n s e r v a r  e l  v in o  s e  a g re g a b a n  s u s t a n c i a s  como l a  b r e a ,  l a  r e s i n a ,  e l  p o lv o

de mármol, l a  c a l  y e l  agua  s a l a d a .  En a lg u n a s  o t r a s  z o n a s  de G re c ia ,  en

A rc a d ia ,  s e  h a c í a n  f e r m e n t a r  l o s  m osto s  y s e  c o n s e rv a b a n  c o c i é n d o lo s  a l  

fu e g o ,  con lo  que e l  v in o  a d q u i r í a  una c o n s i s t e n c i a  de j a r a b e  t 493.

S ig u ie n d o  l a s  m ig r a c io n e s  de p o b l a c i ó n  d e sd e  O r i e n t e  a  O c c id e n te ,  e s  

p r e s u m ib le  que e l  c u l t i v o  de l a  v id  l l e g a r a  a  I t a l i a  h a c i a  e l  afio 1000 a .C .

de l a  mano de l o s  e t r u s c o s ,  aunque en  S i c i l i a  y en  l a  p u n ta  m e r id io n a l  de

l a  p e n í n s u l a  i t á l i c a ,  e l  o r ig e n  p a re c e  a t r i b u i r s e  más b i e n  a l o s  g r i e g o s  

C2563'. Los rom anos a lm acen ab an  s u s  v i n o s  en  á n f o r a s  donde s e  a f ie ja b a n  unos 

c a l d o s  c a d a  vez m ejo r  e l a b o r a d o s .  Lo que t o d a v í a  no p u d ie r o n  p e r f e c c i o n a r  

l o s  rom anos fu e  e l  método de c l a r i f i c a c i ó n  de l o s  v i n o s ,  ya que a n t e s  de 

s e r v i r l o s  t e n í a n  que s e p a r a r  l a s  h e c e s  m e d ia n te  un c o l a d o r .  S in  embargo, 

f u e r o n  muy a f i c i o n a d a s  a l a s  m e z c la s  en  lo  que r e s p e c t a  a  l a  a d i c i ó n  de 

e s e n c i a s  a r o m á t i c a s  a l  v in o  c o c id o ,  como l a s  denom inadas  f,m e l i t i t e s M (v in o  

c o i  m i e l ) ,  " p ip e r a tu m "  (v in o  con p im i e n t a )  o " ro s e tu m "  y " m y r t i t e s "  (v in o  

con r o s a s  y m i r t o s )  [493 .

Los rom anos, como ya h a b ía n  hecho  f e n i c i o s  y g r i e g o s ,  p ro p a g a ro n  e l  

c u l t i v o  de l a  v i d  por  l a s  t i e r r a s  c o n q u i s t a d a s .  Cuando J u l i o  C esa r  

c o n q u i s t a  l a s  G a l i a s ,  l o s  romanos e n c u e n t r a n  l o s  b a r r i l e s  de madera p o r  

p r im e ra  v ez ,  como un in v e n to  de l a s  t r i b u s  g a l a s .  Los c e l t a s  u t i l i z a b a n  

e s t o s  b a r r i l e s  p a ra  l a  c e r v e z a ,  p e ro  no p a r a  e l  v in o .  Los romanos s e
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p e r c a t a r o n  r á p id a m e n te  de que e s t o s  r e c i p i e n t e s  e r a n  i d e a l e s  p a r a  e l  

t r a n s p o r t e  d e l  v in o ,  más c a p a c e s  y s e g u r o s  que l a s  c l á s i c a s  á n f o r a s  de l a  

época  [3293.

1 . 2 . -  IETRODUCCIOE DE LA VITICULTURA Y VI311 CULTURA EE LA ACTUAL COMARCA 

VALEECIAEA.

Rada s e  s a b e  en  c o n c r e to  a c e r c a  de l a  i n t r o d u c c i ó n  de l a  v i d  en  l a  

P e n í n s u l a  I b é r i c a ,  aunque to d o  p a re c e  i n d i c a r  que e s t o  no pudo s u c e d e r  

b a s t a  época  muy t a r d í a  y que d e b ió  t e n e r  l u g a r  en T a r t e s s o s ,  p o r  l a  B é t i c a  

C 2563.

Por  lo  que r e s p e c t a  a  t i e r r a s  v a l e n c i a n a s ,  lo  más s e g u ro  e s  que e l  

c u l t i v o  de l a  v i d  y l a  e l a b o r a c i ó n  d e l  v in o  no s e  g e n e r a l i z a r a n  b a s t a  b i e n  

e n t r a d a  l a  ro m a n iz a c ió n .  Los v e s t i g i o s  más a n t i g u o s  r e f e r i d o s  a l  v in o  s e  

rem on tan  a l  s i g l o  VI a .  C . , p e ro  s e  t r a t a  de á n f o r a s  v i n a r i a s  de o r ig e n  

o r i e n t a l ,  que l o  ú n ic o  que p ru e b a n  e s  que e x i s t í a  un c o m e rc io  de 

im p o r ta c ió n .  En l a  e v o lu c i ó n  d e l  consumo d e l  v in o  y d e l  c u l t i v o  de l a  v i d  

en t i e r r a s  v a l e n c i a n a s  s e  pueden  e s t a b l e c e r  t r e s  e t a p a s ;  l a  p r im e ra  

a b a r c a r í a  d e s d e ' e l  s i g l o  VI a l  I I I  a .  C. y en  e l l a  s e  i n i c i ó  y d i f u n d i ó  e l  

consumo de v in o  im p o r ta d o  p o r  f e n i c i o s  y g r i e g o s  que s e  i n s t a l a r o n  en l a s  

c o s t a s  y en  l a s  i s l a s  m e d i t e r r á n e a s .  'La segunda e t a p a  c o m p re n d e r ía  l o s  

s i g l o s  d e l  I I I  a l  l a .  C . ; l a  v i c t o r i a  de Roma s o b re  C a r ta g o  en  l a  segunda  

G u erra  P ú n ic a  s u p u so  que , a  f i n a l e s  d e l  s i g l o  I I I  a .  C. , t o d o  e l  l i t o r a l  

m e d i t e r r á n e o  c a y e s e  b a jo  l a  i n f l u e n c i a  y e l  c o n t r o l  p o l í t i c o  y c o m e r c i a l  de 

Roma. De e s t e  modo s e  in c re m e n tó  e l  consumo de v in o s  rom anos f r e n t e  a l o s  

g r i e g o s  y p ú n ic o s  y  además s e  i n i c i ó  l a  i n t r o d u c c i ó n  de l a s  p l a n t a c i o n e s  de 

v i d  en  n u e s t r o  t e r r i t o r i o ,  g r a c i a s  a l a  fu n d a c ió n  de c iu d a d e s  rom anas y a
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l a  in m ig r a c ió n  de c o n o c e d o re s  d e l  c u l t i v o  de l a  v i d .  La t e r c e r a  e t a p a ,  

s i g l o s  d e l  I a l  I I I  d. C. fu e  e l  momento en  que e l  c u l t i v o  de l a  v i d  s e  

g e n e r a l i z ó ,  de t a l  modo que  pasam os de im p o r ta d o r e s  a  e x p o r t a d o r e s  de v in o s  

12561.

La a c t i t u d  de l o s  p u e b lo s  b á r b a r o s  r e s p e c t o  a l  c u l t i v o  de l a  v i d  y a 

l a  e l a b o r a c i ó n  d e l  v in o  e s  c o n t r o v e r t i d a ,  hay  a u t o r e s  que p i e n s a n  que 

v á n d a la s ,  a l a n o s  y s u e v o s  c u id a r o n  c e lo s a m e n te  l a s  v i d e s  que h a l l a r o n  a s u  

p aso  p o r  l a  P e n í n s u l a  C491, m ie n t r a s  que o t r o s  a f i r m a n  que e l  c a r á c t e r  

g a n a d e ro  de e s t e  p u e b lo  p rovocó  l a  d e c a d e n c ia  de l a  v i t i c u l t u r a  d i f u n d i d a  

p o r  l o s  rom anos C2561.

En c o n t r a  de l a  o p i n ió n  g e n e r a l i z a d a  de que l a  i n v a s i ó n  á r a b e  en  

España  s i g n i f i c ó  una c a t á s t r o f e  p a r a  e l  c u l t i v o  v i t í c o l a ,  dado que e l  Corán 

p r o h ib e  b e b e r  v in o  C3293, cad a  vez son  más l o s  h i s t o r i a d o r e s  que a f i r m a n  

que l o s  á r a b e s  d i e r o n  un g r a n  im pu lso  a l a  v i t i c u l t u r a  e s p a ñ o l a ,  s a c á n d o la  

d e l  a t r a s o  en  que h a b í a  quedada  t r a s  l a  dom inac ión  b á r b a r a .  La i d e a  de que 

l o s  á r a b e s  c u l t i v a b a n  e l  v iñ e d o  s ó l o  p a r a  o b te n c ió n  de f r u t a  f r e s c a  y p a s a s  

e s  e r r ó n e a ,  l o s  á r a b e s  s i g u i e r o n  e l a b o r a n d o  y b eb ie n d o  v in o ,  dando a  d i c h a  

a c t i v i d a d  un s e n t i d o  l ú d i c o  y e p i c ú r e o  que c o n t r a s t a b a  con  e l  s e n t i d o  s a c r o  

que t e n í a  e n t r e  l o s  c r i s t i a n o s  12561.

D u ra n te  l a  R e c o n q u i s t a ,  l o s  c r i s t i a n o s  que c o n q u i s t a r o n  V a le n c i a  a  l o s  

á r a b e s  en  l a  p r im e r a  m ita d  d e l  s i g l o  X I I I  s e  e n c o n t r a r o n  en  h e r e n c i a  con  

unos v iñ e d o s  ya e s t a b l e c i d o s .  E s te  c u l t i v o  fu e  p o t e n c i a d o  p o r  l o s  m o r i s c o s  

que p e rm a n e c ie ro n  e n  e l  R eino  de V a le n c ia  12563 y ta m b ié n  p o r  l o s  m onjes  de 

l a  ép o c a ,  ya  que e l  v in o  e r a  un e le m e n to  im p r e s c i n d ib l e  p a r a  l a  c e l e b r a c i ó n  

de l a  m isa ;  e s t o s  m on jes  c u l t i v a b a n  l a  v id  en  l o s  a l e d a ñ o s  de l o s  

m o n a s t e r io s  a f i n  de c u b r i r  s u s  n e c e s i d a d e s  [49 , 3293. D u ra n te  l o s  s i g l o s  

XIV y XV e l  v iñ e d o  s e  mantuvo como un c u l t i v o  h a b i t u a l  en  t o d a s  l a s  

com unidades  r u r a l e s  v a l e n c i a n a s ,  t a n t o  en  t e r r e n o s  de s e c a n o  como de 

r e g a d í o .  Las r e f e r e n c i a s  d o c u m e n ta le s  de e s t a  época  ponen de m a n i f i e s t o  que
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l a  s u p e r f i c i e  m edia  que c a d a  p o b la c ió n  s o l í a  r e s e r v a r  p a r a  l o s  v iñ e d o s  e r a

d e l  10% de l a  t i e r r a  c u l t i v a d a .

S ó lo  en  l o s  a l r e d e d o r e s  de p o b l a c i o n e s  de c i e r t a  e n t i d a d ,  y dado que 

en  e l l a s  s e  c o n ta b a  con  un mercado u rb a n o ,  l o s  v iñ e d o s  l l e g a b a n  a  a l c a n z a r  

mayor i n t e n s i d a d  y t e n í a n  un c a r á c t e r  m a n i f ie s ta m e n te  c o m e r c i a l  C256].

La Edad Moderna ( s i g l o s  d e l  XV a l  XIX) s e  c a r a c t e r i z a  p o r  e l  c u l t i v o  

g e n e r a l i z a d o  de l a  v i d  en  t o d o s  l o s  r i n c o n e s  d e l  s u e l o  v a l e n c i a n o ,  aunque 

s i n  s o b r e p a s a r  l a s  n e c e s i d a d e s  l o c a l e s  o a  lo  sumo c o m a r c a le s .  E s t a  

l i m i t a c i ó n  de l a  p r o d u c c ió n  s e  d e b ía  a  dos  c a u s a s  p r in c i p a l m e n t e :  l a s  

d e f i c i e n c i a s  de l o s  m ed io s  de t r a n s p o r t e  y l a  p r o p ia  l e g i s l a c i ó n  v i g e n t e ,  

m e d ia n te  l a  c u a l  c a d a  p u e b lo  p r o t e g í a  l a  p ro d u c c ió n  l o c a l  p o r  medio de 

p r o h i b i c i o n e s  o f u e r t e s  d e r e c h o s  s o b re  l a  i n t r o d u c c i ó n  de v i n o s  f o r a s t e r o s .  

La l e g i s l a c i ó n  e n  d e f e n s a  d e l  v in o  l o c a l  e r a  más o menos r í g i d a  en  f u n c ió n  

de l a  c o s e c h a  de c a d a  t é r m in o .  S in  embargo, y a  p e s a r  de l a s  d i f i c u l t a d e s  

m en c io n ad as ,  e x i s t í a n  z o n a s  con  p r o d u c c ió n  de v in o  m arcadam ente  s u p e r i o r  a l  

consumo p r o p io ;  p o r  e je m p lo  l a  zona  d e l  M aes trazgo  en  C a s t e l l ó n ,  Campo de 

M orvedre, l ’ H o r ta  de V a le n c ia  y e l  A l to  P a l a n c i a ,  j u n t o  con  A l i c a n t e  

c a p i t a l ,  p r o d u c ía n  e l  41% de to d a  l a  c o s e c h a  v i t í c o l a  d e l  a .n tiguo  R eino  de 

V a le n c ia .  Les s e g u í a n  en  im p o r ta n c ia  e l  V a l le  de A lb a id a ,  e l  B a jo

M a es tra z g o ,  l a  P la n a  de C a s t e l l ó n  y e l  B a jo  S egu ra .  De t o d a s  l a s  z o n a s

nom bradas c in c o  s e  l o c a l i z a n  en  e l  l i t o r a l  y dos  en e l  i n t e r i o r ;  e s t e  d a to  

v ie n e  a r e f o r z a r  e l  c a r á c t e r  m arcadam ente  l i t o r a l  que en  l a  Edad Moderna 

s e g u í a  t e n i e n d o  l a  v i t i c u l t u r a ,  s o b r e  to d o  en su  d im e n s ió n  c o m e r c ia l  ya que 

e l  t r a n s p o r t e  m a r í t im o  e r a  e l  m ejo r  medio de c om un icac ión .

La demanda i n t e r n a c i o n a l  de a g u a r d i e n t e  a  f i n a l e s  d e l  s i g l o  XVII s e  

in c re m e n tó  e x t r a o r d i n a r i a m e n t e  p o r  v a r i a s  r a z o n e s :  e l  aum ento de l a

n a v e g a c ió n  c o m e r c i a l  donde e l  a g u a r d i e n t e  e r a  b e b id a  o b l ig a d a  de l a  

t r i p u l a c i ó n ;  l a  p r o p a g a c ió n  d e l  consumo de " b ra n d y ” , t r a s  e l  é x i t o  o b te n id o  

p o r  l o s  p r im e ro s  a g u a r d i e n t e s  p r e p a r a d o s  y e n v e j e c id o s  en  l a s  bodegas  de
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Cognac; y p o r  ú l t im o ,  e l  empleo de a g u a r d i e n t e  en  e l  e n c a b e z a m ie n to  de 

v i n o s  de a l t a  g r a d u a c ió n ,  l a  e l a b o r a c i ó n  de g i n e b r a s  y o t r a s  b e b id a s  

a l c o h ó l i c a s .  En e l  c a so  e s p a ñ o l  s e  sumaba además e l  c r e c i e n t e  consumo de 

a g u a r d i e n t e  e n  l a s  c o l o n i a s  a m e r ic a n a s  y e l  p r o p io  consumo i n t e r i o r ,  A 

p e s a r  de que F r a n c i a  o s t e n t a b a  e l  l i d e r a z g o  en  l a  p ro d u c c ió n  de 

a g u a r d i e n t e s  y en  s u  c o m e r c i a l i z a c i ó n ,  d i r i g i d a  s o b r e  t o d o  a I n g l a t e r r a  y 

H olanda, l a s  g u e r r a s  m a n te n id a s  c o n t r a  e s t o s  p a í s e s  d esd e  1668 h a s t a  1713, 

p o t e n c ió  l a  e x t r a c c i ó n  de a g u a r d i e n t e s  en  o t r o s  p a í s e s ,  e n t r e  e l l o s  España.

Aunque l a  e x i s t e n c i a  de pequeños  a la m b iq u e s  y c a l d e r a s  p a ra  d e s t i l a r  

e l  v in o  e r a  común en  to d o  e l  t e r r i t o r i o  v a le n c ia n o  ya en e l  s i g l o  XVII como 

s o l u c i ó n  a l o s  v i n o s  e s t r o p e a d o s ,  l a s  p r im e ra s  g ra n d e s  f a c t o r í a s  o r i e n t a d a s  

h a c i a  l a  e x p o r t a c i ó n  no a p a r e c i e r o n  h a s t a  l a  segunda  m ita d  d e l  s i g l o  XVIII. 

A r a í z  de l a  c r i s i s  v i n í c o l a  f r a n c e s a  (1776-1782) c r e c i ó  l a  demanda de v in o  

y a g u a r d i e n t e s  comunes e s p a ñ o l e s .  E s t a  demanda d ió  l u g a r  a  una g r a n  

p r o l i f e r a c i ó n  de f á b r i c a s ,  a la m b iq u e s  y c a l d e r a s  de d e s t i l a c i ó n  p o r  t o d o s

l o s  r i n c o n e s  v a l e n c i a n o s ,  y a una e x p a n s ió n  d e l  c u l t i v o  de l a  v id  como no

h a b ía  h a b id o  p r e c e d e n t e s  en  s i g l a s  a n t e r i o r e s .

E l p r im e r  t e r c i o  d e l  s i g l o  XIX s e  c a r a c t e r i z ó  p o r  s e r  una  c o n t i n u a c i ó n  

d e l  s i g l o  X V III. Sus c o n s t a n t e s  f u e r o n  l a s  mismas: s e  e x p o r ta b a  más

a g u a r d i e n t e  que v in o ,  l o s  p r e c i o s  s e  m an ten ían  i n a l t e r a b l e s ,  se  s e g u ía

p l a n t a n d o  v iñ a  y l a  v e n ta  de v in o  d e p e n d ía  en  c a d a  p u e b lo  de l o s  

a y u n ta m ie n to s  y l a s  t a b e r n a s  que e l l o s  a r r e n d a b a n  a n u a lm e n te .  Aunque l a  

p r o d u c c ió n  de a g u a r d i e n t e  s e g u ía  s i e n d o  más im p o r ta n te  que l a  de v in o ,  e l  

i n t e r é s  p o r  c o m e r c i a l i z a r  e s t e  ú l t im o  comenzó a  c o b r a r  im p o r ta n c ia .  El 

mayor enemigo d e l  v in o  e r a  su  poca  d u r a c ió n  s i n  a v i n a g r a r s e ,  a  c a u s a  d e l  

a t r a s o  t é c n i c o  con e l  que s e  e l a b o r a b a .  E s to  se  d e b ía  a que l o s  pequeños  

c o s e c h e r o s  no p o s e í a n  l a g a r e s  p r o p io s  n i  v a s i j a s  p a r a  c o n s e r v a r  e l  v in o .  

P a ra  e l a b o r a r  e l  mismo, s e  v a l í a n  de p r e n s a s  y l a g a r e s  de c o s e c h e r o s  más
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a d i n e r a d a s  que l e s  f i j a b a n  u n a s  d í a s  p a r a  p i s a r  y p r e n s a r  l a  uva , p e ro  s ó l o  

l e s  p e r m i t í a n  m a n te n e r  e l  v in o  en  l a s  c u b a s  de f e r m e n ta c ió n  u n a s  h o r a s ;  e l  

mosto e r a  r e t i r a d o  a  medio f e r m e n t a r  y c o lo c a d o  en  b o t a s .  Como l a s  b o t a s

tampoco s o l í a n  m a n te n e r  l a s  c o n d ic i o n e s  p r o p i c i a s ,  ya que e s t a b a n  c a s i  to d o

e l  afio v a c í a s  y no s e  a z u f r a b a n ,  e l  v in o  s e  c o n v e r t í a  r á p id a m e n te  e n

v i n a g r e  y l o s  c o s e c h e r o s  s e  v e í a n  o b l ig a d o s  a  v e n d e r l o s  a  p r e c i o s  muy b a jo s

p a r a  e l  a la m b iq u e  de a g u a r d i e n t e .

En 1834 s e  p rom u lga  e l  d e c r e t o  de l i b e r t a d  de v e n d im ia  y c o m p ra v en ta

de v i n o s ,  que d e s l í a n t e l a  e l  a n t i g u o  rég im en  g re m ia l  v i g e n t e  h a s t a  e n to n c e s .

E l p r im e r  r e s u l t a d o  de t a l e s  m ed idas  no pudo s e r  más n e g a t i v o .  Al p o d e r  

v e n d e r  d i r e c t a m e n t e  t o d o s  l o s  c o s e c h e r o s  s e  e s t a b l e c i ó  una c o m p e te n c ia  

e n t r e  e l l o s ,  y p u e s to  que l a  o f e r t a  e r a  muy s u p e r i o r  a  l a  demanda l o s  

p r e c i o s  b a j a r o n  h a s t a  l í m i t e s  in s o s p e c h a d o s .

S in  embargo, a  p a r t i r  de l a  se gunda  m itad  d e l  s i g l o  XIX d o s  g r a n d e s

c a t á s t r o f e s  v i t í c o l a s  p r o d u je r o n  e l  p e r io d o  de máxima p r o s p e r i d a d  de l a  

v i t i c u l t u r a  v a l e n c i a n a ,  l a  p r im e ra  fu e  e l  "o id iu m " .  O r i g i n a r i o  de Am érica y 

o b s e rv a d o  p o r  vez  p r im e r a  en  I n g l a t e r r a ,  s e  e x te n d ió  a F r a n c i a  en  1848; do s  

afios más t a r d e  h a b ía  p e n e t r a d o  en España p o r  O rense . Los v iñ e d o s  e s p a ñ o l e s  

s u f r i e r o n  e s t a  e n fe rm e d a d ,  aunque con una v i r u l e n c i a  mucho menor que l o s  

v iñ e d o s  de p a í s e s  húmedos d e l  r e s t o  de Europa, T ra s  un p r im e r  momento de 

p r e o c u p a c ió n  y pes im ism o  a n t e  l o s  p r im e r o s  a t a q u e s ,  s e  pasó  a d i s f r u t a r  de 

una v e r d a d e r a  " e d a d  de o ro"  v i n a t e r a .  E s t a  c o y u n tu r a  p rovocó  un a l z a  

i n u s i t a d a  de l o s  p r e c i o s  p a g a d o s  a l  a g r i c u l t o r ,  un in c re m e n to  

e x t r a o r d i n a r i o  de l a s  e x p o r t a c i o n e s  de v in o ,  y una m u l t i p l i c a c i ó n  de l a s  

p l a n t a c i o n e s  de v i d e s .  A l a  p o s t r e ,  cuando F r a n c i a  e I t a l i a  r e c o b r a r o n  s u  

p r o d u c c ió n  no rm a l,  e l  e x c e s iv o  c r e c i m i e n t o  de l a  v i t i c u l t u r a  v a l e n c i a n a  

t r a j o  c o n s ig o  un ag u d a  c r i s i s  i n t e r n a ,  r e f l e j a d a  en e l  d e s c e n s o  de l o s  

p r e c i o s  y de l a s  e x p o r t a c i o n e s  a n t e  l a  i n c a p a c id a d  de d a r  s a l i d a  c o m e r c ia l  

a l  e x c e s o  de v in o .  Los s ín to m a s  de l a  c r i s i s  s e  i n i c i a r o n  h a c i a  1864 y
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p e r d u r a r o n  h a s t a  que l o s  v iñ e d o s  f r a n c e s e s  f u e r o n  d e s t r u i d o s  p o r  l a  

f i l o x e r a ,  v o lv ie n d o  a  r e s u r g i r  en 1877 l a  demanda de v i n o s  comunes 

e s p a ñ o l e s .  La f i l o x e r a  e s  un i n s e c t o  p a r á s i t o  de l a  v id  que puede  p r o v o c a r  

l a  m u er te  de l a  p l a n t a  s o b re  c u y a s  r a t e e s  v iv e .  La v i d  a m e r ic a n a  e s t á  

in m un izada  c o n t r a  d ic h o  p a r á s i t a ,  m ie n t r a s  que l a  e u ro p e a  e s  f á c i l m e n t e  

d e s t r u i d a  p o r  e l  mismo. D esconoc ida  en  Europa h a s t a  e l  afio 1865, l a  

f i l o x e r a  f u e  i n t r o d u c i d a  a c c i d e n ta l m e n te  p o r  a lg ú n  c a rg a m e n to  de p l a n t a s  

p r o c e d e n te s  de E s t a d o s  U nidos, y s e  p ropagó r á p id a m e n te  a  l a s  v i d e s  

e u ro p e a s ,  a r r a s a n d o  l a  c a s i  t o t a l i d a d  de l o s  v iñ e d o s  de e s t e  c o n t i n e n t e  

e n t r e  1868 y 1900. En España empezó a c a u s a r  e s t r a g o s  h a c i a  1880 y a l  

f i n a l i z a r  e l  s i g l o  s ó l o  s e  m an te n ía n  s a n o s  l o s  v iñ e d o s  de l a  Mancha, M urcia  

y V a le n c i a  que , p o r  e s t a  r a z ó n ,  s e  h a b ía n  c o n v e r t i d o  en  l o s  p r i n c i p a l e s  

m ercados  a b a s t e c e d o r e s  de l a  g ra n  demanda i n t e r n a c i o n a l ,  e s p e c i a l m e n t e  de 

l a  f r a n c e s a .  Dado que l a s  v i d e s  c a t a l a n a s  h a b la n  r e s u l t a d o  t a n  a f e c t a d a s  

p o r  l a  f i l o x e r a  como l a s  f r a n c e s a s ,  e l  c o m e rc io  f r a n c é s  s e  d i r i g i ó  a

t i e r r a s  v a l e n c i a n a s  a f i n  de s u b s a n a r  su  d é f i c i t .  A u se n c ia  de f i l o x e r a ,

f u e r t e  demanda y a l t o s  p r e c i o s  d i e r o n  l u g a r  a l a  más i n t e n s a  o l e a d a  de 

p l a n t a c i o n e s  que haya  c o n o c id o  jam ás  e l  v iñ e d o  v a le n c ia n o .

A p a r t i r  de 1900 F r a n c i a  d e jó  de d ep e n d e r  de l o s  v i n o s  e s p a ñ o l e s ,  no 

t a n t o  p o rque  h a b ía  r e c u p e r a d o  buena p a r t e  de s u  p r o d u c c ió n  i n t e r n a  s i n o  

po rque  s u s t i t u y ó  l a s  im p o r ta c io n e s  de España p o r  l a s  de s u  c o l o n i a  

a r g e l i n a .  La e x c e s i v a  p l a n t a c i ó n  de v i d  y l a  s o b r e p r o d u c c ió n  de v i n o s  l l e v ó  

a  una  c r i s i s  d e l  s e c t o r  v i t i v i n í c o l a ,  que d e b id o  a  l a  f a l t a  de demanda 

e x t e r i o r  p rovocó  l a  c a í d a  de l o s  p r e c i o s  d e l  v in o .  T a l  c o y u n tu r a ,  l a  

f i l o x e r a  t a r d í a ,  l a  i n t r o d u c c i ó n  d e l  c u l t i v o  d e l  o l i v o ,  a lm e n d ro  y nuevos  

r e g a d í o s ,  p ro v o c a r o n  l a  d e s a p a r i c i ó n  d e l  v iñ e d o  v a l e n c i a n o  de m ú l t i p l e s

r i n c o n e s  en  donde a n t e s  s e  c u l t i v a b a ,  p a r a  c o n c e n t r a r s e  en  c u a t r o  z o n a s

v i n í c o l a s  de l a s  que en  t r e s  (R e q u e n a -U t ie l ,  e l  V a l le  de A lb a id a  y e l  d e l  

V in a lo p ó )  a d q u ie r e  hoy c a r á c t e r  de m o n o c u l t iv o ,  m ie n t r a s  que en  l a  c u a r t a
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( l o s  p ie d e m o n te s  d e l  T u r ia )  a l t e r n a  con a lm en d ro s ,  f r u t a l e s  y h u e r t a ,  y s e  

h a l l a  en  f a s e  m arcadam ente  r e g r e s i v a ,  a  p e s a r  de l a s  n u e v a s  p l a n t a c i o n e s  

que s e  h a c en  de uva de mesa.

2 ..-  FACTORES QUE AFECTAS A LA CALIDAD T PERSONALIDAD DE UN VINO.

E x i s t e n  d o s  c o n c e p c io n e s  a l a  h o ra  de d e f i n i r  dónde r e s i d e n  l a  c a l i d a d  

y l a  p e r s o n a l i d a d  de un v in o :  l a  p r im e ra  b a sa  e s t a s  c a r a c t e r í s t i c a s

e x c lu s iv a m e n te  en  l a  m a t e r i a  p r im a , e s  d e c i r  en l o s  v iñ e d o s  c a p a c e s  de 

p r o d u c i r  m ostos  e x c e l e n t e s ,  en  f u n c ió n  de l a  zona en  l a  que s e  s i t ú a n  y de

l a s  v a r i e d a d e s  que s u s t e n t a n .  S in  embargo, un v iñ e d o  dado e i n c l u s o  una v i d

dada  no s ie m p re  p ro d u c e n  e l  mismo v in o ,  no e x i s t e  una r e l a c i ó n  c o n s t a n t e  y 

p r e v i s t a  que p e r m i t a  d e f i n i r  e l  v in o  p o r  su  o r ig e n .  La o t r a  c o n c e p c ió n  

a f i r m a  que c a l i d a d  y p e r s o n a l i d a d  de un v in o  com ienzan a  f o r j a r s e  en  e l  

v iñ e d o ,  p a r a  c o n t i n u a r  d u r a n t e  l a  e l a b o r a c i ó n  de l o s  m o s to s  y

p o s t e r i o r m e n t e  con  e l  a lm a ce n a m ie n to  en  l a  cava .  Es e v i d e n t e  que l a

p r o d u c c ió n  d e l  v in o  comprende dos  p a s o s :  l a  p ro d u c c ió n  de u v a s  a  p a r t i r  d e l  

s u e l o  y l a  p r o d u c c ió n  de v in o  a  p a r t i r  de l a s  uvas . La p r im e r a  e s  de t i p o  

a g r í c o l a  y c o n s t i t u y e  l a  v i t i c u l t u r a .  La segunda e s  de t i p o  i n d u s t r i a l ,  

a n á lo g a  a  c u a l q u i e r  i n d u s t r i a  a g r o a l i m e n t a r l a ,  y c o n s t i t u y e  l a  v i n i c u l t u r a .  

S in  embargo, e s t o s  ú l t i m o s  p r o c e s a s  s e  d i s t i n g u e n  de o t r o s  p r o c e s o s  

i n d u s t r i a l e s  en que no so n  c o n t r o l a d o s  de una forma t o t a l m e n t e  a b s o l u t a  p o r  

e 1 hom bre.

La c a l i d a d  d e l  v in o  no e s  un v a l o r  que se  pueda f i j a r  de form a 

in m u ta b le  y además t i e n e  un c a r á c t e r  s u b j e t i v o  que depende  de l o s  

c o n su m id o re s ,  c u y o s  g u s t o s  d i f i e r e n  en  f u n c ió n  de su  o r ig e n  y a  lo  l a r g o  de
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l a  h i s t o r i a .  P o r  o t r o  la d o ,  l a  c a l i d a d  e s  a l e a t o r i a  y l a  a l e a t o r i e d a d  s e  

h a l l a  en  l a  v a r i a b i l i d a d  de c o n d ic i o n e s  a t m o s f é r i c a s  y s a n i t a r i a s  que 

a f e c t a n  a l  v iñ e d o ,  d e l  momento de v e nd im ia  y de p ro b le m a s  de v i n i f i c a c i ó n  o 

c o n s e r v a c ió n  [ 2 8 2 ] .

Una vez  d e f i n i d o  e l  o r i g e n  de l a  t i p i c i d a d  y c a l i d a d  de un v in o ,  

podemos a f i r m a r  que l o s  f a c t o r e s  que i n f l u y e n  en  l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  

f i n a l e s  de  un v in o  son : a q u é l l a s  que a f e c t a n  a l a  m a t e r i a  p r im a ,  l a  uva, y 

l o s  que t i e n e n  r e l a c i ó n  con l a  t r a n s f o r m a c i ó n  de e s t a  m a t e r i a  p r im a  h a s t a  

s u  c o n v e r s ió n  en  v in o .

2 . 1 . -  FACTORES QUE AFECTAH A LA CALIDAD DE LA HATERIA PRIHA.

E n t r e  l o s  f a c t o r e s  que van  a  c o n d ic i o n a r  l a s  c u a l i d a d e s  de l a  uva s e  

pueden d i s t i n g u i r  unos  que d e f i n i r e m o s  como p e rm e n e n te s ,  ya  que no son  

s u s c e p t i b l e s  de m o d i f i c a c ió n  a c o r t o  p l a z o  p o r  e l  hombre. O t r o s  so n  de 

c a r á c t e r  m o d i f i c a b l e ,  como e s  e l  c a so  de l a s  l a b o r e s  a  l a s  que s e  som ete  a l  

v iñ ed o ;  y p o r  ú l t im o ,  hay f a c t o r e s  a c c i d e n t a l e s ,  que como s u  nombre i n d i c a ,  

pueden  p r o d u c i r s e  o c a s io n a lm e n te ,  como l a s  e n fe rm e d a d e s  o l o s  a g e n t e s  

a t m o s f é r i c o s  [1 3 0 ] .

2 . 1 . 1 . -  FACTORES PERMABEHTES.

D e n tro  de é s t o s  s e  e n c u e n t r a n  e l  s u e l o ,  e l  c l im a  y l a s  v a r i e d a d e s  de 

uva con que s e  e l a b o r a  e l  v in o  en  c a d a  com arca.
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2 . 1 . 1 . 1 . -  EL SUELO.

La v i d  e s  una  p l a n t a  r ú s t i c a  que s e  a d a p ta  y c r e c e  en  t o d o s  l o s  s u e l o s  

e x i s t e n t e s ,  i n c l u s o  en  t e r r e n o s  t a n  p o b re s  que d i f í c i l m e n t e  p o d r ía n  

s o p o r t a r  o t r o s  c u l t i v o s .  OANCEA e t  a l .  c o n s id e r a n  que l o s  p r i n c i p a l e s  

f a c t o r e s  e d á f i c o s  que l i m i t a n  e l  c u l t i v o  de l a  v i d  son :  una c a n t i d a d  de 

a r c i l l a  s u p e r i o r  a l  45%, una c o n d u c t iv id a d  h í d r i c a  r e d u c i d a ,  un d é b i l  

d r e n a j e ,  l a  p r e p o n d e r a n c i a  de m o n tm o r i l l o n i t a  en e l  s u e l o ,  y una  c a n t i d a d  

e le v a d a  de c a l i z a  a c t i v a  [ 1 4 9 ] .

Según CIURAHA, na s ó l o  e s  im p o r ta n te  e l  s u e lo  de c u l t i v o  s i n o  ta m b ié n  

e l  s u b s u e l o  s o b r e  e l  que é s t e  d e s c a n s a ;  é s t o  s e  debe a que l a s  r a í c e s  de l a  

v iñ a  s e  hunden h a s t a  5 ó 6 m a  f i n  de e n c o n t r a r  l a  c a p a  más húmeda y más 

f a v o r a b l e  [663 . IOKESCU pone en e v id e n c i a  una c o r r e l a c i ó n  p o s i t i v a  e n t r e  

p o r o s id a d  d e l  t e r r e n o  y p r o d u c c ió n ,  y una  c o r r e l a c i ó n  n e g a t i v a  e n t r e  e s t a  

ú l t i m a  y l a  r e s i s t e n c i a  d e l  s u e lo  a l a  p e n e t r a c i ó n .  El d r e n a j e  t a m b ié n  e s  

muy i m p o r ta n t e ,  ya  que s i  é s t e  no e s  bueno e l  agua  s e  acum ula  en  e l  

s u b s u e lo  y p u d re  l a s  r a í c e s ,  lo  c u a l  r e p e r c u t i r á  en  l a  c a l i d a d  d e l  p r o d u c to  

f i n a l  [1493 .

La c a l i d a d  d e l  v in o ,  s e g ú n  HIDALGO y CIURAHA, depende de l a  p r o p o r c i ó n  

en  que s e  e n c u e n t r e n  l o s  e le m e n to s  com ponentes  d e l  s u e l o  f é r t i l .  A s í ,  l a  

s í l i c e  da v i n o s  l i g e r o s  y f i n o s ;  l a  a r c i l l a  l e s  comunica más c o l o r , e x t r a c t o  

y a l c o h o l ;  e l  t e r r e n o  c a l c á r e o  da " b o u q u e t” , f l e x i b i l i d a d  y j u v e n tu d ;  l a  

p i z a r r a ,  m adurez, t a n i n o  y f o r t a l e z a ;  e l  s u e lo  r i c o  en  humus da  e l e v a d a s  

p r o d u c c io n e s ,  p e ro  é s t a s  so n  p o b r e s  en  arom as [66 , 1493.

También e l  c o n te n i d o  en  e le m e n to s  n u t r i t i v o s  de l a  t i e r r a  de c u l t i v o ,  

n a t u r a l  o m o d i f ic a d o  p o r  l o s  ab o n o s ,  t i e n e  una i m p o r ta n c ia  c o n s i d e r a b l e .  

A sí ,  e l  n i t r ó g e n o ,  que f a v o r e c e  l a  v e g e ta c ió n  da l u g a r  a v i n o s  p o b r e s  en  

e x t r a c t o  y a n t o c i a n o s ,  según  o b s e r v a r a n  RIBéREAU-GAYOH y PEYHAUD [2813 . El 

f ó s f o r o  hace  a l a s  p l a n t a s  más v i g o r o s a s ;  e l  p o t a s i o  m e jo ra  l a  f u n c ió n
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c l o r o f í l i c a  y, como c o n s e c u e n c ia ,  hace  que l o s  v in o s  t e n g a n  más p o t e n c i a  y 

madurez [663 . VERES e t  a l .  a f i r m a n  h a b e r  e s t a b l e c i d o  e l  p a p e l  que desempeña 

l a  n a t u r a l e z a  d e l  t e r r e n o  s o b r e  e l  b a la n c e  de l o s  á c i d o s  o r g á n i c o s ,  l a  

m o d i f i c a c ió n  d e l  quimismo de l a  p l a n t a ,  y l a  p r o p o r c ió n  de i o n e s  a b s o r b i d o s  

t 1493.

O t r o s  a u t o r e s ,  s i n  embargo, c o n s id e r a n  poco i m p o r ta n t e  e l  e f e c t o  d e l  

s u e lo  s o b r e  l a  c a l i d a d  de l a  uva , e x c e p to  en  e l  c a s o  en  que e x i s t a n  

f a c t o r e s  f u e r t e m e n te  l i m i t a n t e s  p a r a  e l  c u l t i v o  de l a  v id ,  como l o s  ya 

e x p u e s to s  a n t e r i o r m e n t e  [1493 . E o s o t r o s  pensam os que s í  que hay  i n f l u e n c i a  

d e l  s u e l o  en  l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  d e l  p r o d u c to  f i n a l ,  dado que l a  s í n t e s i s  

de m a t e r i a s  que c o n s t i t u y e n  l a  uva s e  r e a l i z a  g r a c i a s  a  l a s  s u s t a n c i a s  

n u t r i t i v a s  d e l  s u e l o  que c a p t a n  l a s  r a í c e s ,  y  además muchas r e a c c i o n e s  

b io q u ím ic a s  e s t á n  c a t a l i z a d a s  p o r  d e te rm in a d o s  e le m e n to s  que l a s  v i d e s  

toman d e l  t e r r e n o .

2 . 1 . 1 . 2 . -  EL CLIMA.

La zona  de c u l t i v o  de l a  v i d  s e  s i t ú a  e n t r e  e l  p a r a l e l o  34° de l a t i t u d  

n o r t e  y e l  p a r a l e l o  49° de l a t i t u d  s u r ,  y aunque s e  pueden  c u l t i v a r  v i ñ a s  

f u e r a  de e s t a  z o n a ,  s ó l o  o c u r r e  en  p e q u e ñ as  á r e a s ,  e n c o n t r á n d o s e  l a s  u v a s  

más s e p t e n t r i o n a l e s  en  e l  v a l l e  d e l  Rhin a 5 0 -51°  de l a t i t u d  n o r t e  C1303.

La v id  e s  una  p l a n t a  que r e q u i e r e  unos  v a l o r e s  c l i m a t o l ó g i c o s  

e q u i l i b r a d o s ;  dem as iad o  c a l o r  l a  ahoga , mucho f r í o  l a  m ata ,  e l  e x c e s o  de 

agua l a  s e c a .  Dem asiada a l t i t u d  no e s  ad e cu a d a ,  p e ro  v i d e s  c u l t i v a d a s  a 

n i v e l  d e l  mar no dan  v i n o s  de c a l i d a d .  Las v i ñ a s  más s e p t e n t r i o n a l e s  dan 

v in o s  a r o m á t i c o s  p e ro  á c i d o s  y v e r d e s ,  l a s  m e r i d io n a l e s  dan  v i n o s  muy 

a l c o h ó l i c o s  y p o t e n t e s  p e ro  f a l t o s  de aroma 11303. S in  embargo, l a  v i d  e s  

capaz  de d e s a r o l l a r s e  en  h á b i t a t s  muy d i f e r e n t e s :  t a n t o  en  l l a n o s  como en 

m ontaña, en z o n a s  l l u v i o s a s  o c a s i  d e s é r t i c a s  y t a n t o  en  p a í s e s  f r í o s  como
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en p a í s e s  c á l i d o s  C663.

E l c l im a ,  j u n t o  con  e l  t e r r e n o ,  son  l o s  f a c t o r e s  p e rm a n e n te s  más 

i m p o r t a n t e s  p a r a  e l  c u l t i v o  de l a  v id ,  ya que c o n d ic io n a n  o t r o s  f a c t o r e s  

t a n t o  p e rm a n e n te s  como m o d i f i c a b l e s  como so n  e l  t i p o  de c e p a ,  t r a t a m i e n t o s ,  

l a b o r e s ,  f e r t i l i z a c i ó n ,  e t c .  C1303.

2 . 1 . 1 . 3 . -  LOS TIPOS DE VARIEDADES.

La v i d  p e r t e n e c e  a l  g é n e ro  V í t l s  que comprende c u a r e n t a  e s p e c i e s ,  

s ie n d o  l a  V i t i s  v i n i f e r a  l a  b a se  de l a  p r o d u c c ió n  de v i n o s  de c a l i d a d ;  

o t r a s  e s p e c i e s ,  t a l e s  como V i t i s  r i p a r i a , V i t i s  lambrusca  o V i t i s  

r u p e s t r i s , no s e  u t i l i z a n  p a r a  l a  v i n i f i c a c i ó n  ya que p r o d u c e n  v i n o s  de 

g u s t o s  d e s a g r a d a b l e s .

La e s p e c i e  V. v i n i f e r a  t i e n e  más de 5000 v a r i e d a d e s  c a t a l o g a d a s ,  y de

é s t a s  s ó l o  50 p r e s e n t a n  i n t e r é s  desde  e l  p u n to  de v i s t a  e n o ló g i c o .  Según e l

t i p o  de s u e l o ,  e l  c l im a ,  l a  s i t u a c i ó n  y l a s  p r á c t i c a s  de c u l t i v o  s e  han  id o  

a d a p ta n d o  c i e r t a s  v a r i e d a d e s  en d e te r m in a d a s  r e g i o n e s  o co m a rca s .  E s te  

fenómeno e s  e l  que más ha c o n t r i b u i d o  a l a  n o c ió n  de o r i g e n  g e n u in o  de un 

v in o ,  v in c u la n d o  l a  c a l i d a d  a  un á r e a  g e o g r á f i c a  c o n c r e t a .

L as  v a r i e d a d e s  s e  d i f e r e n c i a n  p o r  e l  c o l o r  de s u s  f r u t o s  y l a  form a de

l o s  r a c im o s ,  de l o s  g r a n o s ,  y de l a s  h o j a s ;  tam b ié n  p o r  e l  t ie m p o  de

m ad u rac ió n ,  p o r  l a  t e x t u r a  de l a  p u lp a  y l a  co m p o s ic ió n  d e l  Jugo . Además, 

e n t r e  l a s  v a r i e d a d e s ‘e x i s t e n  d i v e r s o s  g r a d o s  de s u s c e p t i b i l i d a d  a l  a ta q u e  

p o r  i n s e c t o s  o p o r  m ic ro o rg a n ism o s ,  y p o r  o t r o  la d o  r e s p o n d e n  de form a 

d i s t i n t a  a  l a  poda [3 3 .

D e n tro  de c a d a  v a r i e d a d  tam b ié n  e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  e n t r e  p l a n t a s  

d i s t i n t a s  [3 3 .  E s t a  v a r i a b i l i d a d  p e rm i te  l a  s e l e c c i ó n  y c l o n a c i ó n  de l a s  

m e jo re s  a  f i n  de c o n s e g u i r  una m ejo ra  en l a  c a l i d a d  y r e n d i m ie n to s .  La 

c lo n a c ió n  s e  r e a l i z a  p o r  r e p r o d u c c ió n  v e g e t a t i v a  de l a  p l a n t a  o r i g i n a r i a ;
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de e s t a  form a l o s  d e s c e n d i e n t e s  c o n s e rv a n  l o s  c a r a c t e r e s  de l a  c e p a  madre 

ya que p o s e e n  e x a c ta m e n te  l o s  mismos g e n e s ,  a s i  s e  l o g r a n  p o b l a c i o n e s  

homogéneas C330]. Además de b u s c a r  l a  a c e n t u a c i ó n  d e l  c a r á c t e r  v a r i e t a l  y 

e l  aumento de l a  p r o d u c c ió n ,  l a  s e l e c c i ó n  p r e t e n d e  tam b ié n  o b t e n e r  p l a n t a s  

más r e s i s t e n t e s  a  l a s  e n fe rm e d a d e s  [33 .

La v a r i e d a d  e s  l a  r e s p o n s a b le  ú l t i m a  d e l  c a r á c t e r  de un v in o .  A lgunas  

p r o p o r c io n a n  c a r a c t e r í s t i c a s  muy a c u s a d a s ,  m ie n t r a s  que o t r a s  so n  más 

n e u t r a s .  Al v i n i f i c a r  e s t e  ú l t im o  t i p o  de v a r i e d a d e s  s e  o b t i e n e n  m ostos  

c a r e n t e s  de c i e r t o s  a s p e c t o s  i n t e r e s a n t e s ;  queda, s i n  em bargo, e l  r e c u r s o  

de v i n i f i c a r  e s t a s  u v a s  j u n t o  a  o t r a s  que a p o r t e n  l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  en  

que so n  d e f i c i t a r i a s .  De e s t a  manera s e  puede i n f l u i r  s o b r e  l a s  c u a l i d a d e s  

d e l  v in o  a o b t e n e r  [663 .

2 . 1 . 2 . -  FACTORES MODIFICABLES.

D en tro  de e s t e  t i p o  de f a c t o r e s  s e  h a l l a n  a q u é l l o s  c o n t r o l a b l e s  p o r  e l  

hombre t a l e s  como f e r t i l i z a c i ó n ,  l o s  t r a t a m i e n t o s  p l a g i c i d a s  y l a s  l a b o r e s .  

E s t a s  p r á c t i c a  e s t á n  en cam in ad as  a l  aumento de l a  p r o d u c c ió n  y l a  c a l i d a d  

de l a s  v i d e s .

2 . 1 . 2 . 1 . -  LA FERTILIZACION.

Uno de l o s  f a c t o r e s  m o d i f i c a b l e s  que más i n f l u y e  en  l a  p r o d u c c ió n  y 

c a l i d a d  de uva, e s  l a  f e r t i l i z a c i ó n  de l a  v iñ a .  A ntes  de l a  p l a n t a c i ó n  de 

una v iñ a  é s t a  s u e l e  r e c i b i r  un f u e r t e  abonado de t i p o  o r g á n ic o ,  en  g e n e r a l  

e s t i é r c o l ,  aunque m odernam ente s e  em plea "com pos t" ,  que s u e l e  i r  acompañado 

de s a l e s  m in e r a l e s  de p o t a s i o  y f ó s f o r o ,  en  forma de c l o r u r o  de p o t a s i o  y 

s u p e r f o s f a t o  de c a l  r e s p e c t i v a m e n t e .  En a lg u n o s  c a s o s  s e  s u e l e  a ñ a d i r
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s u l f a t o  de h i e r r o  en  t e r r e n o s  r i c o s  en  c a l i z a  a c t i v a  p a r a  e v i t a r  l a  

c l o r o s i s .  A p a r t i r  d e l  t e r c e r  año de p l a n t a c i ó n  s e  f e r t i l i z a  a n u a lm e n te  

d u r a n t e  l o s  m eses  de f e b r e r o  y marzo con  a b a n o s  a b a se  de p o t a s i o ,  f ó s f o r o  

y, a  v e c e s ,  a n t e s  de l a  f l o r a c i ó n  s e  u t i l i z a n  abonos  n i t r o g e n a d o s ,  como e l  

s u l f a t o  am ónico .

La f r e c u e n c i a  d e l  abonado da l u g a r  a  un in c re m e n to  de l a  

p r o d u c t i v i d a d ,  que de a c u e r d o  con RIBÉREAU-GAYON e t  a l .  y GARCIA MAIQUEZ, 

va u n id o  a  l a  d i s m in u c ió n  de l a  c a l i d a d  [130 , 2821. S in  em bargo, OUGH y LEE 

han  e n c o n t r a d o  una r e l a c i ó n  p o s i t i v a  e n t r e  l a  a d i c i ó n  de f e r t i l i z a n t e s  

n i t r o g e n a d o s  a l a  v i ñ a  y l a  c o n c e n t r a c i ó n  de á s t e r e s  r e l a c i o n a d o s  con e l  

aroma de l o s  v i n o s  [2333 .

2 . 1 . 2 . 2 . -  LOS TRATAMIENTOS.

Los t r a t a m i e n t o s ,  que t i e n e n  p o r  f i n a l i d a d  p r o t e g e r  a  l a s  v i ñ a s  de l a s

p l a g a s ,  s e  s u e l e n  r e a l i z a r  e n t r e  A b r i l  y A gosto . A v e c e s ,  poco a n t e s  de l a

v e n d im ia ,  en  e l  c a s o  de que s e  p ro d u zc a  "podredum bre  g r i s "  s o b r e  l o s

ra c im o s ,  s e  s u e l e  t r a t a r  a  l a  p l a n t a  con  com puestos  o r g á n i c o s .

Los t r a t a m i e n t o s  f i t o s a n i t a r i o s  com prenden a q u é l l o s  que p r o t e g e n  a l a  

p l a n t a  de e n fe rm e d a d e s  c r i p t o g á m i c a s ,  como e l  " m i ld iu "  y e l  " o id i u m " , y 

c o n t r a  l o s  i n s e c t o s  como l a  mosca de l a  f r u t a ,  e l  m o sq u i to  v e rd e ,  l a s  

p o l i l l a s ,  e t c .  P a ra  p r e v e n i r  o e l i m i n a r  e l  " m i ld iu "  s e  u t i l i z a n  p r o d u c t o s  

c ú p r i c o s  y f u n g i c i d a s ,  m i e n t r a s  que c o n t r a  e l  "o id ium " s e  em plea  e l  a z u f r e .  

Los i n s e c t o s  so n  c o m b a t id o s  con  d i s t i n t o s  p r o d u c to s  i n s e c t i c i d a s  [1301 .

Además d e l  e f e c t o  p a t e n t e  que l o s  t r a t a m i e n t o s  t i e n e n  s o b r e  e l  e s t a d o  

s a n i t a r i o  de l a  uva , y p o r  t a n t o  s o b re  l a  c a l i d a d  d e l  p r o d u c to  f i n a l :  e l  

v in o ,  hay  que t e n e r  e n  c u e n ta  o t r o  e f e c t o  que p r e s e n t a n  l o s  p r o d u c t o s  

f u n g i c i d a s  s o b r e  l a  f e r m e n t a c i ó n  de l o s  m ostos .  SAPIS-DOMERCQ [3003 y 

SAPIS-DOMERCQ e t  a l .  [3 0 1 ,  302, 3033 l l e g a n  a l a  c o n c lu s i ó n  de que c i e r t o s
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t r a t a m i e n t o s  a n t i f ú n g i c o s  r e t a r d a n  l a  f e r m e n ta c ió n  y a l t e r a n  l a  c o m p o s ic ió n  

q u ím ic a  d e l  v in o .  El r e t a r d o  s e  debe a  que e s t o s  p r o d u c t o s  d ism in u y en  e l  

número de c é l u l a s  v i a b l e s  de c i e r t a s  e s p e c i e s  t e r m e n t a d o r a s  como 

Saccharom yces  c e r e v i s i a e .  Las d i f e r e n c i a s  e n  l a  c o m p o s ic ió n  q u ím ic a  d e l  

p r o d u c to  f i n a l  s e  o r i g i n a n  po rque  s e  a l t e r a n  l a s  p r o p o r c i o n e s  n o rm a le s

e n t r e  d i s t i n t a s  e s p e c i e s  de l e v a d u r a s ,  v a r i a n d o  a s í  l a s  c a n t i d a d e s  de

p r o d u c t o s  s e c u n d a r i o s  p r o d u c i d a s  p o r  l a s  mismas [3 0 2 ,  3033. En a lg u n o s

c a s o s ,  y a  c i e r t a s  d o s i s ,  l o s  f u n g i c i d a s  s ó l o  a f e c t a n  a l  i n i c i o  de l a  

f e r m e n t a c i ó n ,  o t r a s  v e c e s  p ro v o c a n  f e r m e n ta c io n e s  l e n t a s  e i n c o m p le t a s ,  e 

i n c l u s o  pueden  i n h i b i r  t o t a l m e n t e  l a  f e r m e n ta c ió n .  P o r  e l  c o n t r a r i o  e s t o s  

a u t o r e s  no han  n o ta d o  e f e c t o  de l o s  f u n g i c i d a s  s o b re  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

n i  s o b r e  l a s  a c é t i c a s  [3 0 0 ,  3013.

A l a  h o r a  de e m p le a r  f u n g i c i d a s  hay que t e n e r  en  c u e n ta  que l a s

c o n d ic i o n e s  c l i m á t i c a s  p r e v i a s  a  l a  v e nd im ia ,  van a  d e t e r m i n a r  l a s  

c o n c e n t r a c i o n e s  de r e s i d u o s  f i t o s a n i t a r i o s  en  l o s  m ostos  de uva , s i e n d o  

m ayores  cuando  e l  t ie m p o  e s  s e c o  [300 , 3013.

2 . 1 . 2 . 3 . -  LAS LABORES.

J u n to  con  l a  f e r t i l i z a c i ó n ,  l a s  l a b o r e s  c o n s t i t u y e n  uno de l o s  

f a c t o r e s  que más pueden  i n f l u i r  s o b re  l a  uva. LOPEZ CARRIZOSA [2073 resume 

e s t a s  l a b o r e s  en  l a s  s i g u i e n t e s :  " a s e r p i a d o " , poda, s a r m i e n t a  y l a b o r e s  de 

l a b r a n z a .  El " a s e r p i a d o "  c o n s i s t e  en  l a  fo rm a c ió n  de p i l e t a s  a l r e d e d o r  de 

l a s  c e p a s  a  f i n  de r e t e n e r  e l  agua  de l l u v i a .  La poda c o n t r i b u y e  

d e c i s iv a m e n te  a  fo rm a r  l a  c e p a  y r e g u l a r i z a r  l a  p r o d u c c ió n ;  l a s  v i f ia s  

s u f r e n  una p r im e ra  poda de fo rm a c ió n ,  que en  l a  r e g i ó n  v a l e n c i a n a  e s  de 

t r e s  b r a z o s ,  y o t r a  a n u a l ,  que se  r e a l i z a  e n t r e  D ic iem bre  y F e b r e r o  y de l a  

c u a l  depende  un d e s a r r o l l o  c o r r e c t o  de l a  p l a n t a  y de l o s  r a c im o s ;  e x i s t e  

además un t i p o  de poda en  v e rd e  que comprende d e s p u n te s ,  a c l a r e o  de b r o t e s ,
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e t c . ,  y cuya  f i n a l i d a d  e s  l i m i t a r  e l  c r e c i m i e n t o  e x c e s iv o  de l o s  s a r m ie n t a s  

y d e l  número de f r u t o s .  La s a r m ie n t a  c o n s i s t e  en  l a  r e t i r a d a  de s a r m ie n t o s  

d ep u és  de l a  poda . Las l a b o r e s  de l a b r a n z a  t i e n e n  como f i n  f a v o r e c e r  l a  

p e n e t r a c i ó n  de l a s  a g u a s  de l l u v i a ,  l a  a i r e a c i ó n ,  l a  m ezc la  de abonos  con  

l a  t i e r r a ,  l a  e l i m i n a c i ó n  de v e g e ta c ió n  e s p o n tá n e a  y  l a  d i s m in u c ió n  de l a  

e v a p o ra c ió n ;  e l  l a b o r e o  f a c i l i t a  además l a  p e n e t r a c i ó n  de l a s  r a í c e s  y l a s  

r e a c c i o n e s  q u ím ic a s  y b io q u ím ic a s  de l o s  a b a n o s .  La l a b r a n z a  s e  r e a l i z a  de 

form a p r o fu n d a  en  i n v i e r n o  (a unos 25 cm) y s u p e r f i c i a l  en  v e ra n o ,  p a r a  

e l i m i n a r  l a s  g r i e t a s  que s e  o r i g i n a n  p o r  l a  s e q u ía ;  con  é s t o  s e  e v i t a  que 

s e  p i e r d a  mucha humedad p o r  e v a p o ra c ió n  a t r a v é s  de l a s  mismas [1 3 0 ,  3141.

2 . 1 . 3 . -  FACTORES ACCIDENTALES.

Los f a c t o r e s  a c c i d e n t a l e s  pueden  i n f l u i r  p ro fu n d a m en te  s o b re  l a  

c a l i d a d  y c a n t i d a d  de l a  p ro d u c c ió n  v i t í c o l a .  De e n t r e  e l l o s  d e s ta c a m o s  l o s  

p ro b le m a s  s a n i t a r i o s  de l a s  v i d e s  y l o s  a c c i d e n t e s  m e te o r o ló g ic o s .

Como ya d e s c r i b i ó  OREGLIA, l a s  e n fe rm e d a d e s  que pueden  a f e c t a r  a l  

v iñ e d o  so n  p r i n c i p a l m e n t e  l a  i n f e c c i ó n  de l a  p l a n t a  p o r  hongos ,  t a l e s  como 

Plasmopara v i t í c o l a ,  Oidiujn t v c k e r í ,  P e n i c i l l i u m  expansum  y B o t r y t i s  

c in é r e a .  Por  o t r o  l a d o ,  hay que d e s t a c a r  e l  a ta q u e  a l a s  v i d e s  p o r  i n s e c t o s  

como l o s  a m p e ló fa g o s  o l o s  á c a r o s  [2293 .

La Plasm opara v i t í c o l a  puede d e s a r o l l a r s e  s o b r e  t o d o s  l o s  ó rg a n o s  

v e r d e s  de l a  v id ,  h o j a s ,  f l o r e s  y f r u t a s .  La im p o r ta n c ia  d e l  daño depende 

d e l  ó rg an o  a l  que a f e c t a  y d e l  momento d e l  a ta q u e .  Cuando e l  moho s e  

d e s a r r o l l a  s o b r e  l a s  f l o r e s  o s o b re  e l  g ran o  r e c i é n  c u a ja d o ,  l a  p é r d id a  de 

l a  p ro d u c c ió n  e s  t o t a l .  S i  e l  a ta q u e  s e  p ro d u ce  a l a s  h o j a s  d u r a n t e  l a  

m ad u rac ió n  d e l  f r u t o ,  s e  o b s e rv a  d e s f o l i a c i ó n ,  con l a  c o n s i g u i e n t e

d e t e n c i ó n  de l a  m ad u rac ió n .  S i e l  daño s e  c e n t r a  en
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m ad u ra c ió n ,  é s t o s  p i e r d e n  agua  y s e  d e s p re n d e n  d e l  r a s p ó n .  El r e n d im ie n to  

en  m osto  o b t e n i d o  a  p a r t i r  de e s t a s  u v a s  e s  b a jo ,  y s u  c o m p o s ic ió n  ano rm al:  

p r e s e n t a n  menor c a n t i d a d  de a z ú c a r ,  más a c id e z  y mayor c o n c e n t r a c i ó n  e n  

s u s t a n c i a s  n i t r o g e n a d a s  y m in e r a l e s ,  además e s t á n  c a r g a d o s  de b a c t e r i a s  

l á c t i c a s  y a c é t i c a s  C2293.

E l Didium t v c k e r í  a t a c a  t o d o s  l o s  ó rg a n o s  de l a  v i d ,  p r e f e r e n t e m e n te  

h o j a s  y g r a n o s  en  l a  ú l t i m a  f a s e  de m adurac ión . S i  l a  i n f e c c i ó n  s e  da en  

l a s  h o j a s  e l  r e s u l t a d o  e s  una d i s m in u c ió n  de l a  c a n t i d a d  de a z ú c a r  en  l o s  

f r u t o s ,  p e r o  s i  o c u r r e  en  l o s  g ra n o s  da l u g a r  a l  n e c r o s a m ie n to  de l a s  

c é l u l a s  d e l  h o l l e j o ,  que s e  e n d u re c e  y queda i m p o s i b i l i t a d o  p a r a  c r e c e r  y a 

c a u s a  de e l l o  e l  g r a n o  r e v i e n t a .  E l r e s u l t a d o  e s  una i n f e c c i ó n  de l a s  uv as  

r o t a s  p o r  l e v a d u r a s  y b a c t e r i a s ,  que p ro d u ce n  á c id o  a c é t i c o ,  y una 

c o n c e n t r a c i ó n  de a z ú c a r e s  p o r  e v a p o r a c ió n  [2293 .

E l P e n i c i l lu m  expansiva  c a u sa  una en fe rm edad  denom inada “ podredum bre 

verde*’ . Su v i r u l e n c i a  e s t á  c o n d ic io n a d a  p o r  l a  humedad d e l  a m b ie n te ,  s i  

é s t a  e s  e l e v a d a  e n  poco  t ie m p o  l o s  g r a n o s  s e  c o n v i e r t e n  en  una masa p a s t o s a  

con  o l o r  a moho c a r a c t e r í s t i c o .  Los m ostos  r e s u l t a n t e s  s o n  p o b r e s  en  

a z ú c a r ,  con  g u s t o  am argo a  c o n s e c u e n c ia  de l o s  p r o d u c to s  r e s u l t a n t e s  de l a  

d e s c o m p o s ic ió n  de l o s  p o l i f e n o l e s ,  con e l e v a d a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de m a n i to l ,  

á c id o  o x á l i c o ,  á c i d o s  g r a s o s  s u p e r i o r e s ,  y s u s t a n c i a s  a n t l b i ó t i c a s  que 

d i f i c u l t a r á n  l a  f e r m e n t a c i ó n  C2293.

La B o t r y t i s  c in é r e a  puede s e r  una i n f e c c i ó n  v e n t a j o s a  o d e s v e n t a j o s a  

seg ú n  e l  momento y l a s  c o n d ic i o n e s  e c o l ó g i c a s  en  l a s  que s e  dé .  A s í ,  s i  

d u r a n t e  e l  p e r i o d o  de p re m a d u ra c ió n  de l a  uva hay a m b ie n te  l l u v i o s o ,  l a  

B o t r y t i s  s e  d e s a r r o l l a  s o b r e  l a  p i e l  de l o s  f r u t o s  d e s t r u y é n d o l a .  A e s t a  

e n fe rm e d a d  s e  l a  denom ina “ podredum bre g r i s ” y p ro v o c a  una i n t e n s a  

c o n c e n t r a c i ó n  d e l  ju g o  de u v as .  El moho descompone l o s  a z ú c a r e s ,  l o s  

t a n i n o s ,  p o l i f e n o l e s ,  s u s t a n c i a s  n i t r o g e n a d a s ,  y á c id o s  o r g á n i c o s  como e l  

t a r t á r i c o  y e l  m á l ic o  [3103 . La c o m p o s ic ió n  de l o s  m osto s  de uvas



i n f e c t a d a s  p r e s e n t a  c a n t i d a d e s  e l e v a d a s  de g l i c e r o l ,  á c id o  g l u c ó n i c o ,  á c id o  

o x á l i c o ,  á c id o  l á c t i c o ,  d e x t r a n o  y m u c i la g o s .  Los m o s to s  p r e s e n t a n  

d i f i c u l t a d e s  en  l a  f e r m e n ta c ió n ,  ya que B o t r y t i s  e x c r e t a  un a n t i b i ó t i c o ,  l a  

b o t r i t i c i n a ,  que  a f e c t a  a  l a s  l e v a d u r a s  [33 . Los v i n o s  r e s u l t a n t e s  no 

c l a r i f i c a n  e s p o n tá n e a m e n te ,  son  de d i f í c i l  c o n s e r v a c ió n  y e s t á n  e x p u e s t o s  a  

q u i e b r a s  o x i d á s i c a s  dada  l a  g r a n  c a n t i d a d  de t i r o s i n a s a s  y l a c a s a s  que 

p ro d u ce  e s t e  moho [2293.

El daño que c a u sa n  l o s  i n s e c t o s  puede s e r  d i r e c t o ,  s i  a t a c a n  a l  g ran o  

maduro como e s  e l  c a so  de C o c h y l í s  y Ende mis, o i n d i r e c t o  s i  a t a c a n  o t r o s  

ó rg a n o s  como l a s  h o j a s  o l a s  r a í c e s ,  c a so  de l a  f i l o x e r a .  Los á c a r o s  a t a c a n  

t a n t o  a l  f r u t o  como a  l a s  h o j a s  y p ro v o can  un d e s a r r o l l o  a no rm a l de l a s  

u v a s ,  dando é s t a s  m ostos  d e f i c i e n t e s  en  a z ú c a r  [2293 .

Los p r i n c i p a l e s  a c c i d e n t e s  m e te o r o ló g ic o s  que pueden  a f e c t a r  a  l a  v i d  

son  e l  g r a n i z o  y l a s  h e l a d a s .  E l g r a n i z o  p ro v o ca  p é r d i d a s  de volumen de 

c o s e c h a  y d ism in u y e  l a  c a l i d a d  de l o s  m osto s  s i  cae  en  e l  p e r i o d o  f i n a l  de 

m ad u ra c ió n ,  ya  que rompe l o s  g r a n o s  y é s t o s  son  in v a d i d o s  p o r  b a c t e r i a s ,  

mohos y l e v a d u r a s  que d e s t r u y e n  s u s  c o n s t i t u y e n t e s  con  fo rm a c ió n  de 

s u s t a n c i a s  de o l o r  y s a b o r  d e s a g r a d a b le .  Las h e la d a s  a f e c t a n  t a m b ié n  a l a  

c a n t i d a d  de uva  que s e  o b t i e n e  p o r  h e c t á r e a .  S i  s e  p ro d u c e n  cuando  l a  uva 

e s t á  m adurando s e  p a r a l i z a  l a  a c t i v i d a d  de l a  p l a n t a ,  y e l  m osto  r e s u l t a  

d e f i c i e n t e  p o r  f a l t a  de a z ú c a r ,  e x c e s o  de a c id e z ,  y poco c o l o r  en  e l  c a so  

de u v a s  t i n t a s .  S i  s e  p ro d u ce n  cuando l a  uva ha madurado c o m p le ta m en te ,  l a s  

h e l a d a s  p ro v o c a n  -una c o n c e n t r a c i ó n  d e l  mosto y p o r  t a n t o  una 

s o b re m a d u ra c ió n  de l a  uva en  poco  t ie m p o .
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2 . 2 . -  FACTORES QUE IAFLUYEN EE LA CALIDAD DE UE VIEO DURAETE EL PROCESADO 

DE LA UVA.

H a s ta  a h o ra  hemos v i s t o  qué f a c t o r e s  a f e c t a n  a  l a  c a l i d a d  de l a  

m a t e r i a  p r im a ;  se g u id a m e n te  vamos a  e s t u d i a r  l a  manera en  que s e  m o d i f i c a  

l a  c a l i d a d  en  e l  p ro c e s a d o  de l a  uva.

2 . 2 . 1 . -  MOMEETO Y TRAESPORTE DE LA UVA.

El momento y l a s  c o n d ic i o n e s  en  l a s  que s e  r e a l i z a  l a  v e n d im ia  t i e n e n  

g ra n  i n f l u e n c i a  s o b r e  l a  c a l i d a d  y l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  d e l  v in o  que s e  

o b t e n d r á .  A vanzar  o r e t r a s a r  l a  v e nd im ia  una semana puede s i g n i f i c a r  e l  

o b t e n e r  v i n o s  de c a r a c t e r í s t i c a s  muy d i f e r e n t e s .  E s to  e s  e x p l i c a b l e  s i  

c o n s id e ra m o s  que en  l o s  ú l t i m o s  d í a s  de l a  m adu rac ión  l o s  p r o c e s o s  

b io q u ím ic o s  y l a s  t r a n s f o r m a c i o n e s  que s e  p roducen  en e l  i n t e r i o r  de l o s  

g ra n o s  su c e d e n  muy d e p r i s a :  d i s m in u c ió n  en  l a  c a n t i d a d  de á c i d o s ,

in c re m e n to  en l a  c o n c e n t r a c i ó n  de a z ú c a r e s ,  y aumento de m a t e r i a  c o l o r a n t e  

y a rom as  [6 6 ,  2413.

C onocer a  c i e n c i a  c i e r t a  l a  f e c h a  en l a  que s e  ha de r e a l i z a r  l a  

v e n d im ia  e s  d i f í c i l ,  ya que a cad a  t i p o  de v a r i e d a d ,  en  f u n c i ó n  d e l  c l im a  y  

d e l  e s t a d o  s a n i t a r i o  de l a s  p l a n t a s ,  l e s  c o r r e s p o n d e  un t ie m p o  de 

r e c o l e c c i ó n .

La f i j a c i ó n  de l a  f e c h a  de v e n d im ia  no debe s e r  e m p í r i c a ;  e s  n e c e s a r i o  

s e g u i r  e l  p r o c e s o  de m adurac ión  de dos  m aneras: a l a r g o  p l a z o ,  b a sá n d o se  en  

l a  d u r a c ió n  d e l  c i c l o  v e g e t a t i v o ,  y a c o r t o  p l a z o ,  s ig u i e n d o  l a  e v o lu c ió n  

de l a  c o m p o s ic ió n  de l a s  uv as  en  e l  t r a n s c u r s o  de l a  m adu rac ión  [2413 . S in  

embargo, h a s t a  hace  muy pocos  afios, l a  p r e o c u p a c ió n  p o r  e s t e  c o n t r o l  no 

e x i s t í a ,  ya que t a n t o  e l  c u l t i v o  de l a  v i d  como l a  e l a b o r a c i ó n  d e l  v in o
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c a r e c í a n  de fu n d am e n to s  c i e n t í f i c o s  y s e  r e a l i z a b a n  s i g u i e n d o  p a u t a s  

t r a d i c i o n a l m e n t e  h e r e d a d a s  de p a d r e s  a h i j o s .  Es con e l  a d v e n im ie n to  de l a  

V i t i c u l t u r a  y l a  E n o lo g ía  cuando s e  ha a s o c i a d o  l a  r e a l i z a c i ó n  de u n a s  

d e te r m i n a d a s  p r á c t i c a s  con  l a  o b t e n c ió n  de u nos  r e s u l t a d o s  d e s e a d o s .  No 

h ace  mucho t ie m p o  l a  m ayoría  de l o s  c o s e c h e r o s  ve n d im ia b a n  en  d e te r m in a d o s  

d í a s  s i n  p r e g u n t a r s e  a c e r c a  de l a  id o n e id a d  de l a  f e c h a  o de l a  

s i m u l t a n e i d a d  con  e l  r e s t o  de v i t i c u l t o r e s ,  lo  c u a l  l l e v a b a  f r e c u e n te m e n te  

a una s o b r e s a t u r a c i ó n  en  l a  c a p a c id a d  de r e c e p c ió n  en l a  bodega  o a  que l o s  

c a r r o s  o r e m o lq u e s ,  c a rg a d o s  con  u v a s  v e n d im ia d a s ,  t u v i e s e n  que e s p e r a r  

v a r i a s  d í a s  p a r a  d e s c a r g a r  en bodega. A c tu a lm en te  e s t e  p ro b lem a  s e  ha 

s u b s a n a d o  con  l a  p l a n i f i c a c i ó n  p o r  p a r t e  d e l  e n ó lo g o  d e l  volumen de 

v e n d im ia  en  r e l a c i ó n  a  l a  i n f r a e s t r u c t u r a  de l a  bodega.

El c o n o c im ie n to  y l a  o b s e r v a c ió n  d e l  p r o c e s o  de m a d u ra c ió n  p e r m i te n  

i n f l u i r  s o b r e  l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  d e l  v in o  a  o b t e n e r ,  v e n d im ia n d o  con 

a n t e l a c i ó n  o r e t r a s o ,  s e g ú n  que se  busque en un v in o  a c id e z  y v i v a c i d a d  o 

b i e n  c u e rp o  y p o t e n c i a  [ 6 6 ] ,

P e ro  no i n f l u y e  s o la m e n te  e l  momento de l a  v e n d im ia ,  s i n o  t a m b ié n  . l a s  

c o n d i c i o n e s  en  l a s  que é s t a  s e  e f e c t ú a .  El v in o  r e s u l t a n t e  de u n a s  u v a s  que 

s e  han c o g id o  con  c u id a d o ,  en  l a s  que l o s  g ra n o s  no s e  e s t r u j a n ,  que l l e g a n  

a l a  bodega a l  poco  t ie m p o  de h a b e r  s i d o  v en d im ia d o s ,  que no e s t á n  s u c i o s  

de b a r r o ,  n i  c o n t i e n e n  h o j a s ,  ram as n i  o t r a s  m a t e r i a s  e x t r a ñ a s  y que no s e  

han r e c a l e n t a d o ,  e s  muy d i f e r e n t e  d e l  que se  o b t i e n e  a  p a r t i r  de u v a s  que 

l l e g a n  a  l a  bodega  d e s p u é s  de un d í a  o más de e s t a r  r e c o g i d a s ,  que s e  han 

t r a n s p o r t a d o  en  g r a n d e s  r e c i p i e n t e s  (p o r  l o  c u a l  s e  han r e c a l e n t a d o  y 

r o t o ) ,  que e s t á n  s u c i a s  o p o d r id a s  o que , s im p lem e n te ,  s e  han  c o lo c a d o  en 

r e c i p i e n t e s  s u c i o s  o i n f e c t a d o s  [ 6 6 ] .  Una v en d im ia  r e a l i z a d a  en  m alas  

c o n d ic i o n e s  da l u g a r  a una s e r i e  de fenóm enos que d ism in u y en  l a  c a l i d a d  d e l  

v in o :  o x i d a c i o n e s ,  p é r d i d a  de arom as, s a b o r e s  e x t r a ñ o s ,  i n c o r p o r a c i ó n  de 

e le m e n to s  im p r o p io s ,  e t c .
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2 . 2 . 2 . -  TIPO DE MAQUINARIA EN BODEGA.

Aunque l a  o b t e n c i ó n  de l o s  d i s t i n t o s  t i p o s  de v i n o s  va a s o c i a d a  a 

d i f e r e n t e s  t i p o s  de v i n i f i c a c i o n e s ,  vamos a  e s t u d i a r  de fo rm a g e n e r a l  e l  

e f e c t o  que t i e n e n  s o b r e  l o s  m ostos  d i v e r s a s  o p e r a c io n e s  de b odega , y l a s  

v e n t a j a s  que o f r e c e n  c i e r t a s  p r á c t i c a s  o c i e r t o s  t i p o s  de m a q u in a r i a s  s o b re  

o t r o s .

Una de l a s  p r i m e r a s  o p e r a c io n e s  que s u f r e n  l a s  u vas  a l  l l e g a r  a  l a  

bodega e s  e l  e s t r u j a d o .  Con e s t a  o p e r a c ió n  se  l i b e r a  e l  ju g o ,  s e  hace  

p o s i b l e  e l  t r a n s p o r t e  m ed ia n te  bombas, s e  p ro d u ce  l a  i n v a s i ó n  d e l  ju g o  p o r  

l a s  l e v a d u r a s  d e l  h o l l e j o ,  f a c i l i t a  l a  m a c e ra c ió n  p o r  e l  mayor c o n t a c t o  

e n t r e  e l  m osto  y l a  p a r t e  s ó l i d a ,  y s e  aum enta  l a  e f i c a c i a  d e l  p r e n s a d o .  

E n t r e  l a s  d e s v e n t a j a s  que podemos a t r i b u i r  a  e s t a  o p e r a c ió n  e s t á n  e l  que l a  

a i r e a c i ó n ,  s o b r e  t o d o  en  e l  c a s o  de u v a s  a l t e r a d a s ,  puede  o x i d a r  l o s  

m osto s ;  además p u e d e - p r o v o c a r  una a c t i v a c i ó n  muy m arcada de l a  

f e r m e n ta c ió n ,  p r i n c i p a l m e n t e  en  z o n a s  c á l i d a s .  El e s t r u j a d o  o c a s io n a  

t a m b ié n  un e x c e s o  de l i a s .  E x i s t e n  v a r i o s  t i p o s  de s i s t e m a s  de e s t r u j a d o :  

unos  s e  b a sa n  en  l a  a c c i ó n  de r o d i l l o s  ( c i l i n d r i c o s ,  c ó n ic o s ,  de p e r f i l e s  

c o n ju g a d a s ,  e t c . )  y o t r o s  so n  c e n t r í f u g o s  (de e j e  h o r i z o n t a l  o de e j e  

v e r t i c a l ) .  Las e s t r u j a d o r a s  deben  rom per l o s  g ra n o s  de uva p e ro  nunca 

m o le r lo s  a  r i e s g o  de d i s l a c e r a r  s e m i l l a s ,  que p r o p o r c io n a n  s u s t a n c i a s  

a s t r i n g e n t e s  y aum en tan  l a  d i s o l u c i ó n  de t a n i n o s .

El d e s p a l i l l a d o  c o n s i s t e  en  l a  s e p a r a c i ó n  de l o s  g r a n o s  d e l  r a s p ó n  

a n t e s  de que s e a n  e s t r u j a d o s .  Los r a s p o n e s  v e r d e s  c o n f i e r e n  un s a b o r  

d e s a g r a d a b le  a l  m osto  p o r  d i s o l u c i ó n  de t a n i n o s ,  ju g o s  v e g e t a l e s  y p o s i b l e s  

p e s t i c i d a s .  En v i n o s  t i n t o s  f i n o s  e s  c o n v e n ie n te  r e a l i z a r  e s t a  o p e r a c ió n ,  

p u e s  en  c a s o  c o n t r a r i o  s e  o b t i e n e n  v in o s  á s p e r o s ,  d u ro s  e in a rm ó n ic o s .  En
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v in o s  b l a n c o s  l a  i d o n e id a d  o no d e l  d e s p a l i l l a d o  depende de l a  v a r i e d a d  de 

u v a s ,  de s u  g r a d o  de m adurez y de su  e l a b o r a c i ó n  p o s t e r i o r .  En g e n e r a l  l a s  

v e n t a j a s  que supone  e l  e l i m i n a r  l o s  r a s p o n e s  son  econom ía  d e l  e s p a c i o  

ocupada  en  bodega , d i s m in u c ió n  de l a  a s t r i n g e n c i a ,  o b t e n c i ó n  de mayor g rad o  

a l c o h ó l i c o  . y mayor c o l o r  d e b id o  a que e l  r a s p ó n  a b s o rb e  e t a n o l  y f i j a  

m a t e r i a  c o l o r a n t e  s o b r e  s u  s u p e r f i c i e .  Los i n c o n v e n i e n t e s  de r e a l i z a r l a  so n  

que l a  f e r m e n t a c i ó n  puede  p r e s e n t a n  p ro b le m as  de r e a l i z a c i ó n ,  ya  q u e - e l  

r a s p ó n  i n t r o d u c e  s u s t a n c i a s  n i t r o g e n a d a s  y p ro v o ca  mayor a i r e a c i ó n ,  

f a c t o r e s  que f a c i l i t a n  e l  c r e c im i e n t o  de l a s  l e v a d u r a s .  El r a s p ó n  ta m b ié n  

a c tú a  f a c i l i t a n d o  e l  p r e n s a d o .

O tro  t i p o  de m a q u in a r i a  que i n t e r v i e n e  c o n s ta n t e m e n te  en  l a  

e l a b o r a c i ó n  de l o s  v i n o s  son  l a s  bombas. E x i s t e n  d i v e r s o s  t i p o s  de e l l a s  y 

l a s  más a d e c u a d a s  s a n  l a s  que t r a b a j a n  le n ta m e n te ,  p ro v o c a n  poco 

e n tu r b i a m i e n t o ,  y t r a n s p o r t a n  cu id a d o sa m e n te  l a  uva e s t r u j a d a :  p o r  e je m p lo  

l a s  bombas de émbolo de p e r c u s i ó n .

El e s c u r r i d o  e s  una o p e r a c ió n  i n d i s p e n s a b l e  en l a  e l a b o r a c i ó n  de v in o s  

b l a n c o s .  C o n s i s t e  en s e p a r a r  r á p id a m e n te  e l  máximo de ju g o  l i b e r a d o  en  e l  

e s t r u j a d o ,  d e l  r e s t o  de p a r t e s  s ó l i d a s .  Los r e q u i s i t o s  que s e  e x ig e n  a un

e x t r a c t o r  de ju g o  son : r a p i d e z  de c a r g a ,  v e lo c id a d  e le v a d a  en  e l  p r o c e s o ,

o b t e n c i ó n  de m osto s  c l a r o s  y poco c o n t a c t o  d e l  mosto y l a  uva con e l  a i r e .  

La v e n t a j a  que p r e s e n t a  e l  e s c u r r i d o  e s  que e l  p r e n s a d o  s e  r e a l i z a  s o b re  

vo lúm enes  m enores ,  con l o  c u a l  s e  a h o r r a  t iem po  y e s p a c i o .  La d e s v e n t a j a  

r a d i c a  en  l a  e x c e s i v a  a i r e a c i ó n  d e l  zumo.

E l p r e n s a d o  de l a s  u v a s  e s t r u j a d a s  y e s c u r r i d a s  en  e l  c a s o  de l a  

v i n i f i c a c i ó n  en  b la n c o ,  o de l a  p a s t a  o b t e n id a  t r a s  l a  m a c e ra c ió n  en l a  

v i n i f i c a c i ó n  en  t i n t o ,  c o n s i s t e  en  l a  s e p a r a c ió n  d e l  l í q u i d o  de l o s  

com ponen tes  s ó l i d o s  de l a  uva. Las p r e n s a s  pueden s e r  de t i p o  c o n t i n u o  o

d i s c o n t i n u o ,  y d e n t r o  de e s t a s  ú l t i m a s  l a s  hay h o r i z o n t a l e s  de h u s i l l o ,

n e u m á t ic a s ,  h i d r á u l i c a s ,  e t c .  A c o n t i n u a c i ó n  c i ta m o s  l a s  v e n t a j a s  de unos
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s i s t e m a s  s o b re  o t r o s  a p l i c á n d o l o  a l a  v i n i f i c a c i ó n  e n  b l a n c o ,  dado que l o s  

m osto s  b l a n c o s  s o n  más s u s c e p t i b l e s ,  a  l a  a l t e r a c i ó n  que l o s  v in o s  de p a s t a  

en  l a  e l a b o r a c i ó n  de t i n t o s .  El p ro c e s o  de p r e n s a d o  debe s e r  r á p i d o ,  

g a r a n t i z a r  una a l t a  e f i c a c i a  y p r o v o c a r  un e f e c t o  l o  menos n e g a t i v o  p o s i b l e  

s o b r e  e l  m osto  en  l o  que s e  r e f i e r e  a  e n t u r b i a m i e n t o  y c e s i ó n  de s u s t a n c i a s  

t á n i c a s .  Las p r e n s a s  c o n t i n u a s  son  de a l t o  r e n d i m ie n to ,  r e a l i z a n  una 

e x t r a c c i ó n  r á p i d a  d e l  mosto y r e q u i e r e n  poca  mano de o b ra ,  p e r o  a 

c o n s e c u e n c ia  d e l  p r e n s a d o  v i o l e n t o  que r e a l i z a n  t r i t u r a n  l o s  o r u j o s  

aum entando l o s  t a n i n o s  d e l  mosto. D en tro  de l a s  d i s c o n t i n u a s  tenem os l a s  de 

t i p o  v e r t i c a l .  E s t a s  han  s i d o  u t i l i z a d a s  d e sd e  t ie m p o s  in m e m o r ia le s ,  p e ro  

l a s  p r e s i o n e s  que  e j e r c í a n  e s t o s  a n t i g u o s  a p a r a t o s  p r o d u c ía n  b a jo s  

r e n d i m ie n to s .  A p a r t i r  d e l  s i g l o  XIX s e  l e  a c o p la  un d i s p o s i t i v o  h i d r á u l i c o  

que e j e r c e  p r e s i ó n .  Las v e n t a j a s  de e s t a  p r e n s a  so n  que l a  f u e r z a  que 

e j e r c e  no d i s l a c e r a  l o s  o r u j o s ,  que e xp rim e  e f i c a z m e n te  u v a s  p o d r i d a s  o 

e n t e r a s ,  y que e l  mosto o b t e n id o  no p r e s e n t a  d e m a s ia d a s  h e c e s .  El 

i n c o n v e n i e n t e  e s  que e l  e s p e s o r  de o r u j o s  g e n e ra d o  e s  muy g ra n d e  y o b l i g a  a 

e m p le a r  p r e s i o n e s  muy f u e r t e s .  La p r e n s a  h i d r á u l i c a  v e r t i c a l  fu e  r e l e g a d a  

con  e l  d e s a r r o l l o  de l a s  p r e n s a s  h o r i z o n t a l e s  a  p a r t i r  de 1955, ya que 

é s t a s  so n  más r á p i d a s  y r e q u i e r e n  menos t r a b a j o .  P e ro  d e sd e  e l  p u n to  de 

v i s t a  de l a  c a l i d a d  y c o m p o s ic ió n  d e l  mosto, s e  debe  a d m i t i r  que l o s  c a l d o s  

o b t e n i d o s  con  l a  p r e n s a  h o r i z o n t a l  son  más t u r b i o s  y r e q u i e r e n  una 

p o s t e r i o r  c l a r i f i c a c i ó n .

2 . 2 . 3 . -  TIPOS DE VASIJAS DE FERMENTACION Y CONSERVACION.

La i n f l u e n c i a  que puedan  t e n e r  l o s  t a n q u e s  de f e r m e n ta c ió n  y 

c o n s e r v a c ió n  s o b r e  l a  c a l i d a d  f i n a l  de l o s  v in o s  puede s e r  de t i p o  f í s i c o  

( i n f l u e n c i a  s o b re  l a s  t e m p e r a t u r a s  de f e r m e n t a c i ó n ) ,  de t i p o  q u ím ico
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( c e s i ó n  de m a t e r i a l e s  d e s d e  l o s  r e c i p i e n t e s  a l  mosto en  f e r m e n t a c i ó n ) ,  o de 

t i p o  s a n i t a r i o  ( f a c i l i d a d  de l im p ie z a  y p o r  t a n t o  de p r e v e n c ió n  de 

e n fe rm e d a d e s  d e l  v i n o ) .  Los t a n q u e s  pueden  s e r  de m adera , de cem en to , de 

f i b r a  de v i d r i o  y r e s i n a s ,  de a c e r o  común y de a c e r o  i n o x i d a b l e .  E s t a s  

g r a n d e s  c u b a s  pueden  s e r  a é r e a s  o no, y s u  d i s p o s i c i ó n  en  bodega  ta m b ié n  va 

a t e n e r  i n f l u e n c i a  s o b r e  l a  f e r m e n ta c ió n  a l  c o n d i c i o n a r  l a  d i f u s i ó n  d e l  

c a l o r  d e s d e  l o s  t a n q u e s  a l  e x t e r i o r .

Los r e c i p i e n t e s  de madera p a r a  l a  f e r m e n ta c ió n  e s t á n  cayendo  en 

d e s u s o ;  s i n  embargo e s  en  b a r r i l e s  de e s t e  m a t e r i a l  donde s e  r e a l i z a  l a  

c r i a n z a  y a f íe ja m ie n to  de l o s  v in o s .  La v e n t a j a  de e s t e  t i p o  de r e c i p i e n t e s  

e s  que cede  a l  v in o  s u a v e s  a rom as de m adera, y a c e l e r a  s u  e n v e j e c im ie n t o  

dado que l a s  p a r e d e s  de l o s  b a r r i l e s  o t o n e l e s  son  p e rm e a b le s  a l  o x ig e n o  y 

p o r  t a n t o  f a v o r e c e n  l o s  p r o c e s o s  o x i d a t i v o s .  Los i n c o n v e n i e n t e s  son  l a  

d i f i c u l t a d  de su  l im p ie z a ,  su  a i s l a m i e n t o  t é r m ic o  d e l  e x t e r i o r ,  y s u  f a l t a  

de e s t a n q u e íd a d  s i  han  p e rm anec ido  a lg ú n  t iem po  s i n  l í q u i d o  y no s e  t i e n e  

l a  p r e c a u c ió n  de " h i n c h a r l o s ” con agua , a  f i n  de que l a  m adera l a  a b s o rb a  y 

a j u s t e  t o d a s  s u s  d u e l a s .

Los t a n q u e s  de f e r m e n ta c ió n  más e x te n d i d o s  so n  l o s  de cem en to  armado. 

P r e s e n t a n  muchas v e n t a j a s  s o b re  l a s  v a s i j a s  de madera: so n  menos c o s t o s o s  y 

de c o n s e r v a c ió n  y l im p ie z a  más f á c i l ,  a p ro v ech an  m e jo r  e l  e s p a c i o  e n  

bodega , y no p r e s e n t a n  d i f i c u l t a d e s  de s u p e r p o s i c i ó n  o a d o s a m ie n to .  Son 

r e c i p i e n t e s  h e r m é t i c o s  im perm eab les  a l  ox íg en o  (por e l l o  no so n  ú t i l e s  p a ra  

e l  e n v e j e c i m i e n t o ) ,  y no p e rm i te n  mermas po r  e v a p o r a c ió n .  E n t r e  l a s  

d e s v e n t a j a s  que p r e s e n t a n  l a s  bodegas  con d e p ó s i t o s  de cem en to ,  s e  

e n c u e n t r a n  l a s  a l t a s  t e m p e r a t u r a s  de f e r m e n ta c ió n  que s e  a l c a n z a n ;  é s t o  s e  

debe a l a  d i s p o s i c i ó n  a d o s a d a ,  a  l a  n a t u r a l e z a  a i s l a n t e ,  y a l  g r o s o r  de l a s  

p a r e d e s  de l o s  mismos. O t r o s  a s p e c t o s  n e g a t i v o s  de e s t e  t i p o  de d e p ó s i t o  

son  l a  a l c a l i n i d a d  i n i c i a l  de s u s  s u p e r f i c i e s ,  y l a  c e s i ó n  a l  v in o  de 

c a l c i o  y h i e r r o  s i  l a s  p a r e d e s  no e s t á n  r e v e s t i d a s  a d ecu ad am en te  con
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p a r a f i n a s ,  p l á s t i c o s  s i n t é t i c o s ,  r e s i n a s  e p o x i ,  e t c .  Desde e l  p u n to  de 

v i s t a  s a n i t a r i o ,  s i  l a  bodega  e s  húmeda l a s  p a r e d e s  de l o s  d e p ó s i t o s  v a c í o s  

s e  enmohecen, y é s t o  c a u s a  a l t e r a c i o n e s  p o s t e r i o r e s  en  l o s  m ostos  que a l l í  

s e  v i n i f i q u e n .

Las v a s i j a s  a  b a s e  de f i b r a s  de v i d r i o  y r e s i n a s  de p o l i é s t e r  s e  

u t i l i z a n  p a r a  l a  c o n s e r v a c ió n  más que p a r a  l a  f e r m e n t a c i ó n .  Las 

c a r a c t e r í s t i c a s  p r i n c i p a l e s  de e s t o s  r e c i p i e n t e s  son  buena  r e s i s t e n c i a  

f í s i c o - m e c á n i c a ,  u n id a  a  una c i e r t a  e l a s t i c i d a d  y poco p e s o .  Como 

i n c o n v e n i e n t e s  m u e s t ra n  una t e n d e n c i a  a  l a  d e fo rm a c ió n  con  e l  t ie m p o ,  y 

p ro d u ce n  una  c i e r t a  a l t e r a c i ó n  q u ím ica  d e l  v in o  c o n te n id o  p o r  i n c o r p o r a c i ó n  

de uno de l o s  e l e m e n to s  que e n t r a n  en  su  c o m p o s ic ió n :  e l  monómero de 

e s t i r e n o ,  que da o l o r  y g u s to  a  p l á s t i c o  [ 2 2 9 ] .

Las c u a l i d a d e s  que  p r e s e n t a n  l o s  d e p ó s i t o s  de f e r m e n t a c i ó n  de a c e r o  

i n o x i d a b l e  son :  g r a n  r e s i s t e n c i a  m ecán ica ,  e s t a n q u e id a d  p e r f e c t a  y g ra n  

f a c i l i d a d  de l im p ie z a ,  d e s i n f e c c i ó n  y e s t e r i l i z a c i ó n .  P o r  o t r o  la d o  l a s  

p a r e d e s  m e t á l i c a s  so n  s u s c e p t i b l e s  de t r a n s m i t i r  c a l o r ,  l o  c u a l  e s  

i n t e r e s a n t e  p a r a  r e b a j a r  l a s  a l t a s  t e m p e r a t u r a s  de f e r m e n ta c ió n .  A p e s a r  de 

que l a  o p i n ió n  g e n e r a l i z a d a  d e s t a c a  l a .  i n a l t e r a b i l i d a d  de e s t e  m a t e r i a l  y 

s u  c a r á c t e r  i n e r t e ,  OREGLIA r e v i s a n d o  l o s  t r a b a j o s  de v a r i o s  a u t o r e s  nos  

a d v i e r t e  s o b r e  l o s  p e l i g r o s  de l o s  t a n q u e s  de a c e r o  i n o x i d a b l e  p a r a  

p e rm a n e n c ia s  p r o lo n g a d a s  d e l  v in o ,  ya que l a  c o r r o s i ó n  que puede  s u f r i r  

e s t e  m e ta l  p o r  p a r t e  d e l  v in o  u o t r a s  c a u s a s  a j e n a s  a  é l ,  como p o r  e je m p lo  

e l  a n h í d r i d o  s u l f u r o s o  que s e  a ñ a d e ,  p ro v o c a  e l  e n r i q u e c i m ie n t o  en  m e ta le s  

i n d e s e a b l e s ;  p o r  o t r o  l a d o  e l  v in o  puede c a n a l i z a r  fenóm enos de c o r r o s i ó n  

g a l v á n i c a ,  e t c .  [2 2 9 1 .
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2 . 2 . 4 . -  TIPOS DE TRATAMIENTOS APLICADOS A LOS MOSTOS.

El t r a t a m i e n t o  más g e n e r a l i z a d o  que s e  e f e c t ú a  en l a  e l a b o r a c i ó n  de 

l o s  v in o s  e s  e l  s u l f i t a d o ;  s i n  embargo o t r o s  p r o c e s o s  t a l e s  como l a  a d i c i ó n  

de e n z im as  p e c t o l í t i c o s ,  e l  c o n t r o l  de t e m p e r a tu r a ,  l a  c l a r i f i c a c i ó n  y l a  

e s t a b i l i z a c i ó n  t a m b ié n  a f e c t a n  l a s  c u a l i d a d e s  d e l  p r o d u c to  f i n a l .  •

2 . 2 . 4 . 1 . -  EFECTO DEL S02 .

El uso  d e l  S02 como d e s i n f e c t a n t e  de r e c i p i e n t e s  v i n a r i o s  d a t e  de muy 

a n t i g u o ,  p e ro  e l  p r im e ro  que lo  u t i l i z ó  en  l a  v i n i f i c a c i ó n  fu e  CZEPPEL en  

1890 12293. Los f r a n c e s e s  MARTINAND y ANDREU a f i n e s  d e l  s i g l o  p a sa d o  

d e m o s t ra ro n  l a s  v e n t a j a s  de su  empleo en  l a  e l a b o r a c i ó n  de l o s  v i n o s  12293 

y BOUFFARD, ya en  n u e s t r o  s i g l o ,  lo  u t i l i z ó  e s e n c i a l m e n t e  p a r a  e v i t a r  l a  

" q u i e b r a  - o x id á s ic a ” 12833. El S02 s e  s u e l e  em p le a r  in m e d ia ta m e n te  d e s p u é s  

d e l  p r e n s a d o  de l a s  u v a s  d e s t i n a d a s  a  v i n i f i c a c i ó n  en  b l a n c o ,  t r a s  e l  

e s t r u j a d o  de u v a s  t i n t a s ,  y una vez f i n a l i z a d a  l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  o 

l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  p a ra  e s t a b i l i z a r  l o s  v in o s .  El s u l f u r o s o  puede  

a ñ a d i r s e  a l  m osto en  form a de g a s ,  m e t a b i s u l f i t o  p o t á s i c o ,  o ta m b ié n  

quemando en e l  i n t e r i o r  de l o s  r e c i p i e n t e s  una mecha de a z u f r e .  En l o s  

v in o s  e l  a n h í d r i d o  s u l f u r o s o ' s e  e n c u e n t r a  en dos e s t a d o s :  l i b r e  o form ando 

c o m b in a c io n e s  más o menos e s t a b l e s  con com puestos  o r g á n i c o s  como a l d e h i d o s  

o c e to n a s .  Desde e l  p u n to  de v i s t a  a n t i s é p t i c o  y a n t i o & i d a n te  s ó l o  p r e s e n t a  

a c t i v i d a d  e l  s u l f u r o s o  l i b r e  12413. Las v e n t a j a s  t e c n o l ó g i c a s  d e l  em pleo 

de 1 S02 s o n :

1- Selección de la  B lcroflora de l a  uva, a l  a c t u a r  más i n te n s a m e n te  s o b r e  

u nas  e s p e c i e s  que s o b r e  o t r a s .  I n h ib e  en  mayor g rado  a l a s  b a c t e r i a s  que a 

l a s  l e v a d u r a s ,  y e n t r e  e s t a s  ú l t i m a s  más. a l a s  a p i c u l a d a s  que a l a s  

p e r t e n e c i e n t e s  a l  g é n e ro  Saccharom yces  143, 271, 275, 283, 3063. De e s t a
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form a s e  c o n s ig u e  una f e r m e n ta c ió n  más p u ra ,  r e g u l a r  y c o m p le ta  [2293 .

2 -  A c c ió n  s o l u b i l i z a n t e  y  a c i d i f i c a n t e  d e l  S02 . En e l  c a s o  de l a  

v i n i f i c a c i ó n  en  t i n t o  s e  a d m ite  que e l  s u l f i t a j e  f a v o r e c e  l a  d i s o l u c i ó n  de 

s u s t a n c i a s  m i n e r a l e s ,  de á c i d o s  o r g á n i c o s ,  y s o b r e  to d o  de co m p u es to s  

f e n ó l i c o s  que c o n s t i t u y e n  l a  m a t e r i a  c o l o r a n t e  de l o s  v i n o s  t i n t o s  

( a n t o c i a n o s  y t a n i n o s ) .  La a c c ió n  s o l u b i l i z a n t e  s e  debe  a  que e l  S02 

d e s t r u y e  l a s  c é l u l a s  d e l  h o l l e j o  que ceden  a s í  f á c i l m e n t e  s u s  com ponen tes  

s o l u b l e s  [2831 . La a c c i ó n  a c i d i f i c a n t e  s e  debe en  p r i n c i p i o  a l  c a r á c t e r  

á c id o  d e l  S02 en  c o m b in a c ió n  con e l  agua , y además a l a  f o rm a c ió n  de s a l e s  

d e l  á c id o  s u l f u r o s o  con  l o s  c a t i o n e s  de l a s  s a l e s  t a r t á r i c a s  y m á l i c a s ,  

l i b e r á n d o s e  a s í  l o s  á c i d o s  t a r t á r i c o  y m á l ic o .  Por e l l o  l o s  v i n o s  t i n t o s  

s u l f i t a d o s  r e s u l t a n  más r i c o s  en  a c id e z  f i j a ,  e x t r a c t o  y s u s t a n c i a s  

m i n e r a l e s  que l o s  no s u l f i t a d o s  [229 , 271, 3063.

3 -  A c c ió n  d e f e c a n t e  o  c l a r i f i c a n t e .  E s t a  s e  debe a  d o s  c a u s a s :  una  e s  que

l a  f u n c i ó n  a n t i s é p t i c a  d e l  S02 a l  r e t a r d a r  l a  f e r m e n t a c i ó n  e v i t a  l a  

p r o d u c c ió n  de c o r r i e n t e s  en  e l  i n t e r i o r  d e l  l í q u i d o ,  l o  c u a l  p e r m i te  que 

l a s  p a r t í c u l a s ,  de d e n s id a d  más a l t a  que e l  mosto, c a ig a n  a l  fon d o .  La o t r a  

r a z ó n  hay  que b u s c a r l a  en  su  p o d e r  c o a g u la n te ,  p o r  e l  c u a l  r e s u l t a n  

i n s o l u b i l i z a d a s  a lg u n a s  p a r t í c u l a s  en  e s t a d o  c o l o i d a l .  La d o s i s  que s e

em plee debe  s e r  t a l  que r e t a r d e  e l  i n i c i o  de l a  f e r m e n ta c ió n ,  de lo  

c o n t r a r i o  no s e  p r o d u c i r á  una c l a r i f i c a c i ó n  adecuada  [2293 .

4 -  A cc ió n  a n t i o x i d a n t e .  En l o s  m ostos  y v in o s  hay dos  t i p o s  de o x i d a c io n e s :  

l a  o x i d a c i ó n  e n z i m á t i c a  y l a  o x id a c ió n  q u ím ica .  La p r im e r a  s e  r e a l i z a  con 

l a  i n t e r v e n c i ó n  de e n z im as  o x i d a n t e s  p r e s e n t e s  de forma n a t u r a l  en  e l  ju g o  

de uva ( t i r o s i n a s a ,  l a c a s a ,  p e r o x i d a s a ,  e t c . ) ,  y l o s  m ostos  so n  mucho más 

s u s c e p t i b l e s  a  e l l a s  que l o s  v in o s .  Los enz im as  o x i d á s i c o s  c a t a l i z a n  l a  

o x id a c ió n  de d e te r m i n a d a s  s u s t a n c i a s  e s p e c ia lm e n te  l a s  f e n ó l i c a s ,  con  l a

c o n s i g u i e n t e  a l t e r a c i ó n  de l o s  c a r a c t e r e s  o r g a n o l é p t i c o s :  c o l o r ,  s a b o r  y

o l o r .  E l a n h í d r i d o  s u l f u r o s o  d e s t r u y e  o b lo q u ea  l a  a c t i v i d a d  de l a s
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o x i d a s a s  y además r e d u c e  l o s  com pues to s  o x id a d o s .  P o r  o t r o  l a d o ,  e l  S02 

a c t ú a  c o n t r a  l a  o x i d a c i ó n  p o r  v í a  q u ím ica  dado s u  c a r á c t e r  r e d u c t o r :  

u t i l i z a  e l  o x íg e n o  o x id á n d o s e  a  á c id o  s u l f ú r i c o  12291.  De e s t a  manera 

im p ide  e l  p a r d e a m ie n to  y l a  m a d e r iz a c ió n  de l o s  v in o s  [ 2 4 0 ] .

5 -  Acción mejoradora del sabor y aroma. RIBáREAU-GAYON e t  a l .  [283] a f i r m a n  

que e l  s u l f i t a j e  supone  una  m ejo ra  d e l  g u s to  de l o s  v i n o s ,  s o b r e  to d o  en  e l  

c a s o  de v e n d im ia s  p o d r i d a s  o de v a r i e d a d e s  m e d io c re s ;  a t e n ú a  además e l  

g u s to  a  moho. P o r  o t r a  p a r t e ,  c o n s e r v a  c i e r t o s  arom as de l o s  v i n o s  nuevos  

[ 2 8 3 ] .  Al b l o q u e a r  e l  a c e t a l d e h í d o ,  m e jo ra  l a  d e g u s t a c ió n  y p r e s e r v a  l a  

f r e s c u r a  y e l  arom a; t a m b ié n  e l i m i n a  l a  f a t i g a ,  e l  o r e o  y e l  p a s a j e r o  

c a r á c t e r  o x i d a t i v o  de un v in o  [2 4 0 ] .  DAUDT y OUGH tam b ié n  han  in fo rm ad o  de 

l a  i n f l u e n c i a  que t i e n e n  d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  de S02 s o b r e  l a  

s í n t e s i s  de é s t e r e s  a r o m á t i c o s  p o r  l e v a d u r a s  [8 7 ] .

S in  embargo, ta m b ié n  e l  empleo de S02 t i e n e  c i e r t a s  d e s v e n t a j a s  de 

í n d o l e  t é c n i c a ,  como so n  e l  r e t a r d o  d e l  a f íe ja m ie n to  que o c a s io n a  su  

c a r á c t e r  a n t i o x i d a n t e ,  l a  i n h i b i c i ó n  de l a  p o s i b l e  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a ,  o e l  aum ento  d e l  r i e s g o  de l a  " q u ie b r a  c u p r o s a ” [ 2 2 9 ] .  En 

c i e r t a s  c o n d i c i o n e s ,  como so n  f e r m e n ta c ió n  a n a e r ó b ic a  e s t r i c t a  y p ro lo n g a d o  

c o n t a c t o  con s e d im e n to s  de l e v a d u r a s ,  hay  fo rm ac ió n  a p a r t i r  d e l  S02 

a ñ a d id o  de SH2 y m e rc a p ta n o s ,  cu y o s  o l o r e s  d e s a g r a d a b le s  pueden  s e r  muy 

p e r s i s t e n t e s  [ 2 8 3 ] .

2 . 2 . 4 . 2 . -  INFLUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS DE CLARIFICACION PREFERMENTATIVA.

La p r e c l a r i f i c a c i ó n  e s  una p r á c t i c a  que se  r e a l i z a  en  l a  e l a b o r a c i ó n  

de v i n o s  b l a n c o s ,  y puede e l e v a r  n o ta b le m e n te  l a  c a l i d a d  de é s t o s .  Se 

p r a c t i c a  cuando  s e  q u i e r e  o b t e n e r  v in o s  más e l e g a n t e s ,  p u r o s ,  c r o m á t i c o s ,  

a rm ó n ic o s  y p o b r e s  en t a n i n o s .  S i  l o s  m ostos  t u r b i o s ,  una vez s a l i d o s  de l a  

p r e n s a ,  s e  so m e ten  a b a j a s  t e m p e r a t u r a s  o a  l a  a c c i ó n  d e l  S02 , s e  p ro d u ce
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una c l a r i f i c a c i ó n  e s p o n tá n e a .  La t u r b i d e z  d e l  mosto s e  debe  a  [3313 :

1- Impurezas: p a r t í c u l a s  de t i e r r a ,  r e s t o s  de p e s t i c i d a s ,  e t c .

2 -  Restos de tejidos celulares de l a  uva, que s e  h a l l a n  en  mayor o menor 

p r o p o r c i ó n  seg ú n  e l  t i p o  de p r e n s a d o  a l  que han s i d o  s o m e t id o s  l o s  f r u t o s .

3 -  Cristales de sales como e l  h i d r o g e n o t a r t r a t o  ( b i t a r t r a t o )  p o t á s i c o .

4- Kicroorganismos.
5 -  Precipitados o coágulos más o menos g r u e s o s ,  como l o s  que s e  p ro d u c e n  en  

l a  d e s c o m p o s ic ió n  de l a  p e c t i n a  y en  l a  o x id a c ió n  de m o sto s .

La s e d im e n ta c ió n  de l a s  p a r t í c u l a s  que p ro v o ca n  l a  t u r b i d e z  depende  

p o r  una  p a r t e  de s u  p e s o ,  y p o r  o t r a  de l a  r e s i s t e n c i a  que o f r e c e  l a  

v i s c o s i d a d  d e l  m osto  a l  d e s p la z a m ie n to  o c a íd a  de l a s  mismas h a c i a  e l  fondo  

de l a  v a s i j a .  La v e l o c i d a d  de l a  c l a r i f i c a c i ó n  e s p o n tá n e a  d e l  v in o  depende  

s o b r e  to d o  de s u  r i q u e z a  en  c o l o i d e s  p r o t e c t o r e s ,  ya que é s t o s  s e  oponen a 

l a  f l o c u l a c i ó n  y a l a  a g lo m e ra c ió n  de l a s  p a r t í c u l a s  e n  s u s p e n s i ó n ,  y p o r  

t a n t o  a su  s e d im e n ta c ió n .  Por o t r o  la d o  e s t o s  c o l o i d e s  p r o t e c t o r e s

a c r e c i e n t a n  l a  v i s c o s i d a d  d e l  medio, im p id ien d o  de e s t a  m anera  l a

c l a r i f i c a c i ó n .  lío o b s t a n t e ,  d e te rm in a d o s  -p ro c e s o s  e n z i m á t i c o s  que s e  

p ro d u c e n  en  e l  s e n o  d e l  mosto c o n t r i b u y e n  a su  c l a r i f i c a c i ó n  e s p o n tá n e a  a l  

d e g r a d a r  l o s  c o l o i d e s  p r o t e c t o r e s .

Los c o l o i d e s  g e n e ra lm e n te  p r e s e n t e s  en e i  v in o  so n  p r o t e í n a s ,

s u s t a n c i a s  p é c t i c a s ,  p o l i s a c á r i d o s  (gomas, m u c í la g o s ,  d e x t r a n o ,  e t c . ) ,  

p o l i f e n o l e s  p o l im e r i z a d o s ,  m ic e la s  c r i s t a l i n a s  de h i d r o g e n o t a r t r a t o

p o t á s i c o  y t a r t r a t o  de c a l c i o ,  e t c .  [2293.

La c l a r i f i c a c i ó n  n a t u r a l  d e l  m osto puede s e r  ayudada  a r t i f i c i a l m e n t e  

m ed ia n te  c e n t r i f u g a c i ó n  y a d i c i ó n  de c i e r t a s  s u s t a n c i a s  de n a t u r a l e z a  

e n z im á t i c a  o c o l o i d a l  que s o l u b i l i z a n  c i e r t a s  s u s t a n c i a s ,  o que a d s o rb e n  y 

a r r a s t r a n  p a r t í c u l a s  s u s p e n d id a s  en  e l  mosto, con l o  c u a l  é s t e  r e s u l t a  

l im p io  [2293 .
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Las d i s t i n t a s  v a r i a n t e s  que s e  em plean  p a r a  l a  c l a r i f i c a c i ó n

a r t i f i c i a l  de l o s  m ostos  so n  [3 3 1 ] :

1- Aceleración de la  p reclar lílcac lón  por elim inación de sustancias

p é c t i c a s .  Las s u s t a n c i a s  p é c t i c a s  e s t á n  c o n s t i t u i d a s  p o r  l a r g a s  c a d e n a s  

l i n e a l e s  de á c id o  g a l a c t u r ó n i c o  c u y o s  g ru p o s  á c i d o s  e s t á n  en  p a r t e

e s t e r i f i c a d o s  con  un r e s i d u o  m e t í l i c o .  Son s u s t a n c i a s  de e l e v a d o  p e so  

m o le c u la r  que s e  pueden  e n c o n t r a r  como p r o t o p e c t i n a s  ( c o m p le jo s  i n s o l u b l e s  

que p o r  h i d r ó l i s i s  á c id a  dan p e c t i n a s  s o l u b l e s ) ,  á c i d o s  p é c t i c o s  (p o l ím e ro s  

de á c id o  g a l a c t u r ó n i c o  s i n  e s t e r i f i c a r  y s o l u b l e s ) ,  o p e c t i n a s  ( á c id o  

p o l i g a l a c t u r ó n i c o  e s t e r i f i c a d o  t o t a l  o p a r c i a l m e n t e  con  r e s i d u o s  m e t í l i c o s  

y s o l u b l e s ) .  E s t o s  com pues to s  c o n f i e r e n  a l  mosto una  v i s c o s i d a d  que e s  

p r o p o r c i o n a l  a  l a  l o n g i t u d  d e l  p o l ím e ro  y a l  g r a d o  de e s t e r i f i c a c i ó n

m e t í l i c a .  A mayor c a n t i d a d  de s u s t a n c i a s  p é c t i c a s ,  mayor d i f i c u l t a d  de 

c l a r i f i c a c i ó n  [3313 . Los en z im as  p e c t o l í t i c o s  so n  e n z im a s  h i d r o l í t i c o s  o 

l i a s a s  cuya  a c t i v i d a d  c o n s i s t e  en ú l t im o  ex trem o  en  rom per l a s  l a r g a s  

c a d e n a s  de á c id o  g a l a c t u r ó n i c o ,  e l im in a n d o  en  p a r t e  l a  v i s c o s i d a d  d e l  mosto 

a s o c i a d a  a l a  p r e s e n c i a  de s u s t a n c i a s  p é c t i c a s .  E s t o s  e n z im as  p e c t o l í t i c o s  

s e  h a l l a n  de form a n a t u r a l  en l o s  m osto s ,  p e ro  a v e c e s  o e s t á n  en  b a j a  

c o n c e n t r a c i ó n  o han  s i d o  d e s t r u i d o s  p o r  l o s  t r a t a m i e n t o s  de v i n i f i c a c i ó n .  

En e s t o s  c a s o s  puede a c u d i r s e  a l  empleo de enz im as  p e c t o l í t i c o s  exógenos  

que a c e l e r a n  e l  p r o c e s o  de c l a r i f i c a c i ó n .

2 -  E l im in a c ió n  de s u s t a n c i a s  de n a t u r a l e z a  p r o t e i c a .  L as  p r o t e í n a s  de a l t o  

y b a jo  p e so  m o le c u la r  que s e  h a l l a n  en  l o s  m ostos  pueden  c o m b in a rs e  con 

t a n i n o s  y m e t a le s  p e s a d o s  dando e n t u r b i a m ie n t o s .  La e l i m i n a c i ó n  de 

p r o t e í n a s  puede r e a l i z a r s e  m ed ia n te  e n z im as  p r o t e o l í t i c o s  (que e s t á n  de 

forma n a t u r a l  en  e l  ju g o  de uva) o m ed ia n te  l a  a c c i ó n  de c l a r i f i c a n t e s ,  

como l a  b e n t o n i t a .  La a d i c i ó n  exógena  de enz im as  e n  e s t e  c a s o  no e s  muy 

e f i c a z ,  ya que e x ig e n  t e m p e r a t u r a s  r e l a t i v a m e n t e  e l e v a d a s  y r e q u i e r e n  un pH 

n e tam en te  s u p e r i o r  a l  que s e  e n c u e n t r a  e n  l o s  v in o s  [2293 . La b e n t o n i t a  e s
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un t i p o  de a r c i l l a  r i c a  en  s i l i c i o  que a l  c o l o c a r s e  en  s u s p e n s i ó n  a c u o sa

form a m i c e l a s  e l e c t r o n e g a t i v a s  muy p e q u e ñ as ,  c a p a c e s  de a d s o r b e r  s o b re  s u

s u p e r f i c i e  p r o t e í n a s  y o t r a s  p a r t í c u l a s  c a r g a d a s  p o s i t i v a m e n te .  Es capaz  de 

e l i m i n a r  t a n t o  l o s  p r ó t i d o s  n a t u r a l e s  como l o s  p r ó t i d o s  a ñ a d id o s  o l o s  

c l a r i f i c a n t e s  en  d e m a s ia d a  c o n c e n t r a c i ó n  ( p . e .  g e l a t i n a ) ;  p o r  o t r a  p a r t e  e s  

c a p az  de a d s o r b e r  l a s  p o l i f e n o l o x i d a s a s ,  c o n t r ib u y e n d o  a e v i t a r  l a  q u i e b r a  

o x i d á s i c a .  También h a c e  a l  mosto menos s e n s i b l e  a  l a  q u i e b r a  c u p r o s a ,  dado 

que a l  e l i m i n a r  p r o t e í n a s  im pide l a  u n ió n  d e l  c o b re  a é s t a s ,  e v i t a n d o  e l  

e n t u r b i a m i e n t o  p o r  e s t e  m otivo  [ 2 2 9 ] .  Las a c c i o n e s  de l a  b e n t o n i t a  so n  

mucho más e x t e n s a s  de l a s  aquí nom bradas, p e ro  no e s  o b j e t o  de e s t a  

i n t r o d u c c i ó n  e l  d e s a r r o l l a r  am p liam en te  s u s  c a r a c t e r í s t i c a s ,  a s í  como l a s  

de o t r o s  c l a r i f i c a n t e s .  P a ra  una in fo r m a c ió n  e x h a u s t i v a  c o n s u l t a r  l o s  

t r a b a j o s  de OREGLIA [ 2 2 9 ] .

El v a l o r  de l o s  t r a t a m i e n t o s  de p r e c l a r i f i c a c i ó n  e s t r i b a  en  un aumento

de l a  c a l i d a d  de l o s  v i n o s ,  d e b id o  a  l a  e l i m i n a c i ó n  de s u s t a n c i a s  que l e

c o n f e r í a n  un s a b o r  no d e s e a d o ,  o b te n ié n d o s e  a s í  v in o s  más p u r o s  con  menor 

c a n t i d a d  de o x i d a s a s .  Desde e l  p u n to  de v i s t a  m ic r o b io l ó g ic o  i n f l u y e n  

e l im in a n d o  c a r g a  m ic r o b ia n a ,  con lo  c u a l  l a s  f e r m e n t a c i o n e s  so n  menos 

t u m u l tu o s a s .  Y p o r  ú l t i m o  e s t a  p r e c l a r i f i c a c i ó n  d ism inuye  l a  c a n t i d a d  de 

s e d im e n to s  a  e l i m i n a r  en  e l  p r im e r  t r a s i e g o  [ 3 3 1 ] .  Los v i n o s  que han  

s u f r i d o  una  p r e c l a r i f i c a c i ó n  dem asiado  i n t e n s a  fe rm e n ta n  mal; p o r  e l l o  s e  

p r e f i e r e  un g ra d o  de c l a r i f i c a c i ó n  moderado [ 3 3 1 ] ,

BERTRAITD e t  a l .  e s t u d i a r o n  e l  e f e c t o  que l a  p r e c l a r i f i c a c i ó n  t e n í a  

s o b re  e l  c o n te n i d o  en  s u s t a n c i a s  v o l á t i l e s  de v in o s  y l i c o r e s  [331 . T ra s  

s o m e te r  l o s  m o s to s  a d i v e r s o s  t r a t a m i e n t o s  de p r e c l a r i f i c a c i ó n  (con SO2 , 

con  e n z im as  p e c t o l í t i c o s ,  o m ed ia n te  b a j a  t e m p e r a t u r a ) ,  l l e g a n  a l a  

c o n c lu s i ó n  de que l a  p r e c l a r i f i c a c i ó n  i n c i d e  f a v o r a b le m e n te  s o b re  l a  

c a l i d a d  de l o s  v i n o s .  E s to  s e  debe a que d ism in u y e  l a  c a n t i d a d  de a q u e l l o s  

a l c o h o l e s  s u p e r i o r e s  de o l o r  más d e s a g r a d a b le ,  m ie n t r a s  que s e  in c re m e n ta
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l a  c o n c e n t r a c i ó n  de é s t e r e s ,  que con s u s  a l o r e s  f l o r a l e s  o a f r u t a d o s

p a r t i c i p a n  en  g r a n  p a r t e  en  e l  aroma de l o s  v i n o s  b l a n c o s  C333.

P o s t e r i o r m e n te  BERTRAND y MIELE c o n f i rm a ro n  l a  i n f l u e n c i a  de l a

p r e c l a r i f i c a c i ó n  en  l a  co m p o s ic ió n  q u ím ica  de l o s  m osto s  C343. T ra s  

r e a l i z a r  l a  p r e c l a r i f i c a c i ó n  de m ostos  de C a b e rn e t -S a u v ig n o n  m ed ia n te  

c e n t r i f u g a c i ó n  o f i l t r a c i ó n ,  o b s e rv a r o n  que l a  c a n t i d a d  de á c i d o s  g r a s o s

que quedaba  en e l  mosto t r a s  e s t o s  t r a t a m i e n t o s  e r a  muy i n f e r i o r  a l  que

p e rm a n e c ía  en  l o s  m osto s  no p r e c l a r i f i c a d o s .  E s t a  o b s e r v a c ió n  e s  im p o r ta n te  

d e sd e  e l  p u n to  de v i s t a  de l a  i n f l u e n c i a  que t i e n e n  e s t o s  co m p u e s to s ,  o

m e jo r  l o s  11 p i d o s  de l o s  que form an p a r t e ,  en  l a  s í n t e s i s  de é s t e r e s  p o r

p a r t e  de l a s  l e v a d u r a s  1343 y en  l a  fo rm a c ió n  de com ponen tes  d e l  aroma

g e n e ra d o s  p o r  a c c i ó n  de en z im as  p r o p i a s  d e l  mosto, como l a  l i p o o x i g e n a s a ,

a l d e h í d o - l i a s a ,  y l a  a l c o h o l - d e s h i d r o g e n a s a  1743.

2 . 2 . 4 . 3 . -  INFLUENCIA DE LAS TEMPERATURAS DE FERMENTACION.

La t e m p e r a t u r a  i n t e r v i e n e  de d i f e r e n t e s  m aneras  s o b r e  e l  p r o c e s o  de l a  

f e r m e n ta c ió n  y e v id e n te m e n te  s o b re  e l  v in o  o b te n id o .  En p r i n c i p i o  l a  

t e m p e r a t u r a  t i e n e  i n f l u e n c i a  s o b re  l a  a c t i v i d a d  de l o s  m ic ro o rg a n is m o s  

r e s p o n s a b le s d e  l a  f e r m e n ta c ió n .  Por o t r o  la d o ,  l a  t e m p e r a t u r a  i n f l u y e  en  l a  

i n t e n s i d a d  de l a  d i s o l u c i ó n  de com pues to s  f e n ó l i c o s  e n  v i n i f i c a c i ó n  en

t i n t o .  Las b a j a s  t e m p e r a t u r a s  i n f l u y e n  en l a  r e t e n c i ó n  de a rom as  y en  e l

c o n te n i d o  en a l c o h o l ,  en  e l  m an te n im ie n to  de un menor g ra d o  de o x i d a c i ó n ,  y 

en una mayor e s t a b i l i z a c i ó n  de l a s  s a l e s  h i d r o g e n o t a r t á r i c a s  12833.

Se p o d r í a  e s t i m a r  que l a s  t e m p e r a t u r a s  ó p t im a s  de f e r m e n t a c i ó n  son  

[2833:

1- P a r a  v i n i f i c a c i ó n  de t i n t o s :  de 25 a 30°C. En l a  e l a b o r a c i ó n  de v in o s  

t i n t o s  j ó v e n e s  se  p r e f i e r e n  l a s  t e m p e r a t u r a s  más b a j a s  a  f i n  de c o n s e r v a r  

l o s  a rom as . Por c o n t r a  p a r a  l o s  v in o s  d e s t i n a d o s  a e n v e j e c im ie n t o ,  que
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d eb en  p o s e e r  b a s t a n t e s  t a n i n o s  a p a r t i r  de h o l l e j o s  y o r u j o s ,  s e  p r e f i e r e  

una t e m p e r a t u r a  de e l a b o r a c i ó n  más a l t a .

2 -  Para vinificación de blancos o rosados: de 18 a 20°C. Una t e m p e r a t u r a  de 

f e r m e n t a c i ó n  r e l a t i v a m e n t e  b a j a  e s  una c o n d ic ió n  i n d i s p e n s a b l e  p a r a  l a  

e l a b o r a c i ó n  de v i n o s  b l a n c o s  a r o m á t ic o s .

La f a c i l i d a d  de r e a l i z a r  f e r m e n ta c io n e s  a  t e m p e r a t u r a  c o n t r o l a d a  e s  

mucho mayor en  m o sto s  b l a n c o s  o r o s a d o s  que en  m ostos  t i n t o s ,  ya  que en

e s t o s  ú l t i m o s  l a  e x i s t e n c i a  de un som brero  form ado p o r  h o l l e j o s  y o r u j o s  en

m a c e ra c ió n  c o n s t i t u y e  un a i s l a n t e  t é r m ic o ,  e im pide l a  d i f u s i ó n  de l a  

r e f r i g e r a c i ó n  a  t o d a  l a  masa en  f e r m e n ta c ió n .

La r e f r i g e r a c i ó n  t i e n e  como f i n  e l i m i n a r  l o s  e x c e s o s  de t e m p e r a t u r a  

g e n e ra d o s  p o r  e l  c a l o r  con  que l a s  u v a s  l l e g a n  a bodega, y p o r  l a  r e a c c i ó n  

e x o té r m ic a  que c o n s t i t u y e  l a  t r a n s f o r m a c i ó n  de a z ú c a r  en  a l c o h o l .

Las v e n t a j a s  que suponen  l a s  f e r m e n ta c io n e s  a  b a j a  t e m p e r a t u r a  

r e s p e c t o  a l o s  m ic ro o rg a n is m o s  son  l a s  s i g u i e n t e s :  l a s  l e v a d u r a s  f e rm e n ta n  

más l e n t a  y u n i fo rm e m e n te ,  con  lo  c u a l  s e  e v i t a  e l  a g o ta m ie n to  y l a  p é r d i d a  

de v i a b i l i d a d  c a u s a n t e s  de l o s  p a r o s  en  l a  f e r m e n ta c ió n .  P o r  o t r a  p a r t e ,  en

c o n d i c i o n e s  de e l e v a d a  t e m p e r a tu r a ,  l a s  l e v a d u r a s  pueden  e x c r e t a r

s u s t a n c i a s  t ó x i c a s  que o b s t a c u l i z a n  l o s  r e i n i c i o s  de f e r m e n t a c i ó n ,  aún en 

e l  c a s o  de que s e  r e i n o c u l e  con  mosto f r e s c o .  Además a t e m p e r a t u r a s  más 

b a j a s  e l  e f e c t o  n o c iv o  que e l  a l c o h o l  t i e n e  s o b re  l a s  l e v a d u r a s  e s  menos 

i n t e n s o ,  con l o  c u a l  s u  c i c l o  v i t a l  y s u  c a p a c id a d  f e r m e n t a t i v a  s e  

p r o lo n g a n  más en  e l  t ie m p o .  Las l e v a d u r a s  s o m e t id a s  a  c o n d i c i o n e s  de b a j a s  

t e m p e r a t u r a s  p ro d u c e n  menor c a n t i d a d  de a c e t a l d e h l d o ,  p o r  l o  que s e  

r e q u i e r e n  d o s i s  más p e q u e ñ a s  de S02 (dada l a  mayor p r o p o r c ió n  de S02 l i b r e )  

p a r a  c o n t r o l a r  e l  p r o c e s o .  Las b a j a s  t e m p e r a t u r a s  ta m b ié n  o b s t a c u l i z a n  l a  

r e a l i z a c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  o m a l o a l c o h ó l i c a ,  poco 

i n t e r e s a n t e  en  c a s o  de v in o s  poco á c id o s ,  y tam b ié n  e l  d e s a r r o l l o  de 

b a c t e r i a s  c a u s a n t e s  de e n fe rm e d a d e s  d e l  v in o  [953 .
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Desde e l  p u n to  de v i s t a  q u ím ica ,  l a s  b a j a s  t e m p e r a t u r a s  im p iden  l a  

e v a p o r a c ió n  d e l  a l c o h o l  p ro d u c id o ,  p u d ié n d o se  g a n a r  u n a s  d é c im a s  en  l a  

g r a d u a c ió n  d e l  v in o ;  e v i t a n  tam b ié n  l a  s a l i d a  de l o s  c o m p u e s to s  más 

v o l á t i l e s  d e l  aroma, c o n f i r i e n d o  a l o s  v i n o s  más f i n u r a  y un perfum e

a f r u t a d o  más i n t e n s o ,  c a r a c t e r í s t i c a s  de ju v e n tu d  que p e r s i s t e n  en  e l  

t ie m p o . P o r  o t r o  la d o  e l  S02 s e  e v a p o ra  en  menor c a n t i d a d ,  lo  c u a l  tam b ié n  

p e rm i te  l a  u t i l i z a c i ó n  de d o s i s  m enores de e s t a  s u s t a n c i a .  La o x i d a c i ó n  de 

l o s  m o s to s  e s  menor, a  p e s a r  de que a b a j a s  t e m p e r a t u r a s  aum enta  l a

d i s o l u c i ó n  d e l  * 02 , p o rq u e  a  t e m p e r a t u r a s  b a j a s  l a s  r e a c c i o n e s  q u ím ic a s  s e  

hacen  más l e n t a s  [953 .

Como c o n t r a p a r t i d a ,  l a s  t e m p e r a t u r a s  de f e r m e n ta c ió n  b a j a s  d ism in u y en  

e l  c o n te n i d o  en g l i c e r i n a  y l a  i n t e n s i d a d  de l a  c o a g u la c ió n  de s u s t a n c i a s  

n i t r o g e n a d a s ,  con lo  c u a l  hay  menor p ro d u c c ió n  de h e c e s  o f a n g o s  [953 . 

BISSDN e t  al .  c o n f i rm a n  l a  m ejo ra  o r g a n o l é p t i c a  de l o s  v i n o s  b l a n c o s  

o b t e n i d o s  a  b a j a s  t e m p e r a t u r a s  f r e n t e  a  l o s  mismos f e r m e n ta d o s  a  30°C C373. 

Se o b s e rv ó ,  no o b s t a n t e ,  una l i g e r a  p r e f e r e n c i a  p o r  l o s  que h a b ía n  s i d o  

f e r m e n ta d o s  a 13°C en vez  de a 7°C.

En 1983 POULARD e t  al .  l l e v a r o n  a  cabo  un t r a b a j o  a f i n  de e s t a b l e c e r

l a  t e m p e r a t u r a  más a d e c u a d a  p a r a  l a  v i n i f i c a c i ó n  de v in o s  b l a n c o s  s e c o s .  

R e a l i z a r o n  f e r m e n t a c i o n e s  s o b re  dos  t i p o s  de m ostos  b l a n c o s  a  12-14°C ,

18-20°C y 26-28°C , l l e g a n d o  a l a s  mismas c o n c l u s i o n e s  que ya hemos

e s t a b l e c i d o  a n t e s :  e s  d e c i r ,  a mayor t e m p e r a tu r a  v e lo c i d a d  de f e r m e n ta c ió n

más r á p i d a ,  fenóm enos de a g o ta m ie n to  de l e v a d u r a s  a l  f i n a l  de l a  

f e r m e n ta c ió n ,  menor g r a d o  a l c o h ó l i c o ,  mayor p r o p o r c ió n  de S02 com binado, y 

m enores c a n t i d a d e s  de é s t e r e s  y a l c o h o l e s  s u p e r i o r e s  C2593.

S in  embargo, COTTRELL y McLELLAN l i m i t a n  e l  e f e c t o  f a v o r e c e d o r  de l a s  

b a j a s  t e m p e r a t u r a s  de f e r m e n ta c ió n .  LLegan a l a  c o n c lu s i ó n  de que l a  

i n f l u e n c i a  de é s t a s  en  l o s  arom as e s  n o t a b l e  en  e l  c a s o  de m ostos

p r o c e d e n te s  de v a r i e d a d e s  con im p o r ta n te  c a r á c t e r  f r u t a l  o f l o r a l ,  p e r o  no
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2 . 2 . 4 . 4 . -  INFLUENCIA DE LOS MICROORGABISMOS QUE INTERVIENEN EN LA 

FERMENTACION.

Es e v i d e n t e  l a  i n f l u e n c i a  que e j e r c e n  l o s  m ic ro o rg a n is m o s  s o b r e  l a  

c a l i d a d  d e l  v in o ,  ya que é s t o s  son  l o s  r e s p o n s a b le s  de l a s  t r a n s f o r m a c i o n e s  

que c o n v i e r t e n  e l  m osto en  v in o .  Las l e v a d u r a s  son  l o s  m ic r o o rg a n is m o s  más 

i m p o r t a n t e s  en l a  f e r m e n ta c ió n  de l o s  m ostos , p e ro  no so n  l o s  ú n i c o s  que 

a c tú a n :  mohos, b a c t e r i a s  l á c t i c a s  y a c é t i c a s  tam b ién  pueden  i n t e r v e n i r .

E s t o s  m ic ro o rg a n is m o s  son  r e s p o n s a b l e s  t a n t o  de l a  o b t e n c i ó n  de un 

g ran  v in o ,  como d e l  d e s e n c a d e n a m ie n to  de un g ra n  número de e n fe rm e d a d e s  d e l  

mismo. El é x i t o  de l a  v i n i f i a c i ó n  e s t é  s ie m p re  s u b o rd in a d o  a un p e r f e c t o  

c o n o c im ie n to  de l o s  m ic ro o rg a n ism o s  y de s u s  a c t i v i d a d e s ,  a s í  como de su  

r a z o n a b le  u t i l i z a c i ó n .

La i n f l u e n c i a  de l a s  d i s t i n t a s  c e p a s  de l e v a d u r a s  en  l a s

c a r a c t e r í s t i c a s  de un v in o  v ie n e  i l u s t r a d a  po r  e s t a  ' c i t a  de PASTEUR: "E l

v in o  común, su  g u s to ,  s u s  c u a l i d a d e s  dependen , en  g r a n  p a r t e ,  de l a

n a t u r a l e z a  e s p e c í f i c a  de l a s  l e v a d u r a s  que se  d e s a r r o l l a n  d u r a n t e  l a

f e r m e n ta c ió n .  Se puede p e n s a r  que s i  s e  som ete  e l  mismo m osto  a l a  a c c ió n

de d i s t i n t a s  l e v a d u r a s ,  s e  o b t e n d r í a n  v in o s  d i s t i n t o s "  [2833 .
¥

La f e r m e n t a c i ó n  de l o s  m ostos  no e s  una f e r m e n ta c ió n  p o r  un s ó l o  

m ic ro o rg a n ism o , aunque ú l t im a m e n te  l a  p r á c t i c a  de l a  i n o c u l a c i ó n  de c e p a s  

p u r a s  s e l e c c i o n a d a s  e s  f r e c u e n t e  en a lg u n o s  p a í s e s .  Según RIBÉREAU-GAYON e t  

tul. s ó l o  s e  han c o n s e g u id o  buenos  r e s u l t a d o s  con c e p a s  p u r a s  en  e l  c a s o  de 

v in o s  c o r r i e n t e s  o de c a l i d a d  media, e i n c l u s o  en e s t o s  c a s o s  l o s  a rom as 

s e c u n d a r i o s  s e  p e r d í a n  a l  cabo de unos meses de c o n s e r v a c ió n  12833. Po r  

o t r o  l a d o ,  ha)' a u t o r e s  que p ie n s a n  que una f e r m e n ta c ió n  e s p o n tá n e a  con 

l e v a d u r a s  s a l v a j e s  hace  que e l  aroma de l o s  v in o s  r e s u l t e  más c o m p le jo ,  más
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re d o n d o  C313. E s to  e s  d e b id o  a  que l e v a d u r a s  poco a l c o h o l ó g e n a s  como 

K lo e c k e r a  s i n t e t i z a n  mayor c a n t i d a d  de com puestos  a r o m á t i c o s ,  que d o ta n  a l  

v in o  de un c a r á c t e r  más a f r u t a d o  que en e l  c a so  de l a s  f e r m e n t a c i o n e s  p u r a s  

con  Saccharom yces.

Tampoco hemos de o l v i d a r  c i e r t a s  c a r a c t e r í s t i c a s  n e g a t i v a s  que e l  

m e ta b o lism o  m ic ro b ia n o  puede c o n f e r i r  a l  v in o ,  p o r  e je m p lo  l a  p r o d u c c ió n  de 

a l t o s  n i v e l e s  de SH2 , m e rc a p ta n o s  y á c id o  a c é t i c o .

RAITKIlfE no s  h a b la  de que l a s  d i f e r e n c i a s  en  l a  c o m p o s ic ió n  de v in o s  

p r o d u c id o s  p o r  d i s t i n t a s  l e v a d u r a s  son  más de c a r á c t e r  c u a n t i t a t i v o  que 

c u a l i t a t i v o  [2743 . En e s t e  s e n t i d o ,  DAUDT y OUGH en  1973 m u e s t r a n  que l a  

s í n t e s i s  de é s t e r e s  v o l á t i l e s  e s  f u n c ió n  de l a s  c e p a s  e m p le a d a s ,  aunque 

t o d a s  p r o d u c ía n  en  a lg u n a  c a n t i d a d  [ 8 7 ] .

En e l  c a s o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  uno de l o s  a s p e c t o s  que más nos  

i n t e r e s a  de e l l a s ,  en  c u a n to  a  d e t e r m i n a n te s  d e l  c a r á c t e r  de un v in o ,  e s  l a  

f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a .  La t r a n s f o r m a c i ó n  d e l  á c id o  m á l ic o  en  l á c t i c o  

supone  una m e jo ra ,  d esd e  e l  p u n to  de v i s t a  g u s t a t i v o ,  en  l o s  v i n o s  á c id o s ,  

ya que e l  v in o  p i e r d e  s u  s a b o r  a c e r b o  y du ro  y s e  v u e lv e  s u a v e .  Como 

c o n s e c u e n c ia  de e s t a  d i s m in u c ió n  de l a  a c id e z ,  e l  c o l o r  s e  h a c e  menos 

i n t e n s o  y l o s  a rom as tam b ié n  s e  m o d if ic a n ,  p e r d ie n d o  f r u t o s i d a d  y 

e n r i q u e c i é n d o s e  en  m a t i c e s  y v i n o s i d a d .  La f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e s  

a c o n s e j a b l e  s o b r e  to d o  en v in o s  t i n t o s  á c id o s  y no t a n t o  en  b l a n c o s  o 

r o s a d o s ,  aunque hay g r a n  c o n t r o v e r s i a  a  l a  h o ra  de e v a l u a r  e l  i n t e r é s  de 

e s t a  t r a n s f o r m a c i ó n  [2403 . Las b a c t e r i a s  l á c t i c a s  pueden  d e t e r m i n a r  

e n fe rm e d a d e s  en  e l  v in o  s i  a t a c a n  a l o s  a z ú c a r e s ,  a l  á c id o  c í t r i c o ,  a l  

t a r t á r i c o  o a l  g l i c e r o l  [1753.

Las b a c t e r i a s  a c é t i c a s  t i e n e n  un p a p e l  i n d i s c u t i b l e m e n t e  n e g a t i v o  en 

e l  v in o :  t r a n s f o r m a n  e l  e t a n o l  en á c id o  a c é t i c o ,  dando l u g a r  a l  v i n a g r e .

Por  ú l t i m o ,  l o s  hongos f i l a m e n t o s o s  en e l  mosto pueden  d a r  l u g a r  a  

s u s t a n c i a s  t ó x i c a s  o a m alos  s a b o r e s  ( p .e .  g u s to  a moho) y a o x i d a c i o n e s
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d e b id o  a e n z im as  que é s t o s  p ro d u ce n :  l a c a s a ,  t i r o s i n a s a ,  e t c .

2. 2. 4. 5 . -  13JFLÜEITCIA DE LAS OPERACIOÍTES POSTFERXE3ST ATIVAS.

Los m étodos de c l a r i f i c a c i ó n  que hemos e s tu d i a d o  en e l  A p a r ta d o  de 

t r a t a m i e n t o s  p r e f e r m e n t a t i v o s ,  en  e l  c a so  de v i n o s  t i n t o s  o r o s a d o s  e 

i n c l u s o  en l o s  b l a n c o s  s e  a p l i c a n  tam b ié n  t r a s  l a  f e r m e n ta c ió n .

D espués  de l a  f e r m e n ta c ió n  e l  v in o  c o n t i e n e  en  s u s p e n s ió n  

m ic ro o rg a n is m o s ,  r e s t o s  de c é l u l a s  v e g e t a l e s ,  y p a r t í c u l a s  c o l o i d e s .  E s te  

v in o  e s  t u r b i o  y en r e p o s o  y p o r  l a  a c c i ó n  de l a  f u e r z a  de l a  g ra v e d a d  s e  

c l a r i f i c a  de form a e s p o n tá n e a .  La r a p i d e z  de e s t a  c l a r i f i c a c i ó n  s e  debe a 

su  r i q u e z a  en c o l o i d e s  p r o t e c t o r e s ,  como ya hemos i n d ic a d o  a n t e r i o r m e n t e ,  

lío e s  e x t r a ñ o  que a lg u n o s  v in o s  perm anezcan  t u r b i o s  d u r a n t e  meses. La 

n e c e s id a d  de c o m e r c i a l i z a r  p r o n to  l o s  v in o s  o b l i g a  a  e m p le a r  s i s t e m a s  

a r t i f i c i a l e s  de c l a r i f i c a c i ó n .  De l o s  p r i n c i p a l e s  c l a r i f i c a n t e s  ya hemos 

h a b la d o  en  e l  A p a r ta d o  de t r a t a m i e n t o s  de p r e f e r m e n ta c ió n ,  a s í  como de su  

i n f l u e n c i a  s o b r e  e l  v in o .  S in  em barga, de l a s  t é c n i c a s  de c e n t r i f u g a c i ó n  o 

f i l t r a c i ó n  como m étodos  de c l a r i f i c a c i ó n ,  em pleados ú n ic a m e n te  t r a s  l a  

f e r m e n t a c i ó n ,  no hemos h a b la d o  h a s t a  a h o r a ;

La c e n t r i f u g a c i ó n  t i e n e  como f i n  c l a r i f i c a r  de fo rm a  a c e l e r a d a  l o s  

v in o s  y p r o v o c a r  una  d e c a n t a c i ó n  r á p i d a .  La c e n t r i f u g a c i ó n  e l i m i n a  

e f i c a z m e n te  e l  99.8% de l e v a d u r a s  de un v in o  jo v e n ,  p e ro  e s  menos e f i c a z  

cuando s e  t r a t a  de p a r t í c u l a s  más peq u eñ as ,  con l o  c u a l  no l l e g a  a 

p r o p o r c i o n a r  e l  a b r i l l a n t a d o  de l a  f i l t r a c i ó n  [2403.

La f i l t r a c i ó n  e s  un p r o c e s o  f í s i c o  se g ú n  e l  c u a l  e l  v i n o  p a s a  a t r a v é s  

de una c a p a  f i l t r a n t e  con  p o r o s  muy f i n o s ,  donde quedan  r e t e n i d a s  l a s  

p a r t í c u l a s  de d i á m e t r o  mayor a l  d e l  p o ro .  Los f i l t r o s  so n  de d i v e r s a  

c o m p o s ic ió n :  de f i b r a  de c e l u l o s a ,  de f i b r a s  de a m ia n to ,  de t i e r r a s  de

f o r a m i n í f e r o s ,  s í l i c e  f ó s i l ,  e t c .  También pueden s e r  de t i p o  a d s o r b e n te  o



41

t a m iz a d o s ,  y pueden  t e n e r  d i v e r s a s  f i n a l i d a d e s :  f i l t r a c i ó n  de s u s t a n c i a s

i n e r t e s  o de m ic ro o rg a n is m o s  ( f i l t r a c i ó n  e s t e r i l i z a n t e ) .  E l e f e c t o  que e l  

f i l t r a d o  t i e n e  s o b r e  l o s  c a r a c t e r e s  o r g a n o l é p t i c o s  de un v in o  e s  mínimo 

d e b id o  a que e s  una  a c c i ó n  de t i p o  m ecán ico , p e ro  dado  que e l  f i l t r a d o  

e x ig e  d e s p l a z a m i e n t o s  y bombeos l a  o x ig e n a c ió n  que é s t o s  c o n l l e v a n  puede 

d a ñ a r  a l  v in o .  P o r  o t r a  p a r t e  e s  n e c e s a r i o  i n s i s t i r  s o b r e  l o s  s a b o r e s  a  

t i e r r a ,  a  p a p e l ,  y a  t e l a  que con f r e c u e n c i a  com unican  l o s  m a t e r i a l e s  

f i l t r a n t e s  de mala c a l i d a d  [ 2 4 0 ] .

P o r  -últim o, y t r a s  l a  c l a r i f i c a c i ó n ,  e l  v in o  debe e s t a b i l i z a r s e  p a r a  

e v i t a r  e n t u r b i a m i e n t o  d u r a n t e  su  c o n s e r v a c ió n ,  a s í  como l a  a c c i ó n  no 

d e s e a d a  p o r  p a r t e  de l o s  m icoo rgan ism os  que p o d r ía n  a l t e r a r  l a s  c u a l i d a d e s  

d e l  p r o d u c to  o b te n id o .  E s t a b i l i z a r  un v in o  no e s  f i j a r l o  en  e l  e s t a d o  en  

que s e  e n c u a n t r e ,  s i n o  im p e d ir  l o s  p o s i b l e s  a c c i d e n t e s  de s u  c o n s e r v a c ió n .  

Hay que p r e s e r v a r  a l  v in o  d e n t r o  de unos  l í m i t e s  de c o n s e r v a c ió n  en  l o  que 

r e s p e c t a  a  l a  a i r e a c i ó n ,  a  l a  e x p o s i c i ó n  a l a  l u z ,  a  l a s  t e m p e r a t u r a s  b a j a s  

o a l t a s ,  e t c .  P re c i s a m e n te  cuando e l  v in o  s e  e s t a b i l i z a  e s  cuando  s u  

e v o lu c i ó n  g u s t a t i v a  e s  más norm al y más f a v o r a b l e .  La e s t a b i l i z a c i ó n  s e  

c o n s ig u e  a  b a se  de t r a t a m i e n t o s  f í s i c o s  ( c a l e n t a m i e n to  o r e f r i g e r a c i ó n )  y 

q u ím ic o s  ( a d i c i ó n  de á c id o s ,  f i t a t o s  de c a l c i o ,  f e r r i c i a n u r o  p o t á s i c o ,  

e t c . ) [ 2 4 0 ] .

3 . -  LA COMARCA UTIEL-REQUEEA.

El v iñ e d o  de U t ie l - R e q u e n a  e s  a c tu a lm e n te  e l  más e x t e n s o ,  com pacto  y 

homogéneo de t o d o s  l o s  v a l e n c i a n o s ,  a s í  como e l  mayor p r o d u c t o r  de v in o s  

t i n t o s  de E spaña . Su fo rm a c ió n  h i s t ó r i c a  como v iñ e d o  de masa e s
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r e l a t i v a m e n t e  r e c i e n t e ,  d e l  s i g l o  XIX, y á '  p e s a r  de s u  hegem onía  s o b r e  e l  

r e s t o  de l a s  z o n a s  v i t i v i n í c o l a s  s ig u e  una d in ám ica  de e x p a n s ió n  que l a s  

s o b r e p a s a  la rg a m e n te  [2563 .

E s t a  com arca ,  dem as iado  a l e j a d a  de l o s  g ra n d e s  c e n t r o s  de consumo y 

con  muy d e f i c i e n t e s  v í a s  de co m u n ic ac ió n  en  e l  p a s a d o ,  no p r o y e c tó  s u  

p r o d u c c ió n  v i t í c o l a  h a c i a  l a  c o m e r c i a l i z a c i ó n  i n t e r c o m a r c a l .  H a s ta  

co m ie n zo s  d e l  s i g l o  XIX l a  v i t i c u l t u r a  r e q u e n e n s e  a p e n a s  s í  pudo s u p e r a r  e l  

n i v e l  de a u to a b a s t e c i m i e n t o ,  l o  c u a l  no s i g n i f i c a  que e l  c u l t i v o  de l a  v id  

no f u e r a  p r á c t i c a  común d esd e  e l  s i g l o  X I I I .  H as ta  m ed iados  d e l  s i g l o  XVIII 

l a  s i t u a c i ó n  s e  m a n t ie n e  más o menos i n a l t e r a b l e :  v iñ e d o s  poco e x t e n s o s ,  

l o c a l i z a d o s  a l r e d e d o r  de l a  p o b la c ió n  y p e r t e n e c i e n t e s  a  pequeños  

p r o p i e t a r i o s .  Los m ayores  c o s e c h e r o s ,  a  to n o  con s u s  n e c e s i d a d e s ,  e r a n  l o s  

c o n v e n to s  y c l e r o  p a r r o q u i a l .  En l a  segunda  m itad  d e l  s i g l o  X V III ,  y con 

m otivo  de l a  f a b r i c a c i ó n  de a g u a r d i e n t e s ,  e s  cuando l a  v i t i c u l t u r a  com ienza  

a  h a c e r s e  más c o m e r c i a l .  D u ran te  l a  p r im e ra  m itad  d e l  XIX s e  a c e l e r ó  e l  

r i tm o  de l a s  n u e v a s  p l a n t a c i o n e s  p o r  p a r t e  de l o s  v e c in o s  de U t i e l  que 

h a b ía n  a b i e r t o  m ercado en l a  s e r r a n í a  de Cuenca. Dado que e l  v e c in o  R eino 

de V a le n c i a  ( e n to n c e s  l a  com arca  U t ie l - R e q u e n a  e s t a b a  b a jo  j u r i s d i c c i ó n  

c a s t e l l a n a )  e r a  e x c e d e n t a r i o  en v in o s  y no p r e c i s a b a  com pra r  f u e r a ,  h a b r í a  

que e s p e r a r  a  l a  c r i s i s  d e l  D id iu a  s o b r e  l o s  v iñ e d o s  f r a n c e s e s  (1852-1862)  

p a ra  que l a  demanda e x t e r i o r  de v i n o s  a l c a n z a r a  a  e s t a  com arca .  A p a r t i r  de 

1854 l o s  c o m p ra d o re s  f o r á n e o s  d e s c u b r i e r o n  en l o s  v in o s  de e s t a  zona  e l  

com plemento i d e a l  p a r a  d a r  c o l o r  y f u e r z a  a l o s  su y o s ,  s i n  q u i t a r l e s  p o r  

e l l o  s u  s a b o r ,  ya que e l  v in o  de B obal,  v a r i e d a d  c o m a rca l  p r e d o m in a n te ,  e s  

de s a b o r  n e u t r o .  Desde 1850 a  1890 s e  p l a n t a r o n  más de 15000 Ha de v iñ e d o  

en to d a  l a  com arca .  H a s ta  1912 s e  v e r í a  l i b r e  de l o s  a t a q u e s  de l a  

f i l o x e r a ;  l a  p r o p a g a c ió n  de e s t a  en fe rm edad  fu e  r e l a t i v a m e n t e  l e n t a  y 

p e r m i t i ó  a l o s  v i t i c u l t o r e s  i r  s u s t i t u y e n d o  p r o g r e s iv a m e n te  l o s  p i e s  

e u ro p e o s  p o r  l o s  a m e r ic a n o s ,  s i n  que l l e g a s e  a a p r e c i a r s e  una d i s m in u c ió n
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en  l a  s u p e r f i c i e  v i t í c o l a .  La t e n d e n c i a  h a c i a  e l  m o n o c u l t iv o  de l a  v i d  

obedece  a l a  mayor r e n t a b i l i d a d  de é s t a  f r e n t e  a l  c e r e a l ,  tánica a l t e r n a t i v a  

p o s i b l e  en  e s t a  zona , y a l  i n t e n t o  de econom iza r  en  m a q u in a r i a  y u t i l l a j e  

de l a b o r e o  [2 5 6 ] .

El á m b ito  g e o g r á f i c o  de e s t a  Denominación de O r ig e n  (D .O .> s e  

e n c u e n t r a  s i t u a d o  en  l a  p a r t e  o e s t e  de l a  p r o v i n c i a  de V a le n c i a ,  t e n i e n d o  

como l í m i t e s  n a t u r a l e s  l a s  s i e r r a s  de U t i e l  y T e jo  a l  n o r d e s t e ,  y e l  c u r s o  

d e l  r í o  C a b r i e l  a l  s u r  y s u r o e s t e ,  e s t a n d o  s u rc a d a  d ia g o n a lm e n te  h a c i a  e l  

s u r e s t e  p o r  e l  r í o  Magro. La s u p e r f i c i e  de v iñ ed o  con D.O. e s  de 48354 Ha 

[ 2 2 5 ] .

3 . 1 . -  OROGRAFIA Y TIPOS DE SUELOS.

La zona v i t í c o l a  U t ie l - R e q u e n a  e s  una m ese ta  o p l a t a f o r m a  d e s c e n d e n te  

en  s e n t i d o  n o r t e - s u r  y o e s t e - e s t e .  La a l t i t u d  va desde  l o s  1100 m e t r o s ,  en  

e l  m u n ic ip io  de S i n a r c a s ,  h a s t a  unos  450 m e tro s  en l a  p a r t e  más a l  s u r  d e l  

de Requena. No e x i s t e n  m ac izos  m on tañosos  de g ra n  e n t i d a d  [ 2 2 5 ] .  La b a r r e r a  

m ontañosa  que c i e r r a  e s t a  m ese ta  p o r  e l  n o r t e  a l c a n z a  a l t u r a s  s u p e r i o r e s  a  

l o s  1200 m e tro s ,  t a n t o  en  l a  S i e r r a  de U t i e l  como en l a  d e l  T e jo ;  ambas 

c o n s t i t u y e n  p a r t e  de l a  misma a l i n e a c i ó n  m ontañosa de o r i g e n  y o r i e n t a c i ó n  

i b é r i c a s ,  en donde dominan l a s  r o c a s  j u r á s i c a s  y c r e t á c i c a s .  La misma 

o r i e n t a c i ó n  p r e s e n t a n  l a s  s i e r r a s  de l a  B ic u e rc a  y d e l  Moluengo en  l a  p a r t e  

o c c i d e n t a l  de l a  m e s e ta ,  m ie n t r a s  que é s t a  queda c e r r a d a  p o r  e l  e s t e  p o r  

l a s  s i e r r a s  de M a la c a ra  y M arté s .  E l f l a n c o  m e r i d io n a l  y p a r t e  d e l  

o c c i d e n t a l  s e  h a l l a n  d e l i m i t a d o s  p o r  e l  g i g a n t e s c o  a r c o  d e l  v a l l e  d e l  r í o  

C a b r i e l ,  cuya e r o s i ó n  y l a  de s u s  a f l u e n t e s  ha hecho que e l  r e l i e v e  de e s t a  

zona s e a  muy a c c i d e n t a d o  [2 5 6 ] .
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En e l  c e n t r o  de e s t a  o r l a  m ontañosa  s e  h a l l a n  l a s  t i e r r a s  de c u l t i v o  

a s e n t a d a s  s o b r e  d o s  t i p o s  de r o c a  madre: l a  m i ta d  s u r  de l a  com arca

(Requena y V en ta  d e l  Moro) e s t á  s i t u a d a  s o b re  a r c i l l a s  y m argas  d e l  

M ioceno, i n t e r r u m p i d a s  a l  s u r - e s t e  de Requena p o r  manchas de c a l i z a  y 

m argas  a r e n o s a s  d e l  C r e t á c i c o  i n f e r i o r ,  y u nas  l e n g u a s  d e l  C u a t e r n a r i o  en  

l a s  t e r r a z a s  d e l  Magro y C a b r i e l .  Por  s u  l a d o ,  l a  p a r t e  más a l  n o r t e  de l o s  

m u n ic ip io s  a n t e r i o r m e n t e  c i t a d o s  y l a s  zonas  de U t i e l ,  C au d e te  de l a s  

F u e n te s ,  F u e n t e r r o b l e s ,  C am porrob les  y V i l l a r g o r d o  de C a b r i e l ,  s e  e x t i e n d e n  

s o b r e  un m o sa ico  form ado p o r  t e r r e n o s  d e l  Mioceno ( a r c i l l a s ,  m argas  y 

c a l i z a s  m arg o sa s ,  y a lg u n a s  c a l i z a s  l a c u s t r e s )  y l e n g u a s  d e l  C u a t e r n a r i o  

i n d i f e r e n c i a d o .  Con pequeña  e n t i d a d  a p a r e c e n  en l a  p a r t e  i z q u i e r d a  de e s t a  

m itad  s u p e r i o r  a lg u n a s  c a l i z a s ,  a r c i l l a s  o m argas d e l  C r e t á c i c o  [ 2 2 5 ] .

Las t r e s  c u a r t a s  p a r t e s  de l a  zona  v i t í c o l a  U t i e l - R e q u e n a  han  

e v o lu c io n a d o  en  s u p e r f i c i e  h a c i a  s u e l o s  con  p e r f i l  A /(B ) /C  con  h o r i z o n t e  de 

humus muy poco d e s a r r o l l a d o  y h a c i a  s u e l o s  p a r d o - c a l i z o s  s o b r e  m a t e r i a l  no 

c o n s o l id a d o .  E l c u a r t o  i n f e r i o r  s i t u a d o  en  e l  á n g u lo  más a l  s u r  e s t á  

c a r a c t e r i z a d o  p o r  p e r f i l e s  poco d i f e r e n c i a d o s  A/C s o b r e  m a t e r i a l e s  c a l i z o s ,  

r e n d z i n i f o r m e s  con  h o r i z o n t e  C de m argas  c a l i z a s .  P r in c i p a l m e n t e  l a  v i ñ a  

e s t á  im p la n ta d a  s o b r e  s u e l o s  con p e r f i l  que d e s c a n s a  s o b r e  r o c a  madre no 

c o n s o l i d a d a .  Un 20% de l a  v iñ a  de l a  D.O. U t ie l -R e q u e n a  s e  d e s a r r o l l a  s o b r e  

m argas  c a l i z a s  r e n d z i n i f o r m e s ,  con p e r f i l  A/C, con  buen d r e n a j e  y m a t e r i a l  

c a l i z o  en e l  s u b s u e l o .  Los demás v iñ e d o s  s e  e n c u e n t r a n  s o b r e  p e r f i l e s  t i p o  

A /(B ) /C  s i n  a c u m u la c ió n  de a r c i l l a  en  e l  h o r i z o n t e  B, con  buen d r e n a j e  y 

con  h o r i z o n t e  de humus poco  d e s a r r o l l a d o ;  en  g e n e r a l  e s t a s  c a r a c t e r í s t i c a s  

son  f a c t o r e s  p o s i t i v o s  p a r a  l a  o b te n c ió n  de c a ld o s  de c a l i d a d  [2253 .
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3 . 2 . -  CLIMATOLOGIA.

El c l im a  de e s t a  r e g i ó n  e s  d i f e r e n t e  d e l  d e l  r e s t o  de l a s  com arcas  

v a l e n c i a n a s ,  d e b id o  a  l a s  t e m p e r a t u r a s  más e x tre m a s  c a u s a d a s  p o r  s u  a l t i t u d  

y c o n t i n e n t a l i d a d .  La D.O, U t ie l - R e q u e n a  s e  h a l l a  b a jo  l a  i n f l u e n c i a  d e l  

c l im a  m e d i t e r r á n e o ,  con máximos de p l u v i o s i d a d  y f u e r t e s  t o r m e n ta s  en 

v e r a n o - o to ñ o  con  v i e n t o s  d e l  e s t e  y s u d e s t e .  La e v a p o r a c ió n  e s  f u e r t e  en 

v e ra n o  y so n  f r e c u e n t e s  l a s  h e l a d a s  en i n v i e r n o  [2253.

Las t e m p e r a t u r a s  m edias  a n u a l e s  so n  de 14°C e n  Requena y 12°C en  

U t i e l ,  s i e n d o  l a  media más f r í a  l a  de e n e ro  (mes que s e  m a n t ie n e  en  t o r n o  a 

l o s  5°C) y l a  más c á l i d a  l a  de a g o s to  (en e l  que s e  r e b a s a n  l o s  24°C>. Más 

s i g n i f i c a t i v a s  so n  l a s  p r o fu n d a s  o s c i l a c i o n e s  e n t r e  e l  d í a  y l a  noche , que 

en e l  v e ra n o  pueden  a l c a n z a r  una a m p l i tu d  de 20°C; ta m b ié n  l o s  v a l o r e s  

e x tre m o s ,  de -5 °C  a -10°C  en  i n v i e r n o ,  y de 35 a  40°C en  a g o s to  [2563 .

Las p r e c i p i t a c i o n e s  son  r e g u la r m e n te  e s c a s a s ,  en  t o r n o  a l o s  400 mm 

a n u a le s .  El número de d í a s  l l u v i o s o s  a l  afío s u e l e  s e r  de 65 [2253 . Las 

l l u v i a s  s e  d i s t r i b u y e n  a lo  l a r g o  d e l  afío con dos máximos en  p r im a v e ra  y 

o to ñ o  ( o c tu b r e  s u e l e  s e r  e l  mes más l l u v i o s o ) ,  con  c l a r a  i n f l u e n c i a  

m onzónica. En i n v i e r n o  pueden  p r e s e n t a r s e  a lg u n a s  p r e c i p i t a c i o n e s  en  form a 

de n i e v e ,  m i e n t r a s  que en  v e ra n o  l a s  e s c a s a s  p r e c i p i t a c i o n e s  s u e l e n  s e r  

s ie m p re  en  form a de g r a n i z o  [2563 .

El número medio de h o r a s  de s o l  a l  año en l a  com arca  e s  de 2600. El 

número de d í a s  t o t a l m e n t e  c u b i e r t o s  a l  año e s  de 60 y 130 e l  de d e s p e j a d o s ,  

y e l  p e r i o d o  l i b r e  de h e l a d a s  s e  e x t i e n d e  desde  e l  15 de a b r i l  a l  25 de 

o c tu b r e  [2253 .
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3 . 3 . -  VARIEDADES DE UVA Y PORTAIITJERTOS AUTORIZADOS EN ESTA D.O.

Las v a r i e d a d e s  p r e f e r e n t e s  en l a  D.O. U t ie l - R e q u e n a  so n  B obal,  

G arnacha  y T e m p ra n i l lo  e n t r e  l o s  t i n t o s ,  y P l a n t a  Nova y G arnacha  B la n c a  

e n t r e  l a s  b l a n c a s .

El mayor p o r c e n t a j e  de c u l t i v o  lo  p r e s e n t a  l a  v a r i e d a d  t i n t a  Bobal con 

un 88.24%. Le s i g u e n  muy p o r  d e b a jo  Garnacha (1 .12% ), M a lv a s !a  (0 .92% ), 

P l a n t a  Nova (0 .42% ), y o t r a s  v a r i e d a d e s  (2.47%) e n t r e  l a s  que s e  h a l l a n  p o r  

o rd e n  d e c r e c i e n t e  de im p o r ta n c ia  T e m p ra n i l lo ,  Macabeo, M azuela, Pa lom ino  

F in o ,  G arnacha  B la n c a ,  T i n t o r e r a ,  G ra c ia n o ,  J a é n ,  e t c .  El r e s t o  d e l  t o t a l  

lo  c o n s t i t u y e n  p l a n t a s  s i n  i n j e r t a r  12253.

El r i g o r  c l i m á t i c o  ha o r i e n t a d o  d e sd e  a n t ig u o  a  l o s  v i t i c u l t o r e s  de l a  

zona h a c i a  l a  a d o p c ió n  de v a r i e d a d e s  r e s i s t e n t e s ,  h a b ie n d o  e n c o n t r a d o  en l a  

Bobal a  l a  c e p a  que m e jo r  s e  a d a p ta  a  e s t a s  c o n d ic i o n e s  [25 6 3 .  E s te  t i p o  de 

v id  da un a l t o  r e n d i m ie n to ,  e s  muy r e s i s t e n t e  a l a  s e q u í a  y en  s i t u a c i o n e s  

n o rm a le s  e s  poco  a t a c a d a  p o r  e n fe rm e d a d e s  c r i p t o g á m ic a s .  P roduce  m ostos  

a b u n d a n te s ,  b i e n  e q u i l i b r a d o s ,  l a  a c id e z  e s  r e l a t i v a m e n t e  a l t a ,  l a  

c o n c e n t r a c i ó n  en a z ú c a r  no e s  e le v a d a ,  y en  a ños  de t e m p e r a t u r a s  v e r a n i e g a s  

no muy a l t a s  s e  o b t i e n e n  m ostos  con  pocos  a z ú c a r e s  y á c id o s .  Es una 

v a r i e d a d  que da mucho c o l o r ,  l o  c u a l  l a  hace  a p t a  p a r a  l a  p r o d u c c ió n  de 

t i n t o s  de d o b le  p a s t a ,  con  un aroma a f r u t a d o ,  a lg o  á s p e r o s  p o r  s u  e le v a d o  

c o n te n i d o  en  t a n i n o s  y que no s o p o r t a n  b ie n  l a  c r i a n z a ;  s i n  embargo e s  

a p r e c i a d a  p a r a  l a  p r o d u c c ió n  de r o s a d o s  [133 .

En r e l a c i ó n  con  l a  s e q u ed a d  y l o s  a l t o s  p o r c e n t a j e s  de c a l i z a  de e s t o s  

s u e l o s ,  l o s  p o r t a i n j e r t o s  más em p leados  a c tu a lm e n te  so n  K i l l a r d e t  420A 

(24 .57% ), M i l l a r d e t  41B (23.83% ), y R u p e s t r i s  de Lot (21.81%) [2253 . En l a  

m ayoría  de c a s o s  s e  t r a t a  de p i e s  h í b r i d o s  c ru z a d o s  de C h a s s e l a s  y 

B e r l a u d i e r  r e s i s t e n t e s  a  l a  f i l o x e r a  y a p ro p ia d o s  a l o s  s u e l o s  s e c o s ,  

r e s e r v á n d o s e  p a r a  l a s  c a ñ a d a s  y hondonadas  más húmedas e l  de R i p a r i a  [2563 .
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3 . 4 . -  LAS TECNICAS DE VINIFICACION EMPLEADAS EN LA D.O. UTIEL-REQUENA.

La v i n i f i c a c i ó n  e s  e l  c o n ju n to  de o p e r a c io n e s  l l e v a d a s  a  ‘ cabo  p a r a

t r a n s f o r m a r  en v in o  e l  zumo de uva. V i n i f i c a r  r a c i o n a l m e n t e  e s  a p l i c a r  a  un

c a s o  p a r t i c u l a r ,  en  u n a s  c o n d ic i o n e s  d a d a s ,  e l  c o n ju n t o  de c o n o c im ie n to s  

a d q u i r i d o s  s o b re  l o s  m ecanism os y l o s .  f a c t o r e s  que i n f l u y e n  en  l a  

v i n i f i c a c i ó n .  La v i n i f i c a c i ó n  no puede d e j a r s e  a l  a z a r  con e l  p r e t e x t o  de 

e l a b o r a r  b a jo  fo rm as  t r a d i c i o n a l e s  12403.

Los s i s t e m a s  de e l a b o r a c i ó n  em pleados  en l a  zona  de U t ie l - R e q u e n a

s ig u e n  l o s  esquem as c l á s i c o s .  La a d a p ta c ió n  de m odernas  t e c n o l o g í a s  s e  e s t á  

im poniendo  poco a poco p e ro  s i n  d e j a r  de c o e x i s t i r  con  l a s  t é c n i c a s  

t r a d i c i o n a l e s .  La mayor p a r t e  de l a  p r o d u c c ió n  de v in o  en e s t a  D.O. e s  de 

t i n t o s  y r o s a d o s ;  s i n  embargo ta m b ié n  s e  v i n i f i c a n ,  en  p e q u e ñ ís im a  c a n t i d a d  

y l a  m ay o r ía  de l a s  v e c e s  de form a e x p e r i m e n t a l ,  v a r i e d a d e s  b l a n c a s .  A

c o n t i n u a c i ó n  s e  exponen  l o s  dos  t i p o s  de v i n i f i c a c i ó n  en  l a  form a en  que se  

r e a l i z a n  en  U t ie l -R e q u e n a .

3 . 4 . 1 . -  VINIFICACION TRADICIONAL EN TINTO.

E s te  t i p o  de v i n i f i c a c i ó n  s e  em plea  p a ra  l a  o b t e n c i ó n  de v i n o s  t i n t o s  

d o b le  p a s t a ,  y t i n t o s  d i r e c t o s  y r o s a d a s ,  a  p a r t i r  de v a r i e d a d e s  t i n t a s .  La 

e l a b o r a c i ó n  en t i n t o  s e  b a sa  en  l a  f e r m e n ta c ió n  d e l  ju g o  de uva en  

p r e s e n c i a  de l a  p i e l  u h o l l e j o  y de l a s  s e m i l l a s  u o r u j o s .  El f i n  de e s t a  

m a c e ra c ió n  e s  una e x t r a c c i ó n  f r a c c i o n a d a  de a q u e l l o s  com ponen tes  que dan 

aroma, s a b o r ,  c o l o r ,  e x t r a c t o  y t a n i n o s .  Los p ig m e n to s  s i t u a d o s  en  l a
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m ayor ía  de l a s  u v a s  t i n t a s  en l o s  h o l l e j o s  C 33, y l o s  t a n i n o s ,  rn u c í lag o s  y 

o t r a s  s u s t a n c i a s  que c o n t r i b u y e n  a l  s a b o r  y s e  h a l l a n  en  l o s  o r u j o s  [6 6 3 , 

p a san  a l  ju g o  de l a  uva p o r  d i s o l u c i ó n .  Los f a c t o r e s  que i n f l u y e n  en  l a  

e f i c a c i a  de d i s o l u c i ó n  son :

1- La acción mecánica s o b r e  l o s  t e j i d o s  de l a  uva y l a  f r a g m e n ta c ió n  de l a s  

p a r t e s  s ó l i d a s  o c a s io n a d a  p o r  e l  e s t r u j a d o .

2 -  La temperatura a l a  que s e  r e a l i z a  l a  m ace rac ión .

3 -  El tiempo que e s t á n  en  c o n t a c t o  mosto y o r u jo s .

4 -  La mortificación de l o s  t e j i d o s  y c é l u l a s  b a jo  e l  s u l f i t a d o ,  la 
anaerobiosis y l a  p r e s e n c i a  de alcohol.

La d i f u s i ó n  de l o s  com ponentes  d i s u e l t o s  queda  a s e g u r a d a  p o r  l o s

re m o n tad o s  o b a z u q u eo s ,  que ponen en  c i r c u l a c i ó n  e l  v in o  a t r a v é s  d e l

som bre ro  de o r u j o s ,  y p o r  e l  p r e n s a d o  [2403.

A c o n t i n u a c i ó n  s e  o f r e c e  un o rg a n ig ra m a  en e l  que s e  s e ñ a l a n  l o s  p a s o s  

n e c e s a r i o s  p a ra  l a  o b t e n c ió n  de l o s  t r e s  t i p o s  de v in o  que s e  pueden  

e l a b o r a r  a p a r t i r  de una v i n i f i c a c i ó n  en  t i n t o  C1443.

Los t r a t a m i e n t o s  que s e  r e a l i z a n  d u r a n t e  l a  v i n i f i c a c i ó n  son :

1- Para tintos directos: un s u l f i t a d o  de l a  p a s t a  a  r a z ó n  de 2 00 -250  mg/1 y 

una a d i c i ó n  p o s t e r i o r  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  de 50 a  100 mg/1 de S02 . Dos 

v e c e s  a l  d í a  s e  p ro c e d e  a r e m o n ta r  e l  v in o ,  f a c i l i t a n d o  de e s t a  m anera l a  

d i f u s i ó n  de s u s t a n c i a s  desde  l o s  h o l l e j o s  y s e m i l l a s .  Los d í a s  de 

m a c e ra c ió n  s u e l e n  s e r  unos  4 ó 5, d e scubándose  cuando e l  v in o  ya no 

c o n t i e n e  c a n t i d a d e s  n o t a b l e s  de a z ú c a r  (g e n e ra lm e n te  a  unos  1000 de 

d e n s id a d ) .  Se r e a l i z a n  d o s  t r a s i e g o s :  uno t r a s  f i n a l i z a r  c o m p le tam en te  l a  

f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a ,  ap rox im adam en te  a l  mes de i n i c i a r s e  é s t a ,  y 

p o s t e r io r m e n t e  o t r o  d u r a n t e  l a  p r im a v e ra .

2 -  Para tintos doble pasta: aquí l a  d o s i s  de S02 que s e  a d i c i o n a  a l a  p a s t a  

e s  mayor que en c a s o  a n t e r i o r  a  f i n  de que l a  e x t r a c c i ó n  de c o l o r  s e a  más 

i n t e n s a ,  de 200 a 300 mg/1; d u r a n te  l a  f e rm e n ta c ió n  se  l e  a ñ ad en  de 50 a

\
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100 mg/1 más. El número de re m o n ta d a s  p o r  d í a  e s  de 2 6 3. La d u r a c i ó n  de 

l a  m a c e ra c ió n  e s  de 7 d í a s ,  d e scu b á n d o se  a 1020-1010 de d e n s id a d .  Los 

t r a s i e g o s  a  l o  l a r g o  d e l  afio s u e l e n  s e r  de 2 a  3.

3 -  P a r a  v i n o s  r o s a d o s :  s e  r e a l i z a  una m a c e ra c ió n  p a r c i a l  d e l  m osto  con  l o s  

o r u j o s  y h o l l e j o s .  E l s u l f i t a d o  s e  r e a l i z a  a  r a z ó n  de unos  200 mg/1,

d e s p u é s  de h a b e r  s a l i d o  l a  v en d im ia  de l a  e s t r u j a d o r a .  La d u r a c i ó n  de l a  

m a c e ra c ió n  e s  de a lg u n a s  h o r a s ,  d e p e n d ie n d o  d e l  g rado  de c o l o r  que  s e  d e s e e  

o b t e n e r .  T r a s  e s t e  p e r io d o  s e  p ro c e d e  a un d escu b e  p a r c i a l  denominado 

" s a n g r a d o ’*, en  e l  c u a l  s e  e x t r a e  d e l  50 a l  60% d e l  m osto; e l  r e s t o  c o n t i n ú a  

e l a b o r á n d o s e  en  t i n t n  con un mayor t ie m p o  de m ac e ra c ió n .  Una vez  f i n a l i z a d a  

l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  s e  d e s c u b a  a  996 de d e n s id a d ,  y s e  t r a s i e g a  dos  

v e c e s  a l  afio.

3 . 4 . 2 . -  VINIFICACION TRADICIONAL EN BLANCO.

E s te  t i p o  de v i n i f i c a c i ó n  s e  b a s a  en  l a  a u s e n c i a  de m a c e ra c ió n  d e l  

mosto con l a s  p a r t e s  s ó l i d a s  d e l  rac im o ; de e s t a  m anera s e  r e a l i z a  l a  

f e r m e n ta c ió n  d e l  m osto  v i r g e n .  El o x íg en o  e s  e l  p r i n c i p a l  enem igo d e l  v in o  

b la n c o :  d e s n a t u r a l i z a  e l  aroma, d e s t r u y e  e l  a f r u t a d o  y o s c u r e c e  e l  c o l o r .

Dado que e s  i n e v i t a b l e  que e l  mosto e s t é  en c o n t a c t o  con  e l  a i r e  en  

num erosas  f a s e s  de l a  f e r m e n ta c ió n  ( e s t r u j a d o ,  p re n s a d o  y e n c u b a d o ) ,  e s  

p r e c i s o  que e s t a s  o p e r a c io n e s  s e  hagan  con  l a  máxima r a p i d e z ,  y además que 

se  u t i l i c e  a n h í d r i d o  s u l f u r o s o  (a r a z ó n  de 200-400 m g/1);  e s t e  p r o d u c to  

a c tú a  ta m ié n  como a n t i o x i d a n t e  y como i n h i b i d o r  de l a s  o x i d a s a s  n a t u r a l e s  

d e l  m osto. Una form a de e v i t a r  l a  a c c ió n  de l a s  o x id a s a s  e s  l a  r e a l i z a c i ó n  

de d e s fa n g a d o s :  c l a r i f i c a c i o n e s  a r t i f i c i a l e s  d e l  mosto m ed ia n te  b e n t o n i t a ,  

g e l a t i n a  y p o s t e r i o r  d e c a n t a c i ó n  o c e n t r i f u g a d o  p r e v i o s  a l a  f e r m e n ta c ió n  

[2403 .
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3 . 4 . 3 . -  TECHICAS MODERNAS DE VINIFICACION.

En l a  a c t u a l i d a d  s e  han in c o r p o r a d o  m odernas t e c n o l o g í a s  de 

v i n i f i c a c i ó n  en c i e r t a s  bodegas  de l a  Comarca, que i n c l u y e n  l a  

t e r m o v i n i f i c a c i ó n ,  l a  v i n i f i c a c i ó n  en c o n t in u o ,  y l a  v i n i f i c a c i ó n  con 

t e m p e r a t u r a  c o n t r o l a d a .

La t e r m o v i n i f i c a c i ó n  p r e t e n d e  c o n s e g u i r  una m ejo r  e x t r a c c i ó n  de l a  

m a t e r i a  c o l o r a n t e  que l a  v i n i f i c a c i ó n  t r a d i c i o n a l ,  s e p a r a n d o  l a  m a c e ra c ió n  

y l a  f e r m e n ta c ió n ,  p r o c e s o s  que van u n id o s  en  e l  esquema t r a d i c i o n a l .  El 

c a l e n t a m ie n t o  puede a p l i c a r s e  a u v a s  e n t e r a s  o a u v a s  e s t r u j a d a s .  En e l  

p r im e r  c a s o ,  e l  h o l l e j o  a d q u i r i r á  una t e m p e r a tu r a  e l e v a d a  s i n  que e l  c a l o r  

p e n e t r e  h a s t a  e l  c e n t r o  de l a  p u lp a ;  l a s  c é l u l a s  d e l  h o l l e j o  quedan  

d e s t r u i d a s  p o r  e s t a  c o c c ió n  y, t r a s  r e v e n t a r  e l  g ra n o ,  d i f u n d a n  en  e l  zumo 

l a s  s u s t a n c i a s  que c o n t e n í a :  a n to c i a n o s ,  t a n i n o s  y s u s t a n c i a s  a r o m á t i c a s .

S i  e l  c a l e n t a m ie n t o  s e  a p l i c a  a  u v a s  e s t r u j a d a s ,  l a  d i f u s i ó n  de s u s t a n c i a s  

desde  l o s  h o l l e j o s  a l  zumo e s  p r o p o r c i o n a l  a l  aumento de t e m p e r a t u r a  de l a  

masa. Además d e l  c o l o r ,  l a  p i e l  cede  o t r o s  p r i n c i p i o s  que aum entan  e l  

e x t r a c t o  s e c o  e i n t e r v i e n e n  en e l  s a b o r ,  m ejo rando  e l  volumen g u s t a t i v o  

C 2 8 3 ] .  El c a l e n t a m i e n t o  e x t r a e  l a  c a s i  t o t a l i d a d  de s u s t a n c i a s  n i t r o g e n a d a s  

s o l u b l e s  [2 4 0 ] ,

E n t r e  l a s  v e n t a j a s  que r e p r e s e n t a  e s t e  método de v i n i f i c a c i ó n  e s t á n :  

l a  d ism in u c ió n  de l a  o x id a c ió n  d e l  mosto d u r a n t e  e l  c a l e n t a m i e n t o  y 

m ac e ra c ió n ,  con l a  p o s i b i l i d a d  de d i s m i n u i r  l a s  d o s i s  de S02 ; l a  

d e s t r u c c i ó n  de o x id a s a s ;  mayor e f i c a c i a  d e l  p r e n s a d o  t r a s  e l  c a l e n t a m ie n t o ;  

y aumento de l a  i n t e n s i d a d  c o l o r a n t e  de l o s  v in o s .  Las c o n s e c u e n c ia s  

d e s f a v o r a b l e s  son  l a s  s i g u i e n t e s :  d i s m in u c ió n  d e l  c o l o r  de l o s  v in o s

d u r a n t e  l a  c o n s e r v a c ió n  y d e s t r u c c i ó n  de en z im as  p e c t o l í t i c o s  y
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p r o t e o l í t i c o s ;  e s t o  ú l t im o  e x p l i c a r í a  e l  mayor e n tu r b i a m ie n t o  de l o s  v in o s  

de v e n d im ia s  c a l e n t a d a s  y o b l i g a r í a  a l a  a d i c i ó n  de e n z im a s  e x ó g e n o s  [2833 .

A p e s a r  de que p o d r ía m o s  e s p e r a r  una e s t e r i l i z a c i ó n  p a r c i a l  de l a  uva 

t r a s  e s t e  t r a t a m i e n t o ,  g e n e ra lm e n te  é s t o  no o c u r r e ;  l a  v e n d im ia  f e rm e n ta  

e s p o n tá n e a m e n te  y con una v e lo c i d a d  mayor que en  e l  c a s o  de l a  t r a d i c i o n a l ,  

i n c l u s i v e  a t e m p e r a t u r a s  muy a l t a s  (de 40 y 45°C ).  Asimismo, l a  

f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  s e  p ro d u c e  con  mayor p r e c o c id a d  que en  l a  

v i n i f i c a c i ó n  c l á s i c a .  E s te  c o m p o r tam ien to  de l o s  m ic r o o rg a n is m o s  puede 

d e b e r s e  a  [2203:

1- Que l a  t r a n s f e r e n c i a  d e l  c a l o r  en  un medio m ix to  l í q u i d o - s ó l i d o  no s e  

hace  de m anera u n i fo rm e ,  y l a  e s t e r i l i z a c i ó n  r e s u l t a  muy d i f í c i l  de 

c o n s e g u i r .  A é s t o  debe u n i r s e  l a  f a c i l i d a d  de i n f e c c i ó n  a m b ie n ta l  y p o r  

c o n t a c t o .

2 -  Que s e  s e l e c c i o n a n  l a s  l e v a d u r a s  t e r m ó f i l a s .

3 -  Que a  t r a v é s  d e l  t r a t a m i e n t o  t é r m ic o  s e  e n r iq u e c e  e l  m osto  en  n i t r ó g e n o ,  

á c id o  f o s f ó r i c o ,  y f a c t o r e s  de c r e c im i e n t o .

4 -  Que s e  d e s t r u y e n  l a s  t o x i n a s  y s u s t a n c i a s  i n h i b i t o r i a s  de l o s  

mi c r o o r g a n  i sm os.

La v i n i f i c a c i ó n  c o n t i n u a  nace  d e l  i n t e n t o  de r a c i o n a l i z a r  l a  

e l a b o r a c i ó n  de v i n o s  t i n t o s  en g r a n d e s  volúm enes, y d e l  de o rgan izar*  b ie n  

e l  t r a b a j o .  El c a r á c t e r  t e m p o ra l  de l a  e l a b o r a c i ó n  d e l  v in o  p l a n t e a  

p ro b le m a s  de mano de o b ra  y d e s a c o n s e j a  i n v e r s i o n e s  i m p o r t a n t e s  en  

m a t e r i a l .  En e l  c a s o  de l a  v i n i f i c a c i ó n  m asiva , a p l i c a d a  a un s o l o  t i p o  de 

v in o  y a una s o l a  c a l i d a d ,  l a  v i n i f i c a c i ó n  c o n t in u a  e s  l a  m e jo r  s o l u c i ó n  

p a ra  e s o s  p ro b le m a s ,  ya que e s t e  s i s t e m a  c o n s ig u e  una m e jo ra  de l a  c a l i d a d  

[2403 . E s t e  t i p o  de v i n i f i c a c i ó n  s e  b a sa  en l a  u t i l i z a c i ó n  de un g ra n  

d e p ó s i t o  de m e ta l  en  e l  c u a l  s e  va i n t r o d u c ie n d o  p o r  su  p a r t e  i n f e r i o r  l a  

vend im ia  e s t r u j a d a  y s e  va sa ca n d o  e l  v in o  ya e l a b o r a d o  p o r  l a  p a r t e  

s u p e r i o r  [2403.
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L as v e n t a j a s  de e s t e  t i p a  de v i n i f i c a c i ó n  son : e c o n ó m ica s ,  de

a u to m a t i z a c i ó n ,  c e n t r a l i z a c i ó n ,  y c o n t r o l  de num erosas  o p e r a c io n e s .  P o r  

o t r a  p a r t e ,  da l u g a r  a  f e r m e n t a c i o n e s  a  t e m p e r a t u r a s  más b a j a s  y c o n s t a n t e s  

que en  e l  c a s o  de l a s  v i n i f i c a c i o n e s  t r a d i c i o n a l e s :  s e g ú n  RIBéREAU-GAYDIT e t  

a l . l a  d i f e r e n c i a  de t e m p e r a t u r a  e n t r e  e l  s i s t e m a  c o n t i n u o  y e l  t r a d i c i o n a l  

s e r í a  de 5 a  7°C [ 2 8 3 ] .  E s to  s e  d e b e r í a  a  l o s  a p o r t e s  c o n t i n u o s  de mosto 

f r e s c o ,  a  l a  mayor c o n d u c t i v i d a d  d e l  m e ta l  s o b re  o t r o s  m a t e r i a l e s  em p leados  

p a r a  c u b a s  de v i n i f i c a c i ó n ,  y a  l a  p o s i b i l i d a d  de que l e  s e a  i n c o r p o r a d o  a l  

v i n i f i c a d o r  c o n t in u o  un s i s t e m a  de r e f r i g e r a c i ó n .  O t r a  v e n t a j a  de l a  

v i n i f i c a c i ó n  c o n t i n u a  s e  r e f i e r e  a l  a s p e c t o  m ic r o b io l ó g ic o :  e l  número de 

l e v a d u r a s  d e l  mosto en  f e r m e n ta c ió n  e s  b a s t a n t e  más e le v a d o  y c o n s t a n t e ,  y 

dado que l a  v en d im ia  f r e s c a  s e  i n t r o d u c e  en  un medio que c o n t i e n e  de 6 a  9 o 

a l c o h ó l i c o s ,  s e  su p r im e  e l  d e s a r r o l l o  de l a s  l e v a d u r a s  más s e n s i b l e s  a l  

a l c o h o l  ( l a  m a y a r ía  de l a  m i c r o f l o r a  r e s i s t e n t e  e s  l a  fo rm ada p o r  e s p e c i e s  

de S a c c b a ro m y c es ) . También en  e s t e  t i p o  de v i n i f i c a c i ó n  hay  un mayor 

r e n d im ie n to  de a l c o h o l  a  p a r t i r  de a z ú c a r ,  e x p l i c a b l e  p o r  l a  s e l e c c i ó n  de 

c e p a s  más r e s i s t e n t e s  y s e g u ra m e n te  más p r o d u c t o r a s  de e t a n o l ,  y p o r  l a  

m in im iz a c ió n  de p é r d i d a s  a l  s e r  un r e c i p i e n t e  c e r r a d o .  Los p r o d u c t o s  

s e c u n d a r i o s  de l a  f e r m e n t a c i ó n  e s t á n  en menor c a n t i d a d  y l a  e x t r a c c i ó n  de 

s u s t a n c i a s  de l o s  h o l l e j o s  e s  más r á p i d a ,  p r o d u c ié n d o s e  a s í  v in o s  de mayor 

i n t e n s i d a d  c o l o r a n t e  -y a l g o  más a s t r i n g e n t e s  [2833.

La v i n i f i c a c i ó n  a  t e m p e r a t u r a  c o n t r o l a d a  e s  i n t e r e s a n t e  s o b r e  to d o  e n  

e l  c a s o  de l o s  v in o s  b l a n c o s ,  p e ro  tam b ié n  s e  emplea p a ra  v i n i f i c a c i ó n  en 

t i n t o  con e l  f i n  de que l a s  t e m p e r a t u r a s  de f e r m e n ta c ió n  no s o b r e p a s e n  l o s  

25-30°C . Los s i s t e m a s  de r e f r i g e r a c i ó n  so n  v a r i o s ,  desde  l o s  más s e n c i l l o s  

que c o n s i s t e n  en  r o c i a r  l a s  p a r e d e s  de l o s  t a n q u e s  de f e r m e n t a c i ó n  con una 

c o r t i n a  de agua , h a s t a  l o s  más s o f i s t i c a d o s  que u t i l i z a n  t a n q u e s  de a c e r o  

i n o x id a b le  con d o b le  c a m isa  p o r  l a  que c i r c u l a  agua r e f r i g e r a d a .  Las p o c a s  

b o degas  que p o se en  i n s t a l a c i o n e s  de f r í o  en  l a  D.O. U t ie l - R e q u e n a ,  l a s
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u t i l i z a n  p a r a  l a  e l a b o r a c i ó n  de v in o s  r o s a d o s  y e l  s i s t e m a  que em plean  e s  

l a  i r r i g a c i ó n  de l a s  p a r e d e s  de l o s  t a n q u e s .  Las v e n t a j a s  de e s t e  s i s t e m a  

de v i n i f i c a c i ó n  son :

1- C o n t r o l  de l a  a c t i v i d a d  m ic ro b ia n a :  l a  f e r m e n ta c ió n  a  b a j a s  t e m p e r a t u r a s  

( e n t r e  15-18°C) h ace  que e l  aumento de a l c o h o l  a f e c t e  menos a l a  v i a b i l i d a d  

de l a s  c é l u l a s  y, p o r  o t r a  p a r t e  r e f r e n a  l a  p r o d u c c ió n  de s u s t a n c i a s  

t ó x i c a s ,  e x c r e t a d a s  p o r  c i e r t a s  l e v a d u r a s  cuando s e  so m e te n  a  e l e v a d a s  

t e m p e r a t u r a s  [ 9 5 ] .  Las b a j a s  t e m p e r a t u r a s  im piden  que s e  p ro d u z c a  l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .

2 -  Se p i e r d e n  menos s u s t a n c i a s  v o l á t i l e s  y s e  e v a p o ra  menos a l c o h o l  [3313 .

3 -  Las s u s t a n c i a s  t a r t á r i c a s  p r e c i p i t a n  m ejo r  y l a  c l a r i f i c a c i ó n  e s  más 

c o m p le ta  [3313.

Las d e s v e n t a j a s  d e l  s i s t e m a  r a d i c a n  en su  a l t o  c o s t o  y en  e l  b a jo  

r e n d im ie n to  de l a  r e f r i g e r a c i ó n  s i  s e  t r a b a j a  con vo lúm enes  g r a n d e s  y en  l a  

a u s e n c i a  de l a  d e s c o m p o s ic ió n  b i o l ó g i c a  de l a  a c id e z .



CAPITULO II. Microbiología de las fermentaciones.
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1 . -  INTRODUCCION.

La E n o lo g ía  e s  una c i e n c i a  m ic ro b io ló g ' ic a  ya que so n  l e v a d u r a s  l a s  que 

h a c e n  e l  v in o ,  so n  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  l a s  que lo  t r a n s f o r m a n ,  y son  t a m b ié n  

b a c t e r i a s  l a s  que lo  d e s t r u y e n .  O t ro s  m ic ro o rg a n ism o s  como l o s  hongos ,  

aunque no i n t e r v i e n e n  a c t iv a m e n te  en  l a  e l a b o r a c i ó n  de l o s  v i n o s ,  form an 

p a r t e  de l a  f l o r a  e p i f i t a  de l a s  u v a s  y p a s a n  a l  mosto t r a s  e l  e s t r u j a d o .

1. 1 . -  ANTECEDENTES HISTORICOS DEL DESCUBRIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS DEL 

VINO.

A VAN LEEUVENHOEK (1680) s e  debe e l  d e s c u b r im ie n to  de l a s  l e v a d u r a s  en  

e l  m osto  de uva y  en  m a l ta  de c e rv e z a  d u r a n t e  e l  p ro c e s o  de e l a b o r a c i ó n  d e l  

v in o  y l a  c e rv e z a ;  s i n  embargo, no r e l a c i o n ó  a e s t o s  m ic ro o rg a n is m o s  con l a  

f e r m e n ta c ió n .  LAVDISIER a b o rd a  e l  p rob lem a  de l a  f e r m e n t a c i ó n  d e sd e  e l  

p u n to  de v i s t a  q u ím ico ,  d e m ostrando  en 1789 que d u r a n t e  l a  f e r m e n t a c i ó n  e l  

a z ú c a r  e s  descom pues to  en  a l c o h o l  y a n h í d r i d o  c a r b ó n ic a .  En 1813 GAY-LUSSAC 

e s t a b l e c e  l a  e s t e q u i o m e t r í a  de e s t a  r e a c c i ó n .  Fue e n t r e  1835 y 1837 cuando  

t r e s  s a b i o s ,  un f r a n c é s  (CAIGNARD-LATOUR) y dos  a le m a n e s  (SCHVAN y 

KüTZING), a t r i b u y e n  e l  fenómeno f e r m e n t a t i v o  a l o s  s e r e s  m ic r o s c ó p ic o s  

d e s c u b i e r t o s  p a r  LEEUVENHOEK. KUTZING l l e g ó  a e x p l i c a r  l a  f e r m e n ta c ió n  en 

base  a l a  m u l t i p l i c a c i ó n  de l e v a d u r a s ,  y TURPIN poco d e s p u é s  s o s t e n d r á  que 

no hay f e r m e n ta c ió n  s i  é s t a s  no s e  r e p ro d u c e n .  Así n a c ió  l a  t e o r í a
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v i t a l i s t a ,  que s e  o p o n d r ía  d u r a n t e  a lg u n o s  afíos a  l a  t e o r í a  q u ím ic a  

d e f e n d i d a  p o r  q u ím ic o s  de l a  c a t e g o r í a  de VttHLER, LIEBIG y BERZELIUS. Según 

e s t e  ú l t im o ,  l a  p r e s e n c i a  de l a s  l e v a d u r a s  en  e l  medio f e r m e n t a t i v o  

i n d i c a b a  que é s t a s  a c tu a b a n  c a t a l i z a n d o  l a  f e r m e n t a c i ó n ,  p e ro  s i n  

p a r t i c i p a r  de form a a c t i v a  en  e l l a .  Fue e n to n c e s  cuando PASTEUR s e  e n t r e g ó  

a l  e s t u d i o  d e l  p rob lem a  y , a  t r a v é s  de una s e r i e  de e x p e r i e n c i a s ,  d em ostró  

en  1858 l a  n a t u r a l e z a  b i o l ó g i c a  de l a  f e r m e n ta c ió n ,  a f i r m a n d o  que  é s t a  e s  

un p r o c e s o  c o r r e l a t i v o  a l a  a c t i v i d a d  v i t a l  de l a  l e v a d u r a .  También fu e  

PASTEUR uno de l o s  p r im e ro s  en  e s t u d i a r  l a s  e n fe rm e d a d e s  d e l  v in o ,  

p r o d u c id a s  p o r  b a c t e r i a s .  El denominó a e s t a s  e n fe rm e d a d e s :  

“ a c e t i f i c a c i ó n ” , “ v u e l t a ” , “ g r a s a ” y “ am argo r” C33 - S in  em bargo, PASTEUR no 

pudo l l e g a r  mucho más a l l á  en  e l  i n t e n t o  de d e s c u b r i r  l o s  m ic ro o rg a n is m o s  

r e s p o n s a b l e s  de e s t a s  e n fe rm e d a d e s ,  ya que s e  t ro p e z ó  con  l a  d i f i c u l t a d  de 

p o d e r  l o g r a r  c u l t i v o s  p u r o s  C33. KOCK d e s c u b r ió  en 1881 l a  t é c n i c a  de l a  

p u r i f i c a c i ó n  de l o s  c u l t i v o s  en  medio s ó l i d o ,  l l e g a n d o  a l a  c o n c lu s i ó n ,  

p o s t e r i o r m e n t e ,  de que l a s  b a c t e r i a s  p r e s e n t e s  en  e l  v in o  e r a n  r e s p o n s a b l e s  

de l a  d e s c o m p o s ic ió n  d e l  á c id o  m á l ic o  [ 2 2 9 ] .  KURZ e n c o n t r ó  que e l  v in o  

c o n t e n í a  á c id o  l á c t i c o ,  y M5SLI5GER en 1901 i n t e r p r e t ó  e l  hecho  como que 

e s t e  á c id o  l á c t i c o  e r a  e l  r e s u l t a d o  de l a  d e sc o m p o s ic ió n  d e l  á c i d o  m á l ic o  

C2293. SEIFERT (1901) c re y ó  a i s l a r  e l  germen r e s p o n s a b l e  de l a  

t r a n s f o r m a c i ó n  d e l  á c id o  m á l ic o  en á c id o  l á c t i c o ,  y l o  l lam ó K ic r o c o c c u s  

m a lo l a c t í c u s  [2293 . S in  embargo MULLER-TURGAU y OSTERVALDER en 1913 

e s t a b l e c i e r o n  que e l  á c id o  m á l ic o  e s  f e rm en ta d o  p o r  t o d o s  l o s  t i p o s  de 

b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  y p o r  t a n t o  l o s  e n ó lo g o s  no d e b e r í a n  h a b l a r  de “ l a  

b a c t e r i a  m a l o l á c t i c a ” como s i  de una e s p e c i e  ú n ic a  s e  t r a t a s e  [2293 .

PASTEUR denominó Kycoderma a c e t i  a a q u e l l o s  m ic ro o rg a n is m o s  que 

t r a n s fo r m a b a n  e l  v in o  en  v i n a g r e ,  dando l u g a r  a  l a  e n fe rm e d a d  denom inada 

“ a c e t i f i c a c i ó n  “ [2823 . E s t a s  b a c t e r i a s  han s id o  menos e s t u d i a d a s  que l a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  y h a s t a  que a p a r e c i e r o n  l o s  t r a b a j o s  de DUPUY en  1952,
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1957 y 1959 no s e  c o n o c ía  nada s o b re  e l  a i s l a m i e n t o ,  c u l t i v o  e 

i d e n t i f i c a c i ó n  de l a s  c e p a s  a i s l a d a s  de v in o .  P o s t e r i o r m e n te ,  MAUGEEET y

DIVIES han  r e a l i z a d o  e s t u d i o s  s o b re  l a  e c o lo g í a ,  l a  f i s i o l o g í a ,  y e l
/

m eta b o lism o  de e s t o s  m ic ro o rg a n ism o s  d e l  v in o  [2 8 2 ] .

1 . 2 . -  ECOLOGIA DE LOS MICROOKGAEISXGS ASOCIADOS A LA UVA Y A LA 

VIEIFICACIOE.

S obre  l o s  f r u t o s  de l a s  v i d e s  podemos e n c o n t r a r  una v a r i a d a  f l o r a  

m ic ro b ia n a  que comprende d i v e r s a s  e s p e c i e s  de hongos f i l a m e n t o s o s ,  de 

l e v a d u r a s  y de b a c t e r i a s .  E s ta  f l o r a  e p í f i t a  s o b re  l a s  u v a s  p a s a  a l  Jugo  

cuando  l o s  f r u t o s  s e  e s t r u j a n  y p r e n s a n .  Dado e l  pH t a n  b a jo  que p o see  e l  

m osto de l a  uva , s ó l o  un pequeño número de m ic ro o rg a n ism o s  e s  ca p az  de 

d e s a r r o l l a r s e  en  é l ;  e n t r e  e l l o s  s e  e n c u e n t r a n  l e v a d u r a s ,  b a c t e r i a s  

l á c t i c a s  y b a c t e r i a s  a c é t i c a s  t 175].

Los hongos f i l a m e n t o s o s  son  i m p o r ta n t e s  en  e n o lo g í a  p o r  e l  daño que 

pueden  o r i g i n a r  en  l o s  g r a n o s  de uva a n t e s  o d e sp u és  de s e r  v e n d im ia d o s ,  y 

además po rque  pueden  c r e c e r  en l o s  d e p ó s i t o s  de f e r m e n t a c i ó n  o de 

a lm a ce n a m ie n to ,  c o n f i r i e n d o  a l  v in o  o l o r  y s a b o r  a  moho [ 2 2 9 ] .  S in  embargo, 

e s t o s  m ic ro o rg a n ism o s  no i n t e r v i e n e n  a c t iv a m e n te  en  l a  e l a b o r a c i ó n  d e l  

v in o ,  ya  que son  r á p id a m e n te  e l im in a d o s  d u r a n t e  l o s  p r im e r o s  momentos de l a  

f e r m e n ta c ió n  d e b id o  a l o s  e f e c t o s  i n h i b i t o r i o s  d e l  e t a n o l ,  d e l  S02 [ 2 7 0 ] ,  y 

d e l  a m b ie n te  a n a e r o b io  ( l o s  hongos p o se e n  m etabo lism o a e r o b i o  e s t r i c t o ) .

A p a r t i r  de l a s  i n v e s t i g a c i o n e s  de BEEDA y o t r o s  a u t o r e s  [ 3 1 ] ,  s e  

d e s p re n d e  que l a s  l e v a d u r a s  que e n c o n tram o s  s o b re  l a  s u p e r f i c i e  de l a s  uv as  

no son  t r a n s p o r t a d a s  a l l í  p o r  e l  v i e n t o ,  s i n o  que son  l o s  i n s e c t o s  q u i e n e s  

l a s  d ise m in a n  s o b re  l o s  f r u t o s .  Los i n s e c t o s  son  a t r a í d o s  p o r  l o s  a rom as
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v o l á t i l e s  que s e  d e s a r r o l l a n  d u r a n t e  l a  m adurac ión  de l a s  u v a s ,  s e  

a l i m e n t a n  con e l  ju g o  de l a s  mismas e i n g i e r e n ,  a  v e c e s ,  l a s  l e v a d u r a s  

p r e s e n t e s  s o b re  su  s u p e r f i c i e .  De hecho , s e  han a i s l a d o  l e v a d u r a s  v i v a s  d e l  

t r a c t o  d i g e s t i v o  de a b e j a s  y a v i s p a s .  Es im p o r ta n te  que l a s  l e v a d u r a s  

p e rm a n ez c a n  v i v a s  d u r a n t e  m eses e n  e l  i n t e s t i n o  de l o s  i n s e c t o s ,  ya  que 

cuando  é s t o s  d e fe c a n  en  p r im a v e ra  t r a s  su  h i b e r n a c i ó n ,  l a s  l e v a d u r a s  s a l e n  

j u n t o  con l o s  e x c re m e n to s ,  e s p a r c i é n d o s e  s o b re  e l  n é c t a r  de l a s  f l o r e s  y 

l o s  f r u t o s  en m ad u ra c ió n .  De e s t a  manera s e  p roduce  una  r á p i d a  d i s e m in a c ió n  

y m u l t i p l i c a c i ó n  en  l a  n a t u r a l e z a .  La t r a n s f e r e n c i a  de l a s  l e v a d u r a s  de 

un o s  f r u t o s  a  o t r o s  d u r a n t e  to d o  e l  v e ra n o  e s t á  g a r a n t i z a d a  p o r  t o d a  c l a s e  

de i n s e c t o s ;  s i n  embargo l a  o p in ió n  de que l a s  l e v a d u r a s  pueden  s o b r e v i v i r  

d u r a n t e  e l  i n v i e r n o  s o b re  e l  s u e l o  c a r e c e  de base  c i e n t í f i c a  [3 1 3 .

L as l e v a d u r a s  e s t á n  p r e s e n t e s  e n  l a s  vi&as d e s d e  e l  com ienzo d e l  

e n v e ro ,  a lc a n z a n d o  un máximo p o b l a c i o n a l  en l o s  f r u t o s  en  e l  momento en  e l  

c u a l  é s t o s  l o g r a n  su  p l e n a  m adurac ión  [2873 . Las l e v a d u r a s  c o lo n i z a n  l o s  

ex u d a d o s  de e s to m a s  y h e r i d a s  en l a  s u p e r f i c i e  de l o s  f r u t o s  en  número 

v a r i a b l e ,  que va  d e sd e  103 a 10e c é l u l a s  po r  g ra n o  de uva [2873 . Las 

e s p e c i e s  de l e v a d u r a s  e x i s t e n t e s  s o b r e  l o s  f r u t o s  so n  de n a t u r a l e z a  

o x i d a t i v a  como P h o d o to r u la , o d é b i lm e n te  f e r m e n t a t i v a  como R an sen iaspora  o 

K lo eck era ;  Saccharom yces c e r e v i s i a e  s e  e n c u e n t r a  en  muy b a j a  f r e c u e n c i a .  

S i n  embargo e s t a  ú l t i m a  e s p e c i e  p a r e c e  c o l o n i z a r  e l  m a t e r i a l  de bodega 

[ 763 , j u n t o  con  R an sen iaspora  uvarum, P ic h la  fe r m e n ta n s , M etschnikow ia  

p u lc h e rr im a  y P ic h ía  m em branaefacíens  [1753. D u ra n te  l o s  p r o c e s o s  de 

bodega , l a s  l e v a d u r a s  de mayor p o d e r  f e r m e n t a t i v o  s e  d e s a r r o l l a n  

p r e f e r e n c i a l m e n t e  y c o lo n i z a n  e l  m osto . En lo s  p r im e r o s  momentos de l a  

f e r m e n ta c ió n ,  a p a r e c e n  g r a n d e s  p o b l a c i o n e s  de U. uvarum o K lo e c k era  

a p í c u la t a ,  que r á p id a m e n te  son  s o b r e p a s a d a s  po r  Saccharom yces  [2823. E s to  

se  debe a l a  mayor r e s i s t e n c i a  de e s t e  g é n e ro  a l  S02 y a l  e t a n o l  que s e  va 

form ando [313 . Saccharom yces c e r e v i s i a e  e s  l a  v e r d a d e r a  ” l e v a d u r a  d e l
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v i n a ” , l l e v a  a cabo  l a  mayor p a r t e  de l a  f e r m e n ta c ió n ,  y e s  l a  que s e  

e n c u e n t r a  en  l o s  e s t a d i o s  f i n a l e s  de l a  misma.

Las b a c t e r i a s  l á c t i c a s  s e  e n c u e n t r a n  s o b re  l a s  h o j a s  C2631 y s o b re  l o s  

f r u t o s  de l a s  v i d e s  [1 7 1 ,  2 4 5 ] ,  aunque en menor c a n t i d a d  que  l a s  b a c t e r i a s  

a c é t i c a s  y que l a s  l e v a d u r a s  [1753 . Kuchos t r a b a j o s  han  d e m o s t ra d o  l a  

p r e s e n c i a  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  s o b r e  l o s  f r u t o s  de l a  v i d ,  a s i ,  LAFOH- 

LAFOURCADE [1793 l a s  a i s l ó  a  p a r t i r  de m ostos  o b t e n i d o s  a s é p t i c a m e n t e  a 

p a r t i r  de u v a s .  También SAPIS-DOKERCQ e t  a l .  [3013 d e t e c t a r o n  l a  p r e s e n c i a  

de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  s o b r e  u v a s  cuando e s tu d i a b a n  l a  i n f l u e n c i a  de l o s  

p r o d u c t o s  f i t o s a n i t a r i o s  s o b re  l a  m i c r o f l o r a  de l a  v id .  KUJTKEE e t  a l .  [1713 

in fo rm a n  d e l  d e s a r r o l l o  e s p o n tá n e o  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en  un 

v in o  p r e p a r a d o  en l a b o r a t o r i o  y que no h a b ía  t e n i d o  c o n t a c t o  con  e l  e q u ip o  

de bodega. O t r a s  e x p e r i e n c i a s  s u s t e n t a n  l a  h i p ó t e s i s  de que l a  i n o c u l a c i ó n  

de l o s  v i n o s  con  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  s e  p roduce  p r i n c i p a l m e n t e  en  l a s  

o p e r a c io n e s  de bodega. A s i ,  VEBB’ e IRGRAHAM [3413 v i n i f i c a r o n  u v a s  

p r o c e d e n te s  d e l  mismo o r ig e n  en  do s  bodegas  d i f e r e n t e s ,  o b t e n i e n d o  l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e s p o n tá n e a  t a n  s ó lo  en una  de e l l a s .  E s te  

r e s u l t a d o  l e s  l l e v a  a a f i r m a r  que l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  no pueden  e s t a r  

s o b r e  l a s  u v a s ,  p u e s  en  e s e  c a so  s e  h a b r í a  o b t e n id o  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  en ambos c a s o s .  Las e x p e r i e n c i a s  de RADLER [2633 y de PEY3JAUD y 

DOMERCQ [2453 ta m b ié n  d e m u e s tra n  l a  i n o c u l a c i ó n  de m o s to s  y v i n o s  p o r  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  p r o c e d e n te s  d e l  m a t e r i a l  de bodega.

Todas l a s  f u e n t e s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  que hemos m encionado so n  

i m p o r ta n t e s .  Se sa b e  que l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  s e  p r e s e n t a n  en  b a j o  número 

s o b r e  l a s  u v a s  [7 2 ,  3443. Bajo  c o n d ic i o n e s  f a v o r a b le s ,  e s p e c i a l m e n t e  t r a s  

l a s  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  y d e s p u é s  de l a  a u t o l i s i s  de l e v a d u r a s  y de l a  

l i b e r a c i ó n  de n u t r i e n t e s ,  l a s  b a c t e r i a s  s e  m u l t i p l i c a n  h a s t a  a l c a n z a r  un 

n i v e l  d e t e c t a b l e  [-1793. FLEET e t  a l .  [1153 e n c o n t r a r o n ,  en  s u s  t r a b a j o s  de 

m ic r o b io l o g ía  de l a  e l a b o r a c i ó n  de v in o s  que en B urdeos  l a  p r e s e n c i a  de
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b a c t e r i a s  l á c t i c a s  p a s a  d e s a p e r c i b i d a  en  l o s  p r im e ro s  momentos de l a  

f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a ,  p e r a  a l  cabo  de 4 ó 5 d i a s  d e l  i n i c i o  de l a  misma, 

y a  e r a n  d e t e c t a b l e s  aunque su  número e r a  muy r e d u c id o ;  é s t o  p o d r í a  e x p l i c a r  

e l  que  RADLER C263] no e n c o n t r a s e  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  en  m o s to s  f r e s c o s ,  y 

s i  en  cambio t r a s  d o s  sem anas de h a b e r s e  i n i c i a d o  l a  f e r m e n ta c ió n

a l c o h ó l i c a .  PEYEAUD y DOMERCQ [244] s e ñ a l a r o n  que l a  f e r m e n ta c ió n

m a l o l á c t i c a  o c u r r e  más f r e c u e n te m e n te  en  g r a n d e s  v a s i j a s  de f e r m e n t a c i ó n ,  

donde s e  c o n s ig u e n  m ayores  n i v e l e s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  v i a b l e s ,  que en  

v a s i j a s  más p e q u e ñ a s .  P a re c e  r a z o n a b le  p e n s a r  que l o s  t a n q u e s  de

f e r m e n t a c i ó n  y a lm a ce n a m ie n to  r e t e n g a n  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  t r a s  l a  

c o n s e c u c ió n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  RIBÉREAU-GAYOE y PEYEATJD [281] 

in fo rm a ro n  de l a  p r e s e n c i a  de b a c t e r i a s  m a l o l á c t i c a s  s o b r e  l a s  p a r e d e s  y 

s u e l o s  de l a s  b o d e g a s  y en  l o s  b a r r i l e s  de m adera.

En l o s  v iñ e d o s  l a  d i s t r i b u c i ó n  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  e s  i r r e g u l a r .  

Se o b s e rv a  que l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  s e  r e a l i z a  con más d i f i c u l t a d  en 

v i n o s  de c i e r t a s  z o n a s  o r e g i o n e s ,  s i n  que e l  e s t u d i o  de l a  c o m p o s ic ió n  d e l  

ju g o  de uva p e r m i t a  e x p l i c a r  e s t a s  d i f e r e n c i a s  [ 2 8 2 ] .  En S u iz a  MARET y 

SOZZI e n c o n t r a r o n  que p redom inaban  l o s  l a c t o b a c i l o s  h o m o fe r m e n ta t iv o s  en 

m osto s ,  l o s  c u a l e s  d e s a p a r e c í a n  r á p id a m e n te  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  

a l c o h ó l i c a ,  d e ja n d o  p a so  a l o s  l a c t o b a c i l o s  *h e t e r o f e r m e n t a t i v o s ;  s i n  

embargo t r a s  l a  f e r m e n ta c ió n  l a  p o b la c ió n  l á c t i c a  s e  com ponía , 

p r in c i p a l m e n t e ,  de P e d ío c o c c u s  y de l a c t o b a c i l o s  h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  [2 1 1 ,  

2 1 2 ] .  KARET e t  a l .  e n c o n t r a r o n  tam b ié n  L eu con os toc  oenos  en  t o d o s  l o s  v in o s  

d e l  c a n tó n  s u i z o  de V a l a i s  [ 2 1 3 ] .  En v in o s  i s r a e l í e s  CHALFAE e t  a l .  [79]  

a i s l a r o n  l a s  e s p e c i e s  L a c t o b a c i l l u s  p lan tarum , L a c t o b a c i l l u s  b r e v i s ,  L. 

oenos, L e u c o n o s to c  de x tra n ic u m  y S t r e p t o b a c te r iu m  sp. En A u s t r a l i a  PAE e t  

a l .  [235] a i s l a r o n  L. p la n ta ru m  y L. oen os  en m osto s  y a l  f i n a l  de l a  

f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a .  D u ran te  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e s t o s  a u t o r e s  

e n c o n t r a r o n  que l a s  e s p e c i e s  más num erosas  e r a n  P e d ío c o c c u s  p e n to s a c e u s  y
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P e d io c o c c u s  c e r e v i s i a e , y e r a n  é s t a s  l a s  r e s p o n s a b l e s  de l a  f e r m e n ta c ió n  

n í a l o l á c t i c a .  E s t a s  o b s e r v a c io n e s  s e  v i e r o n  c o r r o b o r a d a s  unos  a ñ o s  más 

t a r d e  p o r  COSTELLO e t  a l .  1721. S in  embargo, l a  m ay o r ía  de a u t o r e s  

c o n s i d e r a n  r e s p o n s a b l e  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a L. o en o s  [62 ,  99 ,
»

120, 2 7 6 ] ,  aunque en  v i n o s  a le m an e s ,  a l  i g u a l  que  en  l o s  a u s t r a l i a n o s ,  

p a r e c e  s e r  que e s  P. c e r e v i s i a e  q u ie n  conduce  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  

[3 1 3 .  E s t a  d i v e r s i d a d  puede e s t a r  c a u sa d a  p o r  c a r a c t e r í s t i c a s  e s p e c i f i c a s  

d e l  v in o ;  pH, c o m p o s ic ió n ,  c l im a  y modo de v i n i f i c a c i ó n  y de c o n s e r v a c ió n ,  

e t c . ,  aunque ta m b ié n  puede s e r  r e s u l t a d o  d e l  método de  a i s l a m i e n t o  [3443 .

Como ya hemos com entada  en  e l  A par tado  a n t e r i o r ,  l a s  b a c t e r i a s  

a c é t i c a s  han s i d o  o b j e t o  de un pequeño número de p u b l i c a c i o n e s .  E s t a  f a l t a  

de i n t e r é s  puede e x p l i c a r s e  p o r  e l  hecho  de que e s t o s  o rg a n is m o s ,  a e r o b i o s  

e s t r i c t o s ,  s ó l o  s e  d e s a r r o l l a n  en  l a  s u p e r f i c i e  d e l  v in o  en  c o n t a c t o  con e l  

a i r e ,  y e s  s u f i c i e n t e  e v i t a r  l a  p e n e t r a c i ó n  d e l  a i r e  en  l o s  d e p ó s i t o s  p a r a  

p r e v e n i r  su  a l t e r a c i ó n  [2823 . P o r  o t r o  la d o ,  l a  a p l i c a c i ó n  de n uevas  

t é c n i c a s  de a n á l i s i s  ha  f a c i l i t a d o  e l  a i s l a m i e n t o  s e l e c t i v o  de l a s  

b a c t e r i a s  d e l  á c id o  a c é t i c o  [1833 . LAFOF-LAFOUKCADE y JOYEUX [1843 

e s t u d i a r o n  l a  e v o lu c i ó n  de e s t a s  b a c t e r i a s ,  en  número y e s p e c i e ,  d e sd e  l a  

uva h a s t a  e l  v in o .  Los r e s u l t a d o s  m o s t r a ro n  que l a s  b a c t e r i a s  a c é t i c a s  

e s t á n  s ie m p re  p r e s e n t e s  a  l o  l a r g o  de l a  e l a b o r a c i ó n  d e l  v in o ;  s u  

c r e c i m i e n t o  y m e ta b o lism o  r e q u i e r e  s ó l o  una pequeña c a n t i d a d  de o x íg en o .

En a lg u n o s  c a s o s  l a s  b a c t e r i a s  a c é t i c a s  s e  han  e n c o n t r a d o  en  

c o n c e n t r a c i ó n  de 102 c é l u l a s  p o r  m i l i l i t r o  en m osto . Al com ienzo  de l a  

v e n d im ia ,  é s t a s  e r a n  a lg o  más num erosas  s o b r e  uv as  i n f e c t a d a s  con B o t r y t i s  

c in é r e a  [1843 . S in  embargo, a l  f i n a l  de l a  v e nd im ia  l a  p o b l a c i ó n  a c é t i c a  

s o b re  u v a s  i n f e c t a d a s  e r a  muy s u p e r i o r  a l  de l a s  s a n a s ,  a lc a n z a n d o  10A- 1 0 G 

c é l u l a s  p o r  m i l i l i t r o  de mosto de u vas  e s t r o p e a d a s .  JOYEUX [1913 a f i r m a  que 

l a  c a n t i d a d  de b a c t e r i a s  a c é t i c a s  e n c o n t r a d a s  s o b re  u v a s  e r a  d i r e c t a m e n t e  

p r o p o r c i o n a l  a l  g r a d o  de i n f e c c i ó n  de l a s  mismas.
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Las b a c t e r i a s  a c é t i c a s  p r e t e n e c e n  a dos  g é n e ro s :  G lu c o n o b a c te r  y

A c e t o b a c t e r  [ 190] . A l a s  e s p e c i e s  d e l  p r im e r  g é n e ro  s e  l a s  e n c u e n t r a  s o b re  

to d o  en  l a s  u v a s ,  a  l a s  s e g u n d a s  en  e l  v in o ;  e s t o  s e  puede e x p l i c a r  p o r  su  

a f i n i d a d  r e s p e c t i v a  p o r  l a  g lu c o s a  y p o r  e l  e t a n o l  £ 1 9 0 ] .  El t r a b a j o  de 

LAFON-LAFOURCADE y JOYEUX t 1843 m u e s t ra  que G lu c o n o b a c te r  i n f e c t a ,  c a s i  

e x c lu s iv a m e n te ,  u v a s  t i n t a s  s a n a s .  A c e to b a c te r  a c e t i  y A c e t o b a c t e r  

p a s te u r ia n u m  a p a re c e n  j u n t o  con G lu c o n o b a c ter  s i  l a s  u v a s  e s t á n  a lg o  

a l t e r a d a s ,  y c o n s t i t u y e n  e l  45-85% de l a  p o b l a c i ó n  s i  l a  a l t e r a c i ó n  e s  

c o m p le ta .  En e s t e  c a so ,  l a s  b a c t e r i a s  a c é t i c a s  pueden  e n c o n t r a r s e  en  número 

e q u i v a l e n t e  o s u p e r i o r  a l  de l a s  l e v a d u r a s  t 1751. En e l  c u r s o  de l a  

f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a ,  l a  p o b la c ió n  de b a c t e r i a s  a c é t i c a s  d ism in u y e  en 

g ra n  e s c a l a ,  aunque menos r á p id a m e n te  de lo  que s e  p o d r í a  s u p o n e r  C 1903, 

G lu c o n o b a c ter  o x id a n s  s o b r e v i v e  en  b a j a  p r o p o r c ió n  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  

a l c o h ó l i c a ,  y su  d e s a p a r i c i ó n  v i r t u a l  e s t á  r e l a c i o n a d a  con  su  i n t o l e r a n c i a  

a l  e t a n o l  [ 1573 . E s t a  e s p e c i e  puede c o n ta m in a r  e l  v in o  a lm acen ad o  cuando 

l o s  b a r r i l e s  s e  r e l l e n a n  p a r a  com pensar l a  e v a p o r a c ió n ,  p e ro  no s o b r e v i v e  

d u r a n te  mucha t ie m p o .  A c e to b a c te r  a c e t i  e s  l a  e s p e c i e  más r e p r e s e n t a t i v a  

s o b re  l a s  uv as  a t a c a d a s  p o r  B o t r y t i s  c i n é r e a ; p o s ib le m e n te  su  p r e s e n c i a  en 

uvas i n f e c t a d a s  s e  ve f a c i l i t a d a  p o r  l a  p r o d u c c ió n  de e t a n o l  p o r  l a s  

l e v a d u r a s  que s e  m u l t i p l i c a n  s o b r e  l a s  g r i e t a s  de l a s  p i e l e s  d a ñ a d a s .  E s t a  

e s p e c i e  puede s o b r e v i v i r  d u r a n t e  e l  a lm acen am ien to  d e l  v in o  en  b a r r i l e s  de 

madera, ya que l a  c a n t i d a d  de ox ig en o  que p e n e t r a  a  t r a v é s  de s u s  p a r e d e s  

e s  s u f i c i e n t e  p a r a  e v i t a r  l a  co m p le ta  d e s t r u c c i ó n  de l a  p o b l a c i ó n  [1573 . 

E s ta  p o b la c ió n  r e s i d u a l  puede d e s a r r o l l a r s e  s i  e l  v in o  s e  a i r e a  m e d ia n te  

a lg u n a  m a n ip u la c ió n ,  p ro d u c ie n d o  á c id o  a c é t i c o  en  c a n t i d a d e s  t a l e s  que 

e s t r o p e e n  l a  c a l i d a d  d e l  v in o .  P a ra  que e s t e  c r e c i m i e n t o  t e n g a  l u g a r  en  e l  

v ino , s ó l o  hace  f a l t a  un c o n t a c t o  de 2 ó 3 m in u to s  con e l  a i r e  [1913 . El 

c r e c im i e n t o  de b a c t e r i a s  a c é t i c a s  en  e l  mosto p ro v o ca  una p a ra d a  p re c o z  de 

l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a ,  d e b id o  a l a  i n h i b i c i ó n  de l a s  l e v a d u r a s ,  y una
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e s t i m u l a c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  C1583.

1 . 3 . -  LAS LEVADURAS.

Las l e v a d u r a s  no c o n s t i t u y e n  un ta x ó n  d e f i n i d o ,  e s t á n  i n c l u i d a s  d e n t r o  

d e l  r e i n o  Fungí , que  comprende m ic ro o rg a n ism o s  e u c a r i o t a s ,  con  p a re d  

c e l u l a r ,  q u i m i o o r g a n o t r o f o s ,  y a e r o b i o s  o a n a e r o b io s  f a c u l t a t i v o s .  Las 

l e v a d u r a s  s e  d i s t i n g u e n  d e l  r e s t o  de l o s  hongos p o rq u e ,  u s u a lm e n te ,  s e  

p r e s e n t a n  en fo rm a u n i c e l u l a r ,  aunque a lg u n a s  e s p e c i e s  p u ed en  fo rm a r  

e s t r u c t u r a s  f i l a m e n t o s a s  como p s e u d o m ic e l io  o m i c e l i o  v e r d a d e r o .  Las 

l e v a d u r a s  s e  i n c l u y e n  d e n t r o  de l o s  A sco m ice to s  (hongos c a p a c e s  de p r o d u c i r  

e s p o r a s  s e x u a l e s  d e n t r o  de e s t r u c t u r a s  denom idadas  " a s e a s ” ) ,  de l o s  

E a s id i o m i c e to s  ( l e v a d u r a s  c a p a c e s  de p r o d u c i r  e s t r u c t u r a s  denom inadas  

" b a s i d i o s ” ) ,  y de l o s  D e u te ro m ic e to s  (hongos i m p e r f e c to s :  l e v a d u r a s

in c a p a c e s  de p r o d u c i r  a s c o s p o r a s  s e x u a l e s  p e ro  en  o c a s i o n e s  form an 

b a 11 i  s t  o s p o r a s ).

1 . 3 . 1 . -  FORMAS DE REPRODUCCION E l  LEVADURAS.

Las l e v a d u r a s  pueden  r e p r o d u c i r s e  de form a a s e x u a l  (m e d ia n te  gem ación , 

d i v i s i ó n  b i n a r i a ,  o e s p o r a s  a s e x u a l e s ) ,  y de forma s e x u a l .  En e l  c a s o  de l a  

r e p r o d u c c ió n  a s e x u a l  p o r  gem ación , e l  n ú c le o  de l a  c é l u l a  madre d u p l i c a  s u  

m a t e r i a l  g e n é t i c o ,  y é s t e  s e  d i r i g e  h a c i a  l a  p e r i f e r i a  de l a  c é l u l a ;  a l l í  

se  p ro d u ce  l a  m i t o s i s  y e l  m a t e r i a l  n u c l e a r  d u p l ic a d o  s e  i n t r o d u c e  en  una 

yema que s u rg e  de l a  s u p e r f i c i e .  La yema queda u n id a  a l a  c é l u l a  madre 

h a s t a  que a l c a n z a  un tamaño s e m e ja n te ;  e n to n c e s   ̂ s e  p ro d u ce  una
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e s t r a n g u l a c i ó n  de l a  zona de c o n ta c to  e n t r e  l a  c é l u l a  madre y l a  . h i j a ,  y 

é s t a s  s e  s e p a r a n .  S egu idam en te  ambas c é l u l a s  p o d rán  gemar a  s u  v e z .  A v e c e s  

l a  c é l u l a  h i j a ,  en  l u g a r  de s e p a r a r s e  queda u n id a  a  l a  c é l u l a  m adre, dando 

lu g a r  a  c a d e n a s  o g ru p o s  de c é l u l a s  que c o n s t i t u y e n  e l  denom inado 

" p s e u d o m ic e l io H. La fo rm a c ió n  de l a s  yemas puede l l e v a r s e  a  c a b o  s ie m p re  

p o r  e l  mismo l u g a r  de l a  s u p e r f i c i e  (gem ación m o n o p o la r ) ,  p o r  l o s  d o s  

e x tre m o s  de una c é l u l a  (gem ación b i p o l a r ) ,  o p o r  c u a l q u i e r  p u n to  de s u  

s u p e r f i c i e  (gem ación  m u l t i p o l a r ) .  Las l e v a d u r a s  que s e  r e p r o d u c e n  

a s e x u a lm e n te  p o r  d i v i s i ó n  b i n a r i a  (de form a s e m e ja n te  a como l o  h a c en  l a s  

b a c t e r i a s ) ,  t r a s  l a  m i t o s i s  y s í n t e s i s  de com ponen tes  c i t o p l a s m á t i c o s  s e  

a l a r g a n ,  y en s u  zo n a  e c u a t o r i a l  s e  forma un t a b i q u e  t r a n s v e r s a l  que  s e p a r a  

l a  p r i m i t i v a  c é l u l a  madre en dos  c é l u l a s  h i j a s  i d é n t i c a s  e n t r e  s í .

En a lg u n a s  o c a s i o n e s  c i e r t a s  l e v a d u r a s  s e  r e p r o d u c e n  s e x u a lm e n te .  En 

A sc o m ic e to s ,  d e p e n d ie n d o  de l a s  e s p e c i e s ,  l a  f a s e  s e x u a l  s e  s i t ú a  en  

d i s t i n t o s  momentos d e l  c i c l o  v i t a l ,  e l  c u a l  puede s e r  de t r e s  t i p o s :

1 . -  C ic lo  d i p l o f á s i c o . En e s t e  c a s o  l a s  c é l u l a s  v e g e t a t i v a s  d i p l o i d e s  c e s a n

de gemar y s e  t r a n s f o r m a n  en a s e a s  en donde s e  o r i g i n a n ,  m e d ia n te  

m e io s i s ,  c u a t r o  a s c o s p o r a s  h a p l o i d e s .  E s t a s  a s c o s p o r a s  s e  f e c u n d a r á n  

e n t r e  s í  p a r a  d a r  un z i g o t o  d i p l o i d e ,  e l  c u a l  s e  m u l t i p l i c a r á  p o r  

gem ación . L as  c é l u l a s  que s ig u e n  e s t e  t i p o  de  c i c l o  v i t a l  p a s a n  l a  

mayor p a r t e  d e l  mismo en form a d i p l o i d e .  La m ay o r ía  de l a s  c e p a s  de 

S a cch a ro w yces  s ig u e n  e s t e  c i c l o .

2 . -  C i c lo  h a p l o f á s i c o . Dos c é l u l a s  v e g e t a t i v a s  h a p l o i d e s  s e  c o n ju g a n  y e l

z i g o t o  fo rm ado  s u f r e  r á p id a m e n te  l a  m e io s i s  y s e  t r a n s f o r m a  en  a s e a ,  

en  l a  c u a l  s e  p ro d u ce n  a s c o s p o r a s  h a p l o i d e s  que a l  g e rm in a r  dan 

c é l u l a s  v e g e t a t i v a s  h a p l o i d e s .  En e s t e  c a s o ,  l a  mayor p a r t e  d e l  c i c l o  

v i t a l  de e s t a s  c é l u l a s  s e  r e a l i z a  b a jo  forma h a p lo i d e .  E s t e  t i p o  de 

c i c l o  e s  t í p i c o  de Zygosaccharom yces.
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3 . -  C i c l o  h a p l o d i f á s i c o . Aquí l a s  a s c o s p o r a s  h a p l o i d e s  dan  l u g a r ,  a l  

g e rm in a r ,  a  c é l u l a s  v e g e t a t i v a s  h a p lo i d e s .  E s t a s  c é l u l a s  v e g e t a t i v a s  

so n  c a p a c e s  de f e c u n d a r s e  e n t r e  s í ,  dando l u g a r  a  un z i g o t o  d i p l o i d e  

que p o r  gem ación  p r o d u c i r á  c é l u l a s  v e g e t a t i v a s  d i p l o i d e s .  A lgunas  de 

e s t a s  c é l u l a s  s u f r e n  l a  m e io s i s ,  t r a n s fo r m á n d o s e  en  un  a s e a  que 

c o n te d r á  c u a t r o  a s c o s p o r a s  h a p lo i d e s .  E s te  c i c l o  e s  t í p i c o  de 

Hansenula polym arpha.

La f o rm a c ió n  de a s c o s p o r a s  s e  p roduce  cuando e l  medio s o b r e  e l  que s e  

d e s a r r o l l a n  l a s  l e v a d u r a s  s e  v u e lv e  d e s f a v o r a b l e  p o r  a g o ta m ie n to  de 

n u t r i e n t e s ,  d e s e c a c i ó n ,  e t c .  l o  t o d a s  l a s  c é l u l a s  de un c u l t i v o  e s p o r u l a n ,  

i n c l u s o  en  l o s  c a s o s  más f a v o r a b l e s  p a r a  l a  e s p o r u l a c i ó n  s ó l o  una  pequeña 

p r o p o r c i ó n  de c é l u l a s  s e  t r a n s f o r m a  en a s e a s .  Una vez que  l a  e s p o ra  

e n c u e n t r a  c o n d i c i o n e s  f a v o r a b l e s  de c r e c im i e n t o  g e rm in a ,  l i b e r á n d o s e  d e l  

a s e a  y dando una  c é l u l a  v e g e t a t i v a .

"Los B a s i d io m ic e to s  ta m b ié n  p r e s e n t a n  c i c l o s  de v i d a  en  l o s  c u a l e s  hay 

una f a s e  s e x u a l .  E s t a  f a s e  s e x u a l  s e  i n i c i a  con l a  fo rm a c ió n  de un m ic e l io  

d i c a r i ó t i c o  a p a r t i r  de l a  c o n ju g a c ió n  de h i f a s  h a p l o i d e s .  En c i e r t a s  

o c a s i o n e s  l o s  d o s  n ú c l e o s  de l a  f a s e  d i c a r i ó t i c a  pueden  f u s i o n a r s e ,  dando 

lu g a r  a un z i g o t o  que s e  t r a n s f o r m a r á  en una t e l i o s p o r a  o un b a s i d i o .  E s t a s  

e s t r u c t u r a s  s e x u a l e s  s u f r i r á n  p o s t e r io r m e n t e  una m e i o s i s  dando l u g a r  a 

h i f a s  h a p l o i d e s  que r e i n i c i a r á n  de nuevo e l  c i c l o .

1 . 3 . 2 . -  LEVADURAS ASOCIADAS AL PROCESO DE FERKEBTACIOE.

E n t r e  l a s  l e v a d u r a s  más i m p o r ta n t e s  en e l  p ro c e s o  f e r m e n t a t i v o  hemos 

de d e s t a c a r  a  S acch arow yces  c e r e v i s i a e , ya que e s  l a  ú n ic a  l e v a d u r a  capaz  

de f e r m e n t a r  e l  m osto  h a s t a  a g o t a r  t o t a lm e n te  e l  a z ú c a r ,  dando l u g a r  además 

a p r o d u c t o s  s e c u n d a r i o s  d e s e a b l e s .  Es l a  e s p e c i e  que con  más f r e c u e n c i a  s e



65

ha h a l l a d o  en m osto s  en f e r m e a t a c i ó a  y en  v in o s  ya t e r m in a d o s  [2821 . 

C i e r t a s  v a r i e d a d e s  de e s t a  e s p e c i e  ( p .e .  Saccharom yces bayanus) so n  c a p a c e s  

de d a r  l u g a r  a  a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de e t a n o l ;  s e  a c o n s e j a  s u  i n o c u l a c i ó n  

p a r a  e l i m i n a r  e l  a z ú c a r  r e s i d u a l  de f e r m e n ta c io n e s  i n a c a b a d a s  [2823 , y p a ra  

f e r m e n t a r  m ostos  de u v a s  so b re m a d u ra d a s  [2833. O t r a s  l e v a d u r a s  

p e r t e n e c i e n t e s  tam b ié n  a S . c e r e v i s i a e , y c a p a c e s  de d e s a r r o l l a r s e  s o b r e  l a  

s u p e r f i c i e  d e l  v in o ,  so n  im p o r ta n t e s  p a r a  l a  c o n s e c u c ió n  de v i n o s  t i p o  

J e r e z ;  s u s  c a r a c t e r í s t i c a s  más s o b r e s a l i e n t e s  son  que l i b e r a n  g r a n  c a n t i d a d  

de a c e t a l d e h í d o  y é s t e r e s ,  y que d e g ra d a n  á c id o  a c é t i c o .  T oru laspora  

d e l b r u e c k i i  tam b ié n  e s  una l e v a d u r a  i n t e r e s a n t e  en e n o l o g í a ,  ya que p ro d u ce  

c a n t i d a d e s  mucho m enores de á c id o  a c é t i c o  que S. c e r e v i s i a e .  S i  además en  

f e r m e n ta c io n e s  s e c u e n c i a l e s ,  s e  s ie m b ra  en p r im e r  l u g a r  T. d e l b r u e c k i i  da 

l u g a r  a  c o n d ic i o n e s  que hacen  d i s m i n u i r  l a  t a s a  de f e r m e n ta c ió n  

g l i c e r o p i r ú v i c a  de S. c e r e v i s i a e  [1753 . D u ra n te  l o s  p r im e r o s  e s t a d i o s  de l a  

f e r m e n ta c ió n  e n c o n tra m o s  l a s  denom inadas  l e v a d u r a s  " a p i c u l a d a s ” t a l e s  como 

e s p e c i e s  de l o s  g é n e ro s  H ansen iaspora  y K lo e c k era \  e s t a s  e s p e c i e s  p roducen  

poco a l c o h o l  (d e l  3 a l  4% en  volumen [2 4 0 3 ) ,  y son  muy s e n s i b l e s  a l  mismo y 

a l  S02 , p o r  lo  que s u  c o n t r i b u c i ó n  a l a  f e r m e n ta c ió n  e s  muy pequeña . S in  

embargo hay a u t o r e s  que p i e n s a n  que son  r e s p o n s a b l e s  de l a  p r o d u c c ió n  de
c

arom as a f r u t a d o s  en  l o s  v in o s  [3 1 ,  175, 2823. También e n c o n tra m o s  a l  i n i c i o  

de l a  f e r m e n ta c ió n  K. p u lc h e rr im a  (o su  e s t a d o  i m p e r f e c to  Candida  

p u lc h e r r im a ) , Candida s t e l l a t a ,  Hansenula anómala y e s p e c i e s  d e l  g é n e ro  

PicHia.  Todas e l l a s ,  en  g e n e r a l ,  d e s a p a r e c e n  t r a s  l a  a d i c i ó n  de S02 y 

d e s p u é s  que e l  m osto ha a lc a n z a d o  l o s  4 ó 5° a l c o h ó l i c o s ,  d e ja n d o  paso  a 

<5a ccharom yces .

Las l e v a d u r a s  pueden  o c a s i o n a r  tam b ié n  e n fe rm e d a d e s  en  e l  v in o .  

PEYNAUD y DOMEKCQ [2433 han  e s t a b l e c i d o  que l a  misma l e v a d u r a  puede s e r  

d e s e a b le  o i n d e s e a b le  b a jo  d i f e r e n t e s  c o n d ic io n e s ;  a s í  p o r  e jem p lo  

Saccharom yces o v i f o r m i s  e s  d e s e a b le  p a r a  f e r m e n ta r  v in o s  con  a l t o  c o n te n id o
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en  a z ú c a r ,  p e ro  e s  p e r j u d i c i a l  cuando da l u g a r  a  r e f e r m e n t a c i o n e s  una vez 

e m b o te l l a d o  e l  v in o  [27 0 3 .  O t r a s  e s p e c i e s  son  i n d e s e a b l e s  c u a l q u i e r a  que 

s e a  e l  momento en que a p a re z c a n ,  po r  e jem p lo  l a s  e s p e c i e s  d e l  g é n e ro  

B re t ta n o m y c e s  C5, 2703, Saccharom ycodes l v d w i g í i  [175 , 2703,

Z ygosacch arom yces  b a i l i í  [1753 , Candida v in i  [2403, o e s p e c i e s  de P ic h ia  

[2403 ;  l a s  p e r t e n e c i e n t e s  a  e s t e  ú l t im o  g é n e ro  son  l e v a d u r a s  c o n ta m in a n te s  

de bodega  que se  d e s a r r o l l a n  s o b re  l a  s u p e r f i c i e  de l o s  v in o s .  E l c a r á c t e r  

p e r j u d i c i a l  de e s t a s  l e v a d u r a s  s e  debe a que p roducen  p r o d u c t o s  s e c u n d a r i o s  

que d ism in u y e n  l a  c á l i d a d  d e l  v in o .

I . 3 . 3 . -  METABOLISMO DE LAS LEVADURAS.

E l m e ta b o lism o  de l a s  l e v a d u r a s  e s  muy v a r i a d o ,  hay l e v a d u r a s

t o t a l m e n t e  a e r o b i a s  que o b t i e n e n  su  e n e r g í a  p o r  r e s p i r a c i ó n  de com pues to s  

de c a rb o n o  m i e n t r a s  que o t r a s  pueden  s e r  o x i d a t i v a s  o f e r m e n t a t i v a s

d e p e n d ie n d o  de l a s  c o n d ic i o n e s  a m b ie n ta l e s  en  l a s  que s e  h a l l e n .  La

c a p a c id a d  de u t i l i z a r  c o m pues to s  de c a rb o n o  y de n i t r ó g e n o  v a r í a  de e s p e c i e  

en  e s p e c i e ,  y c o n s t i t u y e  una de l a s  b a s e s  de c l a s i f i c a c i ó n  de l a s  

l e v a d u r a s ,  como verem os p o s t e r io r m e n t e .  Po r  o t r a  p a r t e ,  l a s  l e v a d u r a s  s e  

d i f e r e n c i a n  p o r  s u s  c a r a c t e r í s t i c a s  f i s i o l ó g i c a s  y p o r  l o s  p r o d u c to s  

s e c u n d a r i o s  a  l o s  que dan  lu g a r  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  [43 .

Hay l e v a d u r a s  que pueden  u t i l i z a r  c i e r t o s  a z ú c a r e s  p o r  v í a  o x i d a t i v a  o 

p o r  v í a  f e r m e n t a t i v a .  La f e r m e n ta c ió n  de l a  g lu c o s a  c o n s t i t u y e  en  l a s  

l e v a d u r a s  un p r o c e s o  a n a e r ó b ic o ;  s i n  embargo, é s t a s  son  c a p a c e s  de r e s p i r a r  

o b te n ie n d o  de e s t a  form a más e n e r g í a .  En c o n d ic i o n e s  a e r ó b i c a s  l a

f e r m e n ta c ió n  d ism in u y e  en  b e n e f i c i o  de l a  r e s p i r a c i ó n .  En a lg u n a s  l e v a d u r a s  

puede r e p r i m i r s e  t o t a l m e n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  a l  a i r e a r  in te n s a m e n te  e l  

c u l t i v o .  E s t a  i n h i b i c i ó n  de l a  f e m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  p o r  l a  p r e s e n c i a  de
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o x íg e n o  s e  denom ina " e f e c t o  PASTEUR" [3 0 5 ] .  Por e l  c o n t r a r i o ,  puede

i n h i b i r s e  l a  s í n t e s i s  de c i to c ro m o s  p o r  una a l t a  c o n c e n t r a c i ó n  de a z ú c a r e s  

e n  l o s  m osto s ,  con  l o  c u a l  s e  p a r a l i z a  l a  r e s p i r a c i ó n ;  a  e s t e  fenómeno, 

i n v e r s o  d e l  a n t e r i o r ,  s e  l e  conoce como " e f e c t o  CRABTREE" t 1753. La

p r e d o m in a n c ia  d e l  p r o c e s o  o x i d a t i v o  s o b r e  e l  f e r m e n t a t i v o  o v i c e v e r s a ,  s e  

e x p l i c a  d esd e  e l  p u n to  de v i s t a  e n e r g é t i c o :  en c o n d ic i o n e s  a n a e r ó b i c a s  s ó l o  

s e  form an 2 m oles  de ATP p o r  mol de g lu c o s a ,  m i e n t r a s  que en  c o n d i c i o n e s  

a e r ó b i c a s  s e  form an 36 m o les  de ATP y 2 m oles de GTP p o r  mol de g lu c o s a

[3 053 . La c é l u l a  s e  a j u s t a  a l a  e f e c t i v i d a d  en  l a  p r o d u c c ió n  de e n e r g í a

m e d ia n te  una r e g u l a c i ó n  en  l a  t r a n s f o r m a c i ó n  d e l  s u s t r a t o .

Podemos d i f e r e n c i a r  d o s  e t a p a s  en e l  co m p o r tam ien to  m e ta b ó l i c o  de l a s  

l e v a d u r a s  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n :  una p r im e ra  en  l a  que l a s  l e v a d u r a s  s e  

m u l t i p l i c a n  a c t i v a m e n te  u t i l i z a n d o  l a  v í a  o x i d a t i v a ,  h a s t a  a l c a n z a r  en  poco 

t ie m p o  un número e le v a d o ,  y una segunda  en l a  que p o r  a g o ta m ie n to  d e l  

o x íg e n o  em plean  l a  v í a  f e r m e n t a t i v a  menos r e n t a b l e  e n e r g é t i c a m e n t e .  E s ta  

ú l t i m a  v í a  e s  l a  que p ro d u c e  e t a n o l  a p a r t i r  de g lu c o s a .  Las l e v a d u r a s  p a r a  

m u l t i p l i c a r s e  de fo rm a r á p i d a  n e c e s i t a n  ox ígeno ; g e n e r a lm e n te ,  l a s  

o p e r a c i o n e s  de bodega  t a l e s  como e l  e s t r u j a d o ,  d e s p a l i l l a d o ,  bombeo, 

e s c u r r i d o  y p r e n s a d o ,  a s e g u r a n  un a i r e a c i ó n  que p e r m i te  e l  r á p i d o  

c r e c i m i e n t o  de l a s  c é l u l a s  a  e x p e n s a s  de l a  g lu c o s a .  E s t a  g l u c o s a  m ed ia n te  

g l u c o l i s i s  y p o s t e r i o r m e n t e  p o r  c i c l o  de Krebs s e  t r a n s f a m a  en  C02 y H2D. 

El a g o ta m ie n to  p r o g r e s i v o  d e l  o x íg en o  d i s u e l t o  en  e l  medio, va h a c ie n d o  que 

l a s  c o n d ic i o n e s  s e a n  c a d a  vez más a n a e r o b ia s  y que e l  m e ta b o lism o  de l a s  

l e v a d u r a s  p a se  a s e r  m a y o r i t a r i a m e n te  f e r m e n t a t i v o .  T r a s  l a  g l u c o l i s i s ,  e l  

p i r u v a t o  ya no s e  d i r i g e  a l  c i c l o  de K rebs, b loqueado  p o r  l a  a c u m u la c ió n  de 

ETADH+H* a f a l t a  de a c e p t o r  f i n a l  de l a  cadena  de e l e c t r o n e s  ( e l  o x íg e n o ) ,  

s i n o  que se  r e d u c e  t r a n s f o r m á n d o s e  en e t a n o l  y ox id an d o  a l  RADH+H*. E x i s t e  

una r e l a c i ó n  d i r e c t a  e n t r e  e l  número de l e v a d u r a s  y l a  t a s a  de f e r m e n ta c ió n  

de a z ú c a r e s ;  una buena  a i r e a c i ó n  i n i c i a l  de l o s  m ostos  p e r m i te  a l c a n z a r  un
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número elevado de células, que fermentarán rápidamente los azúcares hasta 

su agotamiento completo [2823.

Los azúcares utilizables por levaduras son captados del medio e 

introducidos en el citoplasma celular. Una vez allí estos compuestos se

transforman, mediante una serie de reacciones que constituyen la

glucolisis, en ácido pirúvico. La glucolisis se produce tanto en

condiciones aerobias como anaerobias. El conjunto de reacciones de la

glucolisis está descrito en la Figura 1.

Una vez obtenido el ácido pirúvico, éste puede transformarse por dos 

vías principales según las condiciones aerobias o anaerobias del medio. Si 

existe oxígeno, el ácido pirúvico 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 ácido pirúvico se descarboxila hasta acetaldehído, 

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

El balance global de la degradación de glucosa según las dos vías es

el siguiente:

a) Vía oxidativa.

Cfc-.H12Os 4 60* í====* 6C0* + 6H*0 4 ÍOEADH+H* 4 2FADH+H~ 4 2ATP + 2GTP

10EADH+H* + 2 FADH4H* 4 2 ATP + 2 GTP ?==* 34 ATP 4 2 GTP ?==- 36 ATP

piruvato 
descarboxilasa

alcohol
deshidrogenasa

Acido pirúvico Acetaldehí do -> Alcohol etílico

EADH4H* NAD*



GLUCOSA
FRUCTOSA
GALACTOSA
MAÑOSA
PENTOSAS

ATP

fosforilación ADP

Glucosa-6-fosfato

F r u ctosa-6-fosfato
ATP

ADP f
Fr u c t o s a - 1 - 6 - d i f o s f a t o

Gl i c e r a l d e h ido-3-fosfato(2)
2NAD

2P;

3-fosfogliceril fosfato(2)

2 ADP
2NADH2 ATP f

3-fosfoglicerato(2)

2-fosfoglicerato(2)

Fosfoenolpiruvato(2)
2 ADP

PIRU\/AT0(2)

Figura 1- Vía de degradación de los  azúcares  mediante g l u c o l i s i s .  
(LEHNINGER, 1978, (197))
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Figura  2- Degradación del ácido pirüvico  or ig inado en 

la  g l i c o l i s i s  mediante e l  c i c l o  de Krebs, en condic iones  
ae rob ia s .  (LEHNINGER, 1978, (197))



69

b) V ía f e r m e n t a t i v a .

Cc Hi a OG ?==* 2C02 + 2CH20H-CHs ■+ 2ATP

1 . 3 . 3 . 1 . -  LA FERMENTACION GLICEROPIRUVICA Y LOS PRODUCTOS SECUNDARIOS.

No t o d a s  l a s  m o lé c u la s  de g lu c o s a  de un mosto s o n  d e g r a d a d a s  según  l a s  

do s  v í a s  d e s c r i t a s  a n t e r io r m e n t e ;  un c i e r t o  número de e l l a s  so n  

t r a n s f o r m a d a s  v í a  f e r m e n ta c ió n  g l i c e r o p i r ú v i c a ,  que r i n d e  como p r o d u c to s  

f i n a l e s  g l i c e r i n a  y á c id o  p i r ú v i c o .  La f e r m e n ta c ió n  y l a  r e s p i r a c i ó n  de l a  

g lu c o s a  u t i l i z a n  d i s t i n t a s  m ecanismos de r e o x i d a c i ó n  d e l  NADH+H^ p ro d u c id o  

en l a  g l u c o l i s i s ;  en  e l  c a s o  de l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  e l  NADH+H* 

re d u c e  a l  a c e t a l d e h í  do y, de e s t a  form a, s e  r e c u p e r a  NADt P e ro  a l  com ienzo  

d e l  fenómeno f e r m e n t a t i v o  e l  a c e t a l d e h í d o  no e x i s t e  en  e l  m edio, ya que 

é s t e  s e  form a p r e c i s a m e n te  a l a  s a l i d a  de l a  g l u c o l i s i s  ( F ig u r a  3 ) .

E x i s t e  a s í  un p e r i o d o  de in d u c c ió n ,  d u r a n t e  e l  c u a l  l a  r e o x i d a c i ó n  d e l  

NADH+H* s e  hace  a  e x p e n s a s  de una m o lécu la  de f  o s f  o h id ro x ia c 'e to n a  

( r e s u l t a n t e  de l a  r u p t u r a  de l a  f r u c t o s a  1 ,6  d i f o s f a t o  en  l a s  d o s  t r i o s a s  

f o s f a t o ) ;  l a  r e d u c c ió n  de e s t e  com puesto  l l e v a  a l a  f o rm a c ió n  de g l i c e r i n a .  

S im u l tá n e a m e n te ,  e l  á c id o  3 f o s f o g l i c é r i c o ,  que p r o v ie n e  d e l  3 

f o s f o g l i c e r a l d e h í d o ,  s e  t r a n s f o r m a  p o r  r e d u c c ió n  en á c id o  p i r ú v i c o .  E s te  s e  

d e s c a r b o x i l a  c o n v i r t i é n d o s e  en  a c e t a l d e h í d o .  Pero  e l  a c e t a l d e h í d o  no puede 

s e r  r e d u c id o  a e t a n o l  po rque  e l  NADH+H'*' que n e c e s i t a  ya ha s i d a  em pleado en 

l a  fo rm a c ió n  de g l i c e r i n a  a p a r t i r  de l a  f o s f o h i d r o x i a c e t o n a .  De e s t a  

fo rm a, cada  vez  que s e  p roduce  una m o lé c u la  de g l i c e r i n a  s e  acum ula  una de 

a c e t a l d e h í d o .  Con e l l o  s e  l o g r a r á  que s e  acumule a s u  vez una m o lé c u la  de 

á c id o  p i r ú v i c o ,  que e s  e l  o r ig e n  de num erosos p r o d u c to s  s e c u n d a r i o s .

La c o m p a ra c ió n  de l o s  esquem as de f e r m e n ta c io n e s  a l c o h ó l i c a  y 

g l i c e r o p i r ú v i c a  d e m u e s t ra  l a  c o m p e te n c ia  e n t r e  l o s  d o s  a c e p t o r e s  de
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p r o to n e s :  e l  a c e t a l d e h í d o  p o r  una p a r t e  y l a  f o s f o h i d r o x i a c e t o n a  p o r  o t r a .  

El p r im e ro  e s  más f á c i l  de r e d u c i r ,  y p o r  e l l o  e s  e l  que o x id a

p r e f e r e n t e m e n te  a l  NADH+H-* cuando ambos com puestos  e s t á n  en  c o n c e n t r a c i o n e s  

s i m i l a r e s .  Los m ecanism os de l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  y g l i c e r o p i r ú v i c a  

e s t á n  ín t im a m e n te  l i g a d o s :  l a  f e r m e n ta c ió n  g l i c e r o p i r ú v i c a  (y p o r

c o n s i g u i e n t e  l a  p r o d u c c ió n  de g l i c e r i n a ) ,  como ya a n t e s  hemos e x p l i c a d o ,  

p redom ina  a l  p r i n c i p i o  de l a  f e r m e n ta c ió n ;  p e ro  n i  s i q u i e r a  en  e l  p e r io d o  

de p l e n a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  s e  t i e n e  una f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  p u ra .

El p o r c e n t a j e  de c o n v e r s i ó n  de l a  g lu c o s a  d e l  m osto  e s  d e l  92% p o r

f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  y 8% p o r  f e r m e n ta c ió n  g l i c e r o p i r ú v i c a .

E l á c id o  p i r ú v i c o  p r o c e d e n te  de l a  f e r m e n ta c ió n  g l i c e r o p i r ú v i c a  da 

o r i g e n  a d i f e r e n t e s  p r o d u c t o s  s e c u n d a r io s ,  según  m ecanism os comunes a 

muchos t i p o s  de f e r m e n ta c ió n  (F ig u ra  4 ) .

En resum en, l o s  p r o d u c to s  s e c u n d a r i o s  más i m p o r t a n t e s  a  p a r t i r  d e l  

p i r ú v i c o  son : á c id o  a c é t i c o ,  á c id o  fó rm ic o ,  á c id o  b u t í r i c o ,  á c id o  l á c t i c o ,  

a c e t o í n a ,  2 ,3  b u t a n o d i o l  (y é s t e  p o r  o x id a c ió n  d i a c e t i l o ) ,  á c id o  

o x a l a c é t i c o ,  á c id o  m á l ic o ,  á c id o  fu m á r ic o ,  á c id o  p r o p ió n i c o ,  á c id o  

s u c c í n i c o  y a c e to n a .

En 1936, GENEVOIS C175] t r a t ó  de e s t a b l e c e r  una e c u a c ió n  que e x p l i c a s e  

en qué  p r o p o r c i o n e s  s e  p r o d u c ía n  e s t o s  p r o d u c to s  s e c u n d a r i o s  a  p a r t i r  de l a  

g lu c o s a .  La e c u a c ió n  puede r e p r e s e n t a r s e  como s ig u e  [1 7 5 ] :

2a  + 5 s  + 2m + b + h = g

donde (a) e s  l a  c a n t i d a d  de á c id o  a c é t i c o ,  ( s )  l a  de s u c c í n i c o ,  (m> l a  de 

a c e t o í n a ,  (b) e l  2 , 3  b u t a n o d i o l ,  (h) e l  a c e t a l d e h í d o  y (g) e l  g l i c e r o l .

La c a n t i d a d  de p r o d u c to s  s e c u n d a r i o s  fo rm ados v a r í a  s i n  embargo se g ú n  

l a  n a t u r a l e z a  de l a  l e v a d u r a ,  l a  c o m p o s ic ió n  d e l  m osto , l a  c o n d u c c ió n  de l a  

f e r m e n ta c ió n ,  l a  t e m p e r a t u r a ,  e l  pH y l a  a i r e a c i ó n  [1 0 4 ,  269, 2823. El
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á c i d o  s u c c í n i c o  e s  e l  á c id o  p r in c i p a l m e n t e  form ado; l o s  á c i d o s  p i r ú v i c o  y 

o c - c e to g l u t á r i c o ,  a s í  como e l  a c e t a l d e h í d o ,  e s t á n  s ie m p re  p r e s e n t e s  en  e l  

v in o .  Su e x c r e c ió n  e s  m a y o r i t a r i a  d u r a n t e  l a  f a s e  de p r o l i f e r a c i ó n  c e l u l a r ,  

p e ro  d ism in u y e  h a c i a  e l  f i n a l  de l a  f e r m e n ta c ió n .  La p r o d u c c ió n  de c e t o  

á c i d o s  depende de una s e r i e  de v a r i a b l e s ,  y s e  in c r e m e n ta  p o r  un pH a l t o ,  

una e le v a d a  t e m p e r a t u r a ,  c o n d ic i o n e s  a n a e r o b ia s  y c a r e n c i a  de t i a m i n a  o 

á c id o  p a n t o t é n i c o  C186]. A lgunas  l e v a d u r a s  son  p a r t i c u l a r m e n t e  c e t o g é n i c a s ,  

p o r  e je m p lo  S accbarow ycades  l v d w i g i í  [ 1 8 7 ] .

Muchos de l o s  p r o d u c t o s  s e c u n d a r i o s  c o n t r i b u y e n  a  l o s  a rom as 

c a r a c t e r í s t i c o s  de l o s  v in o s .  En g e n e r a l  p e r t e n e c e n  a  t r e s  t i p o s  de 

c o m p u e s to s  o r g á n ic o s :  á s t e r e s ,  a l c o h o l e s  s u p e r i o r e s  y á c i d o s  g r a s o s .  Los 

e t i l  á s t e r e s  de más a l t o  p eso  m o le c u la r  so n  e le m e n to s  d e s e a b l e s  d e l  aroma 

de l o s  v in o s ,  a  l o s  que dan  un c a r á c t e r  a f r u t a d o  o f l o r a l .  P o r  e l  

c o n t r a r i o ,  e l  a c e t a t o  de e t i l o  c o n f i e r e  un d e s a g r a d a b le  o l o r  a v in a g r a d o .  La 

m ayor ía  de l o s  á s t e r e s  s e  form an a l  com ienzo  de l a  f e r m e n t a c i ó n ,  y s u  

s í n t e s i s  d i sm in u y e ,  o perm anece  e s t a b l e  h a c ia  e l  f i n a l  de l a  misma. La 

b i o s í n t e s i s  de á s t e r e s  e s t á  a f e c t a d a  p o r  l a  a i r e a c i ó n  d e l  m osto , l a  

t e m p e r a t u r a  de f e r m e n ta c ió n  y l a  t é c n i c a  de v i n i f i c a c i ó n  [ 1 7 5 ] ,  p e ro  

t a m b ié n  po r  l a  f e r t i l i z a c i ó n  d e l  v iñ e d o  [233] y p o r  l a  m adurez de l a s  u v a s  

[ 1 5 0 ] .  Los a l c o h o l e s  s u p e r i o r e s  e s t á n  p r e s e n t e s  en  e l  v in o  en c o n c e n t r a c i ó n  

a p ro x im ad a  de 100 mg/1. C u a n t i t a t i v a m e n te  son  l o s  más i m p o r t a n t e s

c o n s t i t u y e n t e s  d e l  aroma d e l  v in o ,  y s i n  embargo l a  i d e a  de que d ism in u y en  

l a  c a l i d a d ,  s i  e s t á n  en  muy e l e v a d a s  c o n c e n t r a c i o n e s ,  e s  g e n e r a l  [283 , 

3 3 8 ] .  E l mecanismo de s u  s í n t e s i s  ha s i d o  o b j e t a  de num erosos  t r a b a j o s ,  de 

l o s  c u a l e s  l o s  más r e c i e n t e s  son  l o s  de aYR XP& a [ 1 5 ] ,  USSEGLIO-TOMASSET 

[333] y VEBB [ 3 4 0 ] .  Es d u r a n t e  l a  f a s e  de c r e c im i e n t o  e x p o n e n c ia l  de l a s  

l e v a d u r a s  cuando s e  l l e v a  a cabo  s u  s í n t e s i s  [ 3 4 5 ] .  La c o n c e n t r a c i ó n  

r e l a t i v a  de l o s  d i s t i n t o s  t i p o s  depende de l e  f u e n te  de n i t r ó g e n o  d e l  medio 

y de l a  e s p e c i e  o c e p a  de l e v a d u r a  [272 , 315, 322, 3 42 ] .  Los á c i d o s  g r a s o s
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de 4 a 6 á tom os de c a rb o n o  tam b ié n  a f e c t a n  a l  aroma d e l  v in o ,  a  p e s a r  de l a  

b a j a  c o n c e n t r a c i ó n  e n  que s e  h a l l a 'n  [3393 , a s i  corno l o s  de 6, 8 y 10 á tom os 

de c a rb o n o ,  aunque é s t o s  e s t á n  p r e s e n t e s  en  m ayores c o n c e n t r a c i o n e s  C105]. 

La f o rm a c ió n  de á c i d o s  g r a s o s  depende en g ra n  m edida de l a s  e s p e c i e s  de 

l e v a d u r a  [3 3 2 ] .

1 . 3 . 4 . -  FACTORES QUE AFECTAN A LA VIABILIDAD DE LAS LEVADURAS Y A LA

FERMENTACION.

Los f a c t o r e s  que a f e c t a n  e l  d e s a r r o l l o  de l a s  l e v a d u r a s ,  y su  

c r e c i m i e n t o  o m u l t i p l i c a c i ó n ,  so n  l o s  mismos que i n f l u y e n  en l a

f e r m e n ta c ió n .  S ó lo  s e  p ro d u ce  l a  t r a n s f o r m a c i ó n  d e l  a z ú c a r  e n  a l c o h o l  

cuando  l a s  l e v a d u r a s  s e  d e s a r r o l l a n  b ie n .  Como t o d o s  l o s  s e r e s  v iv o s ,  l a s  

l e v a d u r a s  t i e n e n  n e c e s i d a d e s  p r e c i s a s  en  lo  que se  r e f i e r e  a s u  n u t r i c i ó n  y 

a l  medio e n  que v iv e n .  En e s t e  A p a r ta d o  vamos a e s t u d i a r  l o s  f a c t o r e s  más

i m p o r t a n t e s  que a f e c t a n  a l  c r e c im i e n t o  de l a s  l e v a d u r a s  y, p o r  t a n t o ,  a l a

f e r m e n ta c ió n .

1 . 3 . 4 . 1 . -  INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA.

La t e m p e r a t u r a  mínima p a ra  l a  a c t i v i d a d  v i t a l  de  l a s  l e v a d u r a s  e s t á  

e n t r e  4 y 7°C, y l a  máxima a 40-42°C  £2293. La t e m p e r a t u r a  ó p t im a  de

f e r m e n ta c ió n  p a r a  l a  m ayo ría  de l a s  l e v a d u r a s  d e l  v in o  e s t á  e n t r e  22°C y 

27°C, s e g ú n  SCHONDERL [1043 . La r a p i d e z  de l a  f e r m e n ta c ió n ,  como l a  de 

c u a l q u i e r  p r o c e s o  b io q u ím ic o ,  aum enta  con l a  t e m p e r a t u r a :  c a d a  10°C l a

v e lo c i d a d  de l a  misma s e  d u p l i c a ;  s i n  embargo po r  encim a de l o s  30°C, s i  

b i e n  a l  p r i n c i p i o  l a  f e r m e n ta c ió n  e s  r á p i d a ,  é s t a  puede l l e g a r  a  d e t e n e r s e  

d e b id o  a una e s p e c i e  de " a g o ta m ie n to ” de l a s  l e v a d u r a s  [2403 .
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C uanto  más e l e v a d a  e s  l a  t e m p e r a t u r a ,  más r á p i d o  e s  e l  com ienzo  de l a  

f e r m e n ta c ió n ,  p e ro  é s t a  s e  d e t i e n e  a n t e s  y e l  g ra d o  a l c o h ó l i c o  e s  menor; 

e s t o  s e  debe  a que l a  p o b l a c i ó n  máxima de l e v a d u r a s  que s e  a l c a n z a  e s  menor 

a t e m p e r a t u r a s  más a l t a s  [3 1 3 . P o r  e l l o ,  cuando  s e  q u i e r e  a l c a n z a r  un g rad o  

a l c o h ó l i c o  e le v a d a  e s  n e c e s a r i o  m an te n e r  una t e m p e r a t u r a  de f e r m e n ta c ió n  

b a s t a n t e  b a j a  [2403 . NAVARRO y DURAND [1753 han  d e te rm in a d o  l a  b iom asa  

fo rm ada  b a jo  i d é n t i c a s  c o n d i c i o n e s  de f e r m e n t a c i ó n  p e ro  con  d i f e r e n t e s  

t e m p e r a t u r a s :  3 g /1  a  10°C, 2 . 6  g /1  a 20°C, y 2 .1  g /1  a 30°C. Los a u t o r e s

r e l a c i o n a n  e s t e  fenóm eno con  l a  a c u m u la c ió n  de e t a n o l  en  l a s  c é l u l a s  [59 , 

1543. Además, l a  c o n c e n t r a c i ó n  de e s t e r ó l e s  e n  l a s  c é l u l a s  d ism in u y e  

conform e aumenta l a  t e m p e r a t u r a ;  e s t e  hecho  puede e x p l i c a r  ta m b ié n  l a  

d e t e n c i ó n  p re m a tu ra  d e l  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r  a t e m p e r a t u r a s  s u p e r i o r e s  a  

35°C [1943 . La t e m p e r a t u r a  a f e c t a  t a m b ié n  a l a  p r o d u c c ió n  de com pues to s  

v o l á t i l e s  [162 , 260, 3193. S in  em bargo, l a  t e m p e r a t u r a  t i e n e  o t r o s  e f e c t o s  

en  e l  v in o  d i s t i n t o s  d e l  e f e c t o  d i r e c t o  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  y e l  c r e c im i e n t o  

de l a s  l e v a d u r a s :  s e  p ro d u c e  una  p é r d i d a  de a l c o h o l  y com ponen tes

a r o m á t i c o s  a t e m p e r a t u r a s  a l t a s ,  hay p é r d i d a s  en  l a  e f i c i e n c i a  de 

f e r m e n ta c ió n  [ 313 .

1 . 3 . 4 . 2 . -  INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE AZUCARES.

G lu c o sa ,  f r u c t o s a ,  m a l to s a  y s a c a r o s a  son  l o s  s u s t r a t o s  n o rm a le s  p a r a  

l a s  l e v a d u r a s  d e l  v in o ;  s i n  embargo l a s  p e n to s a s ,  que e s t á n  g e n e ra lm e n te  en  

una  c o n c e n t r a c i ó n  de 1 g / 1 ,  no p ueden  s e r  f e r m e n ta d a s  p o r  e l l a s ,  a s í  como 

tam poco l a  d e x t r i n a  o e l  a lm id ó n  [3 3 .  Aunque l a  m ayo r ía  de l a s  l e v a d u r a s  

f e rm e n ta n  l a  g lu c o s a  más r á p id a m e n te  que l a  f r u c t o s a ,  hay  e s p e c i e s  que son  

f r u c t o f í 1 i c a s  y a t a c a n  p r e f e r e n c i a l m e n t e  l a  f r u c t o s a .  Según COOTTSCHALK, l a  

r a z ó n  de e s t e  c o m p o r ta m ie n to  e s  que l a  p a re d  c e l u l a r  de e s t a s  l e v a d u r a s  e s  

más p e rm e a b le  a l a  f r u c t o s a  [1453 . Una c o n c e n t r a c i ó n  d e l  25% de a z ú c a r  en
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un m osto  r e t a r d a  l a  f e r m e n ta c ió n ,  y a  c o n c e n t r a c i o n e s  s u p e r i o r e s  (70%) l a s  

l e v a d u r a s  d e l  v in o  so n  in c a p a c e s  de f e r m e n t a r  C31. E l e f e c t o  que e l e v a d a s  

c o n c e n t r a c i o n e s  de a z ú c a r  t i e n e n  s o b re  l a s  l e v a d u r a s  d e l  v in o  ha s i d o  

a m p liam en te  e s t u d i a d o  p o r  NISHI1Í0 e t  a l .  12261. E s t o s  a u t o r e s  han  l l e g a d a  a 

l a  c o n c lu s i ó n  de que c o n c e n t r a c i o n e s  c r e c i e n t e s  de a z ú c a r  e n  e l  medio dan  

l u g a r  a un in c re m e n to  en  l a  f a s e  de l a t e n c i a ,  a  una mayor t a s a  de m uer te  en  

e l  p e r io d o ,  a  una  d i s m in u c ió n  d e l  número máximo de c é l u l a s  v ia b le s ,*  a  un 

e n l e n t e c i m i e n t o  de l a  f e r m e n ta c ió n ,  y a un aum ento  de a z ú c a r e s  r e s i d u a l e s  

en  e l  medio. E s to s  a u t o r e s  tam b ié n  o b s e rv a r o n  que a  mayor p r e s i ó n  o s m ó t ic a  

e l  volumen de l a s  c é l u l a s  d i s m in u ía .  A d e te r m in a d a s  p r e s i o n e s  o s m ó t ic a s  s e  

puede p r o d u c i r  l a  p l a s m o l i s i s  de l a s  c é l u l a s .  En e l  mosto l o s  p r i n c i p a l e s  

r e s p o n s a b l e s  de l a  p r e s i ó n  o s m ó t ic a  so n  l o s  a z ú c a r e s .  En m o sto s  de e le v a d o  

c o n te n i d o  en a z ú c a r e s  s e  o b t i e n e  menor p r o d u c c ió n  de a l c o h o l  y más a c id e z  

v o l á t i l  t 3 ,  2293 .

1 .3 .  4. 3 . -  IHFLUEirciA DEL ETAITOL.

El e t a n o l  p r o d u c id o  p o r  l a  f e r m e n ta c ió n  de l o s  a z ú c a r e s  e s  e l  

p r i n c i p a l  i n h i b i d o r  d e l  c r e c im i e n t o  y de l a  f e r m e n ta c ió n .  Su acu m u lac ió n  

máxima en  l a s  c é l u l a s  p re c e d e  a l a  d e t e n c ió n  d e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  

l e v a d u r a s  [1753. El e t a n o l  d ism in u y e  l a  t a s a  de f e r m e n ta c ió n ,  ya  que a f e c t a  

a l a  a c t i v i d a d  de l o s  enz im as  im p l ic a d o s  en l a  misma, p o r  o t r o  lad o  

d ism in u y e  l a  t a s a  de c r e c im i e n t o  [5 9 3 , aum enta  l a  d u r a c i ó n  de l a  f a s e  de 

l a t e n c i a  y r e d u c e  l a  p o b la c ió n  máxima de c é l u l a s  [1753 . Po r  o t r o  la d o  l a  

v i a b i l i d a d  de l a s  c é l u l a s  d ism in u y e  conform e aum enta  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de 

e t a n o l  en e l  medio. A p e s a r  de que a lg u n o s  a u t o r e s  han m o s trad o  que e l  

e f e c t o  d e l  e t a n o l  p r o d u c id o  p o r  l a s  l e v a d u r a s  i n h ib e  en mayor m edida que e l  

a ñ a d id o  e x ó g e n am e n te , a c a u sa  de que s e  acum ula en  e l  i n t e r i o r  de l a s  

c é l u l a s  [59 , 2283, L0UREIR0 y VA3? UDEE [2083 y CASEY e IEGLEDEV [593 han
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d e m o s tra d o  que l a  c a n t i d a d  de e t a n o l  acum ulado  e s  muy i n f e r i o r  a  l a  que l o s  

o t r o s  a u t o r e s  a f i r m a n ,  y p o r  t a n t o  é s t a  no s e r í a  l a  c a u s a  d e l  mayor e f e c t o  

i n h i b i d o r  d e l  e t a n o l  g e n e ra d a  p a r  l e v a d u r a s .

La t e m p e r a t u r a  ta m b ié n  t i e n e  un e f e c t o  s i n é r g i c o  con  e l  e t a n o l ,  de 

manera que a una d e te r m in a d a  c o n c e n t r a c i ó n  d e l  mismo e l  aum ento  de 

t e m p e r a t u r a  p ro v o ca  un in c re m e n to  de l a  t a s a  de m uerte  t é r m i c a  C208, 2093.

Los a l c o h o l e s  s u p e r i o r e s  tam b ié n  e j e r c e n  una i n h i b i c i ó n  [5 9 1 ,  que e s  

t a n t o  mayor c u a n to  mayor e s  e l  número de á tom os de c a rb o n o  en  l a  m o lé c u la  

[2823 . Los á c id o s  g r a s o s  de 6 a  10 á tom os de c a rb o n o  y s u s  é s t e r e s  t i e n e n  

un e f e c t o  s i n é r g i c o  con e l  e t a n o l ,  p ro d u c ie n d o  una d i s m in u c ió n  en l a

v i a b i l i d a d  de l a s  c é l u l a s  de l e v a d u r a  [1753.

1 .3 .  4. 4 . -  HTFLUENCIA DE LAS COITDIC103TES AIAEROBICAS Y DEL C02 .

E l o x ígeno  t i e n e  una i n f l u e n c i a  fu n d a m e n ta l  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  y l a  

m u l t i p l i c a c i ó n  de l a s  l e v a d u r a s ,  ya que e s  é s t e  e l  que l e  p e r m i t a  u t i l i z a r  

l o s  a z ú c a r e s  o x id a t iv a m e n te  y, de e s t a  m anera, o b t e n e r  mayor r e n d im ie n to  

e n e r g é t i c o  p a r a  s u  c r e c im i e n t o .  S in  embargo, y como ya hemos v i s t o  

a n t e r i o r m e n t e ,  e l  0Z i n h ib e  l a  f e r m e n ta c ió n  ( e f e c t o  PASTEUR).

El a n h íd r i d o  c a r b ó n ic o  no t i e n e  i n f l u e n c i a  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  de l a s

l e v a d u r a s  s i  a medida que s e  p ro d u c e ,  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n ,  s e  va

d e s p re n d ie n d o  [2293 . S in  embargo, e l e v a d a s  p r e s i o n e s  de C0Z en  e l  mosto 

in h ib e n  e l  c r e c im i e n t o  de l a s  l e v a d u r a s :  a  7 .2  a t m ó s f e r a s  de p r e s i ó n  de C0Z 

a  15°C e l  c r e c im i e n t o  c e l u l a r  c e s a  [1693 ; s i  embargo, l a  f e r m e n ta c ió n  de 

l o s  a z ú c a r e s  puede l l e v a r s e  a  cabo  h a s t a  con  una p r e s i ó n  de 14 a tm ó s f e r a s ;  

a l r e d e d o r  de 30 a tm ó s f e r a s  l a  c é l u l a  muere. A e l e v a d a s  p r e s i o n e s  de C02 hay 

mayor p r o d u c c ió n  de á c id o s  v o l á t i l e s .  La i n h i b i c i ó n  d e l  c r e c i m i e n t o  d e b id o  

a e l e v a d a s  p r e s i o n e s  de C02 se  v e ■ p o t e n c i a d a  p o r  e l  e t a n o l  y p o r  l o s  pHs 

b a jo s  [1693.
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1 .3 .  4. 5 . -  INFLUENCIA DE LOS TANINOS.

La i n f l u e n c i a  de l o s  t a n i n o s  e s  una c u e s t i ó n  c o n t r o v e r t i d a .  SINGHTON y 

ESAN C3153 c o n c lu y e r o n  que l o s  f e n o l e s  n a t u r a l e s  de l a s  u v a s  y v i n o s ,  que 

i n c l u y e n  l o s  t a n i n o s ,  son  i n h i b i d o r e s  de l e v a d u r a s  y b a c t e r i a s .  S in  

em bargo, e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  e s  de t a n  b a j o  o rd e n  que r a r a m e n te  t i e n e  

i m p o r ta n c ia  p r á c t i c a ,  y cuando lo  t i e n e  e s  s ó l o  e n  l o s  c a s o s  de 

c o m b in a c io n e s  con  o t r o s  f a c t o r e s  i n h i b i d o r e s .  Hay i n c l u s o  e v i d e n c i a s  de 

e f e c t o s  que van d e s d e  l a  e s t i m u l a c i ó n  a l a  i n h i b i c i ó n  de l e v a d u r a s  p o r  

d i f e r e n t e s  f e n o l e s  e s p e c í f i c o s .  La a d s o r c i ó n  de t a n i n o s  a l a  s u p e r f i c i e  

c e l u l a r  e s  una c a u s a  de i n h i b i c i ó n  [33 .

1 . 3 . 4 . 6 . -  INFLUENCIA DEL pH.

El pH de l o s  m osto s  v a r í a  de 3. 0 a 3 .9 .  El v a l o r  de pH c a r a c t e r í s t i c o  

de un v in o  depende  d e l  c o n te n id o  en  á c i d o s ,  p r i n c i p a l m e n t e  m á l ic o  y 

t a r t á r i c o ,  que p r e s e n t e .  A n i v e l  m ic r o b io l ó g ic o  e s  un f a c t o r  s e l e c t i v o :  

s ó l o  un pequefio número de m ic ro o rg a n ism o s  puede d e s a r r o l l a r s e  a  e s t o s  pHs 

t a n  b a j o s .  Las l e v a d u r a s  son  c a p a c e s  de c r e c e r  en  un a m p l io  ra n g o  de pHs, 

que va d esd e  3 a 6. A pHs i n f e r i o r e s  a  2 .8 ,  e l  c r e c i m i e n t o  de l e v a d u r a s  ya 

p r e s e n t a  d i f i c u l t a d e s .  El i n i c i o  de l a  f e r m e n ta c ió n  e s  mucho más r á p i d o  a 

pHs más e le v a d o s ,  ya que en e s t o s  c a s o s  l a  f a s e  de l a t e n c i a  s e  r e d u c e ,  y 

p o r  o t r a  p a r t e  l a  a c t i v i d a d  t e r m e n ta d o r a  s e  in c re m e n ta  C231, 2323. El pH

a f e c t a  tam b ié n  a  l a  s í n t e s i s  de p r o d u c to s  s e c u n d a r i o s ,  y puede p r e s e n t a r  

e f e c t o  s i n é r g i c o  con  o t r o s  p a rá m e t r o s  ya e s t u d i a d o s .



1 .3 .  4. 7 . -  IÍTFLÜE1ÍCIA DEL S0Z .

El S02 in h ib e  a  l o s  m ic ro o rg a n ism o s  i n d e s e a b l e s  que pueden  a f e c t a r  

n e g a t iv a m e n te  l a  c a l i d a d  de un v in o .  E s t e  g ru p o  de m ic ro o rg a n is m o s  in c lu y e  

b a c t e r i a s  a c é t i c a s ,  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  y a lg u n a s  l e v a d u r a s .  E s t e  p r o d u c to  

s e  em plea  con l a  f i n a l i d a d  de e l i m i n a r  e s p e c i e s  de l e v a d u r a s  t a l e s  como K. 

a p i c u l a t a  y K. p v lc h e r r i j s a ,  ya que é s t a s  p ro d u c e n  c o n c e n t r a c i o n e s  e l e v a d a s  

de á c i d o s  v o l á t i l e s  y s u s t a n c i a s  c o m b in a n te s  d e l  S02 £30, 3223. Además l a  

l e v a d u r a s  a p i c u l a d a s ,  p r e s e n t e s  de form a norm al en  l o s  m o sto s  en  e le v a d o  

número, pueden  i n h i b i r  e l  d e s a r r o l l o  de S. c e r e v i s i a e  £313. E s to  l l e v a  a un 

com ienza  más t a r d í o  y más l e n t o  de l a  f e r m e n ta c ió n .  El S02 a f e c t a  tam b ié n  

e l  c u r s o  de l a  f e r m e n ta c ió n  de Saccharom yces,  de manera que l a  f a s e  de 

l a t e n c i a  p r e v i a  a  l a  f e r m e n ta c ió n  e s  t a n t o  mayor c u a n to  más S02 e x i s t e  en  

e l  m osto . A l a s  l e v a d u r a s  s ó l o  l e s  a f e c t a  l a  p r o c i ó n  de S02 en  form a l i b r e  

p r e s e n t e  en e l  medio. El S02 tam b ié n  p ro v o ca  a l t e r a c i o n e s  d e l  m e tab o lism o  

de l e v a d u r a s .  Así BEBDA £313 a f i r m a  que e l  S02 da l u g a r  a  una d i s m in u c ió n  o 

a n u l a c i ó n  d e l  e f e c t o  PASTEUR, de m anera que l a  l e v a d u r a  s i g u e  fe rm en ta n d o  

aún  en c o n d ic i o n e s  a e r ó b i c a s .  Por o t r a  p a r t e  CIOLFI e t  a l .  £653 han 

d e m o s t ra d o  que e l  S02 i n f l u y e  en l a  p r o d u c c ió n  de co m p u es to s  v o l á t i l e s ,  

aum entando l a  p r o d u c c ió n  de é s t e r e s  d e l  á c id o  a c é t i c a ,  en  p a r t i c u l a r  

a c e t a t o  de e t i l o .  La i n f l u e n c i a  que e l  S02 m u e s t ra  s o b r e  l a s  c é l u l a s  v a r í a  

de e s p e c i e  en  e s p e c i e  y de cepa  en  ce p a .  Además, su  e f e c t o  depende  d e l  pH 

(e s  in v e r s a m e n te  p r o p o r c i o n a l )  y d e l  c o n te n id o  en e t a n o l  d e l  medio en 

p r o p o r c i ó n  d i r e c t a .
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1 . 3 . 4 . 8 . -  INFLUENCIA DE LAS SUSTANCIAS INHIBIDORAS PRESENTES DE FORMA 

NATURAL EN EL MOSTO.

La p r e s e n c i a  en  e l  mosto de s u s t a n c i a s  a n t i b i ó t i c a s ,  e x c r e t a d a s  p o r  

B o t r y t i s  c in é r e a  u o t r o s  Longos, d ism in u y e  l a  v e lo c i d a d  de f e r m e n ta c ió n ,  y 

l a  f i n a l i z a c i ó n  de l a  misma no e s  p o s i b l e  en  o c a s i o n e s .  S u s t a n c i a s  

i n h i b i d o r a s  s e m e ja n t e s  a  l a  b o t r i t i c i n a  pueden  s e r  ta m b ié n  a c e t o g é n i c a s  

t 2 8 2 ] .

E l c r e c im i e n t o  de l a s  l e v a d u r a s  ta m b ié n  r e s u l t a  i n h i b i d o ,  como ya 

hemos v i s t o  a n t e s ,  p o r  a l c o h o l e s  s u p e r i o r e s  y s u s  é s t e r e s ,  y además p o r  

á c i d o s  g r a s o s  de 8 a  10 á tom os de c a rb o n o  [1913 . P a re c e  s e r  que e s t o s  

com pues to s  s e  a d s o rb e n  s o b re  l a s  l e v a d u r a s  e im p iden  e l  i n t e r c a m b io  con e l  

medio e x t e r n o  11913. LAFON-LAFOURCADE e t  a l .  [ 1823 y GENEIX e t  a l .  t 1363 

han l l e v a d o  a cabo  una s e r i e  de i n t e r e s a n t e s  e x p e r i e n c i a s  p a r a  e l i m i n a r  

e s t a s  s u s t a n c i a s  i n h i b i d o r a s  de l a  f e r m e n ta c ió n ,  m ed ia n te  l a  u t i l i z a c i ó n  de 

p a r e d e s  c e l u l a r e s  [177 , 181, 1923 y p o l i s a c á r i d o s  i n s o l u b l e s  [1933 .

1 . 4 . -  LAS BACTERIAS LACTICAS.

Las b a c t e r i a s  l á c t i c a s  c o n s t i t u y e n  un e x t e n s o  g ru p o  que s e  d e f i n e  po r  

un c o n ju n t o  de p r o p ie d a d e s  f i s i o l ó g i c a s  y e s t r u c t u r a l e s  comunes. Todos l o s  

m iembros de e s e  g ru p o  so n  Gram (+ ) ,  no form an e s p o r a s ,  y so n  in m ó v i le s  (con 

p o c a s  e x c e p c i o n e s ) .  M e ta b ó l ic a m e n te ,  dependen  de l o s  h i d r a t o s  de c a rb o n o  a 

l o s  que u t i l i z a n  vi a  f e r m e n ta c ió n :  so n  t e r m e n t a d o r e s  o b l ig a d o s .  No

p r e s e n t a n  hem inas  ( c i to c r o m o s ,  c a t a l a s a ) .  A p e s a r  de c a r e c e r  de e s t o s  

com pues to s ,  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  so n  c a p a c e s  de c r e c e r  en  p r e s e n c i a  de 

o x ig en o  a tm o s f é r i c o ;  son  d esd e  a n a e r o b i a s  f a c u l t a t i v a s  h a s t a
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m i c r o a e r ó f i  l a s .  O t r a  c a r a c t e r í s t i c a  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  l a  

c o n s t i t u y e n  s u s  c o m p le ja s  e x i g e n c i a s  n u t r i t i v a s .  La m ay o r ía  r e q u i e r e  

v i t a m i n a s  y a m in o á c id o s  como f a c t o r e s  de c r e c i m i e n t o .  La m o r f o lo g ía  de 

e s t a s  c é l u l a s  v a r í a  e n t r e  e s f é r i c a  y b a c i l a r .  Al d i v i d i r s e  e s t a s  c é l u l a s  

pueden  o s e p a r a r s e  o m a n te n e rs e  u n i d a s  form ando a g r u p a c io n e s  c e l u l a r e s  

d i s t i n t a s ,  d e f i n i d a s  como p a r e j a s ,  c a d e n a s ,  t é t r a d a s ,  s a r c i n a s  o r a c im o s ;  

cada  a g ru p a c ió n  e s  c a r a c t e r í s t i c a  de l o s  d i s t i n t o s  g é n e ro s  de b a c t e r i a s  

l á c t i c a s .  Las b a c t e r i a s  l á c t i c a s  más f r e c u e n te m e n te  e n c o n t r a d a s  en  e l  v in o  

p e r t e n e c e n  a l o s  g é n e r o s  L a c t o h a c i l l u s , L e u c o n o s to c  y F ed iococcu s .

1 . 4 . 1 . -  METABOLISMO DE LAS BACTERIAS LACTICAS.

Ya hemos m encionado que l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  so n  t e r m e n ta d o r a s .  

D ependiendo de l a s  e s p e c i e s  l o s  a z ú c a r e s  so n  f e r m e n ta d o s  p o r  d o s  v í a s  

d i s t i n t a s ,  denom inadas  " f e r m e n t a c i ó n  l á c t i c a  h o m o fe rm e n ta t iv a "  y 

" f e r m e n t a c i ó n  l á c t i c a  h e t e r o f e r m e n t a t i v a " .

Las b a c t e r i a s  l á c t i c a s  h o m o fe rm e n ta t iv a s  d e g ra d a n  l a  g lu c o s a  po r  l a  

v í a  Embden-Meyerhof (EM), y a l  l l e g a r  a  p i r u v a t o  é s t e  s e  r e d u c e ,  dando 

l u g a r  a l  á c id o  l á c t i c o  ( F ig u r a  1 ) .  E s t a  t r a n s f o r m a c i ó n  hace  que s e  p ro d u zc a  

á c id o  l á c t i c o  con un r e n d im ie n to  d e l  90% a p a r t i r  de l a  g lu c o s a .  Tan s ó lo  

una pequeña  p a r t e  d e l  p i r u v a t o  s e r á  d e s c a r b o x i l a d a  y c o n v e r t i d a  en  e t a n o l  y 

a n h í d r i d o  c a r b ó n ic o  o a c e t o í n a .  E l á c id o  l á c t i c o  que s e  p ro d u ce  puede s e r  

D ( - ) ,  L(+> o DL, d e p e n d ie n d o  de l a  e s t e r e o e s p e c i f i c i d a d  d e l  enzim a

e x i s t e n t e ,  l a  l a c t a t o  d e s h id r o g e n a s a ,  y de l a  p r e s e n c i a  de una l a c t a t o  

racem asa  [2021. La p o s e s i ó n  de uno u o t r o  enzim a o de ambos, e s  un c r i t e r i o  

n e c e s a r i o  p a ra  l a  c l a s i f i c a c i ó n  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  13231. Las 

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  h e t e r o f e r m e n t a t i v a s  c a r e c e n  de l o s  e n z im as  p r i n c i p a l e s  

de la- v í a  EH, l a  a l d o l a s a  y l a  t r i o s a  f o s f a t o  i s o m e ra s a  ( F ig u r a  5 ) .  Por
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e s t a  r a z ó n ,  f e rm e n ta n  l a  g lu c o s a  p o r  l a  v í a  de l a s  p e n to s a s  f o s f a t o  h a s t a  

l a  fo rm a c ió n  de C02l g l i c e r a l d e h í d o  3 f o s f a t o  y a c e t i l  f o s f a t o ;  e l  

g l i c e r a l d e h í d o  3 f o s f a t o  e s  d e g ra d a d o  a  á c id o  l á c t i c o  p o r  l a  v í a  EH, y e l  

a c e t i l  f o s f a t o  da l u g a r  a  e t a n o l .  De e s t a  m anera s e  fo rm an  c a n t i d a d e s  

e q u im o le c u l a r e s  de C02 , á c id o  l á c t i c o  y e t a n o l .  La r e l a c i ó n  e n t r e  l a  

p r o d u c c ió n  de e t a n o l  o a c e t a t o  a p a r t i r  de a c e t i l  f o s f a t o  depende  d e l  

p o t e n c i a l  de o x id o r e d u c c ió n  d e l  s i s t e m a  t 159] .  S i  un a c e p t a r  a d i c i o n a l  de 

p r o t o n e s  ( p .e .  o x íg en o  o f r u c t o s a )  e s t á  d i s p o n i b l e ,  no s e  form a e t a n o l ,  

s i n o  que e l  o x íg e n o  s e  r e d u c e  a H202 o H20 y l a  f r u c t o s a  s e  r e d u c e  a  s u  vez  

a m a n i to l  C159].

La c a p a c id a d  de m e t a b o l i z a r  p e n to s a s  v a r í a  mucho e n t r e  l a s  b a c t e r i a s  

l á c t i c a s ;  l a  p o s e s ió n  de e s t a  c a p a c id a d  e s  un c a r á c t e r  e s t a b l e ,  y ha s i d o  

usado  como c r i t e r i o  en  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  de e s p e c i e s  [ 2 8 2 ] .  La f e r m e n ta c ió n  

de l a s  p e n to s a s  l l e v a  a l a  fo rm a c ió n  de e l e v a d a s  c a n t i d a d e s  de á c id o  

a c é t i c o  [ 1 7 5 ] .

L as  e x i g e n c i a s  de d e te r m in a d o s  a m in o á c id o s  como f u e n t e  de n i t r ó g e n o ,  

dependen  de l a  e s p e c i e  o de l a  ce p a ,  y de l a s  c o n d i c i o n e s  de c u l t i v o  [133 , 

134] .

Las b a c t e r i a s  l á c t i c a s  tam b ié n  son  c a p a c e s  de m e t a b o l i z a r  c i e r t o s  

á c id o s  o r g á n i c o s  p r e s e n t e s  en  l o s  v in o s ,  t a l e s  como l o s  á c i d o s  c í t r i c o ,  

m á l ic o ,  t a r t á r i c o  y fu m á r ic o .  E s te  m etab o lism o  de l o s  á c i d o s  o r g á n i c o s  e s  

im p o r ta n t e  a n i v e l  p r á c t i c o  po rque  puede p r o v o c a r  i m p o r t a n t e s  cam bios  

o r g a n o l é p t i c o s  en  l o s  v i n o s .  Los p r o d u c to s  de f e r m e n t a c i ó n  de l o s  á c i d o s  

o r g á n i c o s  pueden m e jo r a r  l a  c a l i d a d  de un v in o ,  aum entando s u  c o m p le j id a d  

o r g a n o l é p t i c a ,  p e ro  tam b ié n  pueden d i s m i n u i r  s u  c a l i d a d ,  s i  s e  p roducen  

p r o d u c t o s  i n d e s e a b l e s .  A l a  c a p a c id a d  de f e r m e n t a r  á c id o  m á l ic o  s e  l e  

denomina " f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ” , y lo  e s tu d i a r e m o s  en p r o f u n d id a d  en  e l
i

C a p í tu l o  I I I .  La d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o  t a r t á r i c o  no e s  una c a r a c t e r í s t i c a  

muy e x t e n d i d a  e n t r e  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  d e l  v in o  [ 2 6 5 ] ,  y no e s  p r o p ia
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de l a s  e s p e c i e s  s i n o  de cada  ce p a .  La u t i l i z a c i ó n  de e s t e  á c id o  s e  puede 

l l e v a r  a  cabo  p o r  dos  v í a s  d i s t i n t a s  seg ú n  que l a s  b a c t e r i a s  s e a n  homo o 

h e t e r o f e r m e n t a t i v a s  [1 7 5 ,  2 6 5 ] .  En ambos c a s o s  s e  p ro d u ce  á c id o  a c é t i c o ,  e l  

v in o  s e  m u e s t ra  p la n o  y a v in a g r a d o ,  y e l  o l o r  r e c u e r d a  a  l a  c o l  f e rm e n ta d a  

d e b id o  a l a  f o rm a c ió n  de a c e t o í n a ;  e s t a s  c a r a c t e r í s t i c a s  suponen  l a  

e n fe rm e d a d  denominada " v u e l t a "  [175 , 2 8 2 ] .  La d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o  c í t r i c o  

ta m b ié n  l l e v a  a l a  fo rm a c ió n  de á c id o  a c é t i c a ,  a c e t o í n a  y d i a c e t i l o  [89 , 

91, 175, 3 1 1 ] .  A p a r t i r  de l a  a c e t o í n a  s e  puede  o b t e n e r  2 , 3 - b u ta n o d i o l  

[ 2 0 6 ] .  E s to s  c o m p u e s to s  c o n t r i b u y e n  f a v o r a b le m e n te  a  l a  c o m p le j id a d  

o r g a n o l é p t i c a  de un v in o  [ 1 6 8 ] ,  s ie m p re  que no s o b r e p a s e n  c i e r t a s  

c a n t i d a d e s ;  a s í  p o r  e je m p lo  c o n c e n t r a c i o n e s  s u p e r i o r e s  a  3 mg/1 de 

d i a c e t i l o  c o n f i e r e n  s a b o r  a m a n t e q u i l l a  a l  v in o .  La d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o  

fu m á r ic o  conduce  seg ú n  PILONE e t  a l .  [255] a  l a  fo rm a c ió n  de á c id o  m á l ic o ,  

que p o s t e r i o r m e n t e  s e  t r a n s f o r m a  en  l á c t i c o .  En g e n e r a l ,  l o s  m e ta b o lism o s  

d e l  á c id o  c í t r i c o  y d e l  t a r t á r i c o  p ro d u ce n  un in c re m e n to  de l a  a c id e z  

v o l á t i l  d e l  v in o .  En e s t e  c o n te x to  DELFINI [99] d e f i n e  l a  b a c t e r i a  l á c t i c a  

i d e a l  a a q u é l l a  que s e a  e f i c a z  d e g ra d a d o ra  d e l  á c id o  m á l ic o  e in c a p a z  de 

d e g r a d a r  o r t o s  á c id o s .

L as v í a s  de d e g r a d a c ió n  de e s t o s  c u a t r o  á c i d o s  o r g á n i c o s  s e  exponen en 

l a  F i g u r a  6.

FASTEUR, como ya hemos d ic h o ,  a l  i n i c i o  de e s t a  i n t r o d u c c i ó n ,  

d e s c r i b i ó  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  como m ic ro o rg a n ism o s  p e r j u d i c i a l e s  p a ra  

l o s  v i n o s ,  ya que p ro v o ca b a n  v a r i a s  " e n fe rm e d a d e s ” en  e l  mismo. S ó lo  60 

a ños  más t a r d e ,  FERRE m ostró  l a  im p o r ta n c ia  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  

en l o s  v i n o s  f i n o s  de Borgofia. En r e a l i d a d  no s e  puede e s t a b l e c e r  una 

s e p a r a c i ó n  n e t a  e n t r e  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  ú t i l e s  y b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

d a ñ in a s ,  ya que t o d a s  pueden  s e r  f a v o r a b l e s  o p e r j u d i c i a l e s ,  en  f u n c ió n  d e l  

momento en que s e  d e s a r r o l l e n  y de l o s  s u s t r a t o s  a  l o s  que  a ta q u e n .  Así l a  

b a c t e r i a  i d e a l  s e r í a  a q u é l l a  que s o la m e n te  l l e v a s e  a cabo  l a  f e r m e n ta c ió n
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m a l o l á c t i c a  p u ra .  En r e a l i d a d ,  no e x i s t e  t a l  b a c t e r i a ,  y- no hay  b a c t e r i a s  

t o t a l m e n t e  i n o f e n s i v a s ,  s i n o  que hay  g r a d o s  en  l a  p e l i g r o s i d a d  que p r e s e n t a  

una  d e te r m in a d a  b a c t e r i a  s e g ú n  l a s  p r o p ie d a d e s  de s u  e s p e c i e ,  l a s  

c o n d i c i o n e s  en  l a s  que s e  e n c u e n t r a  y, s o b r e  to d o ,  s e g ú n  l a  p r e s e n c i a  de 

a z ú c a r e s  r e s i d u a l e s  ( g lu c o s a  y f r u c t o s a )  en  l o s  v i n o s .  RIBAREAU-GAYOÍ [282] 

e s t a b l e c e  que d o s  de l o s  f a c t o r e s  que p e r m i te n  j u z g a r  l a  in o c u id a d  de l a s  

c e p a s  so n  l o s  pHs u m b ra le s  de a ta q u e  a  l o s  a z ú c a r e s  y a l  á c id o  m á l ic o .  

C uan to  más s e p e r a d o s  e s t é n  e s t o s  dos  pHs u m b ra le s ,  menor p r o b a b i l i d a d  de 

p e r j u i c i o .

1 . 4 . 2 . -  FACTORES QUE AFECTA! AL CRECIKIEFTO DE LAS BACTERIAS LACTICAS.

El d e s a r r o l l o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  e s t á  a f e c t a d o  p o r  l a  

t e m p e r a t u r a ,  e l  pH, l a  c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l ,  de t a n i n o s  y de á c id o s  

o r g á n i c o s ,  y p o r  e l  c o n te n id o  en  S02 y en  C02 e n  e l  medio. La d e p e n d e n c ia  

f i s i o l ó g i c a  d e l  pH que t i e n e n  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  p r e s e n t a  una 

im p o r t a n c i a  e n o ló g i c a  c o n s i d e r a b l e .  E l pH óp tim o  de c r e c i m i e n t o  s e  h a l l a  

e n t r e  pHs de 4 .3  y 4 .8 ,  v a l o r e s  s u p e r i o r e s  a  l o s  que s e  e n c u e n t r a n  

norm alm ente  en  l o s  v i n o s  [151 , 2641; s i n  embargo, a lg u n a s  c e p a s  so n  c a p a c e s  

de c r e c e r  a  pH 3. El pH t i e n e  ta m b ié n  un e f e c t o  s e l e c t i v o  s o b r e  l a s  

e s p e c i e s  [2213.

En c u a n to  a  l a  t e m p e r a t u r a ,  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  d e l  v in o  son  

m e s ó f i l a s ,  con un óp tim o  e n t r e  20 y 25°C. T e m p e ra tu ra s  d i f e r e n t e s  de 

c u l t i v o  a f e c t a n  a l a  t a s a  de c r e c i m i e n t o  y a  l a s  t a s a s  m e t a b ó l i c a s  de l o s  

o rg a n is m o s  [2383 . Un d e s c e n s o  de l a  t e m p e r a t u r a  en  5°C e s  s u f i c i e n t e  p a ra  

e l i m i n a r  una g ra n  p a r t e  de l a  p o b l a c i ó n  i n i c i a l ,  p a r a  d i s m i n u i r  l a  b iom asa  

form ada y p a ra  p r o lo n g a r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en  t r e s  sem anas [1753 . 

E s to s  e f e c t o s  s e r á n  t o d a v í a  más d r á s t i c o s  s i  e l  pH s e  h a c e  más á c id o  o l a  

c o n c e n t r a c i ó n  de a l c o h o l  aum enta . A 15°C o menos, e l  c r e c i m i e n t o  b a c t e r i a n o
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e s  d é b i l ;  s i n  embargo, s i  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  ha  comenzado p o r  

enc im a de l o s  15°C, puede  s e g u i r  a d e l a n t e  a  t e m p e r a t u r a s  más b a j a s  12823.

E n t r e  l o s  f a c t o r e s  q u ím ic o s  e l  e t a n o l  e s  e l  p r i n c i p a l  i n h i b i d o r -  d e l  

c r e c i m i e n t o  [2633 . La r e s i s t e n c i a  a l  e t a n o l  v a r í a  con l a  c e p a ,  a s í  como con  

o t r a s  c o n d ic i o n e s  d e l  medio. En g e n e r a l ,  una c o n c e n t r a c i ó n  s u p e r i o r  a l  13% 

(v /v )  l i m i t a  p o d e ro sa m en te  e l  c r e c im i e n t o  b a c t e r i a n o .  S in  embargo, s e  han  

e n c o n t r a d o  c e p a s  c a p a c e s  de c r e c e r  en v in o s  con  más d e l  20% ( v /v )  de e t a n o l  

[ 175, 2703.

Las b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  en c o n t r a p o s i c i ó n  a  l a s  l e v a d u r a s ,  so n  muy 

s e n s i b l e s  a l  S02 l i b r e  y a l  S02 combinado [1 1 9 ,  1893, aunque e l  p r im e ro  

t i e n e  mayor p o d e r  i n h i b i t o r i o .  Los c o c o s  s e  ven  más a f e c t a d o s  p o r  e l  SQ2 

que l o s  b a c i l o s ,  y ambos so n  i n h i b i d a s  t a n t o  en  l a  f a s e  de l a t e n c i a  como 

d u r a n te  l a  f a s e  de c r e c im i e n t o  a c t i v o  [1893 . El S02 ta m b ié n  i n h ib e  e l  

m e ta b o lism o  de l o s  a z ú c a r e s  y de l o s  á c i d o s  o r g á n i c o s .

El p a p e l  de l a  a i r e a c i ó n  e s  c o n t r o v e r t i d o .  Las b a c t e r i a s  l á c t i c a s  so n  

a n a e r o b i a s  f a c u l t a t i v a s  o m ic r o a e r ó f i  l a s .  A lgunos a u t o r e s  p i e n s a n  que l a  

a i r e a c i ó n  f a c i l i t a  e l  c r e c im i e n t o  b a c t e r i a n o  [28 2 3 ,  p e ro  o t r o s  o p in a n  que 

una l i g e r a  p r e s i ó n  de C02 e s  e s t i m u l a t o r i a  [3433 . MATEE [313 o b se rv ó  que no 

h a b ía  c r e c i m i e n t o  de L eu con os toc  en a i r e  l i b r e  de C02 , o en  a tm ó s f e r a  de 

n i t r ó g e n o  p u ro ,  m i e n t r a s  que s í  s e  daba  en  a tm ó s f e r a  de N2 + C02 .

La a c c ió n  que c i e r t o s  p o l i f e n o l e s  t i e n e n  s o b r e  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

e s  c o n t r o v e r t i d a .  Así m ie n t r a s  a lg u n o s  a u t o r e s  p i e n s a n  que l o s  t a n i n o s  

p o se en  c i e r t a  a c c i ó n  a n t i b a c t e r i a n a  [2823 , o t r o s  o p in a n  que l o s  co m p u e s to s  

f e n ó l i c o s  no a f e c t a n  n e g a t iv a m e n te  a l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  [1743 , y o t r o s  

han l l e g a d o  a l a  c o n c lu s i ó n  de que pueden  t e n e r  e f e c t o s  a c t i v a d o r e s ,  

i n h i b i d o r e s  o s e r  i n d i f e r e n t e s  en f u n c ió n  de l a  cepa  b a c t e r i a n a  y de l a s  

c o n d ic i o n e s  d e l  medio [703 .

Los á c i d o s  l á c t i c o ,  s u c c í n i c o  y t a r t á r i c o  t i e n e n  un e f e c t o  

d e s f a v o r a b l e  s o b r e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  [1723 . El á c id o  t a r t á r i c o ,
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b a jo  c o n d ic i o n e s  de i d é n t i c o  pH, r e d u c e  l a  c a n t i d a d  de b iom asa  form ada

[1753 , y ta m b ié n  o c u r r e  lo  mismo con  e l  á c id o  m á l ic o  a e l e v a d a s

c o n c e n t r a c i o n e s  [ 4 5 ] .  El á c id o  fu m á r ic o  e s t i m u l a  e l  c r e c i m i e n t o  b a c t e r i a n o  

en b a j a s  c o n c e n t r a c i o n e s ,  p e ro  s e  t r a n s f o r m a  en i n h i b i d o r  en  c a n t i d a d e s  

s u p e r i o r e s  a 600 mg/1 [ 2 5 5 ] .

Hay que t e n e r  en  c u e n ta  e l  e f e c t o  i n h i b i d o r  que l a s  l e v a d u r a s  y v i r u s  

e j e r c e n  s o b re  e l  d e s a r r o l l o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  BEELXAB e t  a l .  [281  

ya o b s e r v a r o n  que e l  c r e c im i e n t o  de L e u c o n o s to c  o e n o s  ML-34 queda 

s e r i a m e n te  a f e c t a d o  cuando c r e c e  en  un medio en  e l  que t a m b ié n  s e  ha

sem brado S accharom yces  c e r e v i s i a e  ( c u l t i v o  m ix to ) ;  e s t o s  a u t o r e s  tam b ié n

com probaron  que l a  d e g r a d a c ió n  de á c id o  m á l ic o  e r a  i n f e r i o r  en  e l  medio 

sem brado con c u l t i v o  m ix to  que en  e l  in o c u la d o  ú n ic a m e n te  con  L. oenos  

KL-34. En e s t e  s e n t i d o  BILIHSKI e t  a l .  [36]  han  in fo rm a d o  que dos  e s p e c i e s  

de l e v a d u r a s  (K lv y v e r o m y c e s  th e r m o to le r a n s  y K lo e c k e ra  a p i c u l a t a ) p r e s e n t a n  

a c t i v i d a d  a n t i b a c t e r i a n a  s o b re  L. p la n ta ru m  y B a c l l l v s  meg-aterivw. Por  o t r o  

la d o  so n  muchos l o s  e s t u d i o s  que h a b la n  de l a  e x i s t e n c i a  de c e p a s  de 

l e v a d u r a s  p r o d u c t o r a s  de S02 [35 , 195, 294, 3 4 6 ] ;  é s t a s  a f e c t a r í a n  t a n t o  a l  

c r e c i m i e n t o  como a l a  a c t i v i d a d  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  dada  s u  

s e n s i b i l i d a d  a e s t e  com puesto . Una s e r i e  de e s t u d i o s  r e c i e n t e s  [6 4 ,  138,
i

139, 321] han m o s t ra d o  que c i e r t a s  d i f i c u l t a d e s  en  l a  r e a l i z a c i ó n  de ' l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  s e  deben a l a  i n f e c c i ó n  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

p o r  v i r u s .  E s t o s  v i r u s  d e s t r u y e n  l a s  p o b l a c i o n e s  de L. o e n o s , im p id ie n d o  

que s e  r e a l i c e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  S in  em bargo, e l  hongo B o t r y t i s  

c in é r e a  no s ó l o  no i n h ib e  a l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  s i n o  to d o  l o  c o n t r a r i o .  

SA3T ROMAO [297] ha in fo rm ado  de que e l  g l i c e r o l  p r o d u c id o  p o r  e s t e  hongo 

e s t i m u l a  e l  c r e c i m i e n t o  y l a  f e r m e n ta c ió n  de a z ú c a r e s  en  b a c t e r i a s  

l á c t i c a s .
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1 . 5 . -  LAS BACTERIAS ACETICAS Y LA OXIDACION DEL ETANOL.

L as  b a c t e r i a s  a c é t i c a s ,  denom inadas  p o r  PASTEUR JUycoderma a c e t i , so n  

c é l u l a s  c i l i n d r i c a s  muy c o r t a s ,  a g ru p a d a s  en  c a d e n a s  o p a r e j a s ,  Gram ( - )  y 

a e r o b i a s  e s t r i c t a s .  E l p a p e l  de e s t a s  b a c t e r i a s  en  l a  e l a b o r a c i ó n  de v in o s ,  

no e s  t a n  im p o r ta n t e  n i  t a n  c o m p le jo  como e l  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  

G e n e ra lm e n te ,  no s e  p r e s e n t a n  p ro b le m a s  con e l l a s  s i  s e  g u a rd a n  l a s  norm as 

de h i g i e n e  n e c e s a r i a s .

La d e s c r i p c i ó n  de l a s  b a c t e r i a s  a c é t i c a s  e n c o n t r a d a s  en  u v a s ,  mosto o 

v in o  s e  b a s a  g e n e ra lm e n te  en  e l  s i s t e m a  de FRATEUR 11233. E s t e  s i s t e m a  

d i v i d e  e l  g é n e ro  A c e t o b a c t e r  en c u a t r o  s u b g ru p o s  b io q u ím ic o s :  p e r o x id a n s ,

o x id a n s ,  m esox idans  y s u b o x id a n s  (T ab la  1 ) .  P a ra  d i f e r e n c i a r l o s  s e

u t i l i z a b a  l a  a c t i v i d a d  c a t a l a s a ,  l a  o x id a c ió n  d e l  a c e t a t o  y l a c t a t o ,  y l a  

fo rm a c ió n  de c e to n a s  y á c i d o  g lu c ó n ic o .  Por o t r o  l a d o ,  l a  p r e s e n c i a  de

f l a g e l o s  p e r i t r i c o s  en  a lg u n o s  miembros de A c e t o b a c t e r  l l e v ó  a  l a  d i v i s i ó n  

d e l  g é n e ro  en  dos  g é n e r o s  d i f e r e n t e s :  A c e t o b a c t e r , con f l a g e l o s  p e r i t r i c o s ,  

y Acetcmonas,  con  f l a g e l a c i ó n  p o l a r  1 1983. Se han c u e s t i o n a d o  l a s  

s u b d i v i s i o n e s  e s t a b l e c i d a s  p o r  FRATEUR p o rq u e  e l  cambio g r a d u a l  de

c a r a c t e r í s t i c a s  de c e p a  a c e p a  im pide  una d e f i n i c i ó n  c l a r a  de l o s  l í m i t e s  

e n t r e  g ru p o s .  ASAI en 1968 [313 s u g i r i ó  una d i v i s i ó n  tax o n ó m ic a  de l a s

b a c t e r i a s  a c é t i c a s  en  d o s  g é n e ro s :  A c e to b a c te r  y G lu c o n o b a c te r  ( i d é n t i c o  a 

Ace tom on as) . Cada g é n e ro  p r e s e n t a r í a  s o la m e n te  una e s p e c i e ,  A c e t o b a c t e r  

a c e t i  y G lu c o n o b a c te r  oxydans  r e s p e c t i v a m e n t e ,  y t o d a s  l a s  fo rm a s  d e s c r i t a s  

p r e v ia m e n te  s e  c o n s i d e r a n  v a r i e d a d e s  de e s a  e s p e c i e  d e te r m in a d a .  El 

" B e rg e y ’ s  Manual o f  S y s t a m a t i c  B a c t e r i o l o g y ” [3163 m a n t ie n e  l a  d i v i s i ó n  de 

l a  f a m i l i a  A c e t o b a c t e r i a c e a e  en l o s  dos  g é n e ro s  que ya d e s c r i b i ó  ASAI: 

A c e t o b a c t e r  y G lu con obac ter .  Las b a s e s  p a r a  l a  s e p a r a c i ó n  de ambos g é n e ro s  

son  l a s  que d e f i n i ó  FRATEUR: c a p a c id a d  de o x id a c ió n  de á c id o  l á c t i c o  y



Grupo Qrganisfto Catalasa Oxidación 
lactato y 
acetato

Fonación
cetonas

Fonación
ácido
glucónico

Flagelación

Peroxidans A. p a r adoxu n _ ± peritrica
A. p e r  o x i d a o s 4 - peritrica

Oxidans A. a s c e n d e o s 4 + - peritrica
A. r a n c e n s 4  4 ( 4 ) 4 peritrica
A. l o v a n i e n s e 4  4 ( 4 ) 4 peritrica

Hesoxidans A. a e s o x y d a n s 4  4 4 4 peritrica
A. x y l i n u t i 4  4 4 4 peritrica
A. a c e t i 4  4 4 4 peritrica

Suboxidans A. su b o x y d a n s 4 4 4 4 polar
A m elanogenun 4  * 4 4 4 4 polar

Tabla 1.- Bioquímica y fisiología de las bacterias del ácido acético A c e t o b a c t e r según 
FRATEUR [1233.
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á c id o  a c é t i c o  a C02 , y t i p o  de f l a g e l a c i ó n .  S in  embargo, A c e to b a c te r  no 

c o n t i e n e  ú n ic a m e n te  una  e s p e c i e ,  s i n o  c u a t r o :  A c e t o b a c t e r  a c e t i ,

A c e t o b a c t e r  l i q u e f a c i e n s , A c e t o b a c t e r  p a s t e u r l a n u s  y  A c e t o b a c t e r  h a n s e n l l .  

E l g é n e ro  G lu c o n o b a c te r  e s  m o n o e s p e c í f ic o ,  y s u  e s p e c i e  e s  G lu co n o b a c ter  

oxydans.

Las f u e n t e s  de c a rb o n o  que u t i l i z a n  p r i n c i p a l m e n t e  e s t a s  b a c t e r i a s  son  

g l u c o s a  y e t a n o l  en  e l  c a s o  de G lu con obac ter ,  y e t a n o l ,  g l i c e r o l ,  h e x o s a s  y 

l a c t a t o  en  e l  c a s o  de  A c e to b a c te r  [ 4 7 ] .  L as  f u e n t e s  de n i t r ó g e n o  son  

m i n e r a l e s  ( s a l e s  de am onio) u o r g á n i c a s  ( e x t r a c t o  de l e v a d u r a ,  e x t r a c t o  de 

c a r n e ) .  Hay c i e r t a  r e l a c i ó n  e n t r e  l a  f u e n t e  de c a rb o n o  y l a  de n i t r ó g e n o  

[ 1753.

La a c t i v i d a d  m e t a b ó l i c a  más c o n o c id a  de e s t o s  o rg a n is m o s ,  en  e l  campo 

de l a  e n o l o g í a ,  e s  l a  o x i d a c i ó n  d e l  e t a n o l  d e l  v in o  ( F ig u r a  7 ) .  El a l c o h o l  

d e l  v in o  e s  o x id a d o ,  t r a n s ío r in á n d o s e  en  á c id o  a c é t i c o  y ag u a .  Las b a c t e r i a s  

n e c e s i t a n  mucho a i r e  p a r a  m u l t i p l i c a r s e  y p r o d u c i r  e s a  o x id a c ió n .  E s t a  g r a n  

n e c e s i d a d  de o x íg e n o  h a c e  que A c e t o b a c t e r  ( e l  g é n e ro  más f r e c u e n t e  en  

v in o s )  s ó l o  pueda d e s a r r o l l a r s e  en  l a  s u p e r f i c i e  de c o n t a c t o  v i n o - a i r e .  La 

fo rm a c ió n  de á c id o  a c é t i c o  va s ie m p re  acompañada de s u  e s t e r i f i c a c i ó n .  

A c e t o b a c t e r  forma a c e t a t o  de e t i l o  a p a r t i r  de á c id o  a c é t i c o  y de e t a n o l :

Acido a c é t i c o  + e t a n o l  v==- a c e t a t o  de e t i l o  + agua

Es e l  a c e t a t o  de e t i l o ,  y no e l  á c id o  a c é t i c o ,  e l  que c o n f i e r e  a  l o s  

v in o s  p i c a d o s  e l  g u s to  a v in a g r a d o ,  ya que e l  um bra l  de d e t e c c i ó n  d e l  p r im e r  

com pues to  e s  mucho más b a j o  que e l  d e l  á c id o  a c é t i c o .

Los f a c t o r e s  más i m p o r t a n t e s  que i n f l u y e n  en e l  d e s a r r o l l o  de e s t a s  

b a c t e r i a s  en  e l  v in o  so n :  pH, c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l ,  a i r e a c i ó n  y c a n t i d a d  

de S02 . El pH mínimo que t o l e r a n  l a s  b a c t e r i a s  a c é t i c a s  depende  de l a  

c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l ;  a s í ,  p a ra  8.2% de e t a n o l  e l  pH l í m i t e  e s  de 3 .0 ,  y
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1983, (175))
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p a r a  un v in o  de 12.5% e s  de 3 .4  C109]. E l e t a n o l ,  en  e l e v a d a s  

c o n c e n t r a c i o n e s ,  e s  un i n h i b i d o r ,  y en  l a  p r á c t i c a  l o s  v i n o s  de a l t a  

g r a d u a c ió n  r a r a m e n te  s e  a c e t i f i c a n .  RARKIITE [270] o b se rv ó  que l a  

a c e t i f i c a c i ó n  e s  pequeña  p o r  d e b a jo  de pH 3 .2 ,  y que un c o n te n i d o  en  

a l c o h o l  d e l  15% p r e v i e n e  e l  c r e c im i e n t o  de b a c t e r i a s  a c é t i c a s .  La a i r e a c i ó n  

e s  t o t a l m e n t e  n e c e s a r i a  p a r a  e l  d e s a r r o l l a  de e s t o s  m ic ro o rg a n is m o s ,  aunque  

p e q u e ñ a s  c a n t i d a d e s  de o x íg en o  p e rm i te n  l a  s u p e r v i v e n c i a  de una p o b l a c i ó n  

r e s i d u a l  de b a c t e r i a s  a c é t i c a s  [ 1 5 7 ] ,  e i n c l u s o  l a  p r o d u c c ió n  de 0 .1  a 0 .2

g /1  de á c id o  a c é t i c o  en  24 h o r a s  a  19°C y a pH 3 .5  [ 1 8 4 ] .

La t e m p e r a t u r a  e l e v a d a  e s  un f a c t o r  a c e l e r a d o r  d e l  a v in a g r a m ie n to  de 

l o s  v in o s :  l a  a l t e r a c i ó n  e s  dos  v e c e s  más r á p i d a  a  28°C que a 23°C, y d o s

v e c e s  más r á p i d a  a 23°C que a 18°C [ 2 4 0 ] .  Las b a c t e r i a s  a c é t i c a s  so n

s e n s i b l e s  a l  S02 . DUPUY, en su  T e s i s  D o c to r a l  [ 2 8 2 ] ,  ha  m o s trad o  que hay  

f i j a c i ó n  de S02 s o b r e  l a s  c é l u l a s  b a c t e r i a n a s  e i n h i b i c i ó n  de l a  o x i d a c i ó n  

de e t a n o l .  Se ha v i s t o  que e s t a s  r e a c c i o n e s  so n  r e v e r s i b l e s  ( a l  menos p a r a  

p e q u e ñ a s  d o s i s  de S02 y que l a  d u r a c ió n  de l a  a c c i ó n  e s  l i m i t a d a ) ,  p u e s to  

que p o r  lav a d o  l a s  c é l u l a s  pueden  d e s p r e n d e r s e  d e l  S02 f i j a d o  y e l i m i n a r  

a s í  l a  i n h i b i c i ó n  de l a  o x id a c ió n  d e l  a l c o h o l .  Según DUP.UY, l a  i n h i b i c i ó n  

puede e x p l i c a r s e  p o r  un b lo q u eo  de l a s  f u n c i o n e s  t i o l  p r e s e n t e s  en  l o s  

en z im as  a l  f i j a r s e  e l  S02 .

1 . 6 . -  OBJETIVOS DEL TRABAJO.

Las e x p e r i e n c i a s  r e a l i z a d a s  en e s t a  p a r t e  d e l  t r a b a j o  e s t á n  

e n c am in a d a s  a r e s o l v e r  una s e r i e  de c u e s t i o n e s  que c o n s t i t u y e n  l a  f i n a l i d a d  

de e s t a  i n v e s t i g a c i ó n .  E s to s  o b j e t i v o s  s e  c e n t r a n  en:
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a)  Conocer qué t i p o  de flora levaduriforae s e  a s o c i a  a l o s  m ostos  de l a

D .0. U t ie l - R e q u e n a ;  e s t a b l e c e r  qué s e m e ja n z a s  o d i f e r e n c i a s  e x i s t e n  

con  o t r a s  z o n a s  v i t í c o l a s  y e v a l u a r  s i  e x i s t e n  v a r i a c i o n e s  de l a  f l o r a  

le v a d u r i f o r m e  a s o c i a d a  a d i s t i n t a s  l o c a l i z a c i o n e s  y v e n d im ia s .

b) E s t u d i a r  l a  evolución de los parámetros físico-químicos a l o  l a r g o  de l a

f e r m e n ta c ió n ,  r e l a c i o n á n d o l a  con e l  s i s t e m a  de v i n i f i c a c i ó n  em pleado. 

E s to  nos  p e r m i t i r á  e v a l u a r  l a s  v e n t a j a s  o i n c o n v e n i e n t e s  d e l  s i s t e m a  

de v i n i f i c a c i ó n  t r a d i c i o n a l  f r e n t e  a l  s i s t e m a  BIDOITE.

c) D e te rm in a r  l a  evolución de la microflora d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n ,

e s t a b l e c i e n d o  de que manera i n f l u y e  en  l a  misma e l  t i p o  de 

v i n i f i c a c i ó n ,  a s í  como l o s  d i s t i n t o s  t r a t a m i e n t o s  a  l o s  que s e  han 

so m e t id o  l o s  m ostos  y v in o s .

d) C onocer  l o s  tipos de levaduras que llevan a cabo la fermentación
alcohólica en  l a  D.O. U t ie l -R e q u e n a .

e) E s t a b l e c e r  un método . f i a b l e  de clasificación de bacterias lácticas
a i s l a d a s  d e l  v in o .

f )  C a r a c t e r i z a r  l a  fisiología y metabolismo de las bacterias lácticas que

s e  a i s l e n ,  a f i n  de c o n t a r  con e l  mayor número p o s i b l e  de c r i t e r i o s  

p a ra  r e a l i z a r  una s e l e c c i ó n  de l a s  mismas de c a r a  a  l a  c o n s e c u c ió n  de 

l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .
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2 . -  MATERIAL Y METODOS.

2 . 1 . -  PROCEDENCIA DE LOS MOSTOS.

Los m osto s  a n a l i z a d o s  d u r a n t e  l a s  cam pañas 1982-1983 y 1983-1984 

p r o c e d ía n  de d i s t i n t a s  l o c a l i z a c i o n e s  d e n t r o  de l a  D.O. U t ie l - R e q u e n a .

D u ran te  l a  campaña 1982-1983 s e  tom aron  m u e s t r a s  de l a  C o o p e r a t iv a  San 

Pedro  de l o s  C a r r a l e s  de U t i e l .  E s t a  bodega v i n i f i c a  l a s  u v a s  p r o c e d e n te s  

de l o s  v iñ e d o s  p e r t e n e c i e n t e s  a e s t a  a l d e a .  Los d a t o s  g e o c l i m á t i c o s  p r o p io s  

de U t i e l  (m u n ic ip io  a l  c u a l  p e r t e n e c e  e s t a  p o b la c ió n )  ya s e  han  m encionado 

en e l  p r im e r  C a p í tu l o .  La p r i n c i p a l  v a r i e d a d  c u l t i v a d a  en  l o s  l í m i t e s  de 

l o s  C o r r a l e s  de U t i e l  e s  l a  Bobal,  m a y o r i t a r i a  como ya hemos v i s t o  en to d a  

l a  D.O. U t ie l - R e q u e n a .  En l a  campaña 1982-1983 e s t a  C o o p e r a t iv a  s e  d e d ic ó  a 

l a  p r o d u c c ió n  de r o s a d o s  y d o b le s  p a s t a s .  La e l a b o r a c i ó n  de l o s  r o s a d o s  s é  

r e a l i z ó  s ig u i e n d o  l a  t é c n i c a  t r a d i c i o n a l :  c o r t a  m a c e ra c ió n  con l o s

h o l l e j o s ,  s a n g ra d o ,  y p o s t e r i o r  f e r m e n ta c ió n .  D u ra n te  e s a s  v e n d im ia s  s e  

r e a l i z ó  e l  s e g u im ie n to  de s i e t e  d e p ó s i t o s  de f e r m e n ta c ió n  (A, B, C, D, E, F 

y G) de form a i n d e p e n d i e n t e .  T r a s  e l  p r im e r  d e s c u b e ,  f i n a l i z a d a  l a  

f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a ,  s e  u t i l i z ó  e l  d e p ó s i t o  G p a r a  r e l l e n a r  l o s  c in c o  

p r im e ro s ,  a  f i n  de no m e z c la r  v in o s  e x t r a ñ o s .  S in  embargo, e l  F tu v o  que 

r e l l e n a r s e  con o t r o  t i p o  de v in o  d i s t i n t o  a l  no c o n t e n e r  e l  d e p ó s i t o  G 

s u f i c i e n t e  c a n t i d a d  p a r a  to d o s  e l l o s .  De e s t a  fo rm a, e l  número i n i c i a l  de 

d e p ó s i t o s  s e  r e d u j o  a s e i s .  La c a p a c id a d  de e s t o s  d e p ó s i t o s  de f e r m e n ta c ió n  

o s c i l a b a  e n t r e  10000 y 20000 l i t r o s .

D u ra n te  l a  campaña 1983-1984 s e  c o n t i n u a r o n  l o s  e s t u d i o s  en  e s t a  

C o o p e r a t iv a  y s o b re  e l  mismo t i p o  de m ostos  de B obal,  d e s t i n a d o s  a ro s a d o s .
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Dadas l a s  e l e v a d a s  t e m p e r a t u r a s  de f e r m e n ta c ió n  que d u r a n t e  l a  p r im e ra  

campaña s o p o r t a r o n  l o s  m osto s  (38 .5°C >, l o s  t é c n i c o s  de l a  bodega a d o p ta r o n  

un s i s t e m a  e s p e c i a l  de v i n i f i c a c i ó n  d i s c o n t i n u a :  s e  t r a t a b a  de una v a r i a n t e  

d e l  método d e l  a r g e n t i n o  BIDOITE [ 2 2 9 ] .  Según e s t e  a u t o r ,  s e  m e z c la ro n

m ostos  en  p l e n a  f e r m e n ta c ió n  tu m u l tu o s a  con  m osto s  f r e s c o s  s u l f i t a d o s  que 

no h a b ía n  empezado a f e r m e n ta r .  .Con e s t e  s i s t e m a  s e  l o g r a b a  r e b a j a r  en

a lg ú n  g ra d o  l a s  t e m p e r a t u r a s  d e l  p r o c e s o  <35°C), y además s e  c o n s e g u ía

a c a b a r  más r á p id a m e n te  l a s  f e r m e n t a c i o n e s  que e n  e l  c a so  de l a  v i n i f i c a c i ó n  

t r a d i c i o n a l  de a c u e r d o  con l a  b i b l i o g r a f í a  [2293 .

El p ro b lem a  que su p u so  e s t e  cambio de e s t r a t e g i a  en  n u e s t r a s  

i n v e s t i g a c i o n e s  f u e  g ra n d e ,  ya que no s  im p e d ía  e s t u d i a r  de form a

i n d i v i d u a l i z a d a  l a s  f e r m e n t a c i o n e s  de unos  m ostos  i n i c i a l e s  d e te r m in a d o s .  

E s to  nos  p l a n t e a b a  e l  d i le m a  d e l  e s t u d i o  de m osto s  e l a b o r a d o s  m ed ia n te  

v i n i f i c a c i ó n  t r a d i c i o n a l ,  como en  l a  campaña a n t e r i o r  p e ro  en  o t r a  zona , o 

s e g u i r  e s tu d i a n d o  l o s  m osto s  de l o s  C o r r a l e s  de U t i e l .  S in  embargo, e s  

c i e r t o  que nos  p e r m i t í a  p o r  o t r o  la d o  com parar  l o s  e f e c t o s  de ambas fo rm as  

de t r a t a r  e l  mosto p a r a  su  v i n i f i c a c i ó n  en una misma bodega . Dado que 

además n u e s t r o  i n t e r é s  s e  c e n t r a b a  en c o n o c e r  l a  m i c r o f l o r a  de e s t a  zona  y 

de e s a  v a r i e d a d  de uva , nos  d e c id im o s  p o r  l a  se gunda  o p c ió n ,  a  f i n  de 

e l i m i n a r  l a s  v a r i a c i o n e s  d e b id a s  a  l a  s i t u a c i ó n  g e o g r á f i c a  y 

m i c r o c l i m á t i c a .  P o r  o t r o  la d o  p o d r ía m o s  o b t e n e r  in fo r m a c ió n  a c e r c a  de cómo 

l a  t é c n i c a  de BIDOÍTE a l t e r a b a  l a s  p o b l a c i o n e s  m ic r o b ia n a s  r e s p e c t o  a l a  

v i n i f i c a c i ó n  t r a d i c i o n a l .  En e s t a  campaña s e  m u e s t r e a ro n  17 d e p ó s i t o s  

d i s t i n t o s ,  a  lo  l a r g o  de d i f e r e n t e s  momentos de l a  f e r m e n ta c ió n  que 

c o r r e s p o n d ía n  a l o s  que s e  h a b ía n  s e g u id o  e l  año  a n t e r i o r .

También d u r a n t e  l a  campaña 1983-1984 s e  e s t u d i ó  l a  m i c r o f l o r a  de c in c o  

v a r i e d a d e s  de uva c u l t i v a d a s  en e l  campo de e x p e r i e n c i a s  de l a  E s c u e la  de 

V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía  de Requena: B obal,  C a b e rn e t -S a u v ig n o n ,  G arnacha , 

Kacabeo y T e m p ra n i l lo .  A lgunas de e s t a s  v a r i e d a d e s  como G arnacha , Kacabeo y
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T e m p ra n i l lo  s e  c u l t i v a n  en  pequeña  p r o p o r c i ó n  en l a  D.O. U t ie l - R e q u e n a ,  

m ie n t r a s  que C a b e rn e t -S a u v ig n o n  s ó l o  s e  u t i l i z a  en  p l a n  e x p e r i m e n t a l  con l a  

i n t e n c i ó n  de a d a p t a r l a  a  e s t a  zona y e s t u d i a r  l a  c a l i d a d  de l o s  c a l d o s  que 

pueda p r o d u c i r .  Se s i g u i ó  además l a  e v o lu c i ó n  c o m p le ta  de l a  f e r m e n ta c ió n  

de m osto s  de c u a t r o  de e s t a s  v a r i e d a d e s :  B oba l ,  G arnacha , Kacabeo y

T e m p ra n i l lo .  La e l a b o r a c i ó n  fu e  de t i p o  t r a d i c i o n a l  en l a  bodega  de l a  

c i t a d a  e s c u e l a .

Por ú l t im o ,  ta m b ié n  s é  r e a l i z a r o n  en  1984 c o n t r o l e s  e s p o r á d i c o s  de 

v in o s  con  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  f i n a l i z a d a  y con  i n i c i o  de f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  en  l a  C o o p e r a t iv a  V irg e n  de L o r e to  de l a s  Cuevas de U t i e l .

2 . 2 . -  DESCRIPCION DE LA VINIFICACION DE LOS MOSTOS ESTUDIADOS. TRATAMIENTOS 

DE VINIFICACION.

En l a  T a b la  2 s e  e s p e c i f i c a n  l o s  t r a t a m i e n t o s  de p r e f e r m e n ta c ió n  a l o s  

que s e  s o m e t ie r o n  l o s  d i f e r e n t e s  m osto s .

T r a s  l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  t o d o s  s u f r i e r o n  una e v o lu c i ó n  muy 

s e m e ja n te :  c l a r i f i c a c i ó n  e s p o n tá n e a  d e l  m osto , p r im e r  t r a s i e g o  p a ra

e l i m i n a r  l a s  h e c e s  d u r a n t e  l o s  meses de N ov iem bre-D ic iem bre  s i n  a d i c i ó n  de 

s u l f u r o s o ,  y p o r  ú l t im o  en l o s  m eses de p r im a v e r a  (M a rz o -A b ri1) un segundo  

t r a s i e g o ,  con a d i c i ó n  de 20 mg/1 de S0Z en  l o s  t o d o s  l o s  c a s o s  e x c e p to  en 

l o s  m osto s  de B obal,  G arnacha y Macabeo v i n i f i c a d o s  en  l a  E s c u e la .



Nuestra Fase Origen* Aflo S.V.b l£atafiientos_gre fermenta ti vos ¡rasiegos____
SOs' CP EP* Bf Primero Segundo

A 1 CSP 1982 T 200 _ 0 0 NC20) A(0)
B I CSP 1982 T 200 - 0 0 NC20) ACO)
C I CSP 1982 T 200 - 0 0 N(20) A(0)
D I CSP 1982 T 200 - 0 0 NC20) ACO)
E I CSP 1982 T 200 - 0 0 N(20) A(0)
F I CSP 1982 T 200 - 0 0 NC20) A(0)
6 I CSP 1982 T 200 - 0 0 NÍ20) ACO)
NI I CSP 1983 B 120 - 30 0 D(2 0) ACO)
N2 I CSP 1983 B 120 - 30 0 D( 20) ACO)
N3 I CSP 1983 B 120 - 30 0 D(20) ACO)
Ní I CSP 1983 B 120 - 30 0 DC20) ACO)
NS II CSP 1983 B 0 - 0 0 Di 2 0) ACO)
Nb II CSP 1S83 B 0 - 0 0 DC20) ACO)
N7 II CSP 1983 B 0 - 0 0 D(20) ACO)
NB II CSP 1983 B 0 - 0 0 0(20) ACO)
N9 III CSP 1983 B 0 - 0 0 DC20) ACO)
N10 III CSP 1983 B 0 - 0 0 DC 20) ACO)
NI 1 III CSP 1983 B 0 - 0 0 D(20) ACO)
NI 2 III CSP 1983 B 0 - 0 c DC20) ACO)
N13 IV CSP 1983 B 0 - 0 0 DC20) ACO)
NU IV CSP 1983 B 0 - 0 0 D(20) ACO)
MIS IV CSP 1983 B 0 - 0 0 0(2 0) ACO)
NI £ IV CSP 1983 B 0 - 0 0 D(2 0) ACO)
N17 VI CSP 1983 B 20 - 0 0 DC20) ACO)
m VI CSP 1983 B ¿U - 0 0 DC20) ACO)
N19 VI CSP 1983 B 20 - 0 0 DC20) ACO)
N20 VI CSP 1983 B 20 - 0 0 D( 20) ACO)
Bo I EVE 1983 T 0 + (19) 0 0 NC0) MCO)
Gar r1 EVE 1983 Ti 70 - 0 so NC0) MCO)
Rae I EVE 1983 T 100 - 50 0 N(0) RCO)
Tem 1i EVE 1983 T1 70 +(19) 10 so N(0) RÍO)
C-S f

i EVE 1983 T 7 - 0 0 NC0) RCO)
G ' VI CVL 1983 T 7 - 7 7 7 7

Tabla 2 - Características de los mostos y vinos analizados en el presentí
estudio. “Origen: "CSP" Cooperativa San Pedro de los Coorales de Utiel; "EVE* 
Escuela de Enología y Viticultura de Requena; "CVC* Cooperativa Virgen de Loreto 
de las Cuevas de Utiel. “"Sistema de vinificación: *T* tradicional; *B" BIDONE.
'Cantidad de S02 añadido (*g/l). d*'CT'' control de temperatura; sin control,
*+" con control; entre paréntesis grados a los que se realizó la fermentación 
controlada *"EP" adición de enzimas pectolíticos Cmg/1). f*B" adición de 
bentonita (mg/1). "A" trasiego en el mes de Abril, "D* en el mes de Diciembre,
"f1“ en el mes de Marzo, "N" en el mes de Noviembre; entre paréntesis la dosis de 
S¡L a f l a d i d a  en cada caso en el correspondiente trasiego ( m g / 1 ) .  *?" Dato no 
c onoc i d o .
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2 . 3 . -  TOMA DE MUESTRAS.

L as m u e s t r a s  s e  tom aron  en b o t e l l a s  e s t é r i l e s  de c u e l l o  e s t r e c h o  que 

e r a n  l a n z a d a s  p r o v i s t a s  de un l a s t r e  h a c i a  e l  fo n d o  de l o s  d e p ó s i t o s ,  lu eg o  

e r a n  r e c u p e r a d a s  t i r a n d o  d e l  c o r d e l  a l  c u a l  e s t a b a n  a t a d a s .  D u ra n te  l a  

b a j a d a  y l a  a s c e n s i ó n ,  l a  b o t e l l a  s e  l l e n a b a  a l o  l a r g o  de t o d o  su  

r e c o r r i d o .  De e s t a  fo rm a sa lv á v a m o s  e l  e r r o r  de m u e s t r e a r  s o la m e n te  l a  

p a r t e  s u p e r f i c i a l ,  donde p o s ib le m e n te  e l  número de l e v a d u r a s  f u e r a  mayor, y 

donde s e  h a l l a r í a n  s o b r e e s t i m a d a s  a q u é l l a s  de m e ta b o lism o  más o x i d a t i v o  

d e b id o  a l a  mayor o x ig e n a c ió n .  El m u e s t re o  a  t r a v é s  de l o s  g r i f o s  s i t u a d o s  

en  e l  fondo  d e l  d e p ó s i t o  t e n í a  l o s  mismos p ro b le m a s  r e s p e c t o  a l a  

r e p r e s e n t a t i v i d a d  de t o d a s  l a s  e s p e c i e s .  Una vez  o b t e n i d a s  l a s  m u e s t r a s  s e  

t a p a b a n  con  un t a p ó n  e s t é r i l  y s e  c o lo c a b a n  en  l a  n e v e ra  p o r t á t i l  d u r a n t e  

su  t r a n s p o r t e  a l  l a b o r a t o r i o .

Los m u é s t re o s  s e  r e a l i z a r o n  en  d i s t i n t o s  momentos de l a  v i n i f i c a c i ó n ,  

que a p l i c a n d o  l o s  p r i n c i p i o s  s e g u id o s  p o r  d i f e r e n t e s  a u t o r e s  [2 2 ,  130, 131, 

154, 161, 220, 262, 298, 3183 fu e ro n :

F a se  I: Inm ed ia tam en te  d e s p u é s  de que l o s  m o sto s  r o s a d o s  h a b ía n  s i d o

s a n g r a d o s  t r a s  m a c e ra c ió n  de 3 -4  h o r a s  con  l o s  h o l l e j o s .  En e l  c a s o  de

m o sto s  t i n t o s  s e  r e a l i z ó  e l  n n le s t re o  a  l a s  p o c a s  h o r a s  de e n c u b a d a s  

l a s  uvas  e s t r u j a d a s .  P a ra  l o s  m ostos  b l a n c a s  s e  tomó l a  m u e s t ra  

in m e d ia ta m e n te  d e s p u é s  d e l  p r e n s a d o .  En l o s  m u é s t r e o s  r e a l i z a d o s  en  

e s t a  f a s e  n in g u n o  de l o s  m ostos  h a b ía  s i d o  t r a t a d o  con  S02 .

F a se  I I :  Cuando l o s  m osto s  e s t a b a n  en  p l e n a  f e r m e n t a c i ó n  tu m u l tu o s a ,

ap rox im adam en te  a  una d e n s id a d  (d 2 0 /2 0 )  de 1040-1030.

F a se  I I I :  Al f i n a l  de l a  f e r m e n ta c ió n  tu m u l tu o s a ,  ap rox im adam en te  a  una 

d 2 0 /2 0  de 1020.

F ase  IV: H acia  e l  f i n a l  de l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a ,  cuando  l a  d20 /20

e r a  de 1000.
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Fase V: In m e d ia ta m e n te  a n t e s  d e l  p r im e r  t r a s i e g a  (en  i n v i e r n a ) .

Fase VI: In m ed ia tam en te  d e s p u é s  d e l  p r im e r  t r a s i e g o .

Fase VII: T r a s  e l  segundo  t r a s i e g o  (en p r im a v e r a ) .

2 . 4 . -  AMALISIS FISICO-QUIMICOS DE LOS MOSTOS.

Se r e a l i z a r o n  a n á l i s i s  f í s i c o - q u í m i c o s  de l o s  m osto s  a  lo  l a r g o  de su  

v i n i f i c a c i ó n ,  a f i n  de c a r a c t e r i z a r  y e s t u d i a r  l a  p o s i b l e  i n f l u e n c i a  que en  

l a  v a r i a c i ó n  de l a  m i c r o f l o r a  t u v i e r a n  e s t o s  f a c t o r e s .

Los p a rá m e t r o s  que s e  e s c o g i e r o n  so n  l o s  que de form a g e n e r a l  

recom ienda  l a  b i b l i o g r a f í a :  t e m p e r a t u r a ,  pH, d e n s id a d  r e l a t i v a ,  g rad o

Baumé, g ra d o  a l c o h ó l i c o ,  a z ú c a r e s  r e d u c t o r e s ,  c e n i z a s  t r a s  l a  f e r m e n ta c ió n  

a l c o h ó l i c a ,  e x t r a c t o  s e c o ,  e x t r a c t o  r e d u c id o ,  a c i d e z  t o t a l ,  a c i d e z  v o l á t i l ,  

p o l i f e n o l e s  t o t a l e s ,  i n t e n s i d a d  c o l o r a n t e ,  SO* t o t a l  y l i b r e ,  c o n te n id o  en 

h i e r r o ,  y c o n te n id o  en  á c i d o s  m á l ic o  y l á c t i c o  C2303.

2 . 4 . 1 . -  MEDIDA DE LA TEMPERATURA.

La medida de l a  t e m p e r a t u r a  a  l a  que s e  h a l l a b a n  l o s  m osto s  o v in o s  s e  

tomaba en  e l  mismo d e p ó s i t o  de f e r m e n ta c ió n  o c o n s e r v a c ió n .  P a ra  e l l o  s e  

i n t r o d u c í a  un v á s ta g o  de madera de unos  dos  m e t ro s  de l a r g o  p r o v i s t o  de un 

te rm ó m etro  de a l c o h o l  en e l  c e n t r o  d e l  d e p ó s i t o .  E s te  s i s t e m a  nos  daba una 

id e a  mucho más r e a l  de l a  t e m p e r a t u r a  que s i  s e  medía é s t a  en l a  p o r c i ó n  de 

v in o  o mosto s a c a d a  como m u e s t ra .
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2 . 4 . 2 . -  MEDIDA DEL pH.

La mayor p a r t e  de l a s  p r o p ie d a d e s  d e l  v in o  y de l o s  fenóm enos que en  

é l  o c u r r e n  dependen  de su  a c id e z .  Ahora b i e n ,  hay que d i s t i n g u i r  e n t r e  

a c id e z  t i t u l a b l e  y l a  n o c ió n  de pH. La a c i d e z  t i t u l a b l e ,  ta m b ié n  l lam ada  

t o t a l  en  e l  c a s o  de l o s  v in o s ,  e s  l a  suma de l o s  á c i d o s  l i b r e s ,  m ie n t r a s  

que e l  pH e s  una medida de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de h i d r o g e n i o n e s  y que e s t á  en 

r e l a c i ó n  con l a  n a t u r a l e z a  de l o s  á c id o s ,  s u  c o n c e n t r a c i ó n ,  y l a  p r o p o r c ió n  

que e s t á  en  fo rm a de s a l e s  [2843 . El pH s e  m id ió  m e d ia n te  un pHmetro C r i s o n  

con un e l e c t r o d o  de v i d r i o  In g o ld  una vez l l e g a d a  l a  m u e s t ra  a l  

l a b o r a t o r i o .

2 . 4 . 3 . -  MEDIDA DE LA DENSIDAD RELATIVA.

La d e t e r m i n a c i ó n  de l a  d e n s id a d  r e l a t i v a  no r e v i s t e  i m p o r ta n c ia  

fu n d a m e n ta l  en  s í  misma, p e ro  p e rm i te  e s t i m a r  ap rox im adam en te  e l  e x t r a c t o  

se c o  y a p r e c i a r  e l  c o n te n id o  en  a z ú c a r e s .

La d e n s id a d  r e l a t i v a  <d20/20> e s  l a  r e l a c i ó n  e x p r e s a d a  en  c i f r a s  

d e c im a le s  de l a  masa v o l u m é t r i c a  d e l  mosto a  20°C con  l a  masa v o lu m é t r i c a  

d e l  agua  a l a  misma t e m p e r a t u r a .  La d e n s id a d  r e l a t i v a  de un mosto s e  m idió 

con un ju e g o  de a e r ó m e t r o s  que com prend ían  d e sd e  una d 2 0 /2 0  de 1150 h a s t a  

900. E s t o s  a p a r a t o s  e s t a b a n  g ra d u a d o s  p a r a  u n a s  t e m p e r a t u r a s  1 5 /4 ,  p o r  lo  

que p a r a  e x p r e s a r l a s  en d 2 0 /20  h a b ía  que r e a l i z a r  una s e r i e  de c o r r e c c i o n e s  

que v ie n e n  i n d i c a d a s  en  t a b l a s .  Dado que l o s  m osto s  en  f e r m e n ta c ió n  son  

m ez c la s  h i d r o a l c o h ó 1i c a s ,  l a  medida de l a  d e n s id a d  r e l a t i v a  ta m b ié n  t i e n e  

que s e r  c o r r e g i d a  en  f u n c ió n  d e l  g rad o  a l c o h ó l i c o  de l a  m u e s t ra .

P a ra  m ed ir  e s t e  p a rá m e t ro  s e  l l e n ó  una p r o b e t a  con 250 mi de mosto o 

v in o ,  y en e l l a  s e  su m e rg ía n  un a e ró m e t r o  y un te rm ó m e tro .  T ra s  a g i t a r  e l
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c o n te n id o  de l a  p r o b e t a  s e  e s p e r ó  un m inu to  y s e  leyó  l a  t e m p e r a t u r a .  A 

c o n t i n u a c i ó n  s e  s a có  e l  te rm ó m etro  y s e  leyó  l a  e s c a l a  d e l  a e ró m e t r o  p o r  l a  

p a r t e  a l t a  d e l  m en isco . Se leyó  de nuevo l a  t e m p e r a t u r a  y, s i  é s t a  h a b ía  

v a r i a d o ,  s e  r e a l i z ó  de nuevo l a  m edida de l a  d e n s id a d .  El v a l o r  a s í  

o b t e n id o  s e  c o r r i g i ó  m e d ia n te  t a b l a s  p a r a  h a l l a r  l a  e q u i v a l e n c i a  de l a  

d e n s id a d  r e l a t i v a  a  1 5 /4 .  E s te  método p e r m i te  c o n s e g u i r  r e s u l t a d o s  con  una 

a p ro x im a c ió n  de 0 .0 0 3  g /m l [2 8 4 ] .

A p a r t i r  de l a  d2 0 /2 0  s e  puede ta m b ié n  c a l c u l a r  m e d ia n te  f ó rm u la s  e l  

c o n te n id o  en a z ú c a r e s  ’( s )  en gram os p o r  l i t r o  de un m osto , y e l  c o n te n id o  

de l a  m u e s t ra  en  e x t r a c t o  no a z u c a ra d o  (E) [2843 :

s  = 2560 (d20 /20  -  1) -  2 2 .2  

E = 0 .0 1 9 5  s  + 2 2 .6 3 4

En e l  c a s o  de l o s  v in o s ,  s e  pueden  e l i m i n a r  con  f a c i l i d a d  l o s  

i n c o n v e n i e n t e s  p r o d u c id o s  p o r  e l  a l c o h o l  p a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e l  e x t r a c t o  

a z u c a ra d o  m e d ia n te  l a  fó rm u la  de TAVAEIE, que p e r m i te  o b t e n e r  l a  d e n s id a d  

r e l a t i v a  d e l  r e s i d u o  s i n  a l c o h o l  [73 :

d^ = d v -  d» + 1. 000

s ie n d o  (d*.) l a  d2 0 /2 0  d e l  r e s i d u o  s i n  a l c o h o l ,  (dv ) l a  d e n s id a d  d e l  v in o  a 

20°C con  r e l a c i ó n  a l  agua  a  20°C, y (d») l a  d e n s id a d  a 20°C de l a  m ezcla  

h i d r o a l c o h ó l i c a  de i g u a l  g r a d u a c ió n  a l c o h ó l i c a  que e l  v in o  con  r e l a c i ó n  a l  

agua a  20°C.
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2 . 4 . 4 . -  MEDIDA DEL GRADO BAUME.

En e l  c a s o  de l o s  m o s to s ,  a  v e c e s  s e  u t i l i z a n  o t r a s  u n id a d e s  d i s t i n t a s  

de l a  d 2 0 /20  p a r a  l a  e x p r e s i ó n  de l a  d e n s id a d ,  t a l  e s  e l  c a s o  de l o s  g ra d o s  

Baumé.

Hay una c o r r e s p o n d e n c i a  l i n e a l  e n t r e  d.20/20 y g r a d o s  Baumé, y p a ra  

s i m p l i f i c a r  l o s  c á l c u l o s  e x i s t e n  un as  t a b l a s  de e q u i v a l e n c i a  e n t r e  ambos 

t i p o s  de m ed idas  C1293.

2 . 4 . 5 . -  MEDIDA DEL GRADO ALCOHOLICO.

Se d e f i n e n  l o s  g r a d o s  a l c o h ó l i c o s  (°A) que c o n t i e n e  un l í q u i d o  

h i d r o a l c o h ó l i c o  como l a  c a n t i d a d  en  m i l i l i t r o s  de e t a n o l  que c o n t i e n e n  100 

mi de l a  m ezc la ,  ambos m edidos a 20°C. E s ta  d e f i n i c i ó n  puede e x t r a p o l a r s e  a  

l o s  v in o s ,  aunque en  l o s  d e s t i l a d o s  o b t e n i d o s  no s e  s e p a r a  e l  e t a n o l  de s u s  

hom ólogos y s e  d o s i f i c a  no s o la m e n te  e l  e t a n o l  en  form a de a l c o h o l ,  s i n o  

tam b ié n  l a  pequeña  f r a c c i ó n  c o n te n i d a  en  l o s  é s t e r e s  12843.

La d e t e r m i n a c i ó n  d e l  g r a d o  a l c o h ó l i c o  de un v in o  puede  r e a l i z a r s e  po r  

m étodos f í s i c o s ,  q u ím ic o s  y e n z im á t i c o s .  U o s o t ro s  r e a l i z a m o s  e s t a  medida 

po r  d e s t i l a c i ó n  y e s t i m a c ió n  p o s t e r i o r  de l a  d e n s id a d  de l a  m ezcla  

h i d r o a l c o h ó l i c a  m ed ia n te  un a lc o h ó m e t ro ,  ya que é s t e  e s  e l  p r o c e d im ie n to  

o f i c i a l m e n t e  a d o p ta d o  en  to d o s  l o s  p a í s e s .

El e q u ip a  de d e s t i l a c i ó n  c o n s ta b a  de un m a tra z  e s f é r i c o  de 1000 mi de 

c a p a c id a d  u n id o  h e rm é t ic a m e n te  a una colum na r e c t i f i c a d o r a  de 20 cm de 

l o n g i t u d ;  e s t a  colum na s e  o p o n ía  a l  a r r a s t r e  m ecán ico  d e l  l í q u i d o  y h a c ía  

c a e r  de nuevo a l  m a traz  v a p o re s  que no c o r r e s p o n d ía n  a l  e t a n o l .  El 

d e s t i l a d o  p a s a b a  lu eg o  a t r a v é s  de un r e f r i g e r a n t e  t i p o  V es t  de 40 cm de 

l o n g i t u d ,  y a  t r a v é s  de un tu b o  de goma s e  r e c o g í a  en  un m a tra z  a f o r a d o  de
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i g u a l  volumen que e l  u t i l i z a d o  p a ra  m ed ir  l a  c a n t i d a d  de v in o  a  d e s t i l a r ,  y 

en  e l  que s e  h a b ía n  a ñ a d id o  a lg u n o s  m i l i l i t r o s  de agua  d e s t i l a d a  p a r a  c r e a r  

un c i e r r e  h i d r á u l i c o  con l a  goma.

En e l  b a ló n  de 1000 mi s e  c o lo c a r o n  200 mi d e l  v in o  p ro b le m a ,  e l  c u a l  

s e  n e u t r a l i z ó  con  CaCDH)2 p a r a  e v i t a r  que s e  e s c a p a r a  e l  e t a n o l  en  fo rm a de 

g a s  y que s u s t a n c i a s  v o l á t i l e s ,  como S02 , C02 o á c id o  a c é t i c o ,  s a l i e r a n  p o r  

e l  d e s t i l a d o  y a l t e r a r a n  l a  medida. También s e  l e  c o lo c ó  p i e d r a  pómez p a ra  

f a c i l i t a r  l a  e b u l l i c i ó n .  Una vez  c o n s e g u id a  l a  n e u t r a l i z a c i ó n ,  s e  c a l e n t ó  

e l  b a ló n  y s e  r e c o g ió  un volumen de d e s t i l a d a  de u nos  150 mi ( c a n t id a d  

c i t a d a  como s u f i c i e n t e  p a r a  c o n te n e r  to d o  e l  e t a n o l  d e l  v in o  12843) .  T ra s  

l a v a d o  de l a  goma se  r e t i r ó  y e n f r i ó  e l  m a tra z  a f o r a d o ,  e n ra s a n d o  h a s t a  200 

mi con  agua  d e s t i l a d a ,  que e r a  e l  volumen i n i c i a l  p u e s to  a d e s t i l a r .

La m u e s t ra  h i d r o a l c o h ó l i c a  s e  hom ogeneizó , s e  pasó  a  una  p r o b e t a ,  y s e  

i n t r o d u j o  un a lc o h ó m e t ro  c a l i b r a d o  a 1 5 /15 , l e y e n d o  t a n g e n t e  p o r  l a  p a r t e  

i n f e r i o r  d e l  m enisco . Se p ro c u ró  que l a  t e m p e r a t u r a  de l a  m u e s t ra  f u e r a  de 

15°C, y en  c a so  c o n t r a r i o  s e  c o r r i g i ó  e l  v a l o r  m e d ia n te  t a b l a s ;  

p o s t e r i o r m e n t e  s e  buscó l a  c o r r e s p o n d e n c i a  en  t a b l a s  e n t r e  °A15/15 y 

°A 20/20, que e s  como debe e x p r e s a r s e  C2843.

2 . 4 . 6 . -  MEDIDA DE LOS AZUCARES REDUCTORES.

Los m ostos  y v in o s  c o n t i e n e n  p e n t o s a s  y h e x o s a s  que c o n s t i t u y e n  l o s  

a z ú c a r e s  r e d u c t o r e s ,  l la m a d o s  a s í  p o rq u e  so n  c a p a c e s  de r e d u c i r  l o s  l i c o r e s  

a l c a l i n o s  c ú p r i c o s .  Las h e x o s a s  so n  l o s  a z ú c a r e s  m a y o r i t a r i o s ,  e s t a n d o  e n  

c o n c e n t r a c i o n e s  de 150 a 250 g /1 .  E n t r e  l a s  h e x o s a s  p r e s e n t e s  en  e l  v in o  

e n c o n tra m o s  D -g lu co sa  y D - f r u c t o s a  m a y o r i t a r i a m e n te ,  y D - g a l a c to s a  en  menor 

p r o p o r c ió n .  Las p e n to s a s  s e  e n c u e n t r a n  en  p e q u e ñ as  c a n t i d a d e s ,  p u d ien d o  i r  

de 0 .3  a  2 g /1 .  Las p e n t o s a s  c o n te n i d a s  en  l o s  v in o s  s o n  L - a r a b in o s a ,
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D - x i lo s a ,  D - r ib o s a  y L -ram nosa  [2 8 4 ] .

La d o s i f i c a c i ó n  de l o s  a z ú c a r e s  r e d u c t o r e s  en  l a s  m u e s t r a s  s e  l l e v ó  a 

cabo  p o r  e l  método de d e c o l o r a c i ó n  d e l  l i c o r  de FEHLING [2841 . E s t e  l i c o r  

s e  compone de dos  s o l u c i o n e s  c u y a s  c o m p o s ic io n e s  s o n  l a s  s i g u i e n t e s :

S o lu c ió n A: CuSO* • 5 ü20 3 4 .6 4 8

H*0 b a s t a  500 mi

S o lu c ió n B: T a r t r a t o  p o t á s i c o 173 g

ITaOH 50 g

H*0 b a s t a  500 mi

E s t a s  dos  s o l u c i o n e s  s e  m ezc lan  a l  50% y l a  s o l u c i ó n  r e s u l t a n t e  s e

a j u s t a  con agua de form a que 10 mi d e l  r e a c t i v o  f i n a l  s e a n  d e c o lo r a d o s  p o r

10 mi de una s o l u c i ó n  de 5 g /1  de a z ú c a r  i n v e r t i d o  [2841 .

En e l  l i c o r  de FEHLIKG e l  c o b re  e s t á  como b i d r ó x i d o  c ú p r i c o ,  y p o r

e l l o  e s  de c o l o r  a z u l .  La f u n c ió n  d e l  t a r t r a t o  p o t á s i c o  e s  l a  de

s o l u b i l i z a r  a l  Cu(0H)2 . La d e te r m in a c ió n  r e q u i e r e  de:

- Proceso de decoloración. E s te  método r e q u i e r e  que s e  o p e re  s o b re

s o l u c i o n e s  a z u c a r a d a s  lo  más e x e n t a s  p o s i b l e  de m a t e r i a s  e x t r a ñ a s ,  

e s p e c i a lm e n te  p o l i f e n o l e s ,  p e r f e c ta m e n t e  d e c o lo r a d a s  y que c o n s e rv e n  

s u  l im p id e z  d u r a n t e  e l  t iem p o  que d u re  l a  d e te r m in a c ió n .  En n u e s t r o  

c a s o  l a  d e c o l o r a c i ó n  l a  r e a l i z a m o s  con  c a rb ó n  en p o lv o ,  p re v ia m e n te  

s a t u r a d o  de m a t e r i a s  r e d u c t o r a s .  Se m e z c la ro n  100 mi de v in o  con 4 g 

d e l  c a rb ó n ,  s e  p a s a r o n  a  t r a v é s  de p a p e l  do f i l t r o  y e l  l í q u i d o  c l a r o  

r e s u l t a n t e  s e  pasó  a  una b u r e t a .

- Proceso de reducción. En un m a tra z  e s f é r i c o  de 250 mi s e  c o lo c a r o n  10 mi

de l i c o r  de FEHLIFG, 40 mi de agua  d e s t i l a d a  y p i e d r a  pómez, 

l l e v á n d o s e  a e b u l l i c i ó n .  F u e ra  d e l  fu eg o  s e  a ñ a d ió  g o ta  a  g o t a  e l  v in o  

d e c o lo r a d o  de l a  b u r e t a ,  l l e v á n d o s e  de nuevo a e b u l l i c i ó n  s i n  d e j a r  de



a g i t a r .  E l p r o c e s o  s e  r e p i t i ó  h a s t a  que e l  c o l o r  a z u l  d e l  l i c o r  de 

FEHLIHG h u b i e r a  d e s a p a r a c i d o  p o r  c o m p le to ,  y a p a r e c i e r a  un p r e c i p i t a t o  

de c o l o r  r o j o  c o r r e s p o n d i e n t e  a l  Cu2 0 en  e l  fondo , d e ja n d o  e l  

s o b r e n a d a n te  co m p le ta m en te  t r a n s p a r e n t e .

La c a n t i d a d  de a z ú c a r e s  r e d u c t o r e s  c o n t e n i d o s  en  e l  v in o  v ie n e  dada 

p o r  l a  s i g u i e n t e  e x p r e s i ó n :

y = 50 /  x

donde (y) e s  l a  c a n t i d a d  de a z ú c a r e s  r e d u c t o r e s  en  g /1 ,  y (x) e l  volumen en  

mi u t i l i z a d o s  p a ra  d e c o l o r a r  e l  l i c o r  de FEHLIUG.

2 . 4 . 7 . -  MEDIDA DEL EXTRACTO SECO.

El e x t r a c t o  s e c o  t o t a l  d e l  v in o  e s  e l  p e so  d e l  r e s i d u o  f i j o  o b te n id o  

t r a s  l a  e v a p o r a c ió n  de l a s  s u s t a n c i a s  v o l á t i l e s .  Su c á l c u l o  s e  puede 

r e a l i z a r  e v a p o ra n d o  una  p o r c ió n  de v in o  y p e san d o  e l  r e s i d u o  s ó l i d o  

r e s t a n t e .  Hay dos  m étodos  que se  b a sa n  en e s t e  p r o c e d im ie n to :  uno r e a l i z a

l a  e v a p o r a c ió n  en bafío d u r a n t e  6 h o r a s  a 100°C y a p r e s i ó n  a t m o s f é r i c a ;  s i n  

embargo, l a s  c r í t i c a s  s o b r e  l a  v a l i d e z  de e s t e  método han s i d o  muchas. Por 

e l l o  l a  C onvención  I n t e r n a c i o n a l  s o b re  A n á l i s i s  de V inos  e s t a b l e c i ó  un 

método e s t a n d a r i z a d o  que c o n s i s t í a  en l a  e v a p o r a c ió n  a  70°C a p r e s i ó n  

r e d u c id a  y con  a i r e  s e c o .  P a r  o t r o  la d o ,  e s  p o s i b l e  t a m b ié n  e l  c á l c u l o  d e l  

e x t r a c t o  s e c o  a p a r t i r  de l a  d e n s id a d  r e l a t i v a  m ed ia n te  l a  fó rm u la  de 

TAVARIE ( v e r  A p a r ta d o  2 . 4 . 3  de e s t e  C a p í t u l o ) .  La a p l i c a c i ó n  de e s t a  

fó rm u la  n o s  da l a  d e n s id a d  d e l  r e s i d u o  s i n  a l c o h o l  [2103 . La 

c o r r e s p o n d e n c i a  e n t r e  e s t a  d e n s id a d  y l a  c a n t i d a d  de e x t r a c t o  s e c o  t o t a l  en  

gram os p o r  l i t r o  v i e n e  e s t a b l e c i d a  p o r  u n a s  t a b l a s  [2843 . La r p l a r l f i n  puteo-
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ambos v a l o r e s  v ie n e  dada  p o r  l a  e x p r e s ió n :

Ew = <dr -  1) x 2.6x10®

donde Ew e s  e l  e x t r a c t o  s e c o  e x p re s a d o  en  g /1  según  VIUDISCH y d r e s  l a  

d e n s id a d  c o r r e s p o n d i e n t e  a l  e x t r a c t o  s e c o  (d e n s id a d  d e l  r e s i d u o  s i n  

a l c o h o l )  [2841 .

Dado que num erosos a u t o r e s  han  c o n s t a t a d o  l a  v a l i d e z  d e l  c á l c u l o  

m a te m á t ic o  r e s p e c t o  a l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  p o r  e v a p o r a c ió n  a 70°C a 

p r e s i ó n  r e d u c i d a  [ 2 8 4 ] ,  n o s o t r o s  hemos h a l l a d o  n u e s t r o s  e x t r a c t o s  s e c o s  

u t i l i z a n d o  e l  p r o c e d im ie n to  a n t e r i o r m e n t e  d e s c r i t o .

2 . 4 . 8 . -  MEDIDA DEL EXTRACTO BTO REDUCTOR.

El e x t r a c t o  no r e d u c t o r  (E0 > s e  h a l l a  p o r  d i f e r e n c i a  e n t r e  e l  e x t r a c t o  

s e c o  CEW) y l o s  a z ú c a r e s  r e d u c t o r e s  (y ) :

E„ = Ew -  y

El e x t r a c t o  no r e d u c t o r  c o n s t i t u y e  e l  c o n ju n t o  de s u s t a n c i a s  f i j a s  

d i s t i n t a s  de l o s  a z ú c a r e s  que quedan t r a s  l a  e v a p o r a c ió n  de l a s  s u s t a n c i a s  

v o l á t i l e s  d e l  v in o  [2843 .

2 . 4 . 9 . -  MEDIDA DE LA CABTIDAD DE CEFIZAS.

Las c e n i z a s  son  a q u e l l a s  m a t e r i a s  m in e r a l e s  que perm anecen  a l  c a l c i n a r  

e l  e x t r a c t o  s e c o  h a s t a  que queda d e s p r o v i s t o  de to d o  i n d i c i o  de c a rb ó n .  Del
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p e s o  de l a s  c e n i z a s ,  de su  a s p e c t o  y de s u  r e a c c i ó n  más o menos a l c a l i n a  s e  

pueden  e x t r a e r  c o n c lu s i o n e s  s o b re  f a l s i f i c a c i o n e s  de l o s  v in o s .

La d e te r m in a c ió n  d e l  p e so  de l a s  c e n i z a s  supone  dos  e t a p a s :

a )  Primera calcinación: 20 mi de v in o  e v a p o ra d o  s e  c o lo c a n  en  una  c á p s u l a

con u n a s  g o t a s  de a c e i t e  y s e  s i t ú a  s o b r e  un fo c o  c a l o r í f i c o .  A l l í  s e  

m an t ien e  h a s t a  que d e j e  d e ‘e m i t i r  humo.

b) Segunda calcinación: La c á p s u l a  s e  c o lo c a  e n  una  m u fla  que no s u p e r e  l o s

5 2 5 °C, y s e  s a c a  cuando l a s  c e n i z a s  p r e s e n t a n  un c o l o r  c a r a c t e r í s t i c o  

g r i s á c e o ,  s i n  n in g ú n  p u n to  n e g ro  de c a rb ó n  C2843.

2 . 4 . 1 0 . -  MEDIDA DE LA ACIDEZ TOTAL.

La suma de l a s  f u n c i o n e s  á c i d a s  l i b r e s ,  no com binadas  p o r  b a s e s ,  o l a  

suma de l o s  h id ró g e n o s  á c i d o s  p r o c e d e n te s  de l o s  á c i d o s  t o t a l m e n t e  l i b r e s  y 

de l o s  que lo  e s t á n  en  p a r t e ,  c o n s t i t u y e  l a  a c id e z ,  t o t a l  d e l  v in o  C2843.

La d e te r m in a c ió n  de l a  a c id e z  t o t a l  s e  r e a l i z a  p o r  t i t u l a c i ó n  d e l  v in o  

en  p r e s e n c i a  de un i n d i c a d o r  que v i r e  a  pH n e u t r o  y de una s o l u c i ó n  

v a lo r a d a  de NaOH [2843 . La medida de l a  a c id e z  t o t a l  s e  e x p r e s a  como g /1  de

á c id o  s u l f ú r i c o  o de á c id o  t a r t á r i c o .  N o s o t ro s  lo  r e a l i z a m o s  como g /1  de

á c id o  t a r t á r i c o ,  p a r a  l o  c u a l  u t i l i z a m o s  l a  s i g u i e n t e  e x p r e s i ó n  [1293:

At . = v • 0 .7 5

donde (A*) e s  l a  a c id e z  t o t a l  e x p re s a d a  en  g /1  de á c id o  t a r t á r i c o ,  y (v) e l  

volumen de NaOH 0 .1  IT em pleado p a ra  n e u t r a l i z a r .

La t é c n i c a  c o n s i s t i ó  en  v a l o r a r  l a  c a n t i d a d  de á c i d o s  p r e s e n t e s  en  10 

mi de v in o .  Se u t i l i z ó  como i n d i c a d o r  f e n o l f t a l e í n a ,  y como b a s e  'NaOH 0 .1  

N.
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2 . 4 . 1 1 . -  MEDIDA DE LA ACIDEZ VOLATIL.

La d e f i n i c i ó n  de a c id e z  v o l á t i l  fu e  s u m i n i s t r a d a  p o r  FONZES-DIACON y 

JAULMES en  1930: " l a  a c id e z  v o l á t i l  e s  e l  c o n ju n t o  de á c i d o s  g r a s o s  de l a  

s e r i e  a c é t i c a  que s e  h a l l a n  en e l  v ino* '; s e  e x c lu y e n  p o r  t a n t o  de e s t a  

d e f i n i c i ó n  e l  á c id o  l á c t i c o ,  e l  s u c c í n i c o ,  e l  c a r b ó n i c o ,  y e l  a n h í d r i d o  

s u l f u r o s o  [2841.

La m ayoría  de l o s  p r o c e d im ie n to s  p a r a  l a  d e te r m i n a c i ó n  de l a  a c id e z

v o l á t i l  s e  fundan  en  l a  d e s t i l a c i ó n  d e l  v in o  y e l  a r r a s t r e  de l a s

s u s t a n c i a s  v o l á t i l e s  m e d ia n te  v a p o r  de agua . N o s o t ro s  r e a l i z a m o s  l a

d e t e r m i n a c i ó n  se g ú n  e l  método de GARCIA TENA C1293, que s e  b a s a  en  que cada  

á c id o  v o l á t i l  de una m ezc la  d e s t i l a  in d e p e n d ie n te m e n te ,  s e g ú n  su  ” le y  de 

d e s t i l a c i ó n " .  Expresam os l a  a c id e z  v o l á t i l  como g /1  de á c id o  a c é t i c o ,  

aunque  tam b ié n  s e  puede e x p r e s a r  como g /1  de H^SO*.

2 . 4 . 1 2 . -  MEDIDA DEL ANHIDRIDO SULFUROSO TOTAL Y LIBRE.

El S02 i n t r o d u c i d o  en un v in o  s e  com bina en  p o c a s  h o r a s  con  s u s t a n c i a s  

que p r e s e n t a n  una f u n c i ó n  c a r b o n i l o ,  p e r o  p a r t e  de é l  ta m b ié n  queda  s i n  

co m b in a r  en forma de io n  b i s u l f i t o , *  c o n s t i t u y e n d o  e l  S02 l i b r e .  El S02 

t o t a l  e s  l a  suma de l a s  f r a c c i o n e s  l i b r e  y com binada.

El fundam ento  de l a  c u a n t i f i c a c i ó n  d e l  S02 t o t a l  y l i b r e  s e  b a sa  en l a  

o x i d a c i ó n  de é s t e  p o r  e l  iodo  m o le c u la r  en  medio á c id o .  El medio debe s e r  

á c id o  p u e s  de lo  c o n t r a r i o  e l  I 2 o x id a  a l o s  p o l i f e n o l e s  d e l  v in o ;  además 

a l  e n t r a r  en ju e g o  e l  S02 l i b r e  l a  r e a c c i ó n  no e s  c u a n t i t a t i v a  en  un medio 

no á c id o .
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P a ra  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e l  S02 t o t a l  s e g u im o s  un método v o l u m é t r i c o  que 

c o n s i s t i ó  en  a ñ a d i r  10 mi de una s o l u c i ó n  1 N KOH a  20 mi de v in o ,  p a r a  

f a v o r e c e r  que e l  Sü2 com binado p a s a r a  a  l i b r e .  T r a s  a g i t a r ,  d e jam o s  r e p o s a r  

15 m in u to s  con e l  m a t r a z  t a p a d o  p a ra  e v i t a r  e v a p o r a c io n e s .  P o s t e r i o r m e n te ,  

s e  a ñ a d ie r o n  5 mi de H^SCU 0 .3 3  U y 2 -3  mi de una s o l u c i ó n  de 10 g /1  de 

a lm id ó n  como i n d i c a d o r .  Se v a lo r ó  con  una  s o l u c i ó n  de io d o  0 .0 2  N, 

m u l t i p l i c á n d o s e  l a  c a n t i d a d  de io d o  em pleada  p o r  0 .032  p a r a  h a l l a r  l a  

c o n c e n t r a c i ó n  de S02 t o t a l  e n  g /1  t 129].

P a r a  l a  e s t i m a c i ó n  d e l  S02 l i b r e  s e  s i g u i ó  un esquema s i m i l a r ,  p e ro  

s i n  a ñ a d i r  KOH: a  50 mi de m u e s t ra  s e  a ñ a d ie r o n  5 mi de H^SO* 0 .3 3  H y 1-2  

mi de una s o l u c i ó n  de 10 g /1  de a lm id ó n .  Se v a lo r ó  ta m b ié n  con  io d o  0 .0 2  H, 

y s e  m u l t i p l i c ó  e l  volum en n e c e s a r i o  de io d o  p o r  0 .0128  en  e s t e  c a s o  p a r a  

o b t e n e r  l a  c a n t i d a d  de S02 l i b r e  en g /1  t 129] .

La f r a c c i ó n  de S02 combinado s e  ob tu v o  p o r  d i f e r e n c i a  e n t r e  e l  S02 

t o t a l  y e l  l i b r e  t 129].

2 . 4 . 1 3 . -  MEDIDA DEL COFTEHIDD E l  HIERRO.

E l v in o  c o n t i e n e  s ie m p re  h i e r r o  en  p e q u e ñ a s  c a n t i d a d e s ,  e l  c u a l  puede 

t e n e r  d o s  o r íg e n e s :  uno i n t r í n s e c o ,  e l  ju g o  de l a  uva , y o t r o  e x t r í n s e c o :  

t i e r r a  que e n s u c i a  l a s  u v a s ,  mala m a n ip u la c ió n ,  c o n ta m in a c ió n  e n  e l  momento 

d e l  t r a n s p o r t e  p o r  l o s  e q u ip o s  m e t á l i c o s  de l a  bodega , e t c .

Es im p o r ta n te  c o n o c e r  l a  c o n c e n t r a c i ó n  d e l  h i e r r o  en  l o s  v i n o s ,  ya que 

é s t e  en  c a n t i d a d e s  s u p e r i o r e s  a  10 mg/1 y en  v i n o s  con  o x íg e n o  d i s u e l t o  

puede d a r  l u g a r  a  q u i e b r a s  po r  un ió n  a l a  m a t e r i a  c o l o r a n t e  o a l  á c id o  

f o s f ó r i c o  en form a de Fe’*"3 .

La d e te r m in a c ió n  d e l  c o n te n id o  en  h i e r r o  de l a s  m u e s t r a s  s e  r e a l i z ó  

p o r  e l  método d e l  t i o c i a n a t o .  E s te  método s e  b a s a  en l a  p r o p ie d a d  que t i e n e
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e l  t i o c i a n a t o  de c o l o r e a r s e  d e  r o j o  en  p r e s e n c i a  de Fe"-3 l i b r e .  Se r e q u i e r e  

l a  p r e p a r a c i ó n  de una c u r v a  p a t r ó n  de Fe*3 , y e l  c o n te n id o  s e  e x p r e s a  en  

rag/1 C 2 8 4 ] .

P a r a  r e a l i z a r  e l  e n say o  s e  tom aron  10 mi de l a s  m u e s t r a s  de v in o  y  

p a t r o n e s  ( p . e .  3, 6, 9, 12, 15 y 18 mg/ml de F e C l3 >, y s e  a ñ a d ió  a  cada

tu b o  1 mi de HC1 p u ro  d i l u i d o  a l a  m i ta d ,  y 1 mi de una s o l u c i ó n  a l  20% de

KSCE. En e s t e  momento l a  c o l o r a c i ó n  r o j a  o b t e n i d a  c o r r e s p o n d í a  a l  Fe*3 

e x i s t e n t e  en  l a s  m u e s t r a s .  S e gu idam en te  s e  a ñ a d ie r o n  a  c a d a  tu b o  5 g o t a s  de 

agua  o x ig e n a d a  de 10 vo lúm enes ,  o x id an d o  e l  Fe*2 y d e te rm in á n d o s e  a s i  e l  

h i e r r o  t o t a l .  P o r  co m p a rac ió n  de l o s  c o l o r e s  o b t e n i d o s  en  c a d a  m u e s t ra  de 

v in o  f r e n t e  a l o s  p a t r o n e s  s e  e s t a b l e c i ó  e l  h i e r r o  c o n te n id o  en c a d a  c a so  

[2843 .

2 . 4 . 1 4 . -  DETEEMIEACIOE DE LOS COMPUESTOS FEEOLICOS TOTALES ES LOS VIEOS.

Los f e n o l e s  en  e l  v in o  v a r í a n  d e s d e  co m p u es to s  r e l a t i v a m e n t e  s im p le s ,  

cuyo o r i g e n  son  l a s  v i d e s ,  h a s t a  s u s t a n c i a s  c o m p le ja s  d e l  t i p o  de t a n i n o s ,  

cuyo o r i g e n  e s  l a  m adera de l o s  b a r r i l e s  donde s e  e n v e je c e  e l  v in o .  Los

f e n o l e s  tam b ié n  pueden  p r o c e d e r  de l o s  a rom as  a r t i f i c i a l e s  u o t r a s

s u s t a n c i a s  a ñ a d id a s  a l  v in o .  E s to s  c o m pues to s  f e n ó l i c o s  so n  i m p o r t a n t e s  p o r  

d i v e r s a s  r a z o n e s :  p r o p o r c io n a n  c o l o r  a l  v in o ,  so n  r e s p o n s a b l e s  de l a  

a s t r i n g e n c i a  y so n  c a p a c e s  de r e d u c i r  a l  o x íg e n o  o x id á n d o s e  a s u  vez  y 

p r o d u c ie n d o  e l  "p a rd e a m ien to * ’ d e l  v in o .

E x i s t e n  v a r i o s  m étodos p a ra  l a  d e te r m i n a c i ó n  d e l  c o n te n i d o  t o t a l  de 

f e n o l e s  en  v in o s ;  de t o d o s  e l l o s  l o s  más em pleados  han  s i d o  e l  de EEUBAUER- 

LoVEETAL y e l  de FQLIE-DEEIS C73. El p r im e ro  fu e  d u r a n t e  a lg ú n  t ie m p o  e l  

método o f i c i a l  de l a  " A s s o c i a t i o n  o f  O f f i c i a l  A n a l y t i c a l  C h e m is t s " , p e ro  s e  

s u s t i t u y ó  más t a r d e  p o r  e l  de FOLIE-DEXIS. Más r e c i e n t e m e n t e ,  e l  r e a c t i v o
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FOLIN-DENIS s e  reem p lazó  p o r  e l  de FOLIN-CIOCALTEU.

E l p r o c e d im ie n to  s e  b a s a  en  l a  ' r e d u c c ió n  d e l  w o lf ra m a to  s ó d ic o  y d e l  

m o l ib d a to  s ó d ic o  (com ponentes  d e l  r e a c t i v o  de FOLIN-CIOCALTEU) p o r  

o x i d a c i ó n  de l o s  f e n o l e s  (IG 22). T r a s  d i s p o n e r  1 mi de v in o ,  d i l u i d o  s i  

h ace  f a l t a ,  en  un m a tra z  a f o r a d o  de 100 mi s e  añ ad en  5 mi d e l  r e a c t i v o  de 

FOLIN-CIOCALTEU y 10 mi de una  s o l u c i ó n  de c a r b o n a to  s ó d ic o  a l  20% ( p / v ) .

Se e n r a s a  a 100 mi y, t r a s  r e p o s o  de 30 m in u to s ,  s e  l e e  l a  a b s o r b a n c i a  a  

765 nm en c u b e t a s  de 1 cm de p aso  de l u z  [73 . La a b s o r b a n c i a  s e r á  

p r o p o r c i o n a l  a  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de c o m pues to s  f e n ó l i c o s .  P a ra  e x p r e s a r  e s t a  

a b s o r b a n c i a  en  mg/1 de f e n o l e s  t o t a l e s  s e  r e a l i z a  una c u rv a  de c a l i b r a d o  

c o n s t r u i d a  con d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de á c id o  g á l i c o  ( d i s o l u c i ó n  

r e s e r v a  de f e n o l ) . ' La a b s o r b a n c i a  que p r e s e n t a n  e s t a s  s o l u c i o n e s  p a t r ó n  a 

765 nm se  r e p r e s e n t a  f r e n t e  a l a  c o n c e n t r a c i ó n  de f e n o l e s  t o t a l e s  

( e x p r e s a d a  en m i l i e q u i v a l e n t e s  de á c id o  g á l i c o ) .  Los v a l o r e s  de f e n o l e s  

t o t a l e s  en e l  v in o  se  h a l l a r á n  p o r  i n t e r p o l a c i ó n  en  l a  c u rv a  p a t r ó n  C 73.

2 . 4 . 1 5 . -  DETERMINACION DE LA INTENSIDAD COLORANTE.

El p rob lem a de l a  d e f i n i c i ó n  d e l  c o l o r  de l o s  v in o s  ha avanzado  mucho 

d e sd e  e l  a d v e n im ie n to  de l o s  m étodos e s p e c t r o f o t o m é t r i c o s .  La 

c a r a c t e r i z a c i ó n  d e l  c o l o r  s e  r e d u c e  a t r a d u c i r  p o r  v a l o r e s  s im p le s  l a  c u rv a  

de a b s o r c i ó n  d e l  v in o .

En e l  c a so  de l o s  v i n o s  b l a n c o s ,  no e x i s t e  n in g ú n  p i c o  de a b s o r b a n c ia  

en  e l  e s p e c t r o  v i s i b l e ,  aunque se  p r e s e n t a  un máximo a 270-280  nm. Se han 

r e a l i z a d o  e s c a s o s  e s t u d i o s  s o b re  l a  a p r e c i a c i ó n  d e l  c o l o r  de l o s  v in o s  

b l a n c o s ,  s i  b i e n  puede d e c i r s e  que l a  m edida de l a  a b s o r b a n c i a  a  440 nm con 

c u b e t a s  de 1 cm de p a so  de lu z ,  e s  un p r o c e d im ie n to  s im p le  que p e r m i te  e l  

e s t u d i o  de l a  o x id a c ió n  de e s t o s  v in o s .
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En e l  c a s o  de l o s  t i n t o s ,  m ejo r  c a r a c t e r i z a d o s ,  l o s  v in o s  j ó v e n e s

m u e s t ra n  un máximo de a b s o r c i ó n  a 520 nm r e s p o n s a b l e  d e l  c o l o r  r o j o  

d e f i n i d a ,  d e b id o  a  l o s  a n t o c i a n o s  de l a  uva; p o r  o t r o  la d o ,  p r e s e n t a n  un 

mínimo a 420 nm. Cuando e l  v in o  e n v e je c e ,  e l  máximo a  520 nm t i e n d e  a

d e s a p a r e c e r  y e l  mínimo de 420 nm a a u m e n ta r .  E s to  c o r r e s p o n d e  a  un 

in c re m e n to  d e l  c o l o r  a m a r i l l o  (420 nm) en  r e l a c i ó n  con e l  r a j o  (520 nm), l o  

c u a l  e x p l i c a  l a  e v o lu c i ó n  de un c o l o r  r o j o  d e f i n i d o  h a c i a  un t i n t e  

r o j o - a n a r a n j a d o .

P a r a  d e f i n i r  e l  m a t iz  d e l  c o l o r  de v i n o s  t i n t o s  o r o s a d o s ,  SUDRAUD 

p ro p u so  u t i l i z a r  l a  r e l a c i ó n  de l a s  a b s o r b a n c i a s  a 420 y a 520 nm; e s t o s  

v a l o r e s  p e rm i te n  c o m p a ra r  e n t r e  s í  v in o s  i n f l u e n c i a d o s  p o r  d i f e r e n t e s  

f a c t o r e s :  v i n i f i c a c i ó n ,  c o n s e r v a c ió n ,  a f íe ja m ie n to ,  e t c .  C2841.

La i n t e n s i d a d  c o l o r a n t e  y e l  t i n t e  de un v in o  t i n t o  o r o s a d o  v ie n e n '  

p ues  d e f i n i d o s  p o r  l a s  s i g u i e n t e s  e x p r e s i o n e s ,  que so n  l a s  que hemos 

s e g u id o  p a ra  n u e s t r a s  m u e s t r a s :

I ~  0 d 2 O  +  D b z o

T ~ D4.20 /  D e20

donde ( I )  e s  l a  i n t e n s i d a d  c o l o r a n t e ,  (D> l a  d e n s id a d  ó p t i c a  medida en  

c u b e t a  de p aso  de lu z  de 1 cm en  e l  c a so  de r o s a d o s  y 0 .1  cm en  e l  c a so  de 

t i n t o s  p a r a  l a  l o n g i t u d  de onda e s p e c i f i c a d a ,  y (T) e l  t i n t e  o m a t iz  d e l  

v in o .
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2 . 4 . 1 6 . -  DOSIFICACION DEL CONTENIDO EN ACIDOS MALICO Y LACTICO.

El I n t e r é s  I n i c i a l  que p a r a  n o s o t r o s  p r e s e n t a b a  l a  d e t e c c i ó n  de e s t o s  

á c i d o s  e r a  e l  s e g u im in e to  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l a l á c t l c a  en  v i n o s .  P a r a  

e l l o  empleamos un método c u a l i t a t i v o  s e n c i l l o  y r á p i d o :  l a  c r o m a t o g r a f í a  e n  

p a p e l .  Es un s i s t e m a  comunmente em pleado en  bodega  p a r a  o b s e r v a r  l a  m archa  

de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  Se puede r e a l i z a r  tam b ié n  con e s t a  t é c n i c a  

una a p ro x im a c ió n  s e m i c u a n t i t a t i v a  de l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de á c i d o s  m á l ic o  y 

l á c t i c o  m id iendo  l a s  s u p e r f i c i e s  de l a s  m anchas y c o m p a rá n d o la s  con  l a s  

s u p e r f i c i e s  de s o l u c i o n e s  c o n o c id a s  de e s t o s  á c i d o s ,  ya que l a  r e l a c i ó n  

e n t r e  s u p e r f i c i e  y c o n c e n t r a c i ó n  e s  d i r e c t a  C2843.

De cada  m u e s t ra  o b t e n id a  s e  tom aron  10 p l  y s e  a p l i c a r o n  s o b r e  un 

p a p e l  Vhatman 3 KM; una vez s e c a  l a  m u e s t ra  s e  v o l v i e r o n  a a p l i c a r  o t r o s  10 

p l  en  e l  mismo p u n to  y s e  d e jó  s e c a r  de nuevo. La c r o m a t o g r a f í a  s e  

d e s a r r o l l ó  en  un s o l v e n t e - r e v e l a d o r  com puesto  p o r  d o s  s o l u c i o n e s :  l a

p r im e ra  form ada p o r  a z u l  de b rom ofeno l  d i s u e l t o  a l  0.1% (p /v )  en  a l c o h o l  

n - b u t í l i c o ,  y l a  seg u n d a  p o r  un 40% (v /v )  de á c id o  a c é t i c o  g l a c i a l ,  10%

(v /v )  de á c id o  fó rm ic o ,  y 50% Cv/v) de agua d e s t i l a d a .  E s t a s  dos  s o l u c i o n e s  

s e  m ez c la ro n  en  p r o p o r c i ó n  de 5 p a r t e s  de l a  p r im e ra  p o r  2 p a r t e s  de l a  

se g u n d a .  E s ta  m ezc la  s o l v e n t e - r e v e l a d o r a  e s  una m o d i f i c a c ió n  de l a  em pleada  

p o r  KUNKEE e t  a l .  1 1 7 0 ] '  y RIBÉREAU-GAYON e t  a l .  [284] (R. MICHELENA, 

c o m u n ic ac ió n  p e r s o n a l ) .  La m o d i f i c a c ió n  c o n s i s t e  en  que l a  f r a c c i ó n  á c id a  

d e l  s o l v e n t e  e s t á  c o n s t i t u i d a  p o r  á c id o  fó rm ic o  y á c id o  a c é t i c o  g l a c i a l ,  y  

no p o r  uno s ó l o  de e s t o s  á c id o s ,  como o c u r r e  en  l a s  f ó rm u la s  de l o s  a u t o r e s  

a n t e r i o r m e n t e  c i t a d o s .
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2 . 5 . -  MEDIOS DE CULTIVO.

En todos los medios que se reseñan a continuación la composición se 

expresa en cantidades para volúmenes finales de un litro, añadiéndose el 

agua destilada necesaria en cada caso.

2 . 5 . 1 . -  MEDIOS DE CULTIVO PARA HONGOS FILAMENTOSOS Y LEVADURAS.

-  AA: Agar a c e t a t o  de McCLARY 1201]

G lucosa  1 g
KC1 1 .8  g
E x t r a c t o  de l e v a d u r a  2 .5  g
NaCHsCOO • 3H20 8 .2  g
Agar 20 g

El medio s e  e s t e r i l i z ó  a 121°C d u r a n t e  20 m in u to s .

-  AAR : Agar a r b i i t i n a  [ 1653

A rb u t in a  5 g
E x t r a c t o  de l e v a d u r a  5 g
Agar 20 g

Tras autoclavar a 121°C durante 20 minutos se añadió un 1% de una 

solución de NH4FeHCe.HeOr al 1% esterilizada por filtración.
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- AEX: Agar e x t r a c t o  de m a l ta  E 2013

E x t r a c t o  de m a l ta  100 g
Agar 20 g

Se a j u s t ó  e l  pH a 5 .4  y s e  e s t e r i l i z ó  a  121°C d u r a n t e  20 m in u to s .

- AG: Agar de GORQDKQVA [201]

G lucosa  1 g
P e p to n a  10 g
NaCl 5 g
Agar 20 g

Se e s t e r i l i z ó  d u r a n t e  20 m in u to s  a  121°C.

- ASD: Agar s a l  de DAVIS [130 , 147]

NH*JTOs i s
e n m a s o *  i  g
Ba^HPCL 4 g
KH^PO* 2 g
HaCl 1 g
E x t r a c t o  de l e v a d u r a  1 g
G lucosa  10 g
Agar 15 g

El pH s e  a j u s t ó  a 6 .6  y s e  e s t e r i l i z ó  a 121°C d u r a n t e  20 min.

-  EX: Medio e x t r a c t o  de m a l ta  [201]

E x t r a c t o  de m a l ta 150 g
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Se a j u s t ó  e l  pH a 5 .4  y s e  e s t e r i l i z ó  a  115°C d u r a n t e  30 m in u to s .

- GCC: Medio de g lu c o s a  y c a r b o n a to  c á l c i c o  [165]

50 g
5 g
5 8

20 g

Se e s t e r i l i z ó  e l  medio a 121°C d u r a n t e  20 m in u to s ,  y una vez e n f r i a d o  

a 5 0 °C s e  a g i t ó  p a r a  r e s u s p e n d e r  e l  CaC03 , d e já n d o s e  l o s  tu b o s  

i n c l i n a d o s  p a ra  su  s o l i d i f i c a c i ó n .

- GL : Medio de g lu c o s a  a l  50% [ 1653

G lucosa  500 g
E x t r a c t o  de l e v a d u r a  5 g
Agar 30 g

Se e s t e r i l i z ó  e l  medio a 115°C d u r a n t e  30 m in u to s ,  d e já n d o s e  l o s  tu b o s  

i n c l i n a d o s  p a ra  su  s o l i d i f i c a c i ó n .

-  HK* Medio de h a r i n a  de maíz [201]

Se a g i t a r o n  1 2 .5  g de h a r i n a  de maíz en  300 mi de H^O a 60°C d u r a n te  1 

h o ra .  Se f i l t r ó  a t r a v é s  de p a p e l  de f i l t r o ,  s e  a j u s t ó  e l  volumen a 

300 mi y s e  a ñ a d ie r o n  6 g de a g a r ;  s e  a u to c l a v ó  d u r a n t e  20 m in u to s  a 

121°C.

G lucosa
E x t r a c t o  de l e v a d u r a
CaC03
Agar
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-XB: Medio m a l ta  de BLAKESLEE [2573

G lucosa 20 S
E x t r a c t o  de m a l ta 20 S
P e p to n a  m ic o ló g ic a 1 S

Se a j u s t ó  e l  pH a 5 .5  y s e  e s t e r i l i z ó  a 115°C d u r a n t e  30 m in u to s .  En 

e l  c a s o  de que f u e r a  medio s ó l i d o ,  s e  a ñ a d ió  a g a r  a l  1.5% f i n a l .

- H ? :  Medio b a s a l  de VICKERHAK [1653

E x t r a c t o  de l e v a d u r a  4 .5  g
P e p to n a  7 .5  g
Azul de b rom otim ol 0 .0 4  g

Se a j u s t ó  e l  pH a 6 .S  y s e  e s t e r i l i z ó  a 115°C d u r a n t e  30 m in u to s .

- VFYB: Medio " V i ta m in -F re e  Y eas t  B ase” (D ife o )  [1 6 5 , 2013

Se u t i l i z ó  e l  medio e n  l a s  c a n t i d a d e s  y form a e s p e c i f i c a d a s  po r  e l  

f a b r i c a n t e .

-TCB - Medio "Y e a s t  Carbón Base" (D ife o )  [165 , 2013

Se u t i l i z ó  e l  medio 

f a b r i c a n t e .

en  l a s  c a n t i d a d e s  y forma e s p e c i f i c a d a s  p o r  e l
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-  YX: Kedio e x t r a c t o  de l e v a d u r a - e x t r a c t o  de m a l ta  [201]

E x t r a c t o  de l e v a d u r a  3 g
E x t r a c t o  de m a l ta  3 g
P e p to n a  m ic o ló g ic a  5 g
G lucosa  10 g

Se a j u s t ó  e l  pH a  5 .5 ,  y s e  e s t e r i l i z ó  a 121°C d u r a n t e  20 m in u to s .  En 

e l  c a so  de medio s ó l i d o ,  s e  a ñ a d ió  a g a r  a l  1.5% f i n a l .

-  YHB: Medio "Y e a s t  M itro g en  Base” (D ife o )  [ 165, 201]

Se u t i l i z ó  e l  medio en  l a s  c a n t i d a d e s  y form a e s p e c i f i c a d a s  p o r  e l  

f a b r i c a n t e .

2 . 5 . 2 . -  MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS ACETICAS.

-  AM: Agar m a n i to l  [327]

E x t r a c t o  de l e v a d u r a  5 g
P e p to n a  3 g
M a n i to l  25 g
Agar 15 g

A e s t e  medio s e  l e  a ñ a d ió  un i n d i c a d o r  de pH p a r a  o b s e r v a r  

a c i d i f i c a c i ó n  p o r  p a r t e  de l a s  c o l o n i a s .  El i n d i c a d o r  u t i l i z a d o  

c o n s i s t i ó  en una s o l u c i ó n  a c u o sa  de v e rd e  de b ro m o c re s o l  a l  2.2% 

(p /v> , a ñ a d ié n d o s e  a l  medio a r a z ó n  de 1 mi p o r  l i t r o .  Se a j u s t ó  e l  pH 

d e l  medio a 5 . 5  y s e  e s t e r i l i z ó  a 121°C d u r a n t e  20 min.
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X C : Medio de CARR [58]

E x t r a c t o  de l e v a d u r a 30 g
S o lu c ió n  v e rd e  de b ro m o c re s o l  1 mi
Agar 15 g

La s o l u c i ó n  de v e rd e  de b ro m o c re s o l  s e  p r e p a r ó  como en  e l  AM. E l pH 

d e l  medio s e  a j u s t ó  a 5 .5  y s e  e s t e r i l i z ó  a 121°C d u r a n t e  20 min. Una 

vez e s t e r i l i z a d o  s e  a ñ a d ió  e t a n o l  de 95° e n  p r o p o r c i ó n  de 20 mi p o r  

l i t r o  de medio.

2 . 5 . 3 . -  MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS LACTICAS.

-  ATB: Medio de ju g o  de to m a te  á c id o  [133]

P a ra  p r e p a r a r  e l  m edio, l o s  250 mi de ju g o  de to m a te  s e  m a c e ra ro n  con 

750 mi de agua d e s t i l a d a  d u r a n t e  20 L o ra s  a  4°C. P o s t e r i o r m e n te  s e  

c e n t r i f u g a r o n  a 1000 x g d u r a n t e  20 m in u to s  y e l  s o b r e n a d a n te  s e  

f i l t r ó  a t r a v é s  de p a p e l  Vhatman n2 541. Se r e c o g ió  e l  f i l t r a d o  en un 

m a t r a z ,  se  a ñ a d ie r o n  e l  r e s t o  de l o s  com ponen tes ,  e l  pH s e  a j u s t ó  a

4 .8  y s e  e n ra s ó  h a s t a  1000 mi. E l medio s e  e s t e r i l i z ó  d u r a n t e  20 

m in u to s  a 121°C. P o s t e r i o r m e n te  s e  a d i c i o n a r o n  50 mi de c i s t e í n a  • HC1 

a l  1% (p/v> e s t e r i l i z a d o s  po r  f i l t r a c i ó n .

P e p to n a
E x t r a c t o  de l e v a d u r a  
G lucosa

10 g
5 S

10 g
0 .2  g
0. 05 g

MgSQ* • 7H2 0 
MnSO* • 4H=0 
Jugo  de tom a te 250 mi
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-  BB: Medio b a s a l  p a r a  l a  p r o d u c c ió n  de á c id o  l á c t i c o  [253]  m o d if ic a d o

T r ip t o n a 20 8
P ep to n a 5 8
E x t r a c t o  de l e v a d u r a 5 8
C i s t e i n a  • HC1 0 .5 8
Tween 80 0. 05 mi

El pH d e l  medio s e  a j u s t ó  a  5 .5 ,  y s e  e s t e r i l i z ó  d u r a n t e  20 m in u to s  a 

121°C.

-  C: Medio b a s a l  de a s i m i l a c i ó n  de á c id o s  [793

P e p to n a 10 8
E x t r a c t o  de l e v a d u r a 5 8
G lucosa 10 8
MgSD* • 7H20 0 .2 8
MnSO* • 1H20 25 mg
C i s t e i n a  • HC1 5 mg
Jugo de to m a te 200 mi

El ju g o  de to m a te  s e  p re p a r ó  como e n  e l  medio ATB. E l pH f i n a l  d e l  

wmedio se  a j u s t ó  a 4 .8 ,  y s e  e s t e r i l i z ó  d u r a n t e  20 m in u to s  a  121°C.

-  FC •* Medio b a s a l  de f e r m e n ta c ió n  de c a r b o h i d r a t o s  [1333

P ep to n a 15 8
E x tra c to -  de l e v a d u r a 6 8
MaCl 5 8
Verde de b ro m o c reso l 0. 04 8
Agar 5 8
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El pH d e l  medio s e  a j u s t ó  a 5 .2 ,  s e  r e p a r t i ó  en t u b o s  a  r a z ó n  de 5 mi 

p o r  tu b o ,  y s e  a u to c l a v ó  a  121°C d u r a n t e  20 m in u to s .  Los tu b o s  se  

e n f r i a r o n  h a s t a  45°C y s e  s u p le m e n ta ro n  con 0 .5  mi de l a  f u e n t e  de. 

c a rb o n o  a e n s a y a r .  Los c a r b o h i d r a t o s  s e  p r e p a r a r o n  a l  2% ( p / v ) ,

e x c e p to  l a  L - a r a b in o s a  que s e  p r e p a r ó  a l  5% ( p / v ) ,  y s e  e s t e r i l i z a r o n  

s e p a ra d a m e n te  p o r  f i l t r a c i ó n .

-  HFK: Medio h o m o -h e t e r o f e r m e n ta t i v o  C308] método de GIBSOM ABD-EL MALEK

G lucosa 50 S
E x t r a c t o  de l e v a d u r a 2 .5 S
Jugo  de to m a te  (pH 6 .5 ) 100 mi
Leche d e s n a t a d a  r e h i d r a t a d a 800 mi
Agar 3 S

P a r a  e s t e  medio l o s  100 mi de ju g o  de to m a te  s e  u t i l i z a r o n  

d i r e c t a m e n t e ,  y s ó l o  s e  c o r r i g i ó  e l  pH d e l  mismo p re v ia m e n te  a su  

a d i c i ó n  a l  r e s t o  de l o s  com ponen tes .  El medio se  e s t e r i l i z ó  a 121°C 

d u r a n t e  20 min.

-  JT: Medio de ju g o  de to m a te  [3083

G lucosa 10 g
E x t r a c t o  de l e v a d u r a 5 g
P ep to n a 5 g
Kfí^PO* 0 .5  g
KC1 0 .1 2 5  g
CaCl* • 2H2 D 0 .1 2 5  g
EaCl 0 .1 2 5  g
MgSO* • 7H20 0 .1 2 5  g
KnSCU • 4H2 0 0 .0 0 3  g
Verde de b ro m o c re so l 0 .0 3  g
Jugo de tom a te 150 mi
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El ju g o  de to m a te  s e  p r e p a ró  como en  e l  medio ATB, a j u s t a n d o  en  e s t e  

c a s o  e l  pH f i n a l  a  5 .0 .  Se e s t e r i l i z ó  a  121°C d u r a n t e  20 min.

-  JU: Medio de ju g o  de uva C3083

Jugo de uva 500 mi
E x t r a c t o  de l e v a d u r a  5 g
Acido s ó r b i c o  1 ,2  g

El pH d e l  medio s e  a j u s t ó  a  4 .5 .  Se e s t e r i l i z ó  a 115°C d u r a n t e  30 

m in u to s .

-  LT: Medio de le c h e  t o r n a s o l a d a  [147]

Leche d e s n a t a d a  en  p o lv o  100 g
T o rn a s o l  0 .7 5  g

El pH d e l  medio s e  a j u s t ó  a 6 .8 ,  y s e  e s t e r i l i z ó  a 115°C d u r a n te  30 

m in u to s .

-  LTGE: Medio de le c h e  t o r n a s o l a d a ,  g l u c o s a  y e x t r a c t o  de l e v a d u r a  [147]

Leche d e s n a ta d a  en  p o lv o 100 S
T o rn a so l 0 .7 5 S
E x t r a c t o  de l e v a d u r a 3 S
G lucosa 10 S

El pH d e l  medio s e  a j u s t ó  a 6 .8 ,  y s e  e s t e r i l i z ó  a 115°C d u r a n t e  30

m in u to s .
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-  MLO •' Medio p a r a  Le u c o n o s to c  oenos  [ 67]

G lucosa 10 8
E x t r a c t o  de l e v a d u r a 5 8
F r u c to s a 5 8
T r ip t o n a 10 8

3 .5 8
C i s t e i n a  ■ HC1 0 .5 8
MgSO* • 7H2 0 0 .2 8
MnSO* • 1H2Q 0. 05 8
Tween 80 1 mi
Jugo  de to m a te 100 mi

El ju g o  de to m a te  s e  p ro c e s ó  como en e l  medio ATB. El pH s e  a j u s t ó  a

4 .8  y s e  e s t e r i l i z ó  a 121°C d u r a n te  20 min. P a ra  c o n s e g u i r  e l  medio 

MLO con a g a r ,  e s t e  com ponente  s e  p r e p a r ó  p o r  un la d o  a d o b le  

c o n c e n t r a c i ó n  (5% p a r a  e l  medio s ó l i d o  y 1% p a ra  e l  s e m i s ó l i d o ) ,  y p o r  

o t r o  e l  medio MLO ta m b ié n  a l  d o b le .  Ambos s e  e s t e r i l i z a r o n  p o r  

s e p a ra d o  y se  m e z c la ro n  p o s t e r i o r m e n t e  en  vo lúm enes  i g u a l e s .

-  MRS: Medio MES (Oxoid) [933

Se u t i l i z ó  e l  medio en  l a s  c a n t i d a d e s  y form a e s p e c i f i c a d a s  p o r  e l  

f a b r i c a n t e .  En e l  c a s o  de p r e p a r a r  medio s ó l i d o  s e  a ñ a d ió  a g a r  a l  1.5% 

f i n a l ,  y a l  0.2% p a r a  e l  s e m i s ó l i d o .

-  XRSF: Medio MES de f e r m e n ta c ió n  (A dsa-M icro)

Se u t i l i z ó  e l  medio en  l a s  c a n t i d a d e s  y form a e s p e c i f i c a d a s  p o r  e l  

f a b r i c a n t e .  El medio se  r e p a r t i ó  en t u b o s  con  campana DUEHAM y s e  

añ a d ió  g lu c o s a  e s t é r i l  h a s t a  una c o n c e n t r a c i ó n  f i n a l  de 5 g /1 .
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-  KRSX: Kedio KRS m o d if ic a d o  [282]

T r ip t o n a 10 8
E x t r a c t a  de c a rn e 10 8
E x t r a c t o  de l e v a d u r a 5 8
kh2 pcu 2 S
NaCHsCOO 5 S
(FfU^SCU 2 S
KnSCU « 1H2 0 0. 05 8
KgSO* • 7H20 0. 2 8

2 8
G lucosa 2 8
F r u c to s a 2 8
S a c a ro s a 2 8
A ra b in o s a 2 8
X i lo s a 2 8
Acido D L -m álico 5 8

El pH de e s t e  medio s e  a j u s t ó  a 4 .2  y s e  e s t e r i l i z ó  a 121°C d u r a n t e  20 

m in u to s .

-  PH: Kedio p a ra  l a  p r o d u c c ió n  de m a n i to l  [80]

T r ip t o n a  20 g
P e p to n a  5 g
E x t r a c t o  de l e v a d u r a  5 g
F r u c to s a  5 g
Tween 80 1 mi

El pH se  a j u s t ó  a 5 .5  y s e  e s t e r i l i z ó  a  121°C d u r a n t e  20 m in u to s .  La 

f r u c t o s a  s e  e s t e r i l i z ó  p o r  s e p a r a d o  m ed ia n te  f i l t r a c i ó n .
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- TJ: Kedio p a ra  l a  a s i m i l a c i ó n  de á c id o  fu m á r ic o  [793

C ic lo h e x im id a  
Jugo  de to m a te

G lucosa
L a c to s a

T r ip t o n a
P ep to n a
E x t r a c t o  de l e v a d u r a

20 g
5 g
5 g
3 g
2 g

100 mg
200 mi

El ju g o  de to m a te  s e  p r e p a r ó  como en e l  medio ATB. El pH de e s t e  medio 

s e  a j u s t ó  a  5 . 5  y s e  e s t e r i l i z ó  a 121°C d u r a n t e  20 min.

2 . 6 . -  CEPAS DE COLECCION.

A lo  • l a r g o  d e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  s e  u t i l i z a r o n  v a r i a s  c e p a s  de 

c o l e c c i ó n  como r e f e r e n c i a  en  a lg u n o  de l o s  t r a b a j o s  que s e  l l e v a r o n  a  cabo . 

E s t a s  c e p a s  f u e r o n  L a c t o b a c i l i t i s  b r e v i s  CECT216, L a c t o b a c i l l v s  p lan ta ru m  

CECT220 y L e v c o n s to c  oenos  ML-34.

2 . 7 . -  TECUCA PARA EL RECUENTO DE HONGOS FILAMENTOSOS.

P a ra  e l  r e c u e n to  de hongos f i l a m e n t o s o s  s e  r e a l i z ó  una s ie m b ra  en 

p l a c a  s o b re  medio s ó l i d o  KB. Las m u e s t r a s  o b t e n i d a s  en  bodega  s e  d i l u y e r o n  

c o n v e n ie n te m e n te  en de s u e r o  f i s i o l ó g i c o  e s t é r i l  a  pH 7 .0 .  De cad a  d i l u c i ó n  

se  s e m b ra ro n  dos  p l a c a s  y e l  i n ó c u lo  s e  r e p a r t i ó  en l a  s u p e r f i c i e  d e l  a g a r  

m e d ia n te  un a s a  D ig r a ld s k y .  P o s t e r i o r m e n te  l a s  p l a c a s  s e  in c u b a ro n  a  25°C 

d u r a n t e  una semana.
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2. 8 . -  TECNICA PARA EL RECUEBTO Y AISLAMIENTO LE LEVADURAS*

P a r a  e l  r e c u e n to  y a i s l a m i e n t o  de l e v a d u r a s  s e  e s c o g ió  e l  método de 

r e c u e n to  en p l a c a ,  que e s  e l  que p r o p o r c io n a  una v i s i ó n  p r e c i s a  t a n t o  d.el 

número t o t a l  de l e v a d u r a s ,  como d e l  de p r o b a b l e s  e s p e c i e s  d i s t i n t a s .  E s te  

o b j e t i v o  no h u b i e r a  p o d id o  l l e v a r s e  a  cabo  s i  s e  h u b i e r a  em pleado  u n ’ método 

de e n r i q u e c i m ie n t o ,  ya que s e  h u b i e r a n  a l t e r a d o  t a n t o  l a s  c i f r a s  a b s o l u t a s  

como l a s  p r o p o r c i o n e s  r e l a t i v a s  de l a s  d i s t i n t a s  e s p e c i e s .

A l a  h o ra  de e s c o g e r  un medio p a r a  e l  r e c u e n to  y a i s l a m i e n t o  de

l e v a d u r a s ,  nos  e n f r e n ta m o s  a l a  duda de e m p le a r  un medio n a t u r a l ,  como e l  

mosto de uva, o un medio s i n t é t i c o .  Muchos a u t o r e s  son  p a r t i d a r i o s  de

m edios  de a i s l a m i e n t o  cuya c o m p o s ic ió n  e s t é  r e l a c i o n a d a  con e l  h á b i t a t  d e l

que s e  p r e t e n t e  r e c o g e r  l a s  l e v a d u r a s ,  en n u e s t r o  c a so  de m osto s  y v i n o s  

[2 2 ,  76, 209, 237, 262, 3 20 ] .  La d i f i c u l t a d  de o b t e n c ió n  de m osto s  f r e s c o s

en c u a l q u i e r  momento d e l  afio, l o s  p ro b le m a s  que p l a n t e a  e l  no e m p le a r  un 

medio de c u l t i v o  de c o m p o s ic ió n  s ie m p re  d e f i n i d a ,  l a  p r e s e n c i a  de p o s i b l e s  

i n h i b i d o r e s  d e l  c r e c i m i e n t o  l e v a d u r i f o r m e  en l o s  m o sto s  (como l a  

b o t r i t i c i n a  p r o d u c id a  p o r  B o t r y t i s ) , y e l  r i e s g o  que supone  l a  u t i l i z a c i ó n  

de j u g o s  c o m e r c i a l e s  que puedan c o n te n e r  i n h i b i d o r e s  d e l  c r e c i m i e n t o  como 

c o n s e r v a n t e s ,  han d e c i d i d o  a muchos a u t o r e s  [7 5 ,  236, 261, 287, 289, 303] y 

a  n o s o t r o s  mismos a em p lea r  un m edio s i n t é t i c o .  La mayor p a r t e  de l o s  

i n v e s t i g a d o r e s  u sa n  m edios  a  ba se  de e x t r a c t o  de m a l ta ,  p e p to n a  y, a  v e c e s ,  

e x t r a c t o  de l e v a d u r a .  N o s o t ro s  e sco g im o s  e l  medio MB que c o n t i e n e  e x t r a c t o  

de m a l ta ,  p e p to n a  y g lu c o s a  en una p r o p o r c i ó n  que s e  ap ro x im a  a  l a  

c o n c e n t r a c i ó n  de a z ú c a r  en  l o s  m osto s ,  y e l  medio ASL (a b a se  de e x t r a c t o  

de l e v a d u r a ,  g lu c o s a  y s a l e s  m in e r a l e s )  que se g ú n  GARCIA KAIQUEZ [1303 daba
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buenos  r e s u l t a d o s  en  e l  a i s l a m i e n t o  de l e v a d u r a s .  T an to  a l  ASD como a l  a g a r  

MB s e  l e s  a ñ a d ió  una s o l u c i ó n  e s t é r i l  de á c id o  c í t r i c o  a l  10% e s t e r i l i z a d a  

po r  f i l t r a c i ó n  h a s t a  h a c e r  d e s c e n d e r  e l  pH a  3 .5 .  Se p r e p a r a r o n  ta m b ié n  

p l a c a s  de a g a r  MB a l a s  que s e  l e s  m antuvo e l  pH a 5 .5 ,  y a  l a s  que s e  

a ñ a d ió  d i f e n i l o  ( e s t é r i l i z a d o  p o r  f i l t r a c i ó n )  h a s t a  una c o n c e n t r a c i ó n  f i n a l  

de 0 .1  mg/ml a  f i n  de i n h i b i r  e l  d e s a r r o l l o  de mohos C183].

Las m u e s t r a s  s e  s e m b ra ro n ,  una vez d i l u i d a s  c o n v e n ie n te m e n te ,  s o b r e  

p l a c a s  de a g a r  de e s t o s  m edios  m o d i f ic a d o s .  L as  p l a c a s  s e  in c u b a ro n  a  25°C 

d u r a n t e  3 -5  d í a s .

P a ra  o b s e r v a r  e l  número de c e p a s  d i s t i n t a s  que a p a r e c í a n  en  l a s  

p l a c a s ,  s e  a n o ta r o n  l o s  d i f e r e n t e s  t i p o s  c o l o n i a l e s  que c r e c i e r o n  y e l  

número de r e p r e s e n t a n t e s  de cad a  uno. Se operó  con  l a  p re m isa  de que cad a  

m o r f o lo g ía  c o l o n i a l  r e p r e s e n t a b a  una c e p a  d i s t i n t a .  Las c o l o n i a s  

s e l e c c i o n a d a s  s e  sem b ra ro n  s o b re  p l a c a s  de MB a f i n  de p u r i f i c a r l a s  

c o n v e n ie n te m e n te .

2 . 9 . -  TECNICA PAPA EL RECUENTO DE BACTERIAS ACETICAS.

Los m edios s ó l i d o s  em pleados  p a r a  e l  r e c u e n to  de b a c t e r i a s  a c é t i c a s  

f u e r o n  e l  MC y e l  AM. En e s t e  c a s o ,  a l  i g u a l  que en  de l a s  l e v a d u r a s ,  s e

t r a b a j ó  coh  d o s  m edios  p a ra  e l e g i r  e l  más c o n v e n ie n te .  En ambos c a s o s  l a

p r e s e n c i a  de a c é t i c a s  s e  d e t e c t ó  p o r  e l  v i r a j e  de c o l o r  d e l  medio a l r e d e d o r  

de l a s  c o l o n i a s  p o s i t i v a s .

La in o c u l a c i ó n  de l a s  p l a c a s  s e  r e a l i z ó  t r a s  d i l u c i ó n  de l a s  m u e s t r a s ,

y é s t a s  s e  in c u b a ro n  a 2 8 °C d u r a n t e  3 -5  d í a s .
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2 . 1 0 . -  TECUCA PARA EL RECUENTO Y AISLAMIENTO DE BACTERIAS LACTICAS.

Las b a c t e r i a s  l á c t i c a s  pueden  s e r  a i s l a d a s  d e l  v in o  p o r  t r e s  

p r o c e d im ie n to s  g e n e r a l e s :

a )  e l  p r im e ro  asume que l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  pueden  p r e s e n t a r s e  en  e l

v in o  en  b a jo  número, y p o r  e l l o  s e  r e q u i e r e  un e n r i q u e c i m i e n t o  en  

medio l í q u i d o  a n t e s  de s e r  se m b ra d as  en  p l a c a  179, 211 , 212, 213, 

3433. VIBOVO e t  a l .  13443 a f i r m a n  que l a  p r i n c i p a l  d e s v e n t a j a  de e s t e  

s i s t e m a  e s  que p r o p o r c io n a  in fo rm a c ió n  s ó l o  de l a  p r e s e n c i a  o a u s e n c i a  

de b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  p e ro  no p e r m i te  l a  c u a n t i f i c a c i ó n  de l a s  

mismas.

b) Un segundo  p r o c e d im ie n to  de a i s l a m i e n t o  c o n s i s t e  en l a  i n o c u l a c i ó n  de

l a s  m u e s t r a s  de mosto o v in o  d i r e c t a m e n t e  en  p l a c a s  de a g a r  C27, 71,

72, 90, 91, 115, 166, 179, 183, 217, 234 , 2 8 5 , '  2923. E s t e  s i s t e m a

puede o f r e c e r  in fo r m a c ió n  a c e r c a  de l a s  f r e c u e n c i a s  r e l a t i v a s  de l a s  

d i f e r e n t e s  e s p e c i e s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  En e s t e  c a so  s e  r e a l i z a  un 

r e c u e n to  de c é l u l a s  v i a b l e s ,  p e ro  a  c a u s a  d e l  pequefío volum en de l a  

m u es tra  i n o c u l a b l e  en  p l a c a ,  no e s  p o s i b l e  d e t e c t a r  b a c t e r i a s  s i  su  

c o n c e n t r a c i ó n  en  l o s  m ostos  e s  i n f e r i o r  a 10 c é l u l a s  p o r  m i l i l i t r o  

1344, 2343.

c )  El t e r c e r  método s e  b a sa  en  l a  f i l t r a c i ó n  de vo lúm enes  m ayores  de v in o  a

t r a v é s  de membranas e s t e r i l i z a n t e s .  Las c é l u l a s  p r e s e n t e s  en  l a s  

m u e s t r a s  so n  r e t e n i d a s  en  l a  s u p e r f i c i e  de l a  membrana, y so n  c a p a c e s

de d e s a r r o l l a r  c o l o n i a s  una vez é s t a  ha s i d o  in c u b a d a  s o b r e  e l  a g a r

[234 , 268, 3443. El i n c o n v e n ie n t e  p r i n c i p a l  de e s t e  s i s t e m a  e s  l a

p o s i b l e  c o lm a ta c ió n  de l o s  f i l t r o s  s i  s e  p r o c e s a n  m o s to s  en  l a s

p r im e r a s  f a s e s  de f e r m e n ta c ió n ,  d e b id o  a l a  g ra n  c a n t i d a d  de

s u s t a n c i a s  y l e v a d u r a s  en s u s p e n s ió n .  También un e le v a d o  número de

l e v a d u r a s  puede e n m a s c a ra r  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  s o b re  e l
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f  i I t r D .

El medio de c u l t i v o  i d e a l  p a r a  l o s  a i s l a m i e n t o s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

d e b e r l a  p e r m i t i r  e l  c r e c i m i e n t o  de t o d a s  l a s  e s p e c i e s  de L a c t o h a c i l l v s ,  

F e d io c o c c u s  y L e uconos toc  que s e  e n c u e n t r a n  en  e l  v in o .  E s te  medio i d e a l  no 

e x i s t e  d e b id o  a l a  c o m p le j id a d  de r e q u e r i m i e n t o s  n u t r i c i o n a l e s  de l a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  [2343 . Uno de l o s  m edios de c u l t i v o  más em p leados  p a ra  

e l  a i s l a m i e n t o  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  e s  e l  a g a r  MES C2413 y e l  a g a r  MES 

m o d if ic a d o  [2823 . El medio MES d e s a r r o l l a d o  p o r  MAM e t  a l ,  [933 ha s id o  

recom endado por un S ubcom ité  d e l  Comité I n t e r n a c i o n a l  de n o m e n c la tu ra  

E a c t e r i a n a  en 1968. E s te  medio r e s u l t a  muuy adecuado  s e a  c u a l  s e a  e l  

h á b i t a t  d e l  c u a l  han  s i d o  a i s l a d a s  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .

De l o s  t r e s  p r o c e d im ie n to s  a n t e r i o r m e n t e  m enc ionados ,  n o s o t r o s  

e le g im o s  e l  p r im e r  p r o c e d im ie n to ,  r e a l i z a n d o  un e n r i q u e c i m ie n t o  en medio 

KESM a d ic io n a d o  de a l c o h o l  f e n i l e t i l i c o  a una c o n c e n t r a c i ó n  f i n a l  de 3 

mg/ml, a f i n  de e v i t a r  e l  c r e c i m i e n t o  de l e v a d u r a s  y b a c t e r i a s .G r a m  

n e g a t i v a s  [573 . Dado que tam b ié n  nos i n t e r e s a b a  c o n o c e r  l a  e v o lu c ió n  d e l  

número de b a c t e r i a s  a  lo  l a r g o  de l a  f e r m e n ta c ió n ,  a p l i c a m o s  p o r  p r im e ra  

vez  p a ra  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  un método de r e c u e n t o  de v i a b l e s  c o m p a t ib le  

con  e l  a i s l a m i e n t o  p o r  e n r i q u e c i m ie n t o :  l a  t é c n i c a  d e l  Húmero Más P ro b a b le  

CMMP) [1473 . P a ra  e l  r e c u e n to  se  u t i l i z a r o n  t r e s  s e r i e s  de t r e s  t u b o s  con 9 

mi de KESM s e l e c t i v o  c a d a  uno. En cada  s e r i e  s e  sembró 1 mi de l a s  m u e s t ra s  

d i r e c t a s  y /o  d i l u c i o n e s  d e c im a le s  c r e c i e n t e s  de l a s  mismas. Los t u b o s  

sem brados  se  in c u b a ro n  a 2 8 °C d u r a n te  3 -5  d i a s ,  a l  cabo  de l o s  c u a l e s  s e  

a n o tó  e l  número de t u b o s  que p r e s e n t a b a n  c r e c i m i e n t o  en  c a d a  s e r i e ,  

o b t e n i é n d o s e  de e s t a  manera una co m b in ac ió n  de t r e s  núm eros que s e  denomina 

"núm ero s i g n i f i c a t i v o " .  E s te  número s i g n i f i c a t i v o  s e  h i z o  c o r r e s p o n d e r  con 

e l  número más p r o b a b le  de b a c t e r i a s  p o r  m i l i l i t r o  en  l a s  t a b l a s  de McCEADY 

[1473 .
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A p a r t i r  de l o s  t u b o s  NMP p o s i t i v o s  s e  r e a l i z ó  e l  a i s l a m i e n t o  de l a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  c r e c i d a s  en  e l  medio de e n r i q u e c i m i e n t o  s e l e c t i v o ,  

m e d ia n te  s ie m b ra  p o r  e s t r í a  en p l a c a  de MES.

2 . 1 1 . -  SISTEMAS DE CONSERVACION DE LEVADURAS Y BACTERIAS LACTICAS.

Las t é c n i c a s  de c o n s e r v a c ió n  de l e v a d u r a s  y b a c t e r i a s  l á c t i c a s

e m p le ad a s  han s i d o  dos: m a n te n im ie n to  de c u l t i v o s  en m edios  n u t r i t i v o s

a g a r i z a d o s  y r e f r i g e r a d o s  a 4°C, y además l a  l i o f i l i z a c i ó n  de c u l t i v o s  

c r e c i d o s .

Las c e p a s  de l e v a d u r a s  a i s l a d a s  de l a s  p l a c a s  de r e c u e n t o  f u e r o n  

p u r i f i c a d a s  p o r  s ie m b ra  en  e s t r í a  s o b r e  p l a c a s  de MB. Una vez p u r i f i c a d a ,

cada  cepa  se  sembró en  dos  t u b o s  de a g a r  YK i n c l i n a d o ,  y t r a s  d o s  d í a s  de

in c u b a c ió n  a 2S°C s e  a lm a ce n a ro n  en  cám ara  f r í a  a 4°C. Se r e a l i z a r o n  

r e s i e m b r a s  de l a s  mismas cada  t r e s  m eses en  e l  mismo t i p o  de medio. Dado 

que l a s  c i e r t a s  c e p a s  p e r d í a n  v i a b i l i d a d  muy d e p r i s a  y h a b ía  que 

r e s e m b r a r l a s  con t a n t a  f r e c u e n c i a ,  s e  pensó  en  u t i l i z a r  un s i s t e m a  de 

c o n s e r v a c ió n  menos c o s to s o  y más e f i c a z .  P o r  e l l o  s e  r e c u r r i ó  a l a

1 i o f i l i z a c i ó n  de c u l t i v o s  c r e c i d o s  en MB s ó l i d o  i n c l i n a d o  d u r a n t e  24-48  

h o r a s .  E s to s  c u l t i v o s  s e  r e c o g i e r o n  con una s o l u c i ó n  de g l u c o s a  a l  7.5% 

e s t é r i l  p a ra  p r o t e g e r  a  l o s  m ic ro o rg a n is m o s  de l o s  e f e c t o s  de l a

c o n g e la c ió n ,  o b t e n i é n d o s e  una s u s p e n s i ó n  muy c o n c e n t r a d a  que s e  c o n g e la b a

en n i t r ó g e n o  l í q u i d o ,  y s e  l i o f i l i z a b a  en  t u b o s  a d e c u a d o s  que 

p o s t e r i o r m e n t e  s e  c e r r a b a n  a l  v a c ío .  Con e s t e  s i s t e m a  s e  e v i t a b a  e l

p rob lem a  de l a  m uerte  de l a s  c e p a s  y e l  c o s t o s o  p r o c e s o  de l a s  r e s i e m b r a s .  

T ra s  l a  1 i o f i  1i z a c i ó n ,  s e  comprobaba l a  v i a b i l i d a d  de l o s  l i ó f i l o s  m ed ian te  

■ r e h id ra ta c ió n  de un c o n t r o l  y s ie m b ra  en  MB.
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P o r  s u  p a r t e ,  l a s  c e p a s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  p u r i f i c a d a s  s o b re  p l a c a s  

de MES f u e r o n  se m b ra d as  p o r  p i c a d u r a  en  t u b o s  con  medio MES s e m i s ó l i d o ,  ya  

que e l  c a r á c t e r  de e s t e  medio f a v o r e c e  l a  c o n s e r v a c ió n  de l o s  

m ic ro o rg a n ism o s  m i c r o a e r ó f i l o s  como l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  L as  r e s i e m b r a s  

de e s t o s  m ic ro o rg a n is m o s  d e b ía n  h a c e r s e  a l  c ab o  de 1 Ó 2 m eses.

Las v e n t a j a s  de  l a  l i o f i l i z a c i ó n  como medio de c o n s e r v a c ió n  e r a n  

ta m b ié n  a p l i c a b l e s  a  e s t e  t i p o  de o rg a n ism o s .  En e l  c a so  de l a s  b a c t e r i a s  

l á c t i c a s  l a s  c e p a s  a  l i o f i l i z a r  s e  h a c í a n  c r e c e r  en  un medio l í q u i d a  MES a 

2 8 °C d u r a n t e  1 a  3 d í a s  s e g ú n  l a s  c e p a s .  T r a s  h a b e r s e  c o n s e g u id o  un c u l t i v o  

den so  é s t e  s e  c e n t r i f u g a b a  p a r a  r e c o g e r  l a s  c é l u l a s ;  é s t a s  s e  l a v a b a n  con  

á c id o  g lu tá m ic o  0 .0 6 7  K y s e  v o l v í a  a  c e n t r i f u g a r .  E l s e d im e n to  s e  r e c o g í a  

con una pequeña c a n t i d a d  de á c id o  g lu tá m ic o  a f i n  de c o n s e g u i r  una 

s u s p e n s ió n  c o n c e n t r a d a ,  l a  c u a l  e r a  r e p a r t i d a  en  t u b o s  e s p e c i a l e s  p a r a  l a  

l i o f i l i z a c i ó n .  En e s t e  c a s o  e l  medio p r o t e c t o r  de l a s  c é l u l a s  e r a  e l  á c id o  

g lu tá m ic o .  También en  e s t e  c a so  s e  comprobaba l a  v i a b i l i d a d  de l o s  c u l t i v o s  

s o m e t id o s  a l a  l i o f i l i z a c i ó n .

2 . 1 2 . -  TECUCAS PAEA LA IDEETIFICACIOH DE LEVADUEAS.

En l a  e v o lu c i ó n  de l a  taxonom ía  de l a s  l e v a d u r a s  podemos d i s t i n g u i r  

t r e s  p e r i o d o s ,  c a r a c t e r i z a d o s  po r  e l  e s t a b l e c i m i e n t o  de d i s t i n t o s  c r i t e r i o s  

de c l a s i f i c a c i ó n .  En un p r im e r  p e r io d o  so n  l o s  c a r a c t e r e s  m o r f o ló g ic o s  l o s  

que p r e v a l e c e n  a l a  h o ra  de i d e n t i f i c a r .  E l segundo  p e r io d o  s e  c a r a c t e r i z a  

po r  una  mayor e s t a n d a r i z a c i ó n  de l o s  c r i t e r i o s  s i s t e m á t i c o s ,  p r in c i p a l m e n t e  

m o r f o ló g ic o s ,  que c u lm in a  con  l o s  e s t u d i o s  de LODDEE y KEEGEE-VAJT E IJ  

(1952) s e g u id o s  en  1970 p o r  LODDEE que p u b l i c a  e l  l i b r o  "The Y e a s t s ,  a 

Taxonomic S t u d y " . En e l  t e r c e r  p e r io d o  a l o s  c r i t e r i o s  m o r f o ló g ic o s  y
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f i s i o l ó g i c o s  s e  añ ad en  c r i t e r i o s  m o le c u la r e s ,  que han  v e n id o  a  r e s o l v e r  

r e l a c i o n e s  e n t r e  e s p e c i e s  y g é n e ro s  [1163 .

Cuando i n i c i a m o s  n u e s t r o s  t r a b a j o s  de a i s l a m i e n t o  e i d e n t i f i c a c i ó n  de 

l e v a d u r a s ,  co n táb am o s  con  l o s  t r a b a j e s  de VICKERHAM (1951, 1952) y l o s  más 

a c t u a l e s  de LODDER (1970);  en é s t o s  ú l t i m o s  s e  b a sa b a n  l a  g r a n  m ayor ía  de 

i n v e s t i g a d o r e s  p a r a  r e a l i z a r  taxonom ía  de l e v a d u r a s .

En un p r i n c i p i ó  l a  c l a s i f i c a c i ó n  de n u e s t r a s  c e p a s  s i g u i ó  l o s  

c r i t e r i o s  de e s t e  a u t o r ,  p e ro  dado que en  c u r s o  de l a s  i n v e s t i g a c i o n e s  

a p a r e c i e r o n  dos  n u e v a s  o b r a s ,  "The Y e a s t s ” (BARNETT e t  a l . , 1983 [1 8 3 )  y

” The Y e a s t s ,  a Taxonomic S tu d y M (KREGER-VAN R IJ ,  1984 [ 1 6 5 3 ) ,  l a s

p r i m i t i v a s  p r u e b a s  f u e r o n  a m p l ia d a s  y l a  c l a s i f i c a c i ó n  r e v i s a d a ,  in c lu y e n d o  

n u e s t r a s  c e p a s  en  l a s  e s p e c i e s  d e f i n i d a s  seg ú n  l o s  más r e c i e n t e s  e s t u d i o s  

ta x o n ó m ic o s .

De e s t a  fo rm a , l a  m e to d o lo g ía  que seg u im o s  f i n a l m e n t e  fu e  l a  

s i g u i e n t e :

2 . 1 2 . 1 . -  OBSERVACION DE LAS CARACTERISTICAS DE LA REPRODUCCION VEGETATIVA.

2 . 1 2 . 1 . 1 . -  MODO DE REPRODUCCION VEGETATIVA.

2 . 1 2 . 1 . 2 . -  CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS VEGETATIVAS.

-  Forma y tam año en medio EM [2013 .

-  F o rm ac ión  de p s e u d o m ic e l io  y m i c e l i o  v e r d a d e r o  en  p l a c a  de a g a r  HX

se g ú n  l a  t é c n i c a  de DALMAU [2013 .

-  F o rm ac ión  de e n d o s p o ra s  a s e x u a l e s  en  AEM [2013.

-  F o rm ac ión  de c la m id o s p o r a s  en AEM [2013 .
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-  Form ación  de b a l l i s t o s p o r a s  en  l o s  m ed ias  AEM y HM se g ú n  l a  

t é c n i c a  de KREGER-VAN RIJ [ 1 6 5 ] .

2 . 1 2 . 2 . -  CARACTERISTICAS SEXUALES.

Form ación  y c a r a c t e r í s t i c a s  de a s e a s  y a s c o s p o r a s  s o b r e  l o s  m edios  AG 

y AA [2013 . La o b s e r v a c ió n  de l a  p r e s e n c i a  de a s c o s p o r a s  s e  r e a l i z ó  

m e d ia n te  t i n c i ó n  con v e rd e  de m a la q u i t a  s e g ú n  SCHAEFFER-FULTON [1653 .

2 . 1 2 . 3 . -  CARACTERES FISIOLOGICOS Y BIOQUIMICOS.

Las c a r a c t e r í s t i c a s  f i s i o l ó g i c a s  s i r v e n  p a r a  d e s c r i b i r ,  d i f e r e n c i a r  e 

i d e n t i f i c a r  e s p e c i e s ,  g é n e ro s  y c e p a s .  Las c a r a c t e r í s t i c a s  más ú t i l e s  p a ra  

l a s  i d e n t i f i c a c i o n e s  r u t i n a r i a s  son  a q u é l l a s  que s e  r e f i e r e n  a l a  

u t i l i z a c i ó n  de f u e n t e s  de c a rb o n o  y n i t r ó g e n o ,  r e q u e r i m i e n t o s  de f a c t o r e s  

de c r e c im i e n t o ,  c r e c i m i e n t o  a  e l e v a d a s  t e m p e r a t u r a s  y en  m edios  de e le v a d a  

p r e s i ó n  o s m ó t ic a ,  fo rm a c ió n  de m e t a b o l i t o s  c a r a c t e r í s t i c o s ,  y 

s u s c e p t i b i l i d a d  de l a  l e v a d u r a  a l o s  a n t i b i ó t i c o s .

2 . 1 2 . 3 . 1 . -  UTILIZACION DE COMPUESTOS DE CARBONO.

- Fermentación de carbohidratos.
Se u t i l i z ó  p a r a  e s t e  en say o  e l  medio b a s a l  de VICKERHAM [1653, 

e n s a y á n d o s e  l o s  s i g u i e n t e s  a z ú c a r e s :  g a l a c t o s a ,  g lu c o s a ,  l a c t o s a ,  m a l to s a ,

m e l ib i o s a ,  r a f i n o s a ,  s a c a r a s a  y t r e h a l o s a .  E s to s  c o m pues to s  s e  p r e p a r a r o n  

en s o l u c i ó n  a c u o sa  a l  6 % (p /v )  ( 1 2 % p a ra  l a  r a f i n o s a ) ,  y s e  e s t e r i l i z a r o n  

p o r  f i l t r a c i ó n ;  p o s t e r i o r m e n t e ,  s e  a ñ a d ie r o n  a l  medio b a s a l  e s t é r i l ,  de
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modo que l a  c o n c e n t r a c i ó n  f i n a l  de l o s  a z ú c a r e s  en  e l  medio e r a  d e l  2% (4%

p a r a  l a  r a f i n o s a ) .  E s t o s  t u b o s  s e  i n o c u l a r o n  con  0 .1  mi de una  s u s p e n s ió n

h echa  a p a r t i r  de 4 .5  mi de agua  e s t é r i l  en  un tu b o  de a g a r  de KB c r e c i d o  

con  l e v a d u r a s  d u r a n t e  24 -4 8  h o r a s .

Los t u b o s  s e  in c u b a r o n  d u r a n te  21 d í a s  a  28°C, 7  l a  p ru e b a  de

f e r m e n ta c ió n  s e  d i o  p o r  p o s i t i v a  s i  a  l o  l a r g o  de e s t e  p e r i o d o  s e  o b s e rv a b a  

d e s p r e n d im ie n to  de g a s  en  l a s  cam panas DURHAM y cam bio  de c o l o r  en  l o s  

t u b o s .  Las l e c t u r a s  s e  r e a l i z a r o n  d i a r i a m e n t e  l a  p r im e r a  sem ana, y  lu eg o  

sem ana lm en te .

- Asimilación de carbohidratos.
En e s t e  c a so  s e  empleó como medio b a s a l  e l  YKB, ya que en  e s t o s

e n s a y o s  e s  t o t a l m e n t e  n e c e s a r i o  u s a r  p r o d u c t o s  e s t a n d a r i z a d o s  con  a l t o  

g ra d o  de p u r e z a ,  c a r e n t e s  de to d a  c o n ta m in a c ió n  que p u d i e r a  l l e v a r  a  

r e s u l t a d o s  e r r ó n e o s .  Las s u s t a n c i a s  e n s a y a d a s  en  e s t a  p ru e b a  como p o s i b l e s  

f u e n t e s  de c a rb o n o  f u e r o n :  á c id o  c í t r i c o ,  á c id o  s u c c í n i c o ,  a d o n i t o l ,

a lm id ó n  s o l u b l e ,  a r b u t i n a ,  c e l o b i o s a ,  D - a r a b in o s a ,  D -m a n i to l ,  D - r ib o s a ,  

D - x i lo s a ,  e r i t r i t o l ,  g a l a c t o s a ,  g l i c e r o l ,  g l u c o s a ,  i n o s i t o l ,  L - a r a b in o s a ,  

L -ram nosa , L - s o r b o s a ,  l a c t o s a ,  m a l to s a ,  m e l e c i t o s a ,  m e l ib i o s a ,  r a f i n o s a ,  

s a c a r o s a  y t r e h a l o s a .  E s t o s  p r o d u c to s  s e  p r e p a r a r o n  a l  5% (p /v )  (10% p a ra  

l a  r a f i n o s a )  y e l  medio b a s a l  YITB s e  p r e p a r ó  c o n c e n t r a d o  10 v e c e s ;  t o d o s  

e l l o s  s e  e s t e r i l i z a r o n  p o r  f i l t r a c i ó n .  De e s t a  form a s e  p r e p a r a r o n  t u b o s  

con 5 mi de medio con  c o n c e n t r a c i o n e s  de c a r b o h i d r a t o  f i n a l e s  d e l  0 .5  ó 1% - 

( p / v ) .

La i n o c u l a c i ó n  de e s t a s  p r u e b a s  s e  r e a l i z ó  con 0 .1  mi de un c u l t i v o  

c r e c i d o  en YEB con g lu c o s a  a l  0.1% (p /v )  d i l u i d o  con YITB h a s t a  o b t e n e r  una 

t u r b i d e z  c o r r e s p o n d i e n t e  a l  p u n to  2 de l a  e s c a l a  McFARLAJfD [ 1 1 4 ] .  Los tu b o s  

se  in c u b a ro n  d u r a n t e  28 d í a s  a 2 8 °C, r e a l i z á n d o s e  l a s  l e c t u r a s  d i a r i a m e n te  

l a  p r im e ra  semana y lu eg o  sem analm en te .
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-  Dftsdoblasift&to da la arbutina.

El d e s d o b la m ie n to  de l a  a r b u t i n a  e s  una  p ru e b a  p a r a  e v i d e n c i a r  l a  

a c t i v i d a d  £ - g l u c o s i d a s a  en  l a s  c e p a s  de l e v a d u r a s .  S i  e x i s t e  e s t e  e n z im a , 

l a  a r b u t i n a  s e  h i d r o l i z a  l i b e r a n d o  h i d r o q u in o n a ,  l a  c u a l  p ro d u c e  c o l o r  

n e g ro  a l  co m b in a rse  con l a s  s a l e s  f é r r i c a s  s o l u b l e s  i n c o r p o r a d a s  a l  medio. 

Los t u b o s  de medio AAR i n c l i n a d o  s e  s e m b ra ro n  p o r  e s t r í a ,  y s e  in c u b a ro n  

d u r a n t e  5 d í a s  a 28°C. El d e s d o b la m ie n to  de l a  a r b u t i n a  s e  e v id e n c i é  p o r  l a  

a p a r i c i ó n  de c o l o r  n e g ro  en  e l  medio.

2 . 1 2 . 3 . 2 . -  ASIMILACION DE COMPUESTOS NITROGENADOS.

L as  l e v a d u r a s  so n  c a p a c e s  de u t i l i z a r  d i v e r s a s  f u e n t e s  de n i t r ó g e n o ,  

como p o r  e jem p lo  c a d a v e r in a ,  c r e a t i n a ,  c r e a t i n i n a ,  e t i l a m i n a ,  L - l i s i n a ,  

n i t r a t o  o n i t r i t o .  La c a p a c id a d  o i n c a p a c id a d  de u t i l i z a r  n i t r a t o  como 

f u e n t e  de  n i t r ó g e n o  como c r i t e r i o  tax o n ó m ic o  e s  muy im p o r ta n t e ,  ya que 

muchos g é n e r o s  s e  c a r a c t e r i z a n  p o r  su  i n c a p a c id a d  p a r a  a s i m i l a r l o .  M ie n t r a s  

que l a  a s i m i l a c i ó n  de n i t r a t o  s i r v e  t a n t o  p a r a  d i f e r e n c i a r  g é n e r o s  como 

e s p e c i e s ,  en e l  c a s o  de l a  c a d a v e r in a ,  e t i l a m i n a  y L - l i s i n a  s ó l o  pueden 

d i s c r i m i n a r s e  e s p e c i e s .  P o r  e l l o ,  n o s o t r o s  hemos r e a l i z a d o  l a  p ru e b a  de l a  

a s i m i l a c i ó n  d e l  n i t r a t o  a  t o d a s  l a s  c e p a s ,  m ie n t r a s  que e l  r e s t o  de 

c o m p u e s to s  de n i t r ó g e n o  s ó l o  s e  ha e n say a d o  en  a q u e l l a s  c e p a s  que 

n e c e s i t a b a n  de e s e  r e s u l t a d o  p a r a  l a  a d s c r i p c i ó n  a una e s p e c i e  d e te rm in a d a .

L as  p r u e b a s  de a s i m i l a c i ó n  s e  l l e v a r o n  a cabo  se g ú n  l a  t é c n i c a  de 

o b s e r v a c ió n  d e l  c r e c i m i e n t o  en  medio l í q u i d o  (VICKERHAM C1653), u t i l i z a n d o  

como m edio b a s a l  e l  YCB. Las f u e n t e s  de n i t r ó g e n o  a e n s a y a r  y e l  medio 

b a s a l  YCB se  p r e p a r a r o n  c o n c e n t r a d o s  10 v e c e s ,  y t o d o s  e l l o s  s e  

e s t e r i l i z a r o n  po r  f i l t r a c i ó n .  De e s t a  form a s e  p r e p a r a r o n  t u b o s  con 5 mi de 

medio, a ñ a d ie n d o  0 .5  mi de YCB 10 v e c e s  c o n c e n t r a d o  y 0 .5  mi de l a  f u e n t e
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de n i t r ó g e n o  c o r r e s p o n d i e n t e  10 v e c e s  c o n c e n t r a d a  a  4 mi de agua  e s t é r i l .  

Las c o n c e n t r a c i o n e s  de l a s  s u s t a n c i a s  n i t r o g e n a d a s  en  e l  medio f i n a l  f u e r o n  

(en  g / 1 ) :  c a d a v e r in a  d i h i d r o c l o r h i d r a t o  ( 0 . 6 8 ), e t i l a m i n a  c l o r h i d r a t o

( 0 .6 4 ) ,  KJTOs ( 0 .7 8 ) ,  L - L i s i n a  ( 0 .5 6 ) ,  y MaNO* ( 0 .2 6 ) .

La i n o c u l a c i ó n  de l o s  tu b o s  de a s i m i l a c i ó n  de f u e n t e s  de n i t r ó g e n o  s e  

r e a Ü 2 ó como l o s  de a s i m i l a c i ó n  de f u e n t e s  de c a rb o n o ,  y s e  p r o c e d ió  de 

i g u a l  forma p a r a  l a  l e c t u r a  de r e s u l t a d o s  a l o  l a r g o  de 2 1  d í a s .

2 . 1 2 . 3 . 3 . -  CRECIMIENTO EN MEDIO LIBRE DE VITAMINAS Y OBSERVACION DE 

REQUERIMIENTOS VITAMINICOS.

La u t i l i z a c i ó n  de l a  p ru eb a  de l a  c a p a c id a d  p a r a  c r e c e r  en  un medio 

m in e r a l  c a r e n t e  de v i t a m i n a s  fu e  i n t r o d u c i d a  p o r  VICKERHAN (1951).  La 

d e t e c c i ó n  de e s t a  c a r a c t e r í s t i c a  ha de r e a l i z a r s e  s o b re  un medio m in e r a l  

c o m p le to ,  e s t a n d a r i z a d o  y l i b r e  de v i t a m i n a s ,  como p o r  e je m p lo  e l  VFYB. 

S ob re  e s t e  medio b a s a l  s e  pueden  e n s a y a r  l o s  r e q u e r i m i e n t o s  de v i t a m i n a s  

t a n t o  de forma i n d i v i d u a l  como g l o b a l  i z a d a .  Las v i t a m i n a s  que s e  p ru eb a n  

norm alm ente  son  l a s  s i g u i e n t e s :  á c id o  f ó l i c o ,  á c id o  p -a m in o b e n z o ic o ,

b i o t i n a ,  i n o s i t o l ,  n i a c i n a ,  p a n t o t e n a t o  c á l c i c o ,  p i r i d o x i n a ,  r i b o f l a v i n a  y 

t i a m i n a .

El medio VFYB s e  p r e p a r ó  10 v e c e s  c o n c e n t r a d o  y s e  e s t e r i l i z ó  p o r  

f i l t r a c i ó n ,  p r e p a r á n d o s e  t u b o s  con 5 mi de medio en  e l  c a s o  de que s e  

e m p le a ra  p a ra  l a  p ru e b a  de c r e c i m i e n t o  s i n  v i t a m i n a s .  S i  s e  e n say a b a n  

r e q u e r i m i e n t o s  v i t a m í n i c a s  e s p e c í f i c o s ,  s e  a ñ a d ía  l a  s o l u c i ó n  de v i t a m i n a s  

a  p r o b a r  c o n c e n t r a d a  1 0  v e c e s  y e s t e r i l i z a d a  p o r  f i l t r a c i ó n  p o r  s e p a ra d o .  

Las c a n t i d a d e s  de v i t a m i n a s  en  l a  s o l u c i ó n  c o n c e n t r a d a  e r a n  (en  m g/1): 

á c id o  f ó l i c o  ( 0 . 0 2 ) ,  á c id o  p -a m in o b e n z o ic o  (2 ) ,  b i o t i n a  ( 0 . 2 ) ,  i n o s i t o l  

(100 ) ,  n i a c i n a  (4 ) ,  p a n t o t e n a t o  c á l c i c o  (2 0 ) ,  p i r i d o x i n a  c l o r h i d r a t o  (4 ) ,  

r i b o f l a v i n a  (2 ) ,  y t i a m i n a  c l o r h i d r a t o  (4 ) .
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Los tu b o s  s e  i n o c u l a r o n  de i g u a l  form a que l a s  p r u e b a s  de a s i m i l a c i ó n  

de com pues to s  de c a rb o n o ,  in cu b á n d o se  a 25°C d u r a n t e  7 d í a s .  En a lg u n a s  

o c a s i o n e s  fu e  n e c e s a r i o  e l  p a so  de un a s a  d e l  c u l t i v o  c r e c i d o  en e l  tu b o  a 

o t r o  i g u a l  e s t é r i l  p a r a  c o n f i r m a r  e l  r e s u l t a d o  de l a  p r u e b a .

2 . 1 2 . 3 . 4 . -  CRECIMIENTO EN MEDIO CON ALTAS PRESIONES OSMOTICAS.

Las l e v a d u r a s  a i s l a d a s  a  p a r t i r  de s u s t r a t o s  con a l t o  c o n te n id o  en  

a z ú c a r e s  o en s a l e s  son  r e s i s t e n t e s  g e n e ra lm e n te  a a l t a s  p r e s i o n e s  

o s m ó t ic a s .  M ie n t ra s  que una g ra n  v a r i e d a d  de c e p a s  e s  c a p az  de c r e c e r  con  

c o n c e n t r a c i o n e s  de g lu c o s a  de h a s t a  e l  40% (p /p > ,  p o c a s  lo  h acen  con

c a n t i d a d e s  d e l  50 a l  70%. La c a p a c id a d  de c r e c e r  con  a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  

de a z ú c a r  s e  d e te r m in a  m ed ia n te  l a  o b s e r v a c ió n  d e l  c r e c i m i e n t o  en  medio GL, 

que c o n t i e n e  e l  50% <p/p> de g l u c o s a  C1653. Los t u b o s  i n o c u la d o s  s e

in c u b a ro n  a 28°C d u r a n te  21 d í a s .

2 . 1 2 . 3 ; 5 . -  CRECIMIENTO A DIVERSAS TEMPERATURAS.

La c a p a c id a d  de c r e c e r  a d i f e r e n t e s  t e m p e r a t u r a s  s e  ensayó  en medio MB 

s ó l i d o  en  tu b o  i n c l i n a d o .  E s to s  t u b o s  s e  i n c u b a r o n  a 3 7 °C y 4 5 °C. Se 

p ro b a ro n  o t r a s  t e m p e r a t u r a s  cuando l a  c l a v e  de i d e n t i f i c a c i ó n  de una cep a  

a s í  lo  r e q u e r í a  11653.

El t iem p o  que duró  l a  i n c u b a c ió n  fu e  de 2 a 4 d í a s .  S i  l o s  r e s u l t a d o s  

no e r a n  c l a r o s ,  s e  r e i n o c u l ó  o t r o  tu b o  a p a r t i r  d e l  dudoso , y s e  incubó  en  

l a s  mismas c o n d ic io n e s .  Los r e s u l t a d o s  de e s t e  segundo  tu b o  s e  tom aron  como 

d e f  i n i t i v o s .
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2 . 1 2 . 3 . 6 . -  PRODUCCION DE ACIDO ACETICO A PARTIR DE LA GLUCOSA.

La m ayor ía  de l o s  c u l t i v o s  de l e v a d u r a s  p ro d u ce n  t r a z a s  de á c i d o s .  

Cuando s e  s i n t e t i z a  g r a n  c a n t i d a d  de á c id o  a c é t i c o ,  e s t a  p r o p ie d a d  puede 

e m p le a r s e  como p ru e b a  d i a g n ó s t i c a  c a r a c t e r í s t i c a  d e l  o rg an ism o , s ie m p re  y 

cuando s e  o b s e rv e  b a jo  c o n d ic i o n e s  e s t a n d a r i z a d a s .  E s t a  p ru e b a  s e  l l e v ó  a  

cabo s o b r e  medio GCC.

La p ru e b a  s e  d i o  como p o s i t i v a  en  e l  c a s o  de que e l  CaC03  s e  

d i s o l v i e r a  p o r  a c c ió n  d e l  á c id o  a c é t i c o  p ro d u c id o  p o r  e l  c u l t i v o .

2 . 1 2 . 3 . 7 . -  FORMACION DE COMPUESTOS AMILOIDES EXTRACELULARES.

ASCHNEE e t  al .  (1945) y MAGER y ASCHNER (1947) e n c o n t r a r o n  que a lg u n a s  

l e v a d u r a s ,  b a jo  c o n d ic i o n e s  de c r e c i m i e n t o  a d e c u a d a s ,  e r a n  c a p a c e s  de 

fo rm a r  p o l i s a c á r i d o s  e x t r a c e l u l a r e s ,  que daban  c o l o r  a z u l  o v e rd e a z u la d o  a l  

p o n e r l o s  en  c o n t a c t o  con  una s o l u c i ó n  de io d u ro  C1653.

La r e a l i z a c i ó n  de e s t a  p ru e b a  s e  ' l l e v ó  a  cabo  en e l  medio YNB de 

a s i m i l a c i ó n  de l a  g l u c o s a .  T ra s  l o s  28 d í a s  de i n c u b a c ió n ,  s e  a ñ a d ió  una 

g o ta  de s o l u c i ó n  de lu g o l  a l o s  t u b o s  (KI 2 g, l z  1 g, H20 300 m i) .  Se 

c o n s id e r ó  l a  p ru e b a  p o s i t i v a  cuando a p a r e c í a  un c o l o r  a z u l .

2 . 1 2 . 3 . 8 . -  RESISTENCIA A LA CICLOHEXIMIDA.

VHIFFEN en  1948 fu e  e l  p r im e ro  en  in fo r m a r  que l a s  l e v a d u r a s  d i f e r í a n  

en  su  s e n s i b i l i d a d  h a c i a  l a  c i c l o h e x i m id a  [1653 . Sus r e s u l t a d o s  i n d i c a r o n  

que l a s  l e v a d u r a s  s e  pueden  d i v i d i r  en  t r e s  c a t e g o r í a s  s e g ú n  s u  

s e n s i b i l i d a d  a e s t e  a n t i b i ó t i c o :  l a s  e s p e c i e s  muy s e n s i b l e s  so n  i n h i b i d a s

po r  1 pg /m l;  e s p e c i e s  m oderadam ente s e n s i b l e s  so n  i n h i b i d a s  con  25 pg /m l;  y 

e s p e c i e s  t o l e r a n t e s  no i n h i b i d a s  p o r  c o n c e n t r a c i o n e s  de h a s t a  1 0 0 0  pg /m l.
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Debido s i n  embargo a  que l a s  c e p a s  pueden  a d a p t a r s e  a  c o n c e n t r a c i o n e s  b a j a s  

de c i c l o h e x i m i d a ,  s e  e n s a y a n  d o s  c o n c e n t r a c i o n e s :  100 y 1000 pg /m l [1 6 5 ] .

La r e s i s t e n c i a  a l a  c i c l o h e x i m id a  s e  d e te rm in ó  p o r  c r e c i m i e n t o  en  

medio YEB + g l u c o s a  (10 g / 1 )  + c i c lo h e x im id a  (100 ó 1000 p g /m l ,  d i l u i d a  en 

a c e t o n a ) .  E s t e  medio s e  p r e p a r ó  10 v e c e s  c o n c e n t r a d o  y s e  e s t e r i l i z ó  p o r  

f i l t r a c i ó n ,  s i e n d o  e l  volumen f i n a l  en  e l  e n s a y o  de 5 mi.

Los t u b o s  s e  s e m b ra ro n  como s e  i n d i c a  en  e l  A p a r ta d o  2 . 1 2 . 3 . 1  de e s t e  

C a p í t u l o  p a r a  l a  a s i m i l a c i ó n  de c o m pues to s  de c a rb o n o ,  y s e  i n c u b a r o n  a 

2S°C d u r a n t e  21 d í a s  y en a g i t a c i ó n .

2 . 1 3 . -  TECUCAS PARA LA IDEHTIFICACIOE DE BACTERIAS LACTICAS.

El t é r m in o  " b a c t e r i a s  d e l  . á c id o  l á c t i c o "  d e s c r i b e  un c o n ju n to  de 

o rg a n is m o s  que s o n  c o n o c id o s  p r in c i p a l m e n t e  p o r  su  c a p a c i d a d  de fo rm a r  

á c id o  l á c t i c o  a p a r t i r  de una f u e n t e  de c a rb o n o  f e r m e n t a b l e .  Al i n i c i o  d e l  

s i g l o  XX s e  o b se rv ó  que e s t e  g rupo  de b a c t e r i a s  no ocupaban  h á b i t a t s  

r e s t r i n g i d o s ,  y que p r e s e n t a b a n  c a r a c t e r í s t i c a s  m o r f o ló g i c a s  y f i s i o l ó g i c a s  

muy d i v e r s a s .  A f i n  de d e l i m i t a r  e s t a s  b a c t e r i a s  d e n t r o  de una e s t r u c t u r a  

u n i f i c a d a ,  ORLA-JEESEE (1919) p ro p u so  unos  c r i t e T i o s  p a r a  l a  d e m a rca c ió n  

d e l  g ru p o  [ 3 2 3 ] ,

Los c r i t e r i o s  u s a d o s  p o r  ORLA-JEESEE p a r a  d i f e r e n c i a r  taxonóm icam en te  * 

a l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  f u e r o n :

a )  M o r f o ló g ic o s :  b a c i l o s  o c o c o s  Gram (+) que no form an e s p o r a s ,  y no

p r e s e n t a n  m o v i l id a d  e x c e p to  d e te r m in a d o s  c a s o s .

b) F i s i o l ó g i c o s :  p r e s e n t a n  un m etab o lism o  f e r m e n t a t i v o ,  que da como

p r o d u c to  f i n a l  p r in c i p a l m e n t e  á c id o  l á c t i c o ;  son  c a t a l a s a  ( - ) ,  

m i c r o a e r ó f i  l a s  o a n a e r o b ia s ;  p r e s e n t a n  r e q u e r i m i e n t o s  n u t r i c i o n a l e s ,
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son  q u i m i o o r g a n o t r o f a s  y m e s ó f i l a s .

Aunque l a  d e s c r i p c i ó n  m o r f o ló g ic a  y f i s i o l ó g i c a  d e l  g ru p o ,  t a l  como l a  

e s t a b l e c i ó  ORLA-JEHSEIT, no s e  ha a l t e r a d o  s i g n i f i c a t i v a m e n t e ,  s e  han  

r e a l i z a d o  r e v i s i o n e s  e x t e n s a s  d e n t r o  de l a s  d i v i s i o n e s  g e n é r i c a s .  Así^ de 

l o s  6  g é n e ro s  i n i c i a l m e n t e  e s t a b l e c i d o s  ( B e ta b a c te r iu w , S t r e p to b a c te r iu m , 

Therm obacterium , B e ta c o c c u s , S t r e p t o c o c c u s  y T e t r a c o c c u s ) , s ó l o  e l  g é n e ro  

S t r e p t o c o c c v s  p e r d u r a  en  e l  a c t u a l  esquema de c l a s i f i c a c i ó n  [473 ; e l  r e s t o  

ha s i d o  i n c l u i d o  en  l o s  g é n e ro s  L e u c o n o s to c , P e d lo c o c c u s  y L a c t o b a c i l l u s .

Los a v a n c e s  en  m e to d o lo g ía s  y l a s  m odernas  f i l o s o f í a s  s o b r e  

c l a s i f i c a c i ó n  h acen  que l a  tax o n o m ía  s e  h a l l e  en  f a s e  de c o n s t a n t e  

r e v i s i ó n .  Así en l a  s é p t im a  e d i c i ó n  d e l  " B e r g e y 's  Manual o f  D e te r m in a t iv e  

B a c t e r io l o g y "  CBEEED e t  a l .  [ 4 6 ] )  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  e s t a b a n  i n c l u i d a s  

en una s o l a  f a m i l i a ;  s i n  embargo, en l a  o c ta v a  e d i c i ó n  (BUCHAMAM y GIBBONS 

C473) s e  d i s t r i b u y e r o n  en dos  f a m i l i a s .  En l a  s é p t im a  e d i c i ó n  l a

c l a s i f i c a c i ó n  s e  b a sa b a  p r in c i p a l m e n t e  en  l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  b io q u ím ic a s ,  

m i e n t r a s ,  que en l a  o c ta v a  l a s  m o r f o ló g i c a s  t e n í a n  c a r á c t e r  p r e f e r e n t e ,  

c re á n d o s e  dos  f a m i l i a s  d i s t i n t a s  en r a z ó n  de l a s  mismas: S t r e p to c o c c a c e a e  y 

L a c t o b a c i l l a c e a e ,  La novena e d i c i ó n  d e l  " B e r g e y 's  Manual o f  S y s te m a t ic  

B a c te r  io lo g y "  (SEEATH e t  a l .  [3163) m a n t ie n e  como b á s i c a s  l a s  

c a r a c t e r í s t i c a s  m o r f o ló g i c a s ,  f i s i o l ó g i c a s  y b io q u ím ic a s  ya u t i l i z a d a s  en 

l a  e d i c i ó n  a n t e r i o r ,  p e ro  in c lu y e n d o  c r i t e r i o s  más m odernos a f i n  de 

e s t a b l e c e r  r e l a c i o n e s  d e n t r o  d e l  g rupo  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  E s to s  

c r i t e r i o s  son  e l  a n á l i s i s  d e l  rREA 16S, hom olog ía  DITA-DEA, a n á l i s i s  de 

com ponentes  de l a  p a re d  c e l u l a r ,  y m o v i l id a d  e l e c t r o f o r é t i c a  de l a s  

d e s h id r o g e n a s e s  d e l  á c id o  l á c t i c o  [316 , 1603. A fo r tu n a d a m e n te  l a  m ayo ría  de

e s p e c i e s  de i n t e r é s  i n d u s t r i a l  s e  e n c u e n t r a  b i e n  d e f i n i d a  y s u

c l a s i f i c a c i ó n  no r e q u i e r e  e l  uso  de t é c n i c a s  t a n  c o m p le ja s ,  p o r  l o  que l o s

a u t o r e s  que t r a b a j a n  a n i v e l e s  de i d e n t i f i c a c i ó n  r u t i n a r i a . o p ta n  p o r  l a  

r e a l i z a c i ó n  de p r u e b a s  b io q u ím ic a s  y m o r f o ló g i c a s  [1 6 0 , 307, 3233.
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La c l a s i f i c a c i é n  de l a s  c e p a s  a i s l a d a s  p o r  n o s o t r o s  d u r a n t e  l a s  

campañas 1982-83, 1983-84 y 1984-85 s e  ha r e a l i z a d o  s ig u i e n d o  l o s  c r i t e r i o s  

d e l  " B e rg e y ’ s  Manual o f  D e te r m in a t iv e  B a c t e r io l o g y "  C473 y de SHARPE [ 3 0 7 ] .  

Ya que en  1986 a p a r e c ió  l a  o b ra  de r e v i s i ó n  tax o n ó m ic a  " B e r g e y ' s  Manual o f  

S y s te m a t ic  B a c t e r io l o g y "  [ 3 1 6 ] ,  t a n t o  l a s  c e p a s  ya  i n c l u i d a s  e n  e s p e c i e s  

como l a s  que no s e  l o g r a r o n  e n c u a d r a r  en  n in g u n a ,  s e  com pararon  con l a s  

e s p e c i e s  d e s c r i t a s  en  e s t e  Manual, a  f i n  de a c t u a l i z a r  su  c l a s i c a c i ó n .  Dado 

p o r  o t r o  la d o  que n u e s t r a s  c e p a s  p r o v e n ía n  de a m b ie n te s  muy c o n c r e t o s  como 

son  m ostos  y v in o s ,  hemos co m p le tad o  l a  c a r a c t e r i z a c i ó n  de l a s  mismas 

a ñ a d ie n d o  a q u e l l a s  p r u e b a s  u t i l i z a d a s  p o r  o t r o s  a u t o r e s  que han a i s l a d o  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  a p a r t i r  de l a s  mismas f u e n t e s .  E s t a s  p r u e b a s  son:

a) Cambios p r o d u c id o s  en l a  l e c h e  t o r n a s o l a d a  y en le c h e  t o r n a s o l a d a -

g l u c o s a - e x t r a c t o  de l e v a d u r a ,  u t i l i z a d a  p o r  GARVIE [133] en l a  

c a r a c t e r i z a c i ó n  de L eu co n o s to c  y p o r  CHALFAR e t  a l .  [79] en l a  de 

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  en  g e n e r a l .

b) C re c im ie n to  de l a s  c e p a s  a pHs b a j o s ,  t a l  y como p o s t u l a n  GARVIE [ 1 3 3 ] ,

CHALFAR e t  a l .  [ 7 9 ] ,  MARET y SOZZI [ 2 1 1 ] ,  SHARPE [307] y DELFIRI [ 9 9 ] .

c) D eg rad ac ió n  de á c i d o s  o r g á n i c o s  p r e s e n t e s  en  m ostos  y v i n o s ,  de g r a n

im p o r ta n c ia  p a ra  l o s  i n v e s t i g a d o r e s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  de l a  

i n d u s t r i a  e n o ló g ic a  según  BARRE [ 1 9 ] ,  PEYRAUD y DOMERCQ [ 2 4 6 ] ,  PEYRAUD 

y SAPIS-DOMERCQ [ 2 4 8 ] ,  GARVIE [ 1 3 3 ] ,  PILOME y KÜEKEE [ 2 5 3 ] ,  CHALFAR e t  

a l .  [793 , BEELMAR e t  a l .  [273 y SHARPE [3073 .

d) C r e c im ie n to  a d i f e r e n t e s  t e m p e r a t u r a s ,  s e g ú n  rec o m ie n d a n  BARRE [ 19] ,

CHALFAR e t  a l .  [79] y SHARPE [3 0 7 ] .

e)  P ro d u c c ió n  de m a n i to l  a  p a r t i r  de f r u c t o s a ,  o b s e rv a d a  p o r  CHALFAR e t  a l .

[793 y PILOME y KUNKEE [2533 .

Las c e p a s  a i s l a d a s  en  n u e s t r o s  t r a b a j o s  f u e r o n  a d s c r i t a s  a  l a  f a m i l i a  

de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  s i  c u m p lían  l o s  s i g u i e n t e s  r e q u i s i t o s :  b a c i l o s  o 

co co s  Gram (+), c a t a l a s a  <->, no e s p o r u l a d a s ,  e in m ó v i le s  [47 , 3233.
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P o s t e r i o r m e n te ,  s e  pasó  a l a  d i f e r e n c i a c i ó n  p r im e ro  en  g é n e ro  y lu e g o  

en  e s p e c i e ,  según  l o s  c r i t e r i o s  que s e  s e ñ a l a n  a  c o n t i n u a c i ó n .

2 . 1 3 . 1 . -  DIFERENCIACION EN GENEROS DE LAS CEPAS DE BACTERIAS LACTICAS.

2 . 1 3 . 1 . 1 . -  MORFOLOGIA MICROSCOPICA Y COLONIAL.

Ya que l a  s e p a r a c i ó n  en  f a m i l i a s  S t r e p to c o c c a c e a e  y L a c t o b a c l l l a c e a e  

s e  ba sa  en  l a  form a de l a s  c é l u l a s ,  l a  c a r a c t e r i z a c i ó n  m ic r o s c ó p ic a  t i e n e  

un v a l o r  in d u d a b le .  N o s o t ro s  observam os c é l u l a s  c r e c i d a s  en  medio MRS

d u r a n te  3 d í a s ,  cuando l o s  c u l t i v o s  e r a n  j ó v e n e s ,  y a l  cabo  de una  semana,

p a ra  v e r i f i c a r  s i  s e  p r o d u c ía n  a l t e r a c i o n e s  de l a  form a con  e l

e n v e je c im ie n t o  d e l  c u l t i v o .  La o b s e r v a c ió n  s e  r e a l i z ó  con un m ic r o s c o p io  de 

c o n t r a s t e  de f a s e s  Z e i s s  I I I ,  a n a l i z a n d o  l a  form a, d i s p o s i c i ó n  de l a s  

c é l u l a s  y t i p o  de d i v i s i ó n  c e l u l a r .

La m o r f o lo g ía  c o l o n i a l ,  t a n t o  en e s t a d i o s  j ó v e n e s  como en  m aduros, s e  

obse rv ó  d i r e c t a m e n t e  en l a s  p l a c a s  de a g a r  MES m ed ia n te  l a  u t i l i z a c i ó n  de 

una lu p a  b i n o c u l a r  Z e i s s .

2 . 1 3 . 1 . 2 . -  CARACTER HOMO 0 HETEROFERMENTATIVO.

El c a r á c t e r  homo o h e t e r o f e r m e n t a t i t f o  de l a s  c e p a s  de l a s  b a c t e r i a s  

l á c t i c a s  hace  r e f e r e n c i a  a  l o s  p r o d u c to s  f i n a l e s  de l a  f e r m e n t a c i ó n  de l a  

g lu c o s a ,  y e s t a b l e c e  d i f e r e n c i a s  e n t r e  g r a n d e s  g ru p o s  d e n t r o  de

L a c t o b a c l l l a c e a e  y S t r e p to c o c c a c e a e  [2961 . Las c e p a s  h o m o fe r m e n ta t iv a s  

c o n v i e r t e n  l a  g lu c o s a  en  á c id o  l á c t i c o  con un r e n d i m ie n to  d e l  85% o 

s u p e r i o r  [3231. E s ta  c o n v e r s ió n  l a  l l e v a n  a cabo  m ed ia n te  g l u c o l i s i s  ( v ía  

EKBDEN-MEYERHOF) y p o s t e r i o r  r e d u c c ió n  m e d ia n te  l á c t i c o  d e s h id r o g e n a s a s .
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Las c e p a s  h e t e r o f e r m e n t a t i v a s  f e rm e n ta n  l a  g lu c o s a  p o r  l a  v í a  de l a s  

p e n t o s a s  m o n o fo s fa to ,  dando como p r o d u c t o s  f i n a l e s  á c id o  l á c t i c o ,  C02  y 

e t a n o l  en  c a n t i d a d e s  e q u im o la r e s  [943 .

Las c e p a s  h o m o fe r m e n ta t iv a s  s e  s e p a r a n  de l a s  h e t e r o f e r m e n t a t i v a s  

o b s e rv a n d o  l a  p r o d u c c ió n  de g a s  a  p a r t i r  de l a  g lu c o s a ,  seg-fin e l  método de 

GIBS01Í y ABD-EL-MALEK en  medio HFM [9 3 .  E s t e  medio s e m i s ó l i d o  c u b i e r t o  con 

un t a p ó n  de a g a r  a l  2 % no s  m u e s t ra  l a  p r o d u c c ió n  de g a s  p o r  d e s p la z a m ie n to  

d e l  a g a r  o l a  p r o d u c c ió n  de b u r b u ja s  en  e l  m edio . Los t u b o s  s e  i n o c u l a r o n  a

p a r t i r  de un c u l t i v o  jo v e n  c r e c i d a  en  MRS o MLO a l  1% de l a  s i g u i e n t e

form a: l a s  c é l u l a s  o b t e n i d a s  d e l  c u l t i v o  c r e c i d o  s e  l a v a r o n  con  s u e r o  

f i s i o l ó g i c o  y s e  i n o c u l a r o n  en e l  medio fu n d id o  a  45°C; t r a s  l a

ho m ogen izac ión  y e n f r i a m i e n t o  d e l  medio s e  d e p o s i t ó  e l  a g a r  a l  2 % fu n d id o  

s o b re  l a  s u p e r f i c i e .  Los t u b o s  s e  i n c u b a r o n  a 28°C y s e  o b se rv ó  l a

p r o d u c c ió n  de g a s  d i a r i a m e n t e ,  h a s t a  un t o t a l  de 1 0  d í a s ;  en  a lg u n o s  c a s o s  

du d o so s  o de b a j a  p r o d u c c ió n  de g a s ,  s e  d e ja b a  o t r o s  1 0  d í a s  p a ra  com probar 

l o s  r e s u l t a d o s .

P a ra  o b s e r v a r  e s t e  c a r á c t e r  s e  empleó t a m b ié n  e l  medio de f e r m e n ta c ió n  

KRSF. Los tu b o s  s e  i n o c u l a r o n  p o r  d u p l i c a d o  a l  1% a  p a r t i r  de un 

p r e c u l t i v o ,  c r e c i d o  en  MRS o MLO s e g t n  l o s  c a s o s ,  h a s t a  e l  f i n a l  de l a  f a s e  

e x p o n e n c ia l .  Se i n c u b a r o n  a 28°C d u r a n t e  14 d í a s ,  o b s e rv á n d o s e  d i a r i a m e n te  

l a  p o s i b l e  p r e s e n c i a  de g a s  en l a s  campanas.

P a ra  com probar l a  v a l i d e z  de l o s  r e s u l t a d o s  de e s t a s  p r u e b a s ,  é s t a s  s e  

r e a l i z a r o n  tam b ié n  con l a s  c e p a s  de c o l e c c i ó n  r e l a c i o n a d a s  en  e l  A par tado  

2 .6  de e s t e  C a p í tu lo .
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2 . 1 3 . 2 . -  CONFIRKACIOH- DE LA DIFERENCIACION EN GENEROS.

Dado q-ue l a s  o b s e r v a c io n e s  m ic r o s c ó p i c a s  no so n  s ie m p re  c l a r a s  en  l a  

d i s t i n c i ó n  de fo rm a s  b a c i l a r e s  o c o c o id e s ,  y que e l  d e s p r e n d im ie n to  de COz  

a p a r t i r  de l a  g lu c o s a  puede p a s a r  d e s a p e r c i b i d o  en  c e p a s  poco a c t i v a s ,  s e  

p r e s e n t a n  a c o n t i n u a c i ó n  una s e r i e  de p r u e b a s  que pueden  s e r v i r  p a r a  

c o n f i r m a r  l o s  r e s u l t a d o s  o b s e rv a d o s  a n t e r i o r m e n t e .

2 . 1 3 . 2 . 1 . -  NATURALEZA DEL ISOMERO DEL ACIDO LACTICO PRODUCIDO A PARTIR DE 

LA GLUCOSA.

E s t a  p ru eb a  nos  ayuda a d i s t i n g u i r  e n t r e  c o c o s  y b a c i l o s

h e t e r o f e r m e n t a d o r e s ,  ya que l o s  p r im e r o s  p ro d u ce n  e x c lu s iv a m a n te  D<-) 

l á c t i c o ,  m ie n t r a s  que l o s  seg u n d o s  p ro d u ce n  l a  m ezc la  r a c é m ic a  D L - l á c t i c o

r o i L J .

Se i n v e s t i g a r o n  l o s  isó m e ro s  ó p t i c o s  d e l  á c id o  l á c t i c o  p ro d u c id o  a 

p a r t i r  de g lu c o s a  p o r  d i f e r e n t e s  c e p a s ,  m e d ia n te  l a  c u a n t i f i c a c i ó n  de l a s  

fo rm as  L(+) y D (-)  l á c t i c o .  P a ra  e l l o  l a s  c e p a s  f u e r o n  c r e c i d a s  d u r a n t e  14 

d í a s  a 28°C en medio BB. E s te  medio e s  i d é n t i c o  a l  medio BB d e s c r i t o  p o r  

PILONE y KUNKEE C2533, e x c e p to  que en  lu g a r  de e x t r a c t o  de h íg a d o  c o n t i e n e  

0 .5  g /1  de c l o r h i d r a t o  de c i s t e í n a  como a g e n te  r e d u c t o r .  E l e n say o  se  

r e a l i z ó  en p r e s e n c i a  (0 .2  g /1 )  o a u s e n c i a  de g l u c o s a  en  e l  medio BB, y l o s  

t u b o s  s e  in o c u la r o n  de l a  form a que s e  d e s c r i b e  en  e l  A p a r ta d o  2 . 1 3 . 1 . 2  de 

e s t e  C a p í tu l o .  T ra s  l a  i n c u b a c ió n  s e  c e n t r i f u g a r o n  l o s  c u l t i v o s ,  s e  

e l i m i n a r o n  l a s  c é l u l a s  y s e  u t i l i z ó  e l  s o b r e n a d a n te  p a r a  r e a l i z a r  l a s  

c u a n t i f i c a c i o n e s  de i só m e ro s .  Las d e t e r m i n a c i o n e s  de á c id o  l á c t i c o  t o t a l  s e  

r e a l i z a r o n  s ig u i e n d o  e l  método c o l o r i m é t r i c o  de PILONE y KUNKEE [2523 , y e l  

i só m ero  L ( + ) - l á c t i c o  m ed ia n te  e l  s i s t e m a  e n z im á t i c o  de B o e h r in g e r  [383 

b asad o  en NOLL [2273. E l á c id o  D ( - ) - l á c t i c o  s e  e s t im ó  p o r  d i f e r e n c i a  e n t r e
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e l  l á c t i c o  t o t a l  y e l  L ( + ) - l á c t i c o ,  y p a r a  d i s t i n g u i r  l a s  c a n t i d a d e s  de 

e s t o s  c o m pues to s  que e r a n  d e b id a s  a  l a  g l u c o s a  o a o t r a s  f u e n t e s  s e  

e m p le a ro n  l o s  e x t r a c t o s  de m edios con o s i n  g l u c o s a .

2 . 1 3 . 2 . 2 . -  PRODUCCION DE MANITOL A PARTIR DE FRUCTOSA.

E s ta  p ru e b a  ha s i d o  de g ra n  v a l o r  p a r a  l a  d i f e r e n c i a c i ó n  e n t r e

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  homo y h e t e r o f e r m e n t a t i v a s ,  ya que s ó l o  l a s  

h e t e r o l á c t i c a s  p ro d u cen  m a n i to l  a p a r t i r  de l a  f r u c t o s a  C47, 79, 120, 166,

1673 .

La p ro d u c c ió n  de m a n i to l  s e  ensayó  s i g u i e n d o  e l  p r o t o c o l o  e s t a b l e c i d o  

po r  CHALFAN e t  a l .  en 1975 [803 . Las c e p a s  s e  h i c i e r a n  c r e c e r  en e l  medio 

PK d u r a n t e  14 d í a s  a 28°C. La i n o c u l a c i ó n  de l o s  t u b o s  se  r e a l i z ó  a l  17, a 

p a r t i r  de un c u l t i v o  c r e c i d o  en MRS o MLO, c u y a s  c é l u l a s  f u e r o n  

c e n t r i f u g a d a s  y l a v a d a s  con s u e r o  f i s i o l ó g i c o .  L as  m u e s t r a s  s e  t r a t a r o n  con  

HC1 c o n c e n t r a d o  a f i n  de e l i m i n a r  l a  f r u c t o s a ,  m i e n t r a s  que e l  m a n i to l  no

se  v e í a  a f e c t a d o  p o r  e s t e  t r a t a m i e n t o  C803. La d e t e c c i ó n  de l a  p r e s e n c i a  de

m a n i to l  en  e l  medio de c u l t i v o  s e  r e a l i z ó  m e d ia n te  c r o m a t o g r a f í a  en  c a p a  

f i n a  [803 . Dado que e l  r e v e l a d o r  u t i l i z a d o  p o r  CHALFAN e t  a l .  [803

p r e s e n t a b a  como componente l a  b e n z id in a  y é s t a  no s e  c o m e r c i a l i z a  

a c tu a lm e n te  p o r  s e r  c a n c e r íg e n a ,  s e  p r o b a ro n  do s  s o l u c i o n e s  r e v e l a d o r a s  de 

a z ú c a r e s  y p o l i a l c o h o l e s  como a l t e r n a t i v a s  a l  de CHALFAI e t  a l .  La p r im e ra  

s o l u c i ó n  s e  p re p a r ó  d i s o l v i e n d o  0 .5  g de p e rm an g an a to  p o t á s i c o  en  100 mi de 

NaOH 1N [2793 .

Una vez d e s a r r o l l a d a  l a  c r o m a to g r a f í a  y s e c a ,  s e  p u l v e r i z ó  con e s t a  

s o l u c i ó n  y s e  c a l e n t ó  l a  p l a c a  a 100°C d u r a n t e  10-20  m in u to s .

La segunda  s o l u c i ó n  r e v e l a d o r a  e s t a b a  com pues ta  p o r  AgN03  [2793 . E s ta  

s o l u c i ó n  com prend ía  dos  m e z c la s  que s e  p r e p a r a r o n  de- l a  s i g u i e n t e  m anera:
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a) Solución de pulverización I .  Se a ñ a d ió  1 mi de s o l u c i ó n  a c u o s a  s a t u r a d a  

de AgN03  a  200 mi de a c e to n a ,  y s e  a d i c i o n a r o n  5 -1 0  mi de a g u a ,  h a s t a

que s e  d i s o l v i ó  e l  p r e c i p i t a d o  form ado.

b> Solución de pulverización II. Se d i s o l v i e r o n  20 g de NaOH en  l a  menor 

c a n t i d a d  p o s i b l e  de agua , y s e  e n ra s ó  con  m etano l  a  un volumen f i n a l  

de 1 0 0 0  mi.

2 . 1 3 . 2 . 3 . -  PRUEBA DE LA DESAMINACION DE LA ARGININA.

Como l a  o b s e r v a c ió n  m ic r o s c ó p ic a  no e s  c o n c lu y e n te  p a r a  d i s t i n g u i r  

e n t r e  c o c o s  homo y b a c i l o s  h e t e r o f e r m e n t a t i v o s ,  s e  hace  n e c e s a r i a  l a

r e a l i z a c i ó n  de o t r o  t i p o  de e n s a y o s  p a r a  t a l  f i n ,  como l a  p ru e b a  de l a  

d e s a m in a c ió n  de l a  a r g i n i n a .  Se c o n s i d e r a  que e s t a  p ru e b a  ayuda a l a

d i f e r e n c i a c i ó n  e n t r e  b a c t e r i a s  homo y h e t e r o f e r m e n t a t i v a s ,  d e b id o  a que e l  

85% de l a s  c e p a s  c a p a c e s  de d e s a m in a r  l a  a r g i n i n a  son  h e t e r o l á c t i c a s .  E s te  

e n sa y o  p u e s  p o r  s í  s ó l o  no puede c o n d u c i r n o s  a  una c l a s i f i c a c i ó n  s e g u r a

[2823 ; s i n  embargo n o s o t r o s  l a  u t i l i z a m o s  a f i n  de o b t e n e r  l a

c a r a c t e r i z a c i ó n  f i s i o l ó g i c a  más c o m p le ta  de n u e s t r a s  c e p a s ,  y de e s t a  form a 

a s e g u r a r  una c o r r e c t a  c l a s i f i c a c i ó n  [7 9 ,  9 9 , . 2 1 1 ,  3073.

La p ro d u c c ió n  de amoniQ a p a r t i r  de l a  a r g i n i n a  s e  d e te rm in ó  usando  e l  

medio KRS a pH 4 .8  con  o s i n  a d i c i ó n  de L - a r g i n i n a  a una c o n c e n t r a c i ó n  

f i n a l  de 0.3% (p /v )  [9 3 3 . Los tu b o s  s e  i n o c u l a r a n  a l  1% con c é l u l a s  l a v a d a s  

y s e  in c u b a ro n  a 28°C d u r a n te  5 d í a s ,  t r a s  l o s  c u a l e s  l a  p r e s e n c i a  de

amonio s e  d e t e c tó  p o r  l a  a p a r i c i ó n  de c o l o r  r o j o  t r a s  l a  a d i c i ó n  d e l

r e a c t i v o  de NESSLER [1473 .



141

2 . 1 3 . 3 . -  PRUEBAS PARA LA IUCLUSIDI DE LAS CEPAS EXT ESPECIES.

En b a s e  a l a  m o r f o lo g ía  y a l  c a r á c t e r  homo o h e t e r o f e r m e n t a t i v o  de l a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  s e  e s t a b l e c e n  c u a t r o  g r a n d e s  g ru p o s  de m ic ro o rg a n ism o s :  

c o c o s  h e t e r o f e r m e n t a t 1 v o s ,  c o c o s  h o m o fe rm e n ta t iv o s ,  b a c i l o s  

h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  y b a c i l o s  h o m o fe rm e n ta t iv o s .  Los d o s  p r im e r o s  g ru p o s  s e  

i n c l u y e n  d e n t r o  dé l a  f a m i l i a  S t r e p t o c o c c a c e a e , y l o s  d o s  ú l t i m o s  en  l a  

f a m i l i a  L a c t o b a c l l l a c e a e .  D e n tro  de S t r e p to c o c c a c e a e  e l  c a r á c t e r  homo o 

h e t e r o f e r m e n t a t i v o ,  l a  n a t u r a l e z a  d e l  á c id o  l á c t i c o  p ro d u c id o  a  p a r t i r  de 

l a  g l u c o s a ,  y l o s  p l a n o s  de d i v i s i ó n  de l a s  c é l u l a s  no s  l l e v a n  a  l a  

i n c l u s i ó n  de l a s  c e p a s  en g é n e ro s  d i s t i n t o s .  En e l  c a s o  de L a c t o b a c l l l a c e a e  

s ó l o  s e  r e c o n o c e  e l  g é n e ro  L a c t o b a c l l l v s .  D e n t ro  de l o s  g é n e ro s  l a s  

e s p e c i e s  s e  d i f e r e n c i a n  p o r  medio de p r u e b a s  b io q u ím ic a s  y f i s i o l ó g i c a s ,  y 

en l a  a c t u a l i d a d  además p o r  c r i t e r i o s  m o le c u la r e s .  A c o n t i n u a c i ó n  

d e s c r i b i r e m o s  l a s  p r u e b a s  más im p o r ta n t e s  p a r a  l a  i n c l u s i ó n  de l a s  c e p a s  a 

n i v e l  de e s p e c i e s .

2 . 1 3 . 3 . 1 . -  CRECIMIENTO A 15*0 Y 45°C.

Como ya e s t a b l e c í a m o s  a l  p r i n c i p i o  d e l  A p a r ta d o  2 .1 3  de e s t e  C a p í tu lo ,  

ORLA-JENSEN h a b ía  u t i l i z a d o  e l  c r e c i m i e n t o  a  e s t a s  t e m p e r a t u r a s  p a ra  

d e s c r i b i r  l o s  g r u p o s  B e ta b a c te r iv m , S t r e p t o b a c t e r i v m  y Thermobacteríum  

d e n t r o  de l o s  b a c i l o s  l á c t i c o s  [3233 . E s t a  d e n o m in a c ió n  no se  u t i l i z a  

a c tu a lm e n te ,  p e ro  s i n  embargo e l  c r i t e r i o  d e l  c r e c i m i e n t o  a 15 y 45°C s í  s e  

ha m a n te n id o  t 19, 79, 307] .

Los e n s a y o s  de t e m p e r a t u r a s  s e  r e a l i z a r o n  en  medio MRS o MLO 

i n o c u la d o s  a l  1% a p a r t i r  de un p r e c u l t i v o  d e l  mismo medio. Los t u b o s  se  

in c u b a ro n  a l a s  t e m p e r a t u r a s  c i t a d a s  d u r a n t e  un p e r io d o  de 14 d í a s ,  

l e y é n d o s e  l o s  r e s u l t a d o s  c a d a  dos.
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2 1 3 . 3 . 2 . -  CRECIMIENTO A DIVERSOS pHs.

La p ru e b a  de c r e c i m i e n t o  a  d i f e r e n t e s  pHs e s  fu n d a m e n ta l  p a r a  l a  

s e p a r a c ió n  en  e s p e c i e s  d e n t r o  de P e d io c o c c u s , y t a m b ié n  im p o r ta n t e  d e n t r o  

del g é n e ro  L eu co n o s to c .

B asándonos  en  l o s  t r a b a j o s  de  GARVIE C1333 s o b re  L e u c o n o s to c  o en os  y 

de SHARPE [3071 y CHALFAN e t  a l .  [791 s o b r e  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  en  g e n e r a l ,  

hemos e s t a b l e c i d o  l o s  s i g u i e n t e s  v a l o r e s  de pH a  e n s a y a r :  3 .7 ,  4 .2 ,  4 .8 ,

5.0 y 5 . 5  C3073. Las p r u e b a s  s e  r e a l i z a r o n  en  medio MRS y en  medio MLO. La 

m c d i f ic a c ió n  d e l  pH de l a s  m edios s e  l l e v ó  a  cabo  con HC1 y NaOH, b i e n  1 ó 

1C M.. Los t u b o s  s e  i n o c u l a r o n  de i g u a l  form a que en e l  c a s o  a n t e r i o r ,  y s e  

i i c u b a ro n  a 2 8 °C d u r a n t e  dos  sem anas.

2 . 1 3 . 3 . 3 . -  ACTIVIDAD DE LOS MICROORGABISMOS SOBRE LA LECHE TORNASOLADA Y 

SOBRE LECHE TORNASOLADA-GLUCOSA-EXTRACTO DE LEVADURA.

HARRIGAN y McCANCE u t i l i z a n  e s t a  p ru e b a  p a ra  l a  s e p a r a c i ó n  de l o s  

géneros  L eu con os toc  y P e d io c o c c u s  de l o s  S t r e p t o c o c c u s  l á c t i c o s ,  ya que l o s  

des p r im e ro s  son  b a s t a n t e  i n a c t i v o s  s o b r e  e s t o s  m edios  [ 1473. Po r  o t r o  

lado, l a  s é p t im a  y o c ta v a  e d i c i o n e s  d e l  " B e rg e y ’ s  Manual o f  D e te r m in a t iv e  

B a c te r io lo g y "  [47 , 316] u t i l i z a n  e s t a  p ru e b a  p a r a  l a  c a r a c t e r i z a c i ó n  de 

d i s t i n t a s  e s p e c i e s  d e n t r o  d e l  g é n e ro  L eu con os toc ,  y CHALFAN e t  a l .  [ 793 l a  

e ip le a  como una p ru e b a  más en  l a  c a r a c t e r i z a c i ó n  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

a i s l a d a s  de v in o s .

E s t a s  p r u e b a s  s e  r e a l i z a r o n  en l o s  m edios  LT y LTGE, l o s  c u a l e s  s e  

i ro c u la r o n  a l  1% con c é l u l a s  l a v a d a s  p r e c u l t i v a d a s  en  MRS o MLO. Se 

incubaron a 28°C d u r a n t e  un p e r i o d o  de 7 a  14 di a s .  Se o b se rv ó  l a  

producción  de á c id o  p o r  v i r a j e  d e l  i n d i c a d o r ,  de c o a g u la c ió n ,  de r e d u c c ió n
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p o r  d e s a p a r i c i ó n  d e l  c o l o r ,  y de g a s  p o r  f o rm a c ió n  de b u r b u ja s .

2 . 1 3 . 3 . 4 . -  CRECIMIENTO EN PRESENCIA DE 10% DE ETANOL.

E s te  e n sa y a  e s  f u n d a m e n ta l ,  j u n t o  con e l  d e l  c r e c i m i e n t o  a  d i v e r s o s  

v a l o r e s  de pH, p a r a  l a  d i f e r e n c i a c i ó n  de L eu co n o s to c  o en o s  de l a s  demás 

e s p e c i e s  d e l  g é n e ro  I 133, 2533. S in  embargo, s e  r e a l i z ó  ta m b ié n  p a r a  e l

r e s t o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  a i s l a d a s  p o rq u e  s e  ju g zó  como una p ru e b a  

im p o r ta n te  p a ra  l a  s e l e c c i ó n  de c e p a s  con  c a r a c t e r í s t i c a s  en o ló g ica -s  

i n t e r e s a n t e s .

Las c e p a s  s e  c r e c i e r o n  p r e v ia m e n te  en m edio MRS, o MLO en  e l  c a so  de 

cocos h e t e r o f e r m e n t a t i v o s ,  h a s t a  f i n a l  de l a  f a s e  e x p o n e n c i a l .  De aqu í s e  

in o cu ló  a l  1 % en medio f r e s c o  a d ic io n a d o  d e l  1 0 % (v /v )  de e t a n o l  a b s o lu t o  

( e s t e r i l i z a d o  p re v ia m e n te  p o r  f i l t r a c i ó n ) .  Los c u l t i v o s  s e  in c u b a ro n  a 28°C 

d o r a n te  4 d í a s ,  o b s e rv á n d o s e  d i a r i a m e n te  s i  s e  h a b ía  p r o d u c id o  c r e c im i e n t o .

2 . 1 3 . 3 . 5 . -  FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS.

En t o d o s  l o s  g ru p o s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  l a  f e r m e n ta c ió n  de 

c a r b o h i d r a t o s  p e rm i te  l a  d i f e r e n c i a c i ó n  de c e p a s  en e s p e c i e s .  Los p a t r o n e s  

de f e r m e n ta c ió n  pueden  s e r  d e te r m in a d o s  m ed ia n te  d i v e r s o s  m étodos: 

ai E l p r im e ro  c o n s i s t e  en  e l  e n say o  c o n v e n c io n a l  en  tu b o s ;  é s t o s  c o n t i e n e n  

un medio b a s a l  a l  c u a l  s e  l e  añade  l a  f u e n t e  de c a rb o n o  ( e s t e r i l i z a d a  

p o r  f i l t r a c i ó n )  que s e  d e s e a  p r o b a r .  El medio b a s a l  e s  s e m i s ó l i d o  o 

l í q u i d o  [19 , 99, 213, 2533, con un i n d i c a d o r  de pH p a r a  d e t e c t a r  l a

f e r m e n ta c ió n  de a z ú c a r e s  [1333 . 

b: El segundo  p r o c e d im ie n to  p a ra  i n v e s t i g a r  l a  u t i l i z a c i ó n  de c a r b o h i d r a t o s  

e s  e l  método de l a  m in ip la c a  [1563 , que e s  más r á p i d o  e im p l ic a  l a  

u t i l i z a c i ó n  de menor c a n t i d a d  de m a t e r i a l  y de m ed ios  [3 0 7 ,  1553.
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c> Por ú l t im o ,  hemos de c i t a r  l o s  s i s t e m a s  de i d e n t i f i c a c i ó n  API 50 L [123
i

y API 50 CH [1 0 3 ,  que so n  de f á c i l  m anejo y dan  r e s u l t a d o s  

r á p id a m e n te .  LAFON-LAFOUECADE [1833 d e f i e n d e  e l  uso  de l a  t i r a  50 L 

p o r  s u  r a p i d e z  y s e n c i l l e z  de m anejo , a s í  como p o r  s u  f i a b i l i d a d  en  l a  

c l a s i f i c a c i ó n  de c u a l q u i e r  t i p o  de b a c t e r i a ,  i n c l u i d o  L eu con os toc  

oenos. O t r o s  a u t o r e s  tam b ié n  han  b a sa d o  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  de b a c t e r i a s  

l á c t i c a s  en  e l  s i s t e m a  API 50 L 172, 2113. S in  em bargo, l a  t i r a  API 50 

L ha s i d o  s u s t i t u i d a  r e c i e n t e m e n t e  p o r  s u s  f a b r i c a n t e s ,  d e b id o  a  que 

a lg u n o s  i n v e s t i g a d o r e s  que l a  e m p le a ro n  e n c o n t r a r o n  que c i e r t a s  

p ru e b a s  f i s i o l ó g i c a s  p r e s e n t e s  en  e s t a  t i r a  daban  r e s u l t a d o s  o p u e s to s  

a l o s  que s e  c o n s e g u ía n  cuando l a  p ru e b a  s e  r e a l i z a b a  en  tu b o  [2963 . 

La t i r a  50 CH e s  un s i s t e m a  mucho más v e r s á t i l ,  y que s i r v e  p a r a  l a  

c l a s i f i c a c i ó n  de m ic ro o rg a n ism o s  t a l e s  como E n te r o b a c te r ia c e a e , 

S t r e p to c o c c a c e a e , B a c l l l a c e a e  y b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  Cuando s e  a p l i c a  

e s t a  t i r a  p a ra  l a  c l a s i f i c a c i ó n  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  s e  u t i l i z a  como 

medio b a s a l  MES, denom inándose  e n to n c e s  s i s t e m a  API 50 CHL [113 . Es e l  

s i s t e m a  m i n i a t u r i z a d o  más em pleado a c tu a lm e n te  p a r a  l a  c l a s i f i c a c i ó n  

de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  d e l  v in o  [9 0 ,  179, 3343. La t i r a  API 50 CHL, 

c o n s t a  ú n ica m en te  de p r u e b a s  b io q u ím ic a s  de f e r m e n ta c ió n  de 

c a r b o h i d r a t o s ,  y no hace  r e f e r e n c i a  a l a s  a n t i g u a s  p r u e b a s  

f i s i o l ó g i c a s  e s p e c í f i c a s  p a ra  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  que p r e s e n t a b a  l a  50 

L.

P a r a  r e a l i z a r  n u e s t r a s  i n v e s t i g a c i o n e s  e le g im o s  e l  s i s t e m a  API 50 CHL p o r  

s u  r a p i d e z  a l a  h o ra  de i d e n t i f i c a r  g r a n  número de c e p a s ;  l a s  p r u e b a s  

f i s i o l ó g i c a s  que no e x i s t e n  en  e s t a  t i r a  y que f u e r o n  n e c e s a r i a s  p a r a  l a  

c l a s i f i c a c i ó n ,  s e  l l e v a r o n  a cabo  en  tu b o  se g ú n  l a  m e to d o lo g ía  d e s c r i t a  

a n t e r i o r m e n t e .  La i n o c u l a c i ó n  de l a  t i r a  API 50 CHL s e  r e a l i z ó  s ig u i e n d o  e l  

m étodo e s t a b l e c i d o  en e l  p r o to c o l o  d e s c r i t o  po r  l a  c a s a  p ro v e e d o ra .
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Los c o c o s  h e t e r o f e r m e n t a t i v o s ,  s i n  embargo so n  d i f í c i l e s  de c l a s i f i c a r  a  

c a n s a  de qne s u s  n e c e s i d a d e s  n u t r i c i o n a l e s  s o n  c o m p le ja s .  E s to  p l a n t e a  

p ro b le m as  a l a  h o r a  de e n c o n t r a r  un medio a d e cu a d o  p a r a  e s t a b l e c e r  su  

p a t r ó n  de f e r m e n ta c ió n  E166] .  Como l a s  c e p a s  e r a n  de c r e c i m i e n t o  l e n t o ,  y 

no d e s a r r o l l a b a n  su  a c t i v i d a d  f e r m e n t a t i v a  en l o s  p l a z o s  e s t a b l e c i d o s  p o r  

e l  p r o t o c o l o  de i d e n t i f i c a c i ó n  d e l  s i s t e m a  API 50 CHL, s e  i n v e s t i g ó  l a  

f e r m e n ta c ió n  de c a r b o h i d r a t o s  en  tu b o  de medio FC se g ú n  l o s  e s t u d i o s  

c l á s i c o s  de GARVIE [ 1 3 3 ] .  En e s t e  c a s o  s e  e n s a y a r o n  l o s  s i g u i e n t e s  

a z ú c a r e s :  D - a r a b in o s a ,  L - a r a b in o s a ,  c e l o b i o s a ,  d e x t r i n a ,  e s c u l i n a ,

f r u c t o s a ,  g a l a c t o s a ,  g lu c o s a ,  l a c t o s a ,  m a l to s a ,  D -m a n i to l ,  mañosa, 

m e l e c i t o s a ,  m e l ib i o s a ,  r a f i n o s a ,  ram nosa , r i b o s a ,  s a c a r o s a ,  s a l i c i n a ,  

L - s o rb o s a ,  t r e h a l o s a  y x i l o s a .  La c o n c e n t r a c i ó n  f i n a l  de l o s  mismos fu e  de 

20 mg/ml, e x c e p to  en e l  c a s o  de l a  L - a r a b in o s a  que s e  u t i l i z ó  a  r a z ó n  de 50 

mg/ml T133]. Los t u b o s  s e  i n o c u l a r o n  a l  5% con  c é l u l a s  l a v a d a s  en e l  medio 

í u n d id o  a 45°C, t r a s  l o  c u a l  s e  d e j a r o n  s o l i d i f i c a r .  Los t u b o s  s e  in c u b á ro n  

a 28°C d u r a n te  21 d í a s .  Se c o n s i d e r a r o n  como p o s i t i v o s  a q u é l l o s  que 

p r e s e n t a r o n  un v i r a j e  de c o l o r  d e b id o  al- i n d i c a d o r .

2 . 1 3 . 3 . 6 . -  FORMACION DE DEXTRANO A PARTIR DE SACAROSA.

La p ro d u c c ió n  de d e x t r a n o  a p a r t i r  de l a  s a c a r o s a  e s  una p ru e b a  ú t i l  

p a ra  e s t a b l e c e r  d i f e r e n c i a s  e n t r e  l a s  e s p e c i e s  de L eu co n o s to c  [4 7 ,  307, 

316 ] .

El método p a ra  l a  r e a l i z a c i ó n  de e s t a  p ru e b a  c o n s i s t e  en h a c e r  c r e c e r  

l a  cepa  en medio ATB s u p le m e n ta d o  con  un 10% de una s o l u c i ó n  de s a c a r o s a  a l  

50% Cp/v) [1331 . Las p l a c a s  s e  se m b ra ro n  p o r  e s t r í a  y s e  in c u b a ro n  en 

cám ara  de a n a e r o b i o s i s  con una a tm ó s f e r a  de C02  + Hz  d u r a n t e  14 d í a s  a 

2 8 °C. La p ru e b a  se  c o n s id e r ó  como p o s i t i v a  cuando s e  o b se rv ó  una 

c o n s i s t e n c i a  mucosa en l a s  c o l o n i a s  b a c t e r i a n a s ,  a  c o n s e c u e n c ia  de l a
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p r o d u c c ió n  de d e x t r a n o .

2 . 1 3 . 3 . 7 . -  UTILIZACION DE LOS ACIDOS CITRICO Y HALICO.

La d e g r a d a c ió n  de e s t o s  á c i d o s  p o r  p a r t e  de l a s  c e p a s  a d s c r i t a s  a l  

g é n e ro  L eu con os toc  t a m b ié n  c o n s t i t u y e  una  p ru e b a  de i n t e r é s  taxonóm ico , 

dado que s i r v e  p a ra  d i f e r e n c i a r  e s p e c i e s  d e n t r o  de e s t e  g é n e ro  £27, 47, 79, 

155, 2531.

La o b s e r v a c ió n  de l a  c a p a c id a d  de u t i l i z a c i ó n  de e s t o s  á c i d o s  s e  

r e a l i z ó  en medio b a s a l  C, a l  que s e  l e  a ñ a d ie r o n  l o s  á c i d o s  L -m á l ic o  o 

c í t r i c o  a una c o n c e n t r a c i ó n  f i n a l  de 10 g /1  [ 7 9 ] .  Las r e s p u e s t a s  de l o s  

m ic ro o rg a n is m o s  a e s t o s  á c i d o s  s e  o b s e r v a r o n  m ed ia n te  c r o m a t o g r a f í a  en 

p a p e l  [2 8 4 ] .  Los tu b o s  se  i n o c u l a r o n  u t i l i z a n d o  l a  d e n s id a d  ó p t i c a  

c o r r e s p o n d i e n t e  a l  p u n to  2 de l a  e s c a l a  ttcFARLAND [1143 , y s e  in c u b a ro n  a 

28°C d u r a n te  1 mes. Se tom aron  m u e s t r a s  sem analm en te  a  f i n  de o b s e r v a r  l*a 

p o s i b l e  d e g r a d a c ió n  de e s t o s  á c i d o s  y l a  r a p i d e z  con  l a  que s e  r e a l i z a b a .

2 . 1 3 . 4 . -  OTRAS PRUEBAS DE CARACTERIZACION.

Com pletando l a s  p r u e b a s  e s t a b l e c i d a s  p a ra  l a  tax o n o m ía  de l a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  r e a l i z a m o s  o t r a s  que p u d ie r a n  t e n e r  i n t e r é s  desde  e l  

p u n to  de v i s t a  e n o ló g ic o .  De e s t a  form a r e a l i z a m o s  e s t u d i o s  s o b re  l a  

v e lo c i d a d  de c r e c i m i e n t o  a d i s t i n t a s  t e m p e r a t u r a s  d i f e r e n t e s  de l a s  

m enc ionadas  <15 y 45°C ), y tam b ié n  in v e s t ig a m o s  l a  a c t i v i d a d  de n u e s t r a s  

c e p a s  s o b re  o t r o s  á c i d o s  o r g á n i c a s ,  d i s t i n t o s  de l o s  ya d e s c r i t o s ,  

p r e s e n t e s  en  m osto s  y v in o s .

P a ra  l a  e l e c c i ó n  de l a s  t e m p e r a t u r a s  a e n s a y a r  nos  basam os e n  l o s  

e s t u d i o s  de o t r o s  a u t o r e s  p a ra  c a r a c t e r i z a r  s u s  p r o p i a s  c e p a s :  SHARPE
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C3073, CHALFAR e t  a l .  1793, BARBE t 19 ] ,  y MARET y SOZZI [2113 . P o r  e l l o  s e  

e n s a y a r o n  adem ás l a s  t e m p e r a t u r a s  de 10°C, 25°C y  37°C, s i g u i e n d o  l a

m e to d o lo g ía  e x p l i c a d a  en  e l  A p ar tad o  2 . 1 3 . 3 . 1  de e s t e  C a p í tu l o .

Es ta m b ié n  im p o r ta n te  e l  c o n o c e r  l a  a c t i v i d a d  de l a s  b a c t e r i a s

l á c t i c a s  f r e n t e  a  l o s  á c i d o s  t a r t á r i c o  y fu m á r ic o ,  dado que e l  p r im e ro  e s

e l  p r i n c i p a l  á c id o  p r e s e n t e  en  e l  v in o ,  y que además s u  p o s i b l e  o x id a c ió n  

po r  p a r t e  de e s t o s  m ic ro o rg a n ism o s  da l u g a r  a á c id o  a c é t i c o  y a  a c e t o ! n a ,

que d ism in u y e n  l a  c a l i d a d  de l o s  v in o s  [1753 . Por o t r o  la d o  e l  e s t u d i o  de

l a  a c t i v i d a d  de l a s  b a c t e r i a s  s o b re  e l  á c id o  fu m á r ic o  e s  i n t e r e s a n t e ,  ya 

que e s t e  á c id o  puede u t i l i z a r s e  p a ra  c o n t r o l a r  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  

b a c t e r i a s ,  e s t i m u l á n d o lo  o i n h ib i é n d o l o  [3 1 3 . E l e n sa y o  de u t i l i z a c i ó n  de 

l o s  á c i d o s  t a r t á r i c o  y fu m á r ic o  se  r e a l i z ó  de form a s e m e ja n te  a l  de l o s  

á c id o s  c í t r i c o  y m á l ic o  (A partado  2 . 1 3 . 3 . 7  de e s t e  C a p í t u l o ) ,  e x c e p to  que 

en e l  c a so  d e l  f u m á r ic o  e l  medio que s e  empleó fu e  e l  medio T J , y l a  

c o n c e n t r a c i ó n  f i n a l  de e s t e  á c id o  fu e  de 0 .5  g /1  [793 .
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3 . -  RESULTADOS Y DISCUSION.

3 . 1 . -  PARAKETROS FISICO-QUIHICOS.

El s e g u im ie n to  de l o s  p a r á m e t r o s  f í s i c o - q u í m i c o s  n o s  ha  p e r m i t i d o  

co n o cer  c u á l  e s  l a  e v o lu c i ó n  de l o s  d i s t i n t o s  com ponen tes  d e l  v in o  a lo  

la rg o  de l a  v i n i f i c a c i ó n .  La i n t e r p r e t a c i ó n  de e s t a  e v o lu c i ó n  en 

c o r r e s p o n d e n c ia  con e l  s i s t e m a  de v i n i f i c a c i ó n  u t i l i z a d o  y con  l a  d in ám ic a  

de l a  p o b la c ió n  m ic r o b ia n a  e s  lo  que pasam os a  e x p o n e r  s e g u id a m e n te .

3 . 1 . 1 . -  VIFIFICACIORES DE UVA BOBAL EN LA COOPERATIVA SAN PEDRO.

Los p a rá m e t r o s  f í s i c o - q u í m i c o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l o s  d i f e r e n t e s  

d e p ó s i t o s  m u e s t re a d o s  a l o  l a r g o  de 1982 y 1983 s e  p r e s e n t a n  e n  l a s  T a b la s  

3 a  16. Las m edias  de e s t o s  v a l o r e s  (T a b la s  10 y 16) n o s  m u e s t ra n  que en 

1S82 l a s  uv as  p r e s e n t a b a n  un mayor c o n te n i d o  e n  a z ú c a r  y una c o n c e n t r a c i ó n  

a lgo  más b a j a  de á c id o  m á l ic o  que en  1983. E s t a s  do s  c a r a c t e r í s t i c a s  nos  

inform an s o b re  e l  g rad o  de madurez de l a s  u v a s .  RIBÉREAU-GAYOF e t  a l .  [2823 

d e f in e n  l a  madurez i n d u s t r i a l  de l a  uva como e l  momento en  que e l  c o n te n id o  

en a z ú c a r  e s  máximo. Asimismo, l a  a c i d e z  e s  un d a to  muy im p o r ta n t e  p a ra  

d e te r m in a r  l a  madurez. La a c id e z  t o t a l  d e l  zumo de uva v e rd e  e s  de unos  20 

g/1 ( e x p r e s a d o s  en  g /1  de H2 SCLj.) , l a  d e l  zumo de uva madura v a r í a  e n t r e  4 y



Depósito T Fases
I II III IV VI

Acidez total (g/1) 6.23 6.45 6.27 5.97 5.31
Acidez volátil (g/1) 0 . 0 0 0.33 0.46 0.46 0.52
Acido málico (g/1) 2.90 2 . 1 0 1.82 1 . 6 8 1.50
Azúcares (g/1) 218.70 91.50 61.10 17.80 1.50
Cenizas (g/1) - - • - 2.24 1.27
Densidad relativa !.0929 1.0348 1 . 0 2 0 0 1 . 0 0 0 0 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 alcohólico 0 . 0 0 6.73 9.00 11.77 12.93
Grado Baumé 12.33 4.75 2.83 0 . 0 0 0 . 0 0

Hierro total (mg/1) 0.50 0.50 1.50 2 . 0 0 2.50
Intensidad colorante 1.930 a a a 0.928

absorbancia a 420 nm 0.720 a a a 0.348
abscrbancia a 520 nm 1 . 2 1 0 a a a 0.580

PH 3.28 3.20 3.21 3.19 3.37
Poli fenoles totales (mg/1 ) 242.00 235.00 231.00 219.00 218.00
SO2 libre (mg/15 0 . 0 0 1 0 . 0 0 1 0 . 0 0 7.00 13.00
S02 total (mg/1) 0 . 0 0 83.00 83.00 82.00 115.00
Temperatura (8C) 24.00 33.00 34.00 33.00 17.50

Tabla 3 - Dep 6 s i t o  “A*. E v o lución de los p a r á m e t r o s  fí s i c o - q u í m i c o s  a lo largo de la
fermentación. prueba no realizada “a" m edidas no efectuadas; d u r a n t e  la
f ermentación no se o b t enían resultados fiables.



Depósito "B" Fases_
i  n ” bj n i  ív vi

Acidez total (g/1) G.27 5.81 5.73 5.31
Acidez volátil (g/1) 0 . 0 0 0.25 0.39 0.52
Acido milico (g/1) 2.82 1.82 1 . 6 8 1.51
Azúcares (g/1) 225.00 58.13 22.98 1.40
Cenizas (g/1) - - 2.32 1.48
Densidad relativa 1.0959 1.0182 1 . 0 0 2 1 0.9921
Extracto seco (g/1) 249.90 81.30 46.80 24.50
Extracto no reductor (g/1) 23.90 23.17 23.82 23.10
Grado alcohólico 0 . 0 0 9.76 1 2 . 1 2 13.33
Grado Baumé 12.59 2.53 0.34 0 . 0 0

Hierro total (mg/1) 0.75 1 . 0 0 - 2.50 3.00
Intensidad colorante 1.115 a a 0.987

absorbencia a 420 nm 0.435 a tí 0.389
absorbancia a 520 nm 0.680 a a 0.598

pH 3.28 3.25 3.19 3.38
Polifenoles totales (mg/1 ) 242.00 219.00 194.00 183.00
S02 libre (mg/1 ) 0 . 0 0 7.00 7.03 1 1 . 0 0

S02 total (mg/1) 0 . 0 0 108.00 106.00 130.00
Temperatura (BC) 19.00 31.00 33.00 17.50

Tabla 4 - D e p ó s i t o  "8*. E v o l ución de los p a r á m e t r o s  f ísico-quíai eos a lo largo de la
fermentación. prueba no realizada, "a" medi d a s  no efectuadas: d urante la
fe r m entación no se obt e n í a n  resultados fiables. V  mue s t r e o  no realizado.



D e pósito "C* Fases........................................................... ........
i  “ u ñ  H Í  ÍV VI

Acidez total Cg/1) 6 . 1 2 6 . 1 2 5.80 5.55
Acidez volátil (g/1) 0 . 0 0 0.33 0.46 0.56
Acido mélico (g/1) 1.82 1 . 6 8 1.47 1.40
Azúcares (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 8 8 . 1 0 52.50 25.80
Extracto no reductor (g/1) 22.40 23.61 24.50 23.05
6 rado alcohólico 0 . 0 0 9.08 11.92 13.48
Grado Baufué 12.51 3.08 0 . 6 8 0 . 0 0

Hierro total (ug/1) 0.50 1 . 0 0 1.50 4.10
Intensidad colorante 0.976 a a 0.885

absorbencia a 420 n» 0.366 a a 0.332
absorbancia a 520 na 0.610 a a 0.553

PH 3.28 3.14 3.23 3.29
Poli fenoles totales (*g/i) 2 0 0 . 0 0 2 0 1 . 0 0 198.00 163.00
S0 2 libre (»g/l) 0 . 0 0 7.00 1 0 . 0 0 1 2 . 0 0

S0 2 total (mg/1 ) 0 . 0 0 150.00 124.00 128.00
Temperatura (#C) 17.00 31.00 35.00 17.50

Tabla S.- D e p ó s i t o  * C * . E v o l ución de los paráme t r o s  f ísico-quíisicos a lo largo de la
fermentación. prueba no realizada *a" medidas no efectuadas: dur a n t e  la
f e r m entación no se obtenían resultados fiables, "t" muestreo no realizado.



DipÓiiU T Fases
I .................i i ' cb) .........m  iv................VI

Acidez total (g/1) 5.45 5.97 5.97 5.92
Acidez volátil (g/1) 0 . 0 0 0.33 0.33 0.52
Acido milico (g/1) 2.57 2.50 1.75 1.67
Azúcares (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 8 6 . 0 0 46.20 25.80
Extracto no reductor (g/1) 24.90 23.77 25.30 23.40
Grado alcohólico 0 . 0 0 9.80 12.31 13.73
Grado Baumé 12.73 2.82 0.25 0 . 0 0

Hierro total (mg/1) 1 . 0 0 1.80- 3.00 3.75
Intensidad colorante 1.690 a a 1.170

absorbancia a 420 nm 0.680 a Ó 0.480
absorbancia a 520 n«% 1 . 0 1 0 a a 0.690

pH 3.43 3.22 3.39 3.42
Poli fenoles totales (mg/1) 261.00 230.00 2 0 1 . 0 0 2 0 1 . 0 0

S02 libre (mg/1 ) 0 . 0 0 6 . 0 0 1 0 . 0 0 1 1 . 0 0

SO2 total (mg/1) 0 . 0 0 1 1 2 . 0 0 103.00 140.00
Temperatura (®C) 14.00 35.00 37.00 17.50

Tabla 6.- D e p ó s i t o  * D \  Evolución de los p a r á m e t r o s  f ísi co-quími eos a lo largo de la
fermentación. prueba no realizada "a* medi d a s  no efectuadas: d urante la
f e r m e n t a c i ó n  no se obt e n í a n  resultados fiables "b" m u e streo no realizado.



Depósito "E" F a s e s . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
í  n ’ t b )  ni I v  v i

Acidez  t o t a l  (g/1) 6 . 1 2 5.81 5.70 5.45
Acidez  v o l á t i l  (g/1) 0 . 0 0 0.26 0.33 0.59
Acido m i l i c o  (g/1) 3.41 2.47 2.18 2.07
Azúcares  (g/1) 230.80 63.76 2 2 . 1 2 1.95
Ce ni za s  (g/1) - - 2.80 1 . 8 8

Dens idad  r e l a t i v a 1.0976 1 . 0 2 0 1 1.0016 0.9917
E x t r a c t o  s ec o  (g/1) 254.70 86.50 46.20 25.00
E x t r a c t o  no r e d u c t o r  (g/1) 23.30 22.74 24.08 23.05
Grado a l c o h ó l i c o 0 . 0 0 S.78 12.28 13.83
Grado Baumé 12.90 2.84 0.25 0 . 0 0

H i e r r o  t o t a l  (mg/1) 1 . 0 0 1 . 0 0 4.00 4.00
I n t e n s i d a d  c o l o r a n t e 1.942 a a 1.758

absorbancia a 420 nm 0.720 a a 0.659
absorbancia a 520 nn¡ 1 . 2 2 2 a a 1.099

oH 3.41 A AA0 . L w 3.40 3.46
P o l i  f e n o l e s  t o t a l e s  (mg/1 ) 366.00 345.00 263.00 259.00
S02 libre (mg/1) 0 . 0 0 7.00 13.00 1 1 . 0 0

S02 t o t a l  (mg/1) 0 . 0 0 115.00 113.00 155.00
T empe r a t u r a  (*C) 29.50 34.00 38.50 17.50

Tabla 7 - D e p ó s i t o  ME * . Evo l u c i ó n  de los pa r á m e t r o s  f ísi co-quíai eos a lo largo de la
fermentación. *-* prueba no realizada, “a* medidas no efectuadas: d u r a n t e  la
f e r m entación no se o b tenían resultados fiables. *b" muestreo no realizado.



0 t p 6 i i t o  *r [§!!!-_.
I ................í i ’ (b)........ IÍÍ............. IV............... VI

Acidez total (g/1) 6 . 2 0 6 . 1 2 5.41 5.45
Acidez volátil (g/1) 0 . 0 0 0.39 0.39 0.46
Acido itálico (g/1) 3.57 3.27 2.04 2 . 0 0

Azúcares (g/1) 234.00 75.82 24.60 1.85
Cenizas (g/1) - - 2.30 1.48
Densidad relativa 1.0994 1.0258 1 . 0 0 2 0 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 alcohólico 0 . 0 0 9.33 12.31 13.38
Grado Bauné 13.11 3.63 0.33 0 . 0 0

Hierro total (mg/1) 1 . 0 0 1.70 3.50 3.75 .
Intensidad colorante 2.360 a a 1.043

absorbancia a ¿ 2 0  n»i 0.960 a a 0.420
absorbancia a 520 n« 1.400 h a 0.623

pH 3.37 3.26 3.39 3.42
Polifenoles totales (ig/1) 263.00 253.00 262.00 261.00
SO* libre (mg/1 ) 0 . 0 0 7.00 1 0 . 0 0 14.00
S02 total («g/1) 0 . 0 0 140.00 151.00 175.00
Temperatura (*C) 17.00 33.50 34.00 17.50

Tabla 8 -  Dep ó s i t o  " F \  Evo l u c i ó n  de los paráme t r o s  físico - q u i u i c o s  a lo largo de la
fersentación. prueba no realizada, "a" medí das no efectuadas: dur a n t e  la
fermentación no se obt e n í a n  resultados fiables. *b* mue s t r e o  no realizado.
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8  g /1  ( e x p r e s a d o s  de l a  misma m anera) [2403 . La a c id e z  t o t a l  de un mosto 

e s t á  c o n s t i t u i d a  po r  t r e s  á c i d o s  p r in c i p a l m e n t e :  e l  á c id o  t a r t á r i c o ,  e l

á c id o  m á l ic u  y e l  á c id o  c í t r i c o  [2823 . La d i s m in u c ió n  p r o g r e s i v a  de l a  

a c id e z  a lo  l a r g o  de l a  m ad u ra c ió n  s e  e x p l i c a  p o r  e l  c o m p o r tam ie n to  de l o s  

á c i d o s  t a r t á r i c o  y m á l ic o .  M ie n t r a s  que l a  c o n c e n t r a c i ó n  de á c i d o  t a r t á r i c o  

e s  l a  misma en  un g r a n o  v e rd e  que en  uno maduro, e l  á c id o  m á l ic o  va 

d ism in u y en d o  p r o g r e s iv a m e n te  conform e a v a n za  l a  m ad u rac ió n .  E s ta  

d i s m in u c ió n  s e  debe  a l a  t r a n s f o r m a c i ó n  m e ta b ó l i c a  que c o n v i e r t e  e l  á c id o  

m á l ic o  en  a z ú c a r .  P o r  e l l o  l a  c a n t i d a d  de á c id o  m á l ic o  que p r e s e n t a n  l a s  

u vas  a l  s e r  v e n d im ia d a s  n o s  in fo rm a  s o b re  su  g rad o  de m adurez. PEYMAUD 

[2413 d e f i n e  e l  í n d i c e  de madurez como e l  c o c i e n t e  e n t r e  e l  c o n te n i d o  en 

a z ú c a r e s  y l a  a c i d e z  t o t a l .  A mayor í n d i c e ,  mayor g rad o  de m ad u ra c ió n .

El pH de l o s  m o sto s  e s  l ig e r a m e n te  s u p e r i o r  en  1983 (3 .4 6 )  que en  1982 

( 3 .3 3 ) .  E s to  e s t á  en  c o n c o r d a n c ia  con  l o s  v a l o r e s  de a c id e z  t o t a l .  S in  

embargo VEJIíAR en  1968 C263 dem ostró  que e x i s t e  una b a j a  c o r r e l a c i ó n  e n t r e  

e l  pH y l a  a c id e z  t o t a l  d e l  v in o .  E s t a b l e c i ó  que e x i s t í a  una c o r r e l a c i ó n  

p o s i t i v a  (0 .7 8 5 )  e n t r e  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de á c id o  t a r t á r i c o  y e l  pH, 

m ie n t r a s  que l a  c o r r e l a c i ó n  e n t r e  e l  pH y l a  c o n c e n t r a c i ó n  de á c id o  m á l ic o  

e r a  n e g a t i v a  ( - 0 .6 2 2 ) .  E s t e  a u t o r  in form ó que e l  pH e s t a b a  r e g u la d o  

p r i n c i p a l m e n t e  p o r  e l  c o n te n i d o  en á c id o  t a r t á r i c o  y p o r  l a  r e l a c i ó n  e n t r e  

e s t e  á c id o  y l a  c o n c e n t r a c i ó n  de p o t a s i o ,  y ta m b ié n  p o r  l a  r e l a c i ó n  e n t r e  

e l  á c id o  t a r t á r i c o  y l a  a l c a l i n i d a d  de l a s  c e n i z a s  [2 6 3 . Por e l l o  podemos 

s u p o n e r  que e l  c o n te n i d o  en  á c id o  t a r t á r i c o  en  l o s  m ostos  o b t e n i d o s  e n  1982 

e r a  s u p e r i o r  a l  de l o s  m osto s  de año s i g u i e n t e ,  que s i n  em bargo p r e s e n t a b a n  

una mayor c o n c e n t r a c i ó n  de á c id o  m á l ic o .

Las v e n d im ia s  d e l  año  1983 com enzaron en  l a  misma f e c h a  que l a s  d e l  

año 1982; s i n  embargo t o d o s  l o s  m ostos  m u e s t re a d o s  p o r  n o s o t r o s  en  1982 

p r e s e n t a b a n  un mayor í n d i c e  de madurez ( 3 5 .2 )  que l o s  o b t e n i d o s  en  1983 

( 3 1 .4 ) .  E s to  s i g n i f i c a  que d u r a n t e  e l  v e ra n o  de 1982 l a  m adu rac ión  se



Depósito "G" Fases
í  ¡ I  Í Í I  IV v f c b )

A c i d e z  t o t a l  ( g / 1 ) 7 . 3 5 7 . 8 5 6 . 8 5 5 . 9 7
A c i d e z  v o l á t i l  ( g / 1 ) 0 . 0 0 0 . 7 2 0 . 7 2 0 . 7 2
A c i d o  m á l i c o  ( g / 1 ) 3 . 2 0 2 . 5 0 2 . 0 1 2 . 0 1
A z ú c a r e s  ( g / 1 ) 2 3 8 . 5 4 8 6 . 6 0 7 1 . 4 0 2 2 . 0 4
C e n i z a s  ( g / 1 ) - - - 1 . 5 8
D e n s i d a d  r e l a t i v a 1 . 1 0 0 3 1 . 0 3 0 8 1 . 0 2 3 3 1 . 0 0 1 8
E x t r a c t o  s e c o  ( g / 1 ) 2 6 1 . 8 0 1 1 1 . 6 0 9 5 . 1 0 4 6 . 2 0
E x t r a c t o  no r e d u c t o r  ( g / 1 ) 2 3 . 2 6 2 4 . 9 0 2 3 . 7 0 2 3 . 8 0
G r a d o  a l c o h ó l i c o 0 . 0 0 8 . 8 6 9 . 8 8 1 2 . 2 3
Gr a d o  Baumé 1 3 . 2 2 4 . 3 4 3 . 2 9 0 . 3 0
H i e r r o  t o t a l  ( m g / 1 ) 1 . 0 0 1 . 0 0 1 . 0 0 3 . 7 5
I n t e n s i d a d  c o l o r a n t e 2 . 0 1 0 a a a

a b s o r b a n c i a  a 4 2 0  nm 0 . 7 6 0 a a a
a b s o r b a n c i a  a 520  nm 1 . 2 5 0 a a a

•pH 3 . 2 8 3 . 2 3 3 . 2 6 3 * 4 2
F ' o l i f e n o l e s  t o t a l e s  ( m g / 1 ) 3 1 6 . 0 0 3 0 9 . 0 0 2 9 4 . 0 0 2 8 9 . 0 0
S 0 2 l i b r e  ( m g / 1 ) 0 . 0 0 1 6 . 0 0 2 0 . 0 0 1 5 . 0 0
S 0 2 t o t a l  ( m g / 1 ) 0 . 0 0 2 6 5 . 0 0 2 7 5 . 0 0 1 7 6 . 0 0
T e m p e r a t u r a  ( #C) 1 6 . 0 0 3 2 . 0 0 3 5 . 0 0 2 9 . 5 0

T a b l a  9 -  D e p ó s i t o  "G“ . E v o l u c i ó n  d e  l o s  p a r á m e t r o s  f í s i c o - q u í » i e o s  a l o  l a r g o  d e  l a  
f e r m e n t a c i ó n  p r u e b a  no r e a l i z a d a  " a "  m e d i d a s  no  e f e c t u a d a s :  d u r a n t e  l a
f e r m e n t a c i ó n  no s e  o b t e n í a n  r e s u l t a d o s  f i a b l e s .  *b* e s t a  m u e s t r a  no p u d o  t o m a r s e  
d e b i d o  a q u e  e s t e  d e p ó s i t o  p a s ó  a r e l l e n a r  l o s  o t r o s  y s e  a g o t ó  c o m p l e t a m e n t e .



Me d i a s  Bo b a l  C oo p .  S .  P e d r o  1982 F a s e s
I 11 I I I IV VI ( c )

A c i d e z  t o t a l  ( g / 1 ) 6 . 3 9 6 . 0 9 6 . 1 4 5 . 7 9 5 . 5 0
A c i d e z  v o l á t i l  C g / 1 ) 0 . 0 0 0 . 5 3 0 . 3 9 0 . 4 4 0 . 5 3
A c i d o  M á l i c o  ( g / 1 ) 2 . 9 0 2 . 3 0 2 . 2 2 1 . 8 3 1 . 6 9
A z ú c a r e s  ( g / 1 ) 2 2 8 . 2 6 8 9 . 1 0 6 5 . 2 8 2 2 . 7 8 2 . 0 0
C e n i z a s  ( g / 1 ) - - - 2 . 3 5 1 . 5 2
D e n s i d a d  r e l a t i v a 1 . 0 9 6 7 1 . 0 3 2 8 1 . 0 2 1 3 1 . 0 0 1 9 0 . 9 9 2 1
E x t r a c t o  s e c o  ( g / 1 ) 2 5 2 . 1 6 1 1 3 . 1 5 8 8 . 6 0 4 6 . 5 1 2 4 . 9 8
E x t r a c t o  no r e d u c t o r  ( g / 1 ) 2 3 . 8 9 2 4 . 1 0 2 3 . 4 7 2 3 . 8 3 2 3 . 0 0
6 r a d o  a l c o h ó l i c o 0 . 0 0 7 . 8 0 9 . 5 2 1 2 . 1 3 1 3 . 4 5
S r a d o  Bauké 1 2 . 7 8 4 . 5 5 3 . 0 0 0 . 3 1 0 . 0 0
H i e r r o  t o t a l  C n g / 1 ) 0 . 8 2 0 . 7 5 1 . 2 9 2 . 8 9 3 . 5 2
I n t e n s i d a d  c o l o r a n t e 1 . 7 1 7 a a a 1 . 1 2 7

a b s o r b a n c i a  a  4 2 0  n» 0 . 6 6 3 a a a 0 . 4 3 7
a b s o r b a n c i a  a 5 20  na 1 . 0 5 4 a a a 0 . 6 9 0

pH 3 . 3 3 3 . 2 2 3 . 2 2 3 . 2 9 3 . 3 9
P o l i f e n o l e s  t o t a l e s  ( » g / l ) 2 7 0 . 0 0 2 7 2 . 0 0 2 5 3 . 3 0 2 3 3 . 0 0 2 1 4 . 1 7
SO* l i b r e  ( m g / 1 ) 0 . 0 0 1 3 . 0 0 9 . 1 0 1 0 . 2 8 1 2 . 0 0
S 0 2 t o t a l  ( » g / l ) 0 . 0 0 1 7 4 . 0 0 1 4 0 . 4 3 1 2 2 . 1 4 1 5 7 . 8 3
T e m p e r a t u r a  ( * C ) 1 9 . 5 0 3 2 . 5 0 3 3 . 3 6 3 5 . 6 7 1 7 . 5 0

T a b l a  1 0 . -  Medí  a de  l o s  v i n o s  B o b a l  d e  U  C o o p e r a t i v a  e n  1 9 8 2 .  E v o l u c i ó n  d e  l o s  
p a r á f i i e t r o s  f í s i c o - q u í m i c o s  a  l o  l a r g o  de  l a  f e r t e n t a c i ó n .  * - *  p r u e b a  no r e a l i z a d a ,  " a *  
m e d i d a s  no e f e c t u a d a s :  d u r a n t e  l a  f e r m e n t a c i ó n  no s e  o b t e n í a n  r e s u l t a d o s  f i a b l e s .  ' b “ 
m e d i a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l o s  d o s  ú n i c o s  d e p ó s i t o s  q ue  s e  i i u e s t r e a r o n  e n  e s t a  f a s e ,  
" c "  m e d i a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l o s  s e i s  d e p ó s i t o s  q u e  s e  t u e s t r e a r o n  e n  e s t a  f a s e .



P arámetros f í s i c o - quíiícos Fase l_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
Ñ l . . . . . Ñ2. . . . . . Ñ 3 . . . . . . Ñ¡

A c i d e :  t o t a l  ( g / 1 )
A c i d e :  v o l á t i l  ( g / 1 )
A c i d o  m á l i c o  ( g / 1 )
A z ú c a r e s  ( g / 1 )
D e n s i d a d  r e l a t i v a  
E x t r a c t o  s e c o  ( g / 1 )  
E x t r a c t o  no r e d u c t o r  ( g / 1 )  
6 r a d o  a l c o h ó l i c o  
G r a d o  Bau&ié 
H i e r r o ' t o t a l  ( a g / 1 )  
I n t e n s i d a d  c o l o r a n t e  

a b s o r b a n c i a  a 4 2 0  nis 
a b s o r b a n c i a  a  5 20  noí

pH
P o l i f e n o l e s  t o t a l e s  ( t a g / 1 )  
S 0 2 l i b r e  ( » g / l )
SO* t o t a l  ( i g / 1 )  
T e m p e r a t u r a  ( *C)

6 . 7 5 5 . 5 7
0 . 0 0 0 . 0 0
3 . 0 0 2 . 5 0

2 1 0 . 0 0 1 8 7 . 0 0
1 . 0 8 9 8 1 . 0 8 1 2

2 3 1 . 0 0 2 1 1 . 5 0
2 1 . 1 0 2 5 . 0 0

0 . 0 0 0 . 0 0
1 1 . 9 5 1 0 . 8 9

0 . 6 8 0 . 9 0
1 . 891 1 . 9 8 0
0 . 7 2 6 0 . 7 9 2
1 . 1 6 5 1 . 1 8 8
3 . 7 0 3 . 3 1

2 7 7 . 0 0 2 6 9 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0

2 2 . 0 0 2 5 . 0 0

6 . 7 5 5 . 3 7
0 . 0 0 0 . 0 0
4 . 0 0 2 . 7 0

1 9 3 . 0 0 2 2 1 . 0 0
1 . 0 8 3 5 1 . 0 9 4 0

2 1 7 . 5 0 2 4 5 . 2 0
2 5 . 5 0 2 5 . 2 0

0 . 0 0 0 . 0 0
1 1 . 1 7 1 2 . 4 6

0 . 7 3 0 . 3 5
1 . 8 2 8 2 . 0 5 2
0 . 6 6 8 0 . 8 2 0
1 . 1 6 0 1 . 2 3 2
3 . 3 9 3 . 4 2

2 8 3 . 0 0 3 0 4 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0
0 . 0 0 0 . 0 0

3 2 . 5 0 2 2 . 0 0

Tabla 1 1 -  P a r á m e t r o s  físico-quíiiieos c o r r e s p o n d i e n t e s  a los cuatro
depósitos muestr e a d o s  en la Fase I.



P irAaitroi f í i i c o - q u U t c o i  F a ? e _ I I _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
Ñ s ’  Ñ6 Ñ7 Ñ9

A c i d e :  t o t a l  ( g / 1 )
A c i d e z  v o l á t i l  ( g / 1 )
A c i d o  m á l i c o  ( g / 1 )
A z ú c a r e s  ( g / 1 )
D e n s i d a d  r e l a t i v a  
E x t r a c t o  s e c o  ( g / 1 )  
E x t r a c t o  no r e d u c t o r  ( g / 1 )  
Gr a d o  a l c o h ó l i c o  
Gr a d o  Bau a é  
H i e r r o  t o t a l  ( n g / 1 )  
pH
P o l i f e n o l e s  t o t a l e s  ( n g / 1 ) 
SQ2  l i o r e  ( a g / 1 )
S 0 2 t o t a l  ( a g / 1 )  
T e m p e r a t u r a  ( ° C )

5 . 7 0 6 . 0 3
0 . 2 6 0 . 2 4
2 . 7 9 2 . 3 0

i 4 5 . 7 0 1 3 8 . 7 0
1 . 0 5 9 9 1 . 0 5 6 7

1 7 1 . 9 0 1 6 3 . 0 0
2 5 . 2 0 2 4 . 3 0

4 . 3 0 4 . 1 8
8 . 2 0 7 . 7 9
0 . 9 1 1 . 2 0
3 . 3 2 3 . 1 3

2 5 4 . 0 0 3 2 2 . 0 0
7 . 2 0 5 . 4 0

1 0 3 . 0 0 9 3 . 3 0
2 5 . 0 0 3 1 . 0 0

6 . 9 8 6 . 7 9
0 . 3 2 0 . 2 9
2 . 7 7 3 . 2 0

7 5 . 1 0 6 4 . 7 0
1 . 0 3 0 9 1 . 0 2 9 3

9 9 . 3 0 9 1 . 5 0
2 4 . 2 0 2 6 . 8 0

5 . 2 6 6 . 2 5
4 . 3 5 4 . 1 3
1 . 7 0 0 . 9 2
3 . 1 7 3 . 1 9

2 1 8 . 0 0 3 5 9 . 0 0
1 0 . 4 0 4 . 3 0
8 2 . 8 0 1 0 7 . 5 0
3 1 . 0 0 2 8 . 0 0

Tabla 12 - P a r á m e t r o s  físico-quíiiicos c o r r e s p o n d i e n t e s  a los cuatro
depósitos auestr e a d o s  en la Fase II.



Paráaetros f í i i c o - q u í a i c o s  F a f e _ I I I . . . . . . . . . . . . . . . . . .
¡ i  ÑT6 ‘ m í  ¡ v i

A c i d e z  t o t a l  ( g / 1 )
A c i d e z  v o l á t i l  ( g / 1 )
A c i d o  n á l i c o  ( g / 1 )
A z ú c a r e s  ( g / 1 )
D e n s i d a d  r e l a t i v a  
E x t r a c t o  s e c o  ( g / 1 )  
E x t r a c t o  no r e d u c t o r  ( g / 1 )  
Gr a d o  a l c o h ó l i c o  
G r a d o  Bau a é  
H i e r r o  t o t a l  ( a g / 1 )  
pH
P o l i f e n o l e s  t o t a l e s  ( a g / 1 )  
SO2 l i b r e  ( a g / 1 )
SO2 t o t a l  ( a g / 1 )  
T e a p e r a t u r a  C C )

6 . 4 9 6 . 2 6
0 . 3 6 0 . 4 1
2 . 3 1 2 . 3 0

5 8 . 3 0 4 8 . 0 0
1 . 0 1 9 5 1 . 0 1 6 7

7 8 . 5 0 7 3 . 5 0
2 0 . 2 0 2 5 . 5 0

7 . 8 5 8 . 5 0
2 . 7 7 2 . 3 8
0 . 2 3 1 . 8 5
3 . 2 2 3 . 2 7

2 1 6 . 0 0 3 6 5 . 0 0
6 . 5 0 1 3 . 0 0

7 6 . 0 0 9 2 . 6 0
2 9 . 0 0 3 2 . 0 0

6 . 2 1 6 . 3 9
0 . 3 0 0 . 2 8
2 . 5 9 2 . 1 0

5 1 . 2 0 5 8 . 9 0
1 . 0 1 7 6 1 . 0 2 4 0

7 5 . 6 0 8 9 . 1 0
2 4 . 4 0 3 0 . 2 0

8 . 4 0 7 . 5 0
2 . 5 1 3 . 4 0
2 . 1 5 1 . 1 7
3 . 2 5 3 . 3 5

3 1 2 . 0 0 3 6 2 . 0 0
8 . 7 0 1 6 . 3 0

1 0 0 . 0 0 9 4 . 7 0
3 2 . 0 0 3 1 . 0 0

Tabla 13 - P a r á n e t r o s  f í s i c o - quíaicos c o r r e s p o n d i e n t e s  a los cuatro
d epósitos a u e s t r e a d o s  en la Fase III.



Piráiitroi f í i i c o - q u i i i c o i  F a s e _ I V . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Ñ Í 3  Ñ U  ÑTÍ ÑTÍ

A c i d e :  t o t a l  ( g / 1 )
A c i d e :  v o l á t i l  ( g / 1 )
A c i d o  i t á l i c o  ( g / 1 )
A z ú c a r e s  ( g / 1 )
D e n s i d a d  r e l a t i v a  
E x t r a e t o  s e c o  ( g / 1 )  
E x t r a c t o  no r e d u c t o r  ( g / 1 )  
G r a d o - a l c o h ó l i c o  
Gr a d o  Baua é  
H i e r r o  t o t a l  ( a g / 1 )  
pH
P o l i f e n o l e s  t o t a l e s  í » g / l )  
S 0 2 l i b r e  ( a g / 1 )
S 0 2 t o t a l  ( a g / 1 )  ' 
T e m p e r a t u r a  ( °C)

6 . 3 8 6 . 2 3
0 . 4 1 0 . 3 9
2 . 5 1 2 . 3 0

2 8 . 8 0 1 7 . 3 0
1 . 0 0 7 8 1 . 0 0 1 7

5 4 . 6 0 4 3 . 9 0
2 5 . 8 0 2 6 . 3 0

9 . 7 5 1 1 . 5 0
1 . 1 2 0 . 2 5
1 . 9 8 2 . 1 6
3 . 2 8 3 . 2 7

3 9 0 . 0 0 2 4 2 . 0 0
1 3 . 0 0 1 5 . 2 0
5 7 . 7 0 1 0 1 . 3 0
3 4 . 0 0 3 2 . 0 0

6 . 0 3 6 . 5 6
0 . 4 3 0 . 3 7
2 . 8 4 1 . 9 0

1 1 . 8 0 1 6 . 5 0
1 . 0 0 0 7 1 . 0 0 1 7

3 7 . 2 0 4 3 . 6 0
2 5 . 4 0 2 7 . 1 0
1 1 . 0 0 1 1 . 4 0

0 . 1 0 . 0 . 2 5
2 . 5 0  * 3 . 1 5
3 . 2 7 3 . 3 5

2 7 4 . 0 0 3 4 4 . 0 0
1 4 . 0 0 1 1 . 9 0
7 7 . 3 0 8 7 . 0 0
3 5 . 0 0 3 5 . 0 0

Tabla 1 4 -  P a r á m e t r o s  físico-quíaicos c o r r e s p o n d i e n t e s  a los cuatro
depósitos au e s t r e a d o s  en la Fase IV.



P i r t M t r o i  f í i i e e - q u U i c o i  [ a s e  VI _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
Ñ Í 7  5 T ¡  Ñ T Í Ñ20

A c i d e :  t o t a l  ( g / 1 )
A c i d e :  v o l á t i l  ( g / 1 )
A c i d o  m á l i c o  ( g / 1 )
A z ú c a r e s  ( g / 1 )
D e n s i d a d  r e l a t i v a  
E x t r a c t o  s e c o  ( g / 1 )  
E x t r a c t o  no r e d u c t o r  ( g / 1 )  
6 r a d o  a l c o h ó l i c o  
G r a d o  Baumé 
H i e r r o  t o t a l  ( m g / 1 )  
I n t e n s i d a d  c o l o r a r t e  

a b s o r b a n c i a  s 426 nis 
a b s o r b a n c i a  a  520 n»¡

pH
P o l i f e n o l e s  t o t a l e s  (mg/1)  
S02 l i b r e  ( « g / 1 )
SOr t o t a l  ( « g / 1 ) 
T e m p e r a t u r a  ( ’ C)

6 . 3 1 5 . 6 3
0 . 5 0 0 . 4 2
0 . 5 0 2 . 1 0
1 . 1 0 1 . 6 0
0 . 9 9 3 2 0 . 9 9 3 6

2 4 . 0 0 2 4 . 2 0
2 2 . 9 0 2 2 . 6 0
1 2 . 2 3 1 1 . 9 3

0 . 0 0 0 . 0 0
3 . 40 3 . 8 0
1 . 9 3 2 1 . 5 0 7
0 . 7 9 0 0 . 5 8 6
1 . 1 4 2 0 . 9 2 1
3 . 5 5 3 . 4 7

2 3 5 . 0 0 2 5 2 . 0 0
12.00 1 6 . 2 0
9 7 . 7 0 1 0 2 . 5 0
1 5 . 0 0 1 5 . 0 0

5 . 7 3 5 . 9 2
0 . 4 9 0 . 4 6
2 . 5 6 2 . 0 0
2 . 7 6 1 . 0 3
0 . 9 9 3 9 0 . 9 9 2 6

2 7 . 1 0 2 2 . 4 0
2 4 . 3 4 2 1 . 3 7
1 2 . 6 3 1 2 . 1 8

0 . 0 0 0 . 0 0
3 . 5 2 3 . 1 0
1 . 4 2 6 2 . 1 2 3
0 . 5 3 1 0 . 7 2 2
0 . 8 9 5 1 . 4 0 1
3 . 5 2 3 . 4 6

2 5 9 . 0 0 3 2 1 . 0 0
1 3 . 6 0 1 2 . 3 0
9 9 . 5 0 8 9 . 0 0
1 4 . 5 0 1 4 . 5 0

Tabla 1 5 -  P a r á m e t r o s  f í s ico-químicos c o r r e s p o n d i e n t e s  a los cuatro
depósitos mue s t r e a d o s  en la Fase VI.



P irámttro* fífic o - q u í i i c o i  F a s e s . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
i ..................i ! ................ l í í .............. IV VI

A c i d e :  t o t a l  ( g / 1 ) 6 . 1 1 6 . 3 8 6 . 3 4 6 . 3 0 5 . 9 0
A c i d e z  v o l á t i l  ( g / 1 ) 0 . 0 0 0 . 2 8 0 . 3 4 0 . 4 0 0 . 4 7
Ac i d o  m á l i c o  ( g / 1 ) 3 . 0 5 2 . 7 7 2 . 3 3 2 . 3 9 1 . 7 9
A z ú c a r e s  ( g / 1 ) 2 0 2 . 8 0 1 0 6 . 3 0 5 4 . 0 3 1 8 . 6 0 1 . 6 2
D e n s i d a d  r e l a t i v a 1 . 0 8 9 4 1 . 0 4 4 2 1 . 0 1 9 5 1 . 0 0 3 0 0 . 9 9 3 3
E x t r a c t o  s e c o  ( g / 1 ) 2 2 6 . 3 0 1 3 1 . 4 3 7 9 . 1 8 4 4 . 8 3 2 4 . 4 0
E x t r a c t o  no r e d u c t o r  ( g / 1 ) 2 4 . 2 0 2 5 . 1 3 2 5 . 0 7 2 6 . 1 5 2 2 . 8 0
E r a d o  a l c o h ó l i c o 0 . 0 0 5 . 0 0 8 . 0 6 1 0 . 9 1 1 2 . 2 4
Gr a d o  Baumé 1 1 . 6 2 6 . 1 2 2 . 7 7 0 . 4 3 0 . 0 0
H i e r r o  t o t a l  ( a g / 1 ) 0 . 6 7 1 . 1 8 1 . 3 5 2 . 4 5 3 . 4 6
I n t e n s i d a d  c o l o r a n t e 1 . 9 3 8 a a a 1 . 7 4 7

a b s o r b a n c i a  a  420  na 0 . 7 5 2 a a a 0 . 6 5 6
a b s o r b a n c i a  a  520  nm 1 . 1 8 6 a a a 1 . 0 9 1

PH 3 . 4 6 3 . 1 9 3 . 2 7 3 . 2 9 3 . 5 0
P o l i f e n o l e s  t o t a l e s  ( m g / 1 ) 2 8 3 . 3 0 2 8 3 . 3 0 3 1 3 . 8 0 3 1 2 . 5 0 2 7 9 . 3 0
S0 2 l i b r e  ( m g / 1 ) 0 . 0 0 6 . 8 0 1 1 . 1 3 1 3 . 5 3 1 3 . 5 3
S 0 2 t o t a l  ( m g / 1 ) 0 . 0 0 9 6 . 7 0 9 0 . 8 3 8 0 . 8 3 9 6 . 9 0
T e m p e r a t u r a  Í ' C ) 2 5 . 4 0 2 9 . 0 0 3 1 . 0 0 3 4 . 0 0 1 4 . 7 5

Tabla 16 - Medias de los valores fí s i c o - q u í » i e o s  de los depósitos m u e s t r e a d o s  en cada
fase a lo largo de las fermentaciones "a" Hedidas no efectuadas: dur a n t e  la
fermentación no se obtenían resultados fiables.
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e s t a s  r a z o n e s  l o s  r e n d i m ie n to s  en l a  p r o d u c c ió n  de e t a n o l  aum entan  conforme' 

p r o g r e s a  l a  f e r m e n ta c ió n ,  p u e s to  que l a  t o t a l i d a d  d e l  a z ú c a r  e s  

t r a n s f o r m a d o  por  e s t a  v í a  en  e t a n o l .  P o s t e r i o r m e n te  d u r a n t e  l a s  ú l t i m a s

f a s e s  de l a  f e r m e n ta c ió n  e l  r e n d i m ie n to  v u e lv e  a  d i s m i n u i r .  E s to  s e  debe  a  

l a  c a r e n c i a  de s u s t r a t o  y a l a  p é r d i d a  de v i a b i l i d a d  que a f e c t a  a  l a s  

t r a n s f o r m a c i o n e s  m e ta b ó l i c a s .

La r e l a c i ó n  e x i s t e n t e  e n t r e  l a  a i r e a c i ó n  y e l  r e n d im ie n to  en  e t a n o l  

t a m b ié n  queda p a t e n t e  a l  o b s e r v a r  l o s  d o s  t i p o s  de v i n i f i c a c i ó n  

i n v e s t i g a d o s .  Así podemos c o n s t a t a r  que en  1982 ( T a b la s  3 a  10) e l  máximo 

r e n d i m ie n to  s e  o b t i e n e  d u r a n t e  l a  f e r m e n t a c i ó n  tu m u l tu o s a  en  e l  i n t e r v a l o  

e n t r e  l a s  F a s e s  I I  y I I I ,  que e s  donde mayor g ra d o  de a n a e r o b i o s i s  s e  

g e n e ra ,  y donde tam b ié n  e x i s t e  mayor c a r g a  m ic ro b ia n a .  A p a r t i r  de una 

d e n s id a d  r e l a t i v a  media de unos 1 .0 2 0  e l  r e n d im ie n to  en  l a  t r a n s f o r m a c i ó n  

de a z ú c a r  com ienza  a d i s m i n u i r .  S in  embargo, s i  observam os l o s  r e n d i m ie n to s  

m edios  en  l a  campaña 1983 (T a b la  1 6 ) ,  en  l a  que s e  fe rm e n tó  p o r  e l  

p r o c e d im ie n to  BIDONE, e l  r e n d im ie n to  más a l t o  ( s u p e r i o r  a l  o b t e n id o  en

c u a l q u i e r  f a s e  d e l  año 1982) s e  o b tuvo  e n t r e  l a s  F a s e s  I I-I y IV. E s te  

r e t r a s o  en  l a  c o n s e c u c ió n  de l o s  m ayores  r e n d i m ie n to s  s e  e x p l i c a  p o r  l a s  

s u c e s i v a s  a d i c i o n e s  de m ostos  f r e s c o s  que s u f r e n  l o s  d e p ó s i t o s  con  l a  

c o n s i g u i e n t e  a i r e a c i ó n  y l a  a p o r t a c i ó n  de l e v a d u r a s  r e s p i r a t o r i a s  p r e s e n t e s  

en e s t o s  m ostos  a ñ a d id o s .  Una vez f i n a l i z a d a s  l a s  a d i c i o n e s ,  c e s a  l a  

a p o r t a c i ó n  de ox íg en o  y l a  a n a e r o b i o s i s  a c t ú a  p o te n c ia n d o  l a  f e r m e n ta c ió n .  

En e l  s i s t e m a  BIDONE hay un a p o r t e  p e r i ó d i c o  de mosto f r e s c o ,  l o  que supone 

una i n c o r p o r a c i ó n  de n u t r i e n t e s  y una d i l u c i ó n  d e l  e f e c t o  i n h i b i d o r  d e l  

e t a n o l .  E s to  hace que l a  a c t i v i d a d  de l a s  c é l u l a s  s e a  más e f e c t i v a  en

c u a n to  a l a  t r a n s f o r m a c i ó n  de l o s  a z ú c a r e s  en  e t a n o l  que en  e l  s i s t e m a

t r a d i c i o n a l .

O tro  p a rá m e t ro  que e v o lu c io n a  de form a s e m e ja n te  t a n t o  en  l a  

v i n i f i c a c i ó n  t r a d i c i o n a l  como en l a  v i n i f i c a c i ó n  BIDONE e s  l a  a c id e z  t o t a l .
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E s te  p a rá m e t ro  p r e s e n t a  unos v a l o r e s  m edios  de 6 .4 8  g /1  en  t a r t á r i c o  en  

m ostos  d e l  afío 1982 (T ab la  10) y de 6 .1 1  g /1  en  l o s  de 1983 (T a b la  16) .

D u ran te  l o s  p r im e r o s  momentos de l a  f e r m e n ta c ió n  hay un l i g e r o  in c re m e n to  

de l a  a c id e z  t o t a l ,  p e ro  lu eg o  s e  o b s e rv a  una d i s m in u c ió n  p r o g r e s i v a  de l a  

misma (T a b la s  3 a  1 6 ) .  D u ran te  l a  f e r m e n ta c ió n  s e  p ro d u ce n  dos  fenóm enos 

o p u e s to s  que a f e c t a n  a l  v a l o r  de a c id e z :  p o r  un la d o  hay  un aum ento de 

á c i d o s  o r g á n i c o s  t a l e s  como á c id o  s u c c í n i c o ,  á c id o  l á c t i c o  y á c id o  a c é t i c o ,  

o r i g i n a d o s  d u r a n t e  e l  m e tab o lism o  c e l u l a r  [2293 . Po r  o t r o  l a d o ,  l a  a d i c i ó n  

de S02 a l o s  m ostos  p ro v o ca  l a  fo rm a c ió n  de H2SOs, [2293 , y e l  C02

d e s p re n d id o  p o r  l a s  l e v a d u r a s  s e  combina con  H20 p a ra  fo rm a r  o t r o  á c id o :  

H2 C03 . La fo rm a c ió n  de e s t o s  á c id o s  e x p l i c a r í a  e l  in c re m e n to  i n i c i a l  en  l a  

a c id e z  t o t a l ,  m ie n t r a s  que l a  d i s m in u c ió n  p o s t e r i o r  s e  p r o d u c i r l a  p o r  l a  

p é r d i d a  de o t r o s  á c i d o s ,  t a l e s  como e l  á c id o  t a r t á r i c o ,  e l  á c i d o  m á l ic o  y 

e l  á c id o  c í t r i c o  p r e s e n t e s  o r ig i n a r i a m e n t e  en  l o s  m ostos .  E s t a  p é r d i d a  s e  

debe a dos  c a u s a s :  l a  p r e c i p i t a c i ó n  de l a s  s a l e s  i n s o l u b l e s  de e s t o s  

á c id o s ,  y l a  d e g ra d a c ió n  b i o l ó g i c a  de l o s  mismos p o r  p a r t e  de l e v a d u r a s  y 

b a c t e r i a s  [2293. El c o n te n id o  en á c id o  t a r t á r i c o  de un v in o  e s  s ie m p re

i n f e r i o r  a l  d e l  mosto de p a r t i d a .  El á c id o  t a r t á r i c o ,  p r e s e n t e  en e l  v in o ,  

s e  e n c u e n t r a  en form a de t a r t r a t o  á c id o  de c a l c i o  o de p o t a s i o .  E s t e  ú l t im o  

com puesto  t i e n e  una b a j a  s o l u b i l i d a d  en  agua , y además é s t a  d ism inuye  a l  

a u m e n ta r  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l  [2293 y d e c r e c e r  l a  t e m p e r a t u r a  [3313. 

D u ran te  l a  f e r m e n ta c ió n  l a s  s a l e s  á c i d a s  d e l  á c id o  t a r t á r i c o  form an 

c r i s t a l e s  i n s o l u b l e s  que p r e c i p i t a n ,  d ism in u y en d o  de e s t a  form a e l  

c o n te n i d o  en e s t e  á c id o  en  e l  v in o .  Los o t r o s  dos  á c i d o s  m a y o r i t a r i o s  en  e l  

m osto , e l  á c id o  m á l ic o  y e l  á c id o  c í t r i c o ,  so n  s u s c e p t i b l e s  de d e g ra d a c ió n  

m ic r o b ia n a ,  y a s í  s e  puede r e b a j a r  n o ta b le m e n te  su  c o n c e n t r a c i ó n ,  y con 

e l l o  e l  v a l o r  de l a  a c id e z  t o t a l .  A p a r t i r  de l o s  d a t o s  o b t e n i d o s  e s  l ó g ic o  

p e n s a r  que a l  i n i c i o  de l a  f e r m e n ta c ió n  e l  b a la n c e  de l a  fo rm a c ió n  de 

á c i d o s  s u p e r a  a l a  p é r d i d a  de l o s  mismos, m ie n t r a s  que p o s t e r i o r m e n t e  s e
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i n v i e r t e  e s t a  t e n d e n c ia .

De í a  e v o lu c ió n  d e l  pH ( T a b la s  3 a  16) podemos d e d u c i r  que e l  c o n ju n to  

de l o s  á c i d o s  fo rm ados  a l  i n i c i o  de l a  f e r m e n ta c ió n  p r e s e n t a  un mayor g rad o  

de d i s o c i a c i ó n ,  lo  que hace  que e l  pH d ism in u y a .  S in  embargo, a  l o  l a r g o  de 

l a  f e r m e n ta c ió n  l a  p é r d i d a  p r o g r e s i v a  de a c id e z  y l a  s u s t i t u c i ó n  de á c id o s  

más. f u e r t e s  p o r  o t r o s  más d é b i l e s  e x p l i c a r í a n  l a  s u b id a  de pH.

E l c o n te n id o  en h i e r r o  e s  b a s t a n t e  s e m e ja n te  en  l o s  m o sto s  de 1982 y 

de 1983 (T a b la s  3 a 16 ) ,  s i  b i e n  a lg o  más e le v a d o  p o r  t é r m in o  medio en  1982 

(T ab la  10). La e v o lu c i ó n  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  d e l  mismo e s  s i m i l a r  en  to d o s  

l o s  m ostos  e s tu d i a d o s :  s e  o b s e rv a  un p r o g r e s i v o  aumento en  e l  c o n te n id o  en  

h i e r r o  a medida que av a n za  l a  f e r m e n ta c ió n .  E s te  e n r i q u e c i m ie n t o  e s  de 

o r ig e n  exógeno. Los t a n q u e s  en  l o s  que s e  r e a l i z ó  l a  v i n i f i c a c i ó n  de e s t o s  

v in o s  e r a n  de cemento armado, y seg ú n  OREGLIA [229] e s t e  m a t e r i a l  puede 

c e d e r  h i e r r o  y c a l c i o  a l  v in o  en d e te r m in a d a s  o c a s i o n e s .  Por o t r o  la d o ,  l o s

s i n f i n e s ,  l a s  b o c a s  de mangas, y o t r o s  u t e n s i l i o s  e m p leados  en  e l

t r a n s p o r t e  de v in o  en bodega f r e c u e n te m e n te  so n  de h i e r r o  y no s e  h a l l a n

p r o t e g i d o s  po r  p i n t u r a s  a d e c u a d a s .  E s to  h ace  que e l  v in o  que c i r c u l a  a

t r a v é s  de e l l o s  s e  e n r i q u e z c a  en e s t e  m e ta l .  A l to s  c o n te n i d o s  en  h i e r r o  son  

p e l i g r o s o s ,  ya que s i  é s t e  s e  o x id a  a Fe"1-3 y s e  com bina con  io n e s  

d i h id r ó g e n o f o s f a t o ,  s u s t a n c i a s  t á n i c a s  o s u s t a n c i a s  r e s p o n s a b l e s  d e l  c o l o r  

de l o s  v in o s ,  d a rá  l u g a r  a  com puestos  i n s o l u b l e s  que o r i g i n a r á n  " q u i e b r a s  

f é r r i c a s ” .

Los p a rá m e t r o s  que d e f i n e n  e l  c o l o r  y l a  c o n c e n t r a c i ó n  de p o l i f e n o l e s  

t o t a l e s  p r e s e n t a n  un v a l o r  máximo en l o s  m o sto s  r e c i é n  s a n g r a d o s  ( T a b la s  3 

a  16 ) ,  ya que e s  d u r a n t e  l a  m a c e ra c ió n  cuando  s e  f a v o r e c e  l a  d i s o l u c i ó n  y 

d i f u s i ó n  de s u s t a n c i a s  t á n i c a s  y c o l o r a n t e s .  RIRÉREAU-GAYOE e t  al .  [2833 

e s t a b l e c e n  que d u r a n t e  l a  m ac e ra c ió n  e l  co m p o r tam ie n to  de l o s  a n to c i a n o s  

(p igm en tos  r o j o s )  y de l o s  t a n i n o s  no e s  s i m i l a r .  D u ran te  l a  m a c e ra c ió n  son  

l o s  a n to c i a n o s  l o s  que aum entan más r á p id a m e n te  en  e l  m osto , a lc a n z a n d o  un
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máximo y d ism in u y en d o  p o s t e r io r m e n t e .  S in  embargo, l o s  t a n i n o s  aum entan 

c o n t in u a m e n te ,  más rá p id a m e n te  en  l o s  p r im e ro s  momentos y lu e g o  más 

l e n ta m e n te .  A m edida que p r o g r e s a  l a  f e r m e n ta c ió n  l o s  p o l i f e n o l e s  van 

d ism in u y en d o  p o r  d i s t i n t a s  c a u s a s ;  unos  p o l i m e r i z a n  o s e  com binan con  l a s  

p r o t e í n a s  y s e d im e n ta n  £229] ,  o t r o s  s e  a d s o rb e n  s o b r e  s ó l i d o s  i n s o l u b l e s  

d e l  m osto  o s o b r e  l a s  p a r e d e s  de l a s  l e v a d u r a s  C2833, y o t r o s  <como l o s  

a n t o c i a n o s )  s e  d e s t r u y e n  p o r  fenóm enos de r e d u c c ió n  £2833. Todo e l l o  l l e v a  

a  una d i s m in u c ió n  de l a  i n t e n s i d a d  c o l o r a n t e  de l o s  v i n o s  £2833. P o r  o t r o  

la d o  TROOST £3313 o p in a  que e l  SO^ afíad ido  en  e x c e s o  t a m b ié n  t i e n e  un 

e f e c t o  " a c l a r a n t e ” , p ues  c o n v i e r t e  l a  m a t e r i a  c o l o r a n t e  en  un com puesto  

i n c o l o r o .

Ya s e  han com entado en e l  A p a r ta d o  2 . 2 . 4 . 1  l o s  e f e c t o s  q u e ' l a  a d i c i ó n  

de S02 p ro v o c a  en l o s  m ostos  en  f e r m e n ta c ió n .  E s t e  p r o d u c to  se  em plea  de 

form a g e n e r a l i z a d a  en l a s  v i n i f i c a c i o n e s ,  aunque no s ie m p re  s e  u t i l i z a  en 

l a s  d o s i s  a d e c u a d a s .  Las a d i c i o n e s  e x c e s i v a s  de S02 pueden  p r o v o c a r  o l o r e s  

a H^S y a m erc ap ta n o  £2403, y s a b o r e s  am argos  d e b id o  a  l a  f o rm a c ió n  de 

e t a n a l  £2953. Por o t r o  la d o ,  l o s  p o s i b l e s  e f e c t o s  n e g a t i v o s  s o b r e  l a  s a lu d  

£513 han l l e v a d o  a i n v e s t i g a r  s o b re  t é c n i c a s  de v i n i f i c a c i ó n  que p e rm i ta n  

una d i s m in u c ió n  en l a  c a n t i d a d  de S02 a fíad ido , s i n  que s e  vea  com prom etida  

l a  c a l i d a d  d e l  v in o  £24, 51, 216, 2953. D u ra n te  l a  campaña 1982 se

a ñ a d ie r o n  a l o s  m ostos  200 mg/1 de S02 (T a b la  2 ) .  E s t a  d o s i s ,  a lg o  e le v a d a ,  

fu e  r e b a j a d a  a 120 mg/1 en  e l  afio s i g u i e n t e .  El S02 a fíad ido  a n t e s  d e l  

i n i c i o  de l a  f e r m e n ta c ió n  s u f r e  una d i s m in u c ió n  a lo  l a r g o  de l a  misma 

(T a b la s  3 a  16 ) .  E s ta  t e n d e n c ia  e s  c a r a c t e r í s t i c a  de t o d o s  l o s  m ostos  

e s t u d i a d o s .  El S02 s e  p i e r d e  p o r  e v a p o r a c ió n ,  p o r  o x id a c ió n  a s u l f a t o  o 

r e d u c c ió n  a H^S £353, y p o r  fo rm a c ió n  de c o m b in a c io n e s  e s t a b l e s  £2713 con 

p r o d u c to s  p r o d u c id o s  p o r  e l  m e tab o lism o  de l e v a d u r a s  t a l e s  como e l  

a c e t a i d e h í d o  £24, 240, 3223. O tro s  p r o d u c t o s  s e c u n d a r i o s  d e l  m etabo lism o  

t a l e s  como e l  á c id o  p i r ú v i c o ,  á c id o  a - c e t o g l u t á r i c o  £2993 y s u s t a n c i a s  con
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f u n c ió n  c e to n a  o r i g i n a d a s  p o r  l a  o x i d a c i ó n  de a z ú c a r e s  [1763 tam b ié n  s e  

com binan con e l  S02l aunque e s t a s  c o m b in a c io n e s  so n  i n e s t a b l e s  y 

r e v e r s i b l e s  [2163 . Debido a  e s t a  c a u s a ,  obse rvam os que d u r a n t e  e l  p e r i o d o  

de f e r m e n ta c ió n  tu m u l tu o s a ,  que e s  donde mayor c a n t i d a d  de p r o d u c to s  

s e c u n d a r i o s  s e  g e n e ra n ,  l a  p r o p o r c ió n  de S02 l i b r e  f r e n t e  a  S02 combinado 

e s t á  d e s p la z a d a  h a c i a  e s t e  ú l t im o  e s t a d o ,  m i e n t r a s  que h a c i a  e l  f i n a l  de l a  

f e r m e n t a c i ó n  aum enta  a lg o  l a  f r a c c i ó n  l i b r e  r e s p e c t o  de l a  t o t a l .  P o r  o t r o  

la d o ,  en  l a  v i n i f i c a c i ó n  p o r  e l  s i s t e m a  BIDONE se  o b s e rv a  un mayor 

p o r c e n t a j e  de S02 l i b r e  f r e n t e  a l  SÔ - t o t a l  que en  l a  v i n i f i c a c i ó n  

t r a d i c i o n a l  (T a b la s  3 a  16 ) .  En l a  m u e s t ra  tom ada t r a s  e l  p r im e r  t r a s i e g o  

(Fase  V I) ,  s e  o b s e rv a n  u n a s  s u b i d a s  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de SO^ que so n  

d e b id a s  a  l a  a d i c i ó n  de 20 mg/1 (T ab la  2 ) .  E l  e f e c t o  que e j e r c e  e s t e  

p r o d u c to  s o b r e  l a  f l o r a  m ic ro b ia n a  lo  e s tu d i a r e m o s  p o s t e r i o r m e n t e .

Por  ú l t i m o ,  podemos o b s e r v a r  que  e l  á c id o  m á l ic o  ( T a b la s  3 a 16) 

p r e s e n t e  en l o s  m ostos  r e c i é n  o b t e n i d o s ,  s u f r e  una d i s m in u c ió n  p a u l a t i n a  

d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n .  E s te  d e s c e n s o  se  debe  a una p o s i b l e  u t i l i z a c i ó n  de 

e s t e  á c id o  p o r  p a r t e  de a lg u n a s  l e v a d u r a s .  A p e s a r  de que e l  g é n e ro  

S c h ízo sa c c h a ro m y c e s  [81 ,  82, 1113 e s  uno de l o s  más a c t i v o s  en  l a

d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o  m á l ic o ,  o t r a s  c e p a s  de l a  e s p e c i e  S accharom yces  

c e r e v i s i a e  tam b ié n  so n  c a p a c e s  de d e g r a d a r l o  [5 6 ,1 1 2 3 .  S in  embargo, hay 

a u t o r e s  que ta m b ié n  han a p r e c i a d o  c a p a c id a d  de p r o d u c c ió n  de á c id o  m á l ic o  

p o r  p a r t e  de l a s  l e v a d u r a s .  A sí ,  RADLER y LANG [2673 o b s e rv a r o n  que 

S accharom yces  uvarum puede fo rm ar  2 g /1  de á c id o  m á l ic o  en  medio l í q u i d o .  

FATTICHENTI e t  a l .  [1123 c u a n t i f i c a r o n  e s t a  p r o d u c c ió n  de á c id o  m á l ic o  en 8 

c e p a s  de l a  e s p e c i e  S. c e r e v i s i a e ,  m i e n t r a s  que BRAVO y REDONDO [443 

h a l l a r o n  que t a n t o  Saccharom ycodes l u d w i g i i  como Saccharom yces e l l i p s o i d e u s  

e r a n  p r o d u c t o r a s  de á c id o  m á l ic o .  A p e s a r  de que en  n u e s t r a s  v i n i f i c a c i o n e s  

pueda h a b e r s e  s i n t e t i z a d o  á c id o  m á l ic o  p o r  a lg u n a s  de l a s  e s p e c i e s  

nom bradas ( ta m b ié n  p r e s e n t e s  en  n u e s t r o s  m o s to s ) ,  é s t o  no ha pod ido  s e r
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d e t e c t a t o ,  ya que e l  a n á l i s i s  d e l  c o n te n id o  en  á c id o  m á l ic o  h ace  r e f e r e n c i a  

a l  c o n te n id o  t o t a l  d e l  mismo. Lo que s í  podemos a s e g u r a r  e s  que l a  

a c i t i v i d a d  d e g ra d a d o ra  de e s t e  á c id o  en  e l  mosto en  f e r m e n ta c ió n  fu e  

s u p e r i o r  a  l a  p r o d u c t o r a ,  c a so  de e x i s t i r  é s t a ,  d u r a n t e  t o d a  l a  

f e r m e n ta c ió n .

La e v o lu c ió n  de l a  t e m p e r a tu r a  a  l o  l a r g o  de l a  f e r m e n ta c ió n  e s  

s e m e ja n te  en ambos t i p o s  de v i n i f i c a c i ó n  e s t u d i a d o s  (T a b la s  3 a  16):  l o s  

m ostos  van in c re m e n tan d o  p r o g re s iv a m e n te  s u  t e m p e r a tu r a  como c o n s e c u e n c ia  

de l a  l i b e r a c i ó n  de c a l o r  p o r  l a  r e s p i r a c i ó n  y f e r m e n ta c ió n .  En p r i n c i p i a  

s e  p o d r í a  p e n s a r  que e s t e  aumento de t e m p e r a t u r a  s e r i a  máximo d u r a n t e  l a  

f e r m e n ta c ió n  tu m u l tu o s a ,  p e ro  e l  a i s l a m i e n t o  t é r m ic o  que supone  e l  

v i n i f i c a r  en d e p ó s i t o s  de cem ento  hace  que l a s  c a l o r í a s  s e  acum ulen 

p r o g r e s iv a m e n te ,  dando máximos h a c i a  e l  f i n a l  de l a  f e r m e n ta c ió n  

a l c o h ó l i c a .  El e x c e s iv o  in c re m e n to  de l a  t e m p e r a t u r a  d u r a n t e  l a  

v i n i f i c a c i ó n  de l o s  m o sto s  e s  un p rob lem a que a f e c t a  p r in c i p a l m e n t e  a  l o s  

p a í s e s  c á l i d o s .  En l a  zona l e v a n t i n a ,  e s  f r e c u e n t e  e n c o n t r a r  que en e l  

momento de i n i c i a r  l a  f e r m e n ta c ió n ,  l o s  m o sto s  p r e s e n t a n  ya t e m p e r a t u r a s  

i g u a l e s  o s u p e r i o r e s  a  30°C [ 4 1 ] ,  m i e n t r a s  que en e l  c u r s o  de l a

f e r m e n ta c ió n  se  l l e g a n  a a l c a n z a r  l o s  40°C [215] e i n c l u s o  a s u p e r a r l o s  

[4 1 ,  5 0 ] .  Los e f e c t o s  que l a s  e l e v a d a s  t e m p e r a t u r a s  de f e r m e n ta c ió n  t i e n e n  

s o b re  l o s  v in o s  pueden  a g r u p a r s e  en e f e c t o s  f í s i c o - q u í m i c o s  d i r e c t o s  y 

e f e c t o s  s o b re  l a  v i a b i l i d a d ,  b iom asa  y m e ta b o lism o  de l o s  m ic ro o rg a n ism o s .

D en tro  de l o s  e f e c t o s  f í s i c o - q u í m i c o s  tenem os que una t e m p e r a t u r a  a l t a  

p ro d u ce  una mayor e x t r a c c i ó n  de c o l o r  en  l a  v i n i f i c a c i ó n  con m a c e ra c ió n  de 

o r u j o s  [7 5 ,  2 1 5 ] ,  p e ro  tam b ié n  p ro v o c a  una  mayor d i s o l u c i ó n  de m a t e r i a s  

a s t r i n g e n t e s  ( t a n i n o s ) ,  s o b re  to d o  en p r e s e n c i a  de a l c o h o l ,  l o  que d a rá  

l u g a r  a v in o s  muy á s p e r o s  [2 1 5 ] .  Por o t r o  lad o ,  l a  e l e v a c i ó n  de l a  

t e m p e r a tu r a  p rovoca  una mayor t a s a  de e v a p o r a c ió n  de e t a n o l  [73] y 

c o m pues to s  a r o m á t ic o s  v o l á t i l e s  [313 . O tro  e f e c t o  n e g a t i v o  a t e n e r  en
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c u e n ta  e s  que s e  p ro d u ce  una o x id a c ió n  más p r o n u n c ia d a  de l o s  com puestos  

f e n ó l i c o s  d e l  v in o  [503 , con e l  c o n s i g u i e n t e  e f e c t o  s o b r e  e l  c o l o r  y e l  

s a b o r  de l o s  mismos.

En c u a n to  a l o s  e f e c t o s  que l a s  a l t a s  t e m p e r a t u r a s  t i e n e n  s o b re  l a s  

l e v a d u r a s  podemos a g r u p a r l o s  en: d i s m in u c ió n  de l a  v i a b i l i d a d  de l a s

c é l u l a s ,  d i s m in u c ió n  de l a  c a n t i d a d  máxima de c é l u l a s  d u r a n t e  l a  

f e r m e n t a c i ó n  C2403, y cam bios  en e l  m e ta b o lism o  de l a s  l e v a d u r a s  [37 , 50,

52, 733. Los dos  p r im e r o s  e f e c t o s  pueden  d a r  l u g a r  a  l a  i n t e r r u p c i ó n  de l a

f e r m e n t a c i ó n  a n t e s  d e l  a g o ta m ie n to  t o t a l  de l o s  a z ú c a r e s ,  p r o d u c ie n d o  v i n o s  

d u l c e s  y p o r  e l l o  s u s c e p t i b l e s  de a l t e r a c i o n e s  t a n t o  p o r  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

como p o r  b a c t e r i a s  a c é t i c a s .  Las p a r a d a s  de f e r m e n ta c ió n  so n  un p rob lem a 

que a f e c t a  a l a  mayor p a r t e  de l a s  z o n a s  v i n í c o l a s  de c l im a  c á l i d o  [41 , 50, 

52, 2153. PEYEAUD [2403 a c h a c a  l a  p é r d i d a  de v i a b i l i d a d  de l a s  c é l u l a s  a un 

fenómeno de a g o ta m ie n to ,  p ro d u c id o  po r  una d e f i c i e n c i a  en  l a  a s i m i l a c i ó n  de 

s u s t a n c i a s  n i t r o g e n a d a s  y p o r  e l  e f e c t o  s i n é r g i c o  n e g a t i v o  que e j e r c e  e l  

e t a n o l  s o b r e  l a s  l e v a d u r a s  s o m e t id a s  a  e l e v a d a s  t e m p e r a t u r a s  [208 , 2093. 

Por s u  p a r t e ,  LAFOE-LAFOURCADE [ 1753 e s t a b l e c e  que l a  s í n t e s i s  de 

e s t e r ó l e s ,  n e c e s a r i o s  p a ra  l a  membrana c e l u l a r ,  d ism in u y e  r á p id a m e n te  a 

a l t a s  t e m p e r a t u r a s .  E s t a  d i s m in u c ió n  en e s t e r ó l e s  p o d r í a  s e r  l a  c a u sa  de 

l a s  p a r a d a s  de f e r m e n ta c ió n  p o r  encim a de l o s  35°C [1943 . R e s p e c to  á  l a s  

d i f e r e n c i a s  en e l  número de c é l u l a s  que s e  a l c a n z a  cuando  s e  f e rm e n ta  a 

d i f e r e n t e s  t e m p e r a t u r a s ,  PEYEAUD [2403 a f i r m a  que a p e s a r  de que a 

t e m p e r a t u r a s  más a l t a s  e l  com ienzo de la  f e r m e n ta c ió n  e s  más r á p i d o ,  e l  

número máximo de l e v a d u r a s  que s e  o b t i e n e  e s  i n f e r i o r .

La v e lo c i d a d  de l a s  r e a c c i o n e s  b io q u ím ic a s  depende  de l a  t e m p e ra tu ra :  

un aum ento de é s t a  hace  que s e  a c e l e r e  e l  p r o c e s o ;  p e ro  a p a r t i r  de un 

momento d e te rm in a d o ,  s e  p ro d u ce  un e f e c t o  n e g a t i v o  ( e l  c u a l  a f e c t a  

p r i n c i p a l m e n t e  a l o s  e n z im as)  que hace  d i s m i n u i r  l a  v e lo c i d a d .  CAETARELLI 

[523 c i t a  que l o s  m e jo re s  r e n d im ie n to s  en l a  t r a n s f o r m a c i ó n  de a z ú c a r e s  en
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e t a n o l  p o r  p a r t e  de l a s  l e v a d u r a s ,  s e  p r o d u c ía n  a l r e d e d o r  de l o s  15-17°C, 

m ie n t r a s  que p o r  encim a de l o s  3 0 °C e s t o s  r e n d i m ie n to s  d i s m in u ía n  en 

d i s t i n t o  g ra d o  en  f u n c ió n  de l a  c e p a .  Es p o s i b l e  que t a n t o  e s t a  d im inuc ión  

d e l  r e n d i m ie n to  de l a s  l e v a d u r a s  como l a  p é r d i d a  p o r  e v a p o r a c ió n ,  d e b idos  

ambos a  l a  i n f l u e n c i a  de l a  t e m p e r a t u r a ,  s e a n  r e s p o n s a b l e s  de que lo s  

r e n d im ie n to s  m edios  en  e l  s i s t e m a  t r a d i c i o n a l  s e a n  i n f e r i o r e s  a  l o s  de l  

s i s t e m a  BIDONE. A s í ,  en  e l  s i s t e m a  BIDONE son  n e c e s a r i o s  1 6 .4  g de azúcar  

p a ra  p r o d u c i r  un g ra d o  a l c o h ó l i c o ,  m i e n t r a s  que en  e l  t r a d i c i o n a l  se 

r e q u i e r e n  1 6 .8  g (T a b la s  10 y 16) .

La d i s m in u c ió n  de l a  c a p a c id a d  f e r m e n t a t i v a  o r i g i n a d a  p o r  l a s  a l t a s  

t e m p e r a t u r a s  ta m b ié n  p o d r í a  e x p l i c a r  e l  mayor c o n te n id o  en a z ú c a re s  

r e s i d u a l e s  o b t e n id o  en  l a  v i n i f i c a c i ó n  t r a d i c i o n a l  (T a b la s  10 y 16 ) .  I s t a s  

d i f e r e n c i a s  que r e l a c i o n a n  l a  t e m p e r a t u r a  y l o s  a z ú c a r e s  r e s i d u a l e s  han 

s id o  c o n s t a t a d a s  p o r  BISSON e t  a l .  [ 3 7 ] ,  l l e g a n d o  a l a  c o n c l u s i ó n  de cue a 

mayor t e m p e r a t u r a ,  mayor c a n t i d a d  de a z ú c a r e s  r e s i d u a l e s  en  e l  medio.

Por o t r o  la d o  COTTRELL y McLELLAND [73]  han  o b se rv a d o  que , en  g e n e ra l ,  

la  a c id e z  t o t a l  de un v in o  f e rm e n ta d o  a t e m p e r a t u r a s  más a l t a s  e s  menor que 

l a  d e l  f e rm e n ta d o  a  t e m p e r a t u r a s  más b a j a s .  E s t e  c o m p o r ta m ie n to  tam bién  ha 

s id o  comprobado p o r  n o s o t r o s  (T a b la s  3 a 1 6 ) :  l a  v i n i f i c a c i ó n  t r a d i c i o n a l ,  

donde s e  a l c a n z a b a  mayor t e m p e r a t u r a ,  daba  una p é r d i d a  m edia  de a c id e z  

t o t a l  de 0 .9 8  g / 1 ,  m ie n t r a s  que e l  s i s t e m a  BIDONE s ó l o  p r o d u c ía  una p é rd id a  

de 0 .2 7  g /1 .  BISSON e t  a l .  [37] y BACCIONI y CANTARELLI [16] e n c o n t r a r o n ,  

p a r  e l  c o n t r a r i o ,  un co m p o r tam ien to  i n v e r s o ,  e s  d e c i r  que l a  a c id e z  t o t a l  

aum entaba a l  e l e v a r s e  l a  t e m p e r a tu r a .  BISSON e t  a l .  [37]  a c h a c a n  e s t e  

fenómeno a una mayor s í n t e s i s  de á c i d o s  o r g á n i c o s  p r o v e n i e n t e s  d e l  

m etabo lism o  s e c u n d a r i o  de l a s  l e v a d u r a s .  N o s o t ro s  no d isponem os  de bases  

s u f i c i e n t e s  p a r a  e s t a b l e c e r  s i  l a s  d i f e r e n c i a s  e n c o n t r a d a s  en  n u e s t ro  

t r a b a j o  s e  deben  e x c lu s iv a m e n te  a l a  s í n t e s i s  de á c i d o s  p o r  l a s  le v a d u ras , ,  

o tam b ié n  a fenóm enos de p r e c i p i t a c i ó n  e i n c l u s o  d e s c o m p o s ic ió n  b io ló g ic a
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de e s t o s  á c id o s .

O t r o s  e f e c t o s  que e l  e x c e s o  de t e m p e r a t u r a  t i e n e  s o b re  e l  m e tabo lism o  

de l a s  l e v a d u r a s  son : in c re m e n to  en  l a  s í n t e s i s  de á c id o  a c é t i c o  [1 6 ,  521, 

d i s m in u c ió n  en  l a  p r o d u c c ió n  de é s t e r e s  v o l á t i l e s  [1 6 ,  373, d e c r e c im ie n t o  

en l a  s í n t e s i s  de á c i d o s  g r a s o s  [3 7 3 ,  y aum ento  en  l a  p r o d u c c ió n  de 

a l c o h o l e s  s u p e r i o r e s  [3 7 ,  523 y de g l i c e r i n a  [163 .

P a ra  p a l i a r  l o s  e f e c t o s  n e g a t i v o s  que e s t o s  e x c e s o s  de t e m p e r a t u r a s  

t i e n e n  s o b r e  l o s  v in o s ,  l a  C o o p e r t a t i v a  de San P ed ro  de l o s  C o r r a l e s  de

U t i e l  cambió e l  s i s t e m a  t r a d i c i o n a l  de v i n i f i c a c i ó n  l l e v a d o  a  cabo  en  1982,

p o r  e l  s i s t e m a  BIDOUE en  1983. Las v e n t a j a s  d e l  s i s t e m a  BIDOBE s o b r e  e l  

t r a d i c i o n a l ,  según  OREGLIA [2293 , so n  l a s  s i g u i e n t e s :  una i n i c i a c i ó n  más 

r á p i d a  de l a  f e r m e n ta c ió n ,  una f e r m e n ta c ió n  más b re v e  y p u ra ,  una 

d i s m in u c ió n  de l a  t e m p e r a t u r a  de f e r m e n ta c ió n ,  un buen i n i c i o  de l a  

f e r m e n ta c ió n  i n c l u s o  en  v in o  con b a jo  c o n te n id o  en a z ú c a r ,  y o b t e n c ió n  de 

v in o s  s u a v e s ,  a f r u t a d o s ,  con b a j a  c o n c e n t r a c i ó n  en á c id o  a c é t i c o ,  de mayor 

g rad o  a l c o h ó l i c o  y de c o l o r  más i n t e n s o  y f i r m e .  Todas e s t a s  v e n t a j a s  han 

s id o  c o r r o b o r a d a s  po r  l o s  d a to s  f í s i c o - q u í m i c o s  de l o s  m osto s  e l a b o r a d o s  

b a jo  l o s  dos  s i s t e m a s  (T a b la s  3 a 16)-. Con e l  s i s t e m a  BIDOITE, l o s  v in o s  

o b t e n i d o s  p r e s e n t a n  una a c id e z  v o l á t i l  media l ig e r a m e n te  i n f e r i o r  a  l o s  

v i n i f i c a d o s  t r a d i c i o n a l m e n t e ,  0 .0 7  g /1  menos (T a b la s  10 y 16 ) ,  e l

r e n d im ie n to  a l c o h ó l i c a  e s  mayor, aunque e l  c o n te n id o  de e t a n o l  en  v a l o r

a b s o l u t o  s e a  menor, y l a  p é r d i d a  de c o l o r  a l o  l a r g o  de l a  f e r m e n ta c ió n  e s

n o ta b le m e n te  i n f e r i o r .
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3 . 1 . 2 . -  VINIFICACIONES DE DISTINTAS VARIEDADES EN LA BODEGA DE LA ESCUELA 

DE VITICULTURA Y ENOLOGIA.

La e v o lu c ió n  de l o s  p a r á m e t r o s  f í s i c o - q u í m i c o s  a  l o  l a r g o  de l a  

f e r m e n ta c ió n  de m o s to s  p r o c e d e n te s  de l a s  v a r i e d a d e s  B oba l ,  G arnacha , 

Macabeo y T e m p ra n i l lo  s e  h a l l a  d e s c r i t a  en  l a s  T a b la s  17, 18, 19, 20.

Los í n d i c e s  de m adurez de e s t a s  v a r i e d a d e s  f u e r o n  4 0 .3 5  p a r a  G arnacha , 

3 9 .5 3  p a r a  T e m p ra n i l lo ,  y 3 1 .1 8  p a r a  Macabeo. Ignoram os c u á l  f u e  e l  de  

B oba l,  p u e s to  que  l a  p r im e ra  m u e s t ra  que tomamos ya s e  e n c o n t r a b a  

f e rm e n ta n d o ,  y l a  r e l a c i ó n  e n t r e  e l  c o n te n i d a  de a z ú c a r e s  y l a  a c id e z  

t o t a l ,  en  e s t a s  c o n d ic i o n e s ,  no r e f l e j a b a  e l  e s t a d o  i n i c i a l  d e l  m osto. 

T a n to  G arnacha  como T e m p ra n i l lo  p r e s e n t a b a n  í n d i c e s  de m ad u ra c ió n  m ayores 

que l o s  de l a s  u v a s  v i n i f i c a d a s  en  l a  C o o p e r a t iv a  San P ed ro .

Los r e n d i m ie n to s  en  l a  t r a n s f o r m a c i ó n  de a z ú c a r e s  en  a l c o h o l  so n  más 

a l t o s  en  l a  v i n i f i c a c i ó n  de T e m p ra n i l lo ,  a lg o  m enores  en  G arnacha , más 

b a j o s  t o d a v í a  en Macabeo, y l o s  más b a j o s  de t o d o s  s e  a l c a n z a r o n  con  Bobal 

(T a b la s  17 a 2 0 ) .  Vamos a t r a t a r  de e x p l i c a r  l a s  c a u s a s  de e s t a s  

d i f e r e n c i a s .  El r e n d i m ie n to  más a l t o  s e  p ro d u c e  en  l a  f e r m e n t a c i ó n  de l o s  

m o s to s  de T e m p ra n i l lo ,  r e a l i z a d a  a t e m p e r a t u r a  c o n t r o l a d a  de 19°C. Como ya 

hemos v i s t o  en e l  A p a r ta d o  a n t e r i o r ,  a  t e m p e r a t u r a s  b a j a s  e l  r e n d im ie n to  

f e r m e n t a t i v o  de l a s  l e v a d u r a s  e s  más a l t o ,  s u  a c t i v i d a d  m e ta b ó l i c a  s e  

p r o lo n g a  d u r a n t e  más t ie m p o  C240], y l a s  p é r d i d a s  p o r  e v a p o r a c ió n  so n  

m enores  C 731. La v i n i f i c a c i ó n  de l o s  m o s to s  de G arnacha  d i o  l u g a r  a  

r e n d i m ie n to s  m ayares  que l o s  de Macabeo; e s t o  puede d e b e r s e  a  que a  e s t o s  

m o s to s  s e  l e s  a d ic i o n ó  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  60 mg/1 de b e n t o n i t a  como 

c l a r i f i c a n t e .  OREGLIA C2293 e s t a b l e c e  que e s t a  p r á c t i c a ,  l e j o s  de 

o b s t a c u l i z a r  l a  f e r m e n t a c i ó n ,  l a  a c e l e r a  y además da l u g a r  a  in c re m e n to  en 

l a  c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l .  E s te  aum ento e s  d e l  o rd en  de 0 .2  a  0 .5  g r a d o s  

a l c o h ó l i c o s  y e s t á  en  e s t r e c h a  r e l a c i ó n  con  e l  r e n d im ie n to  f e r m e n t a t i v o .



B o b a l  EVE 196 3 r a s e s
I I I I I IV V

A c i d e z  t o t a l  ( g / 1 ) 5 . 7 0 6 . 3 1 5 . 7 0 5 . 2 5
A c i d e z  v o l á t i l  ( g / 1 ) 0 . 2 0 0 . 3 1 0 . 4 7 0 . 6 9
A c i d o  m á l i c o  ( g / 1 ) 2 . 6 0 2 . 1 0 1 . 7 7 0 . 0 0
A z ú c a r e s  ( g / 1 ) 1 1 2 . 0 0 6 0 . 0 0 6 . 7 0 1 . 1 0
D e n s i d a d  r e l a t i v a 1 . 0 5 3 1 1 . 0 2 9 3 0 . 9 9 8 2 0 . 9 9 3 3
E x t r a c t o  s e c o  ( g / 1 ) 1 4 1 . 8 0 9 5 . 1 0 2 8 . 7 0 2 1 . 3 0
E x t r a c t o  no r e d u c t o r  ( g / 1 ) 2 9 . 8 0 3 5 . 1 0 2 2 . 0 0 2 0 . 2 0
Gra do  a l c o n ó l i c o 0 . 9 5 5 . 2 8 9 . 5 0 1 0 . 9 0
G r a d o  Baumé 7 . 3 2 4 . 1 3 0 . 0 0 0 . 0 0
H i e r r o  t o t a l  ( m g / 1 ) 0 . 8 0 0 . 8 0 0 . 7 5 0 . 7 0
I n t e n s i d a d  c o l o r a n t e 1 . 3 81 a a 1 . 1 3 1

a b s o r b a n c i a  a  420  nm 0 . 5 3 1 a a 0 . 4 5 7
a b s o r b a n c i a  a  5 20  nm 0 . 8 5 0 a a 0 . 6 7 4

pH 3 . 5 0 3 . 6 5 3 . 6 1 3 . 7 0
P o l i f e n o l e s  t o t a l e s  ( m g / 1 ) 2 7 2 . 0 0 2 6 0 . 0 0 2 4 7 . 0 0 2 3 0 . 0 0
S 0 2 U b r e  í m g / 1 ) . 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
SOi  t o t a l  ( m g / 1 ) 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
T e m p e r a t u r a  t ° C > 1 9 . 0 0 1 9 . 0 0 1 7 . 0 0 1 6 . 5 0

T a b l a  1 7 . -  V i n i f i c a c i ó n  d e  m o s t o s  r o s a d o s  de  B o b a l  e n  l a  E s c u e l a  d e  
V i t i c u l t u r a  y E n o l o g í a  de  R e q u e n a  C"EVE") e n  1 983 .  E v o l u c i ó n  de  l o s  
p a r á m e t r o s  f í s i c o - q u í m i c o s  a l o  l a r g o  de  l a  f e r m e n t a c i ó n ,  " a "  m e d i d a s  no 
e f e c t u a d a s :  d u r a n t e  l a  f e r m e n t a c i ó n  no s e  o b t e n í a n  r e s u l t a d o s  f i a b l e s .



M a c a b e o  EVE 1 9 8 3  F a s e s . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
i  m  ív  v

A c i d e z  t o t a l  ( g / 1 ) 6 . 3 5 7 . 6 1 7 . 9 5 7 . 5 0
A c i d e :  v o l á t i l  ( g / 1 ) 0 . 0 0 0 . 8 9 1 . 2 5 1 . 3 5
A c i d o  m á l i c o  ( g / 1 ) 2 . 5 0 2 . 4 0 2 . 0 0 0 . 0 0
A z ú c a r e s  ( g / 1 ) 1 9 8 . 0 0 7 2 . 8 0 1 4 . 6 0 1 . 2 7
D e n s i d a d  r e l a t i v a 1 . 0 8 2 7 1 . 0 2 9 4 0 . 9 9 9 4 0 . 9 9 2 3
E x t r a c t o  s e c o  ( g / 1 ) 2 1 5 . 4 0 9 3 . 3 0 3 3 . 6 0 2 1 . 4 0
E x t r a c t o  no r e d u c t o r  ( g / 1 ) 1 7 . 4 0 2 0 . 5 0 1 9 . 0 0 2 0 . 1 0
Gr a d o  a l c o h ó l i c o 0 . 0 0 6 . 9 0 1 0 . 1 0 1 2 . 0 5
Gr a d o  Baumé 1 1 . 0 9 4 . 1 4 0 . 0 0 0 . 0 0
H i e r r o  t o t a l  ( m g / 1 ) 0 . 5 0 0 . 5 2 0 . 5 3 0 . 5 3
I n t e n s i d a d  c o l o r a n t e 0 . 5 1 7 a a 0 . 4 9 8

a b s o r b a n c i a  a 420  nm 0 . 3 6 5 a « a 0 . 3 5 1
a b s o r b a n c i a  a  520  n» 0 . 1 5 2 a a 0 . 1 4 7

pH 3 . 6 4 3 . 2 0 3 . 4 0 3 . 7 5
P o l i f e n o l e s  t o t a l e s  ( m g / 1 ) 1 2 5 . 0 0 1 2 4 . 0 0 1 2 4 . 0 0 1 1 3 . 0 0
SO;  l i b r e  ( m g / 1 ) 0 . 0 0 7 . 3 0 8 . 0 0 9 . 1 0
SQ2 t o t a l  ( m g / 1 ) 0 . 0 0 1 0 3 . 5 0 9 7 . 6 0 9 5 . 8 0
T e m p e r a t u r a  ( ' O 1 9 . 5 0 2 3 . 0 0 2 0 . 5 0 1 5 . 5 0

T a b l a  1 8 . -  V i n i f i c a c i ó n  de  m o s t o s  b l a n c o s de  Mac abe o e n  l a E s c u e l a  d e
Viticu l t u r a  y Enología de Requena (" E V E " > en 1983. Evo l u c i ó n  de ios
paráme t r o s  físico-quíiiicos a lo largo de la fermentación. V  medidas no
efectuadas: d urante la f e r mentación no se o b t e n í a n  r esultados fiables.



Garnacha EVE 1983 Fases _  . . . . . . .
I . . . . . . . . . . . . i i i  IV »

A c i d e z  t o t a l  ( g / 1 ) 5 . 1 8 5 . 3 0 5 . 0 3 4 . 9 8
A c i d e z  v o l á t i l  ( g / 1 ) 0 . 0 0 0 . 2 3 0 . 2 3 0 . 2 2
Ac i d o  r i á l i c o  ( g / 1 ) 1 . 5 0 1 . 5 0 0 . 9 7 0 . 0 0
A z ú c a r e s  ( g / 1 ) 2 0 9 . 0 0 7 5 . 4 0 2 8 . 2 0 1 . 3 0
D e n s i d a d  r e l a t i v a 1 . 0 8 9 9 1 . 0 2 5 0 1 . 0 0 4 0 0 . 9 9 1 2
E x t r a c t o  s e c o  ( g / 1 ) 2 6 0 . 7 0 9 7 . 2 0 5 1 . 2 0 1 9 . 8 7
E x t r a c t o  no  r e d u c t o r  ( g / 1 ) 5 1 . 7 0 2 1 . 8 0 2 3 . 0 0 1 8 . 6 0
Gr a d o  a l c o h ó l i c o 0 . 0 0 9 . 2 3 1 1 . 9 0 1 3 . 2 3
Gr a d o  Baumé 1 1 . 9 6 3 . 5 5 0 . 5 8 0 . 0 0
H i e r r o  t o t a l  ( « g / 1 ) 0 . 7 0 0 . 8 0 0 . 8 0 0 . 8 7
I n t e n s i d a d  c o l o r a n t e 1 . 1 1 7 a a 1 . 2 8 8

a b s o r b a n c i a  a  4 2 0  na 0 . 4 2 2 a a 0 . 5 8 5
a b s o r b a n c i a  a  5 2 0  n» 0 . 6 9 5 a a 0 . 7 0 3

PH 3 . 3 3 3 . 2 4 3 . 3 0 3 . 4 1
P o l i  f e n o l e s  t o t a l e s  í i r i g /1) 2 6 7 . 0 0 2 5 6 . 0 0 2 5 1 . 0 0 2 3 9 . 0 0
S 0 2 l i b r e  ( a g / 1) 0 . 0 0 7 . 8 0 8 . 6 0 9 . 5 0
S 0 2 t o t a l  í » g / l ) 0 . 0 0 7 3 . 4 0 7 4 . 2 0 6 5 . 3 0
T e m p e r a t u r a  ( *C) 2 3 . 0 0 2 4 . 5 0 2 2 . 0 0 1 9 . 0 0

T a b l a  19 -  V i n i f i c a c i ó n  de  n o s t o s  r o s a d o s  de  6 a r n a c h a  e n  l a  E s c u e l a  d e  
V i t i c u l t u r a  y E n o l o g í a  d e  R e q u e n a  ( ' E V E " )  e n  1 983 .  E v o l u c i ó n  d e  l o s  
p a r á m e t r o s  f í s i c o - q u í a i c o s  a  l o  l a r g o  de  l a  f e m e n t a c i ó n .  " a "  H e d i d a s  no 
e f e c t u a d a s :  d u r a n t e  l a  f e m e n t a c i ó n  no s e  o b t e n í a n  r e s u l t a d o s  f i a b l e s .



T e npranillo EVE 1983 F a s e s . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
í  n i  Iv v

A c i d e z  t o t a l  ( g / 1 ) 5 . 5 9 5 . 5 5 5 . 5 2 5 . 0 7
A c i d e z  v o l á t i l  ( g / 1 ) 0 . 0 0 0 . 1 0 0 . 1 4 0 . 1 4
A c i d o  n á l i c o  ( g / 1 ) 2 . 1 0 1 . 8 0 1 . 7 0 0 . 3 7
A z ú c a r e s  ( g / 1 ) 2 2 1 . 0 0 6 7 . 4 0 2 4 . 1 0 1 . 2 0
D e n s i d a d  r e l a t i v a 1 . 0 9 4 0 1 . 0 2 2 0 1 . 0 0 0 9 0 . 9 9 1 0
E x t r a c t o  s e c o  ( g / 1 ) 2 4 5 . 2 0 9 0 . 2 0 4 3 . 1 0 2 3 . 7 0
E x t r a c t o  no r e d u c t o r  ( g / 1 ) 2 4 . 2 0 2 2 . 8 0 2 0 . 3 0 2 2 . 5 0
Gr ado  a l c o h ó l i c o 0 . 0 0 9 . 4 1 1 1 . 9 2 1 4 . 0 0
Gr a o o  Baumé 1 2 . 4 9 3 . 1 0 0 . 0 7 0 . 0 0
H i e r r o  t o t a l  ( a g / 1 > 0 . 5 5 0 . 7 8 0 . 7 0 0 . 6 7
I n t e n s i d a d  c o l o r a n t e 1 . 0 2 5 a a 1 . 2 3 5

a b s o r b a n c i a  a 4 20  nis 0 . 3 9 9 a a 0 . 5 7 5
a b s o r b a n c i a  a  5 2 0  nii 0 . 5 2 5 a a 0 . 6 6 0

pH 3 . 5 5 3 . 4 8 3 . 5 6 3 . 6 5
F ' o l i f e n o l e s  t o t a l e s  ( « g / i ) 2 5 7 . 0 0 2 6 3 . 0 0 2 6 1 . 0 0 2 5 6 . 0 0
•S02 l i b r e  ( » g / l ) 0 . 0 0 6 . 5 0 6 . 0 0 8 . 0 0
SO* t o t a l  ( i g / 1 ) 0 . 0 0 6 7 . 0 0 6 4 . 3 0 6 3 . 1 0
T e m p e r a t u r a  C• C) 2 3 . 5 0 1 8 . 0 0 1 9 . 0 0 1 8 . 5 0

T a b l a  20  -  V i n i f i c a c i ó n  de  m o s t o s  r o s a d o s  d e  T e m p r a n i  1 l o  e n  l a  E s c u e l a  d e  
V i t i c u l t u r a  y E n o l o g í a  de  R e q u e n a  ( " E VE " )  e n  1 983 .  E v o l u c i ó n  de  l o s  
p a r á m e t r o s  f í s i c o - q u í i i c o s  a  l o  l a r g o  de  l a  f e m e n t a c i ó n . " a "  H e d i d a s  no 
e f e c t u a d a s :  d u r a n t e  l a  f e r m e n t a c i ó n  no s e  o b t e n í a n  r e s u l t a d o s  f i a b l e s .
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OREGLIA e x p l i c a  e s t e  f a v o r e c im ie n t o  de l a  f e r m e n ta c ió n  p o rq u e  l a  b e n t o n i t a  

e s  c a p a z  de e l i m i n a r  s u s t a n c i a s  a n t i b i ó t i c a s  p r o d u c i d a s  p o r  l a s  l e v a d u r a s  

o p o r  B o t r y t i s  c in é r e a ,  y su p r im e  l a  i n f l u e n c i a  n e g a t i v a  de r e s t o s  de 

p e s t i c i d a s  [2293 . E s to s  e f e c t o s  de l a  b e n t o n i t a  pueden  e x p l i c a r  tam b ié n  un 

mayor número de c é l u l a s  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  de m o sto s  de G arnacha  

r e s p e c t o  a l  que en c o n tram o s  en Macabeo.

P o r  ú l t i m a ,  hemos de c o m e n ta r  e l  c a s o  de l a  v i n i f i c a c i ó n  de Bobal que 

s e  r e a l i z ó  s i n  a d i c i ó n  de S02 . Aqui l o s  r e n d i m i e n t o s  f u e r o n  b a j o s ,  dado que 

una g r a n  p a r t e  de l o s  a z ú c a r e s  d e l  m osto  f u e r o n  con su m id o s  a e ró b ic a m e n te  

p o r  l e v a d u r a s  s a l v a j e s  ( e n te n d ie n d o  como " s a l v a j e s ” a q u é l l a s  d i s t i n t a s  de 

Saccharom yces)  de m etabo lism o  em in e n te m en te  r e s p i r a t o r i o ,  que han 

p e r s i s t i d o  en e l  mosto en a u s e n c i a  de S0s . De e s t a  m anera  nos  e n c o n tram o s  

que en  l a  p r im e ra  f a s e  m u e s t re a d a  te n ía m o s  una d e n s id a d  de 1 .0531 y s ó l o  

0 .9 5 °  de a l c o h o l  fo rm adas .  G e n e ra lm e n te  a e s t a  d e n s id a d  l o  c o r r e s p o n d e  una 

g r a d u a c ió n  a l c o h ó l i c a  de 4 a  5° a l c o h ó l i c o s .

El pH s i g u i ó  l a  misma e v o lu c i ó n  en  t r e s  de l a s  c u a t r o  v i n i f i c a c i o n e s  

e s t u d i a d a s ,  y e s  s e m e ja n te  a  l a  que hemos d e f i n i d o  en e l  A p a r ta d o  a n t e r i o r  

p a ra  l a s  v i n i f i c a c i o n e s  s e g u id a s  en  l a  C o o p e r a t iv a  San P ed ro . D uran te  l a  

f e r m e n ta c ió n  de m ostos  de Bobal,  e l  pH no d e s c e n d ió  y lu e g o  aum entó , s i n o  

que mantuvo una l í n e a  a s c e n d e n te  c o n t i n u a .  En e s t e  c a s o ,  a l  no h a b e r  

a d i c i ó n  de S02 , no se  ha p ro d u c id o  a c i d i f i c a c i ó n  d e l  m osto , y e l  b a la n c e  

e n t r e  p r o d u c c ió n  y consumo de á c i d o s  o r g á n i c a s  p a r  p a r t e  de l a s  l e v a d u r a s  

p a re c e  d e c a n t á r s e  p o r  l a  s u s t i t u c i ó n  de á c i d o s  más f u e r t e s  p o r  o t r o s  más 

d é b i l e s .

La a c id e z  t o t a l  tam b ié n  e v o lu c io n a  en  l a  form a ya e x p l i c a d a  en  e l  

A partado  3 . 1 . 1  de e s t e  C a p í tu l o .  S in  embargo, en  e s t o s  c a s o s  p a r e c e  no 

c u m p l i r s e  l a  r e l a c i ó n  e n t r e  e l  aumento de t e m p e r a t u r a  y d i s m in u c ió n  de l a  

a c id e z ,  ya que l o s  m ostos  f e r m e n ta d o s  a t e m p e r a t u r a  a m b ie n te ,  G arnacha  y 

Macabeo, p r e s e n t a n  menor p é r d id a  de a c id e z  que l o s  f e r m e n ta d o s  a 19°C. Es
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p o s i b l e  que t e m p e r a t u r a s  t a n  b a j a s  como 19°C y c o n c e n t r a c i o n e s  a l c o h ó l i c a s  

de 1 4 .1 °  en  T e m p ra n i l lo ,  f a v o r e z c a n  más l a  p r e c i p i t a c i ó n  de b i t a r t r a t o s  y 

de e s t a  form a s e  vea  d i s m in u id a  l a  a c id e z  t o t a l  en  mayor g ra d o .  P o r  o t r a  

p a r t e  e l  aum ento  e x c e s i v o  de a c id e z  t o t a l  en  l a  f e r m e n ta c ió n  de m osto s  de 

Macabeo s e  d e b ió  a l  in c re m e n to  de á c id o  a c é t i c o  p r o d u c id o  p o r  e l  

m e ta b o lism o  de c i e r t a s  l e v a d u r a s  de l a s  que n o s  ocuparem os p o s t e r i o r m e n t e .

La a c i d e z  v o l á t i l  e v o lu c io n ó  en  l a  form a a c o s tu m b ra d a ,  in c re m e n tá n d o s e  

l a  c o n c e n t r a c i ó n  de á c id o  a c é t i c o  a l o  l a r g o  de l a  f e r m e n ta c ió n ,  p e ro  s i n  

s u p e r a r  l i m i t e s  p e l i g r o s o s  e x c e p to  en  e l  c a s o  de  Macabeo, ya com entado . 

Después de Macabeo, Bobal e s  l a  que p r e s e n t a  mayor a c id e z  v o l á t i l .  E s to  se  

debe p o s ib l e m e n te  a  que e s t a  v i n i f i c a c i ó n  s e  r e a l i z ó  s i n  S02 y é s t o  p rovocó  

l a  p r e s e n c i a  p r o lo n g a d a  de l e v a d u r a s  a c e t o g é n i c a s  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  

[2703 .

El c o n te n i d o  en  h i e r r o  de l o s  m osto s  v a r i ó  e n t r e  0 .5  y 0 .8  mg/1 

(T a b la s  17 a 2 0 ) .  En dos  de e s t a s  v i n i f i c a c i o n e s  no s e  o b se rv ó  

p r á c t i c a m e n t e  n in g ú n  e n r i q u e c i m ie n t o  en  e s t e  m e ta l ,  ya que l o s  m o sto s  s e  

v i n i f i c a r o n  en  r e c i p i e n t e s  de f i b r a  de v i d r i o  que no p r e s e n t a  l o s  p ro b le m a s  

de c e s i ó n  de h i e r r o  que pueden p r e s e n t a r  l o s  de cem ento  C2293. En o t r o s  dos  

d e p ó s i t o s  : T e m p ra n i l lo  y G a rn a ch a ,  e l  c o n te n id o  en  h i e r r o  aum enta

l ig e r a m e n te ,  d e l  o rd e n  de 0 .1 7  mg/1 en  G arnacha  y d e l  o rd e n  de 0 .1 3  en  

T e m p ra n i l lo .  Dado que e s t a s  v i n i f i c a c i o n e s  s e  r e a l i z a r o n  en  d e p ó s i t o s  de 

f i b r a  de v i d r i o  como l o s  o t r o s ,  no n o s  e s  p o s i b l e  p e n s a r  en una c e s i ó n  de 

h i e r r o  p o r  l o s  r e c i p i e n t e s  de f e r m e n ta c ió n .  P o s ib le m e n te  e l  t r a t a m i e n t o  con 

b e n t o n i t a  que han  s u f r i d o  e s t o s  m ostos  pueda  e x p l i c a r  e s t e  in c re m e n to  en  

h i e r r o .  OREGLIA , [2293 nos  h a b la  de l a  c e s i ó n  de e s t e  m e ta l  a l  e m p le a r  

b e n t o n i t a  como c l a r i f i c a n t e .

En c u a n to  a i n t e n s i d a d  c o l o r a n t e  hemos de o b s e r v a r  d o s  c o s a s  (T a b la s  

17 a 2 0 ) :  l a  i n t e n s i d a d  c o l o r a n t e  en e l  p r im e r  m u e s t re o  de l o s  r o s a d o s  

T e m p ra n i l lo  y G arnacha  e s  menor que en  e l  ú l t im o  m u e s t re o .  E s to  s e  debe a
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que l a  p r im e ra  m u e s t ra  s e  tomó a n t e s  de que  s e  a d i c i o n a s e  e l  S02 a l  mosto 

en  m a c e ra c ió n  con  l o s  h o l l e j o s  y l o s  o r u j o s .  Es de t o d o s  b i e n  c o n o c id o  e l  

e f e c t o  f a v o r a b l e  de l a  d i s o l u c i ó n  de m a t e r i a  c o l o r a n t e  que t i e n e  e s t e  

p r o d u c to  [2403 . P o r  l o  t a n t o  t r a s  e l .  p r im e r  m u e s t re o  hubo un aum ento  de 

i n t e n s i d a d  c o l o r a n t e .  Po r  o t r o  la d o  t a m b ié n  s e  p ro d u ce  una d i s m in u c ió n  de 

l o s  co m p u es to s  f e n ó l i c o s  a lo  l a r g o  de l a  f e r m e n ta c ió n  p o r  p o l i m e r i z a c i ó n ,  

a d s o r c i ó n  y p r e c i p i t a c i ó n .  E s to  podemos o b s e r v a r l o  en l a  v i n i f i c a c i ó n  de 

Bobal en  l a  c u a l  l a  p r im e ra  m u e s t ra  s e  tomó d e s p u é s  de l a  m ac e ra c ió n ;  s e  

c o n s t a t a  una d i s m in u c ió n  de p o l i f e n o l e s  y de i n t e n s i d a d  c o l o r a n t e  en  l a  

ú l t i m a  m u e s t ra .  También queda comprobado en  l a  v i n i f i c a c i ó n  de Macabeo en 

l a  c u a l  no hubo m a c e ra c ió n  con l o s  o r u j o s ,  y p o r  t a n t o  no hubo in c re m e n to  

de l a  i n t e n s i d a d  c o l o r a n t e  t r a s  l a  a d i c i ó n  de S02 .

La a d i c i ó n  de S02 a e s t o s  m ostos  ha s i d o  s ie m p re  i n f e r i o r  a l a s  

r e a l i z a d a s  en l a  C o o p e r a t iv a  San Pedro ; l a s  c a n t i d a d e s  v a r í a n  de 0 a 100 

mg/1 (T ab la  2 ) .  En to d o s  l o s  c a s o s  s e  o b s e rv a  una d i s m in u c ió n  p r o g r e s i v a  

d e l  S02 t o t a l  a lo  l a r g o  de l a  f e r m e n ta c ió n ,  que e s  menor en  e l  c a s o  de 

T e m p ra n i l lo  ( T a b la s  17 a 2 0 ) .  E s to  puede d e b e r s e  a que 'la  v i n i f i c a c i ó n  de 

e s t e  mosto se  r e a l i z ó  a 19°C, y l a s  p é r d i d a s  de S02 p o r  e v a p o r a c ió n  f u e r o n  

m enores. Por o t r o  la d o  podemos o b s e r v a r  que l a  p r o p o r c ió n  de S02 l i b r e  e s  

menor d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  tu m u l tu o s a ,  y p o s t e r i o r m e n t e  aum enta . E s to  s e  

debe  a que e l  m e ta b o lism o  más a c t i v o  de l a s  l e v a d u r a s  en e s t a  f a s e  da l u g a r  

a co m p u es to s  s e c u n d a r i o s  c a p a c e s  de c o m b in a rse  con e l  S02 , t a l e s  como á c id o  

p i r ú v i c o ,  á c id o  a - c e t o g l u t á r i c o  y a c e t a l d e h í d o  [176 , 2993, con lo  c u a l  l a

f r a c c i ó n  l i b r e  d e l  S02 e s  muy r e d u c id a .  Al f i n a l  de l a  f e r m e n t a c i ó n ,  e l  

a g o ta m ie n to  de lcfs a z ú c a r e s  u o t r o s  co m p u es to s  c a p a c e s  de c o m b in a rs e ,  

aunque en b a j a  p r o p o r c ió n  con e l  S02 [1763 , hace  que aumente e l  p o r c e n t a j e  

de S02 l i b r e .  P o r  o t r o  la d o ,  y c o n fi rm a n d o  l o s  r e s u l t a d o s  de CAFTARELLI 

[513 , observam os que en v i n i f i c a c i o n e s  r e a l i z a d a s  a  t e m p e r a t u r a s  más b a j a s ,  

l a  r e l a c i ó n  SO-, l i b r e  /  S02 combinado e s  menor a t e m p e r a t u r a s  más a l t a s .
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Así en  l a  v i n i f i c a c i ó n  de T e m p ra n i l lo  l a  media d e l  S02 l i b r e  d u r a n t e  l a  

f e r m e n ta c ió n  fu e  de 10.5%, m ie n t r a s  que en  G arnacha  y Kacabeo fu e  de 9.3%. 

El á c id o  m á l ic o  en  e s t o s  m ostos  v a r i a b a  de 1 .5  g /1  en  G arnacha  h a s t a  2 .6  en  

Bobal ( T a b la s  17 a 2 0 ) .  En to d o s  l o s  c a s o s  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  

a l c o h ó l i c a  d i s m in u ía  l ig e r a m e n te  l a  c a n t i d a d  de e s t e  á c id o ;  l a  a c t i v i d a d  de 

c i e r t a s  l e v a d u r a s  e x p l i c a r í a  e s t a  d i s m in u c ió n .  S in  embargo, observam os que 

en l a s  -ü lt im as  f a s e s  de l a  v i n i f i c a c i ó n  e s t a  d e g ra d a c ió n  s e  a c r e c e n t a b a ,  y 

é s t o  c o i n c i d í a  con  e l  aumento de l a  p o b l a c i ó n  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

( F ig u r a s  22 a 2 5 ) .  Po r  e l l o  suponemos que son  e s t o s  m ic ro o rg a n is m o s  I d s  

r e s p o n s a b l e s  f i n a l e s  de su  d e g ra d a c ió n .

La t e m p e r a t u r a  en e s t a s  v i n i f i c a c i o n e s  ha s i d o  un p a rá m e t r o  c o n t r o l a d o  en 

a lg u n o s  c a s o s ,  y f a l t o  de c o n t r o l  en o t r o s .  Las d i f e r e n c i a s  que podemos 

e n c o n t r a r  en l o s  m osto s  v i n i f i c a d o s  a  d i s t i n t a s  t e m p e r a t u r a s  son : un mayor 

r e n d im ie n to  en e t a n o l  ( e x c e p to  en e l  c a s o  de Bobal que s e  v i n i f i c ó  s i n  

S 0 - ) ,  un mayor c o n te n id o  en S02 l i b r e ,  menor a c id e z  v o l á t i l ,  y un 

c r e c im i e n t o  más p a u l a t i n o  y l e n t o  de l a s  c é l u l a s  de l e v a d u r a s .  Todas e s t a s  

c a r a c t e r í s t i c a s  abogan  p o r  l a  v i n i f i c a c i ó n  a b a j a s  t e m p e r a t u r a s .

3 . 2 . -  PARAMETROS KICROBIOLOGICOS.

D uran te  1982 y 1983 se  r e a l i z a r o n  s e g u im ie n to s  f í s i c o - q u í m i c o s  y 

m í c r o b io l ó g ic o s  de v a r i a s  v i n i f i c a c i o n e s .  En 1982 s e  to m a ran  m u e s t r a s  en  l a  

C o o p e r a t iv a  San P e d ro  de l o s  C o r r a l e s  de U t i e l ,  r e a l i z á n d o s e  un s e g u im ie n to  

de s i e t e  d e p ó s i t o s  donde fe rm e n ta b a n ,  p o r  e l  s i s t e m a  t r a d i c i o n a l ,  m ostos  de 

uva Bobal d e s t i n a d o s  a l a  p ro d u c c ió n  de r o s a d o s .  Dado que s e  ha d e m o s tra d o  

que l a  m i c r o f l o r a  puede v a r i a r  en r e l a c i ó n  can  l a  l o c a l i z a c i ó n  de l o s  

v iñ e d o s  y con e l  año y momento de l a  r e c o l e c c i ó n  [141 , 2 5 8 ] ,  en 1983 se
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c o n t in u ó  m u es tre a n d o  en e s t a  bodega, a  f i n  de e s t a b l e c e r  s i  s e  p r o d u c ía n  

v a r i a c i o n e s  de l o s  m ic ro o rg a n ism o s  a s o c i a d o s  a l o s  m ostos  a  lo  l a r g o  de 

v e n d im ia s  s u c e s i v a s .  Po r  o t r o  la d o  en  1983 s e  e s t u d i ó  ta m b ié n  l a  i n f l u e n c i a  

que e l  s i s t e m a  de v i n i f i c a c i ó n  p o d ía  t e n e r  s o b r e  l a  e v o lu c i ó n  de l a  

m i c r o f l o r a  a lo  l a r g o  de l a  f e r m e n ta c ió n .  P a r a  e l l o  s e  com pararon  l o s  d a t o s  

de l a s  v i n i f i c a t i o n e s  p o r  e l  s i s t e m a  t r a d i c i o n a l  (1 982 ) ,  con  l o s  de l a s  

v i n i f i c a c i o n e s  p o r  e l  s i s t e m a  BIDONE e f e c t u a d a s  en  1983 en  l a  misma bodega. 

En 1983 tam b ié n  s e  c a r a c t e r i z ó  l a  i n f l u e n c i a  que l o c a l i z a c i o n e s  d i s t i n t a s  

de l o s  v iñ e d o s  t e n í a n  s o b re  l a  m i c r o f l o r a  p r e s e n t e  en l o s  m osto s ,  

comparando l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en  l a  C o o p e r a t iv a  San P ed ro  de l o s  

C o r r a l e s  de U t i e l  con l o s  de l a  E s c u e la  de V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía  de 

Eequena. F in a lm e n te ,  s e  a n a l i z a r o n  l a s  d i f e r e n c i a s  en  l a  c o m p o s ic ió n  de l a  

m i c r o f l o r a  p r e s e n t e  en  l o s  m ostos  de d i s t i n t a s  v a r i e d a d e s  de uva: Bobal 

( d e s t i n a d o s  a r o s a d o s ) ,  C a b e rn e t -S a u v ig n o n  ( t i n t o s ) ,  G arnacha  ( r o s a d o s ) ,  

Macabeo ( b la n c o s )  y T e m p ra n i l lo  ( r o s a d o s ) .  E s to s  ú l t i m o s  m osto s  s e  

v i n i f i c a r o n  se g ú n  e l  s i s t e m a  t r a d i c i o n a l  en l a  E s c u e la  de V i t i c u l t u r a  y 

E n o lo g ía  en 1983, p e ro  b a jo  d i s t i n t a s  c o n d ic i o n e s  de f e r m e n ta c ió n .  Los 

t r a t a m i e n t o s  de v i n i f i c a c i ó n  que s u f r i e r o n  e s t o s  m ostos  s e  d e t a l l a n  en  l a  

T ab la  2. E s to  nos p e r m i t i ó  d e t e r m i n a r  además l a  i n f l u e n c i a  que e s t a s  

c o n d ic i o n e s  t e n í a n  s o b re  l a  d in ám ic a  de l a s  p o b l a c i o n e s  m ic r o b ia n a s .

D uran te  1982 s e  obse rvó  l a  e v o lu c i ó n  d e l  número t o t a l  de b a c t e r i a s  

a c é t i c a s ,  b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  l e v a d u r a s  y mohos. P a ra  l a s  p r im e r a s  s e  

em p le a ro n  dos  t i p o s  de m edios de c u l t i v o  s ó l i d o s :  AM y MC; p a r a  e l  r e c u e n to  

de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  s e  e l i g i ó ’ l a  t é c n i c a  d e l  Número Más P r o b l a b l e  en  

medio l í q u i d o ,  em pleando e l  MSRM a d ic i o n a d o  de a l c o h o l  f e n i l e t í l i c o  

( c o n c e n t r a c ió n  f i n a l  de 3 mg/ml) a f i n  de e v i t a r  e l  c r e c i m i e n t o  de 

l e v a d u r a s  y b a c t e r i a s  Gram ( - )  [523 . El r e c u e n to  de l e v a d u r a s  s e  r e a l i z ó  en  

t r e s  m edios de c u l t i v o  s ó l i d o s  d i f e r e n t e s :  ME y ASD a c i d i f i c a d o s  con  á c id o  

c í t r i c o  h a s t a  un pH de 3 .5 ,  y KB a pH 5 .5  y a d ic i o n a d o  de d i f e n i l o  (0 .1
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mg/ml) p a r a  e l i m i n a r  l o s  mohos C183]. F in a lm e n te ,  l o s  mohos s e  c o n ta r o n  una

vez c r e c i e r o n  s o b r e  medio MB s i n  d i f e n i l o  a pH de 5 .5  donde f u e r o n

s e m b ra d as  l a s  m u e s t r a s .

En e l  año  1983 s e  c o n t in u ó  u t i l i z a n d o  e s t a s  t é c n i c a s  de r e c u e n to ,  

aunque con  a lg u n a  m o d i f i c a c ió n .  En p r im e r  l u g a r  s e  abandonó l a  i d e a  de 

r e a l i z a r  un r e c u e n t o  de b a c t e r i a s  a c é t i c a s  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n ,  dado 

que a  l o  l a r g o  de l o s  m u é s t re o s  r e a l i z a d o s  e l  afío a n t e r i o r  no ob tuv im os 

n in g u n a  e v i d e n c i a  de s u  e x i s t e n c i a  en n in guno  de l o s  d e p ó s i t o s  m u e s t re a d o s .  

R e s p e c to  a l o s  r e c u e n t o s  de l e v a d u r a s ,  de l o s  t r e s  m edios  e n s a y a d o s  p a r a  

t a l  f i n  l le g a m o s  a l a  c o n c lu s ió n  de que en  MB con d i f e n i l o  a pH=5.5 e r a  

donde a p a r e c í a  e l  mayor número de e s p e c i e s  d i s t i n t a s  (T ab la  2 1 ) ,  y además 

l a s  c o l o n i a s  c r e c í a n  más r á p id a m e n te  s o b re  e s t e  m edio, y e r a n  de mayor

d iá m e t r o .  Es p o r  e l l o  que s e  e l i g i ó  e l  medio KB a un pH de 5 .5  y a d ic io n a d o

de d i f e n i l o  p a r a  r e a l i z a r  l o s  r e c u e n t o s  de l e v a d u r a s  d u r a n t e  1983,

d e s e s t im a n d o  l o s  o t r o s  s i s t e m a s  p o r  s e r  menos a d e c u a d o s ,  y además po rque  de 

e s t a  form a se  s i m p l i f i c a b a  e l  p r o c e s a m ie n to  de l a s  num erosas  m u e s t ra s .

3 . 2 . 1 . -  EVOLUCION DE LA MICROFLORA EN LAS VINIFICACIONES DE LA COOPERATIVA 

SAN PEDRO.

Los r e s u l t a d o s  de l o s  r e c u e n t o s  o b t e n i d o s  d u r a n t e  e l  afio 1982 s e  

o b s e rv a n  en  l a s  F i g u r a s  8 a  15. En e l l a s  s e  m u e s t ra  l a  e v o lu c i ó n  c o n t in u a  

de l a s  p o b l a c i o n e s  de b a c t e r i a s  a c é t i c a s ,  b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  l e v a d u r a s  y 

mohos a lo  l a r g o  de l a  f e r m e n ta c ió n  de cada  uno de l o s  d e p ó s i t o s

m u e s t re a d o s .

En n in guno  de l o s  m u é s t re o s  r e a l i z a d o s  a p a r e c i e r o n  b a c t e r i a s  a c é t i c a s .

E s to  puede d e b e r s e  a l a  no id o n e id a d  de l o s  s i s t e m a s  e m p lead o s ,  c o s a  poco

p r o b a b le  a j u z g a r  p o r  l a s  o p in io n e s  de d i v e r s o s  i n v e s t i g a d o r e s  [58 , 3 2 7 ] ,  a



E s p e c i e s ??^Í25_^!>£üIiÍ^2___________________________
57 1 ) f i’cbi ÁÜT(b) AÜ’ ( c) íc’(d)

A u r e o b a s i d i u a  p u l l u l a n s *  

Cándida  b o i d i n i i  

Candi da  p u l c h e r r i m a  

Candi da  s t e l l a t á  

Hans enul a  a nona la  

Mansenula  t i r a k i i  

K l o e c k e r a  a p i s  

P i c h i a  f e r n e n t a n s  

P i c h i a  k l u y v e r i  

P i c h i a  n e t i b r a n a e f a c i e n s  

R h o d o t o r u l a  rubra  

S. c e r e v i s i a e v a r .  b a y a n u s  
S.  c e r e v i s i a e  v a r . c a p e n s i s  
S. c e r e v i s i a e v a r . c e r e v i s i a e  

S. c e r e v i s i a a v a r .  c h e v a l i e r j  
S.  c e r e v i s i a a v a r .  s t e i n e r i  

S.  c e r e v i s i a a v a r .  uvarut i  

S p o r o b o l o m y c e s  r o s e u s

T a b l a  2 1 . -  A p a r i c i ó n  de  e s p e c i e s  de  l e v a d u r a s  s o b r e  d i s t i n t o s  m e d i o s  d e  c u l t i v o ,  “a "  
a d i c i o n a d o  de  d i f e n i l o  0 . 1  n g / i l .  "b "  a c i d i f i c a d o  h a s t a  p H= 3 . 5  con  á c i d o  c í t r i c o  a l  
IOS.  V  m e d i o  a g a r  m a n i t o l  p a r a  e l  r e c u e n t o  d e  b a c t e r i a s  a c é t i c a s .  *d"  a e d i o  de  
C a r r  p a r a  e l  r e c u e n t o  de  b a c t e r i a s  a c é t i c a s .  *+* c r e c i m i e n t o  o b s e r v a d o .  
c r e c i m i e n t o  no o b s e r v a d o .  * E s t a  e s p e c i e  no e s t á  c o n s i d e r a d a  como l e v a d u r a  e n  l a s  
a c t u a l e s  c l a v e s  t a x o n ó m i c a s .



Deposito "A"
9.0 log (n+l)
■>.Q
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F ig u ra  8 . -  Evolución de la microflora en el depósito A. Vinificación de uva Bobal por el sistema tradicional. (Coope­
rativa San Pedro), campaña 1982. Los recuentos de bacterias acéticas, levaduras y mohos se expresan como log(n+l) 
siendo "n" el nümero de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n” 
representa el Nümero Más Probable de células por mi.



Deposito "B"
log (n+l)

Figura 9 . -  Evolución de la microflora en el depósito B. Vinificación de uva Bobal por el sistema tradicional. (Coope 
rativa San Pedro), campaña 1982. Los recuentos de bacterias acéticas, levaduras y mohos se expresan como log(n+l) 
siendo "n" el número de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n" 
representa el Número Más Probable de células por mi.



Deposito "C"
.̂O Log (n+l)

Figura 10. -  Evolución de la microflora en el depósito C. Vinificación de uva Bobal por el sistema tradicional. (Coope­
rativa San Pedro), campaña 1982. Los recuentos de bacterias acéticas, levaduras y mohos se expresan como log(n+l) 
siendo "n11 el nümero de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n" 
representa el Número Más Probable de células por mi.



Deposito "D"
^.O log (n+l)

Figura 11. -  Evolución de la microflora en el depósito D. Vinificación de uva Bobal por el sistema tradicional. (Coope­
rativa San Pedro), campaña 1982. Los recuentos de bacterias acéticas, levaduras y mohos se expresan corno log(n+l)

9

siendo "n" el nümero de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n" 
representa el Número Más Probable de células por mi.



Deposito "E"
Q.O Log (n+l)

Figura 12. -  Evolución de la microflora en el depósito E. Vinificación de uva Bobal por el sistema tradicional. (Coope­
rativa San Pedro), campaña 1982. Los recuentos de bacterias acéticas, levaduras y mohos se expresan como log(n+l) 
siendo "n" el número de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n" 
representa el Nümero Más Probable de células por mi.



Deposito "F"
Log (n+l)

Figura 13. -  Evolución de la microflora en el depósito F. Vinificación de uva Bobal por el sistema tradicional. (Coope­
rativa San Pedro), campaña 1982. Los recuentos de bacterias acéticas, levaduras y mohos se expresan como log(n+l) 
siendo "n" el número de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n" 
representa el Número Más Probable de células por inl.



Deposito "G"
9 .0  log (n+l)

Figura 14. -  Evolución de la microflora en el depósito G. Vinificación de uva Bobal por el sistema tradicional. (Coope­
rativa San Pedro), campaña 1982. Los recuentos de bacterias acéticas, levaduras y mohos se expresan como log(n+l) 
siendo "n" el nümero de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n" 
representa el Número Más Probable de células por mi.



Medias Coop. 1982
9.0 log (n+l)
■ x o

Figura 15. -  Evolución de la microflora durante la vinificación tradicional.(Cooperativa San Pedro), campaña 1982. 
Los datos de la figura representan las medias de los valores obtenidos a partir de los depósitos muestreados en cada 
fase. Los recuentos de las bacterias acéticas, levaduras y mohos se expresan como log(n+l), siendo "n" el número 
de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n" representa el Nümero 
Más Probable de células por mi.
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l a  a u s e n c i a  t o t a l  de b a c t e r i a s  a c é t i c a s  en  t o d a s  l a s  m u e s t r a s  p r o c e s a d a s ,  o
i

a una c o n c e n t r a c i ó n  de l a s  mismas i n f e r i o r  a  l a  p e r m i t i d a  p o r  l a  

s e n s i b i l i d a d  d e l  método.  E s t a  a u s e n c i a  p o d r í a  e x p l i c a r s e  p o r  l a  f u e r t e  

s u l f i t a c i ó n  a  l a  que f u e r o n  s o m e t i d o s  e s t o s  m ostos :  e s  b i e n  s a b i d o  que l a s  

b a c t e r i a s  Gram ( - )  s on  muy s e n s i b l e s  a é l  [243 .

En mostos  r e c i é n  s a n g r a d o s  s i n  . s u l f i t a r ,  e n c o n t r a m o s  que e l  número de 

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  e r a  b a j o ,  d e l  o r d e l  de 4 x 10 3  c é l u l a s  p o r  m i l i l i t r o  p o r  

t é r m i n o  medio ( F i g u r a  15) .  E s t o s  r e s u l t a d o s  s a n  c a i n c i d e n t e s  con l o s  de 

muchos o t r o s  a u t o r e s  [7 2 ,  91, 175, 1793. Po r  o t r o  l a d o ,  obse rvam os  que l a  

c o n c e n t r a c i ó n  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  en  l o s  m os to s  no e r a  homogénea ( F i g u r a s  

8 a 2 1 ) ,  s i n o  que v a r i a b a  e n t r e  150 y 11000 c é l u l a s  p o r  m i l i l i t r o .  E s t o  

puede d e b e r s e  a d i f e r e n c i a s  en l a  c o n c e n t r a c i ó n  de f l o r a  l á c t i c a  s o b r e  l a s  

uvas .  RIBÉREAU-GAYOIT [2823 nos  h a b l a  de que l a  d i s t r i b u c i ó n  de b a c t e r i a s  

l á c t i c a s  en l o s  v i ñ e d o s  e s  i r r e g u l a r ,  y p o r  e s t a  c a u s a  m os tos  p r o c e d e n t e s  

de un mismo campo de c u l t i v o  pueden  en  a l g u n o s  c a s o s  l l e v a r  a  cabo l a  

f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a ,  cuando e l  i n ó c u l o  a p o r t a d o  p o r  l a s  u v a s  e s  

s u f i c i e n t e ,  y en  o t r o s  no. Los d a t o s  o b t e n i d o s  de l o s  v i n o s  en  p l e n a  

f e r m e n t a c i ó n  nos l l e v a n  a l a  c o n c l u s i ó n  de que e l  número i n i c i a l  de 

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  d i sm in u y e  r á p i d a m e n t e  en l o s  p r i m e r o s  d í a s ,  y s i g u e  

d e s c e n d i e n d o  p a u l a t i n a m e n t e  d u r a n t e  t o d a  l a  f e r m e n t a c i ó n .  E s t a  d i s m i n u c i ó n  

se  puede d e b e r  a v a r i a s  c a u s a s :  en p r i n c i p i o ,  l o s  b a j o s  pHs con l o s  que l a s  

b a c t e r i a s  e n t r a n  en c o n t a c t o  a l  p a s a r  a l  mosto:  a  pH más b a j o  d e s a p a r e c e r á n  

mayor número de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  [2823;  en segundo  l u g a r ,  a l  e f e c t o  

n e g a t i v o  que e l  S02  e j e r c e  s o b r e  g r a n  p a r t e  de l a  p o b l a c i ó n  b a c t e r i a n a  

[179,  221, 2703; en t e r c e r  l u g a r ,  a l  p r o g r e s i v o  i n c r e m e n t o  en  e t a n o l  que 

s u f r e  e l  mosto lo  que hace  que a q u e l l a s  c e p a s  más s e n s i b l e s  d e s a p a r e z c a n  

[72 ,  175, 1793; y en c u a r t o  l u g a r  a l a  c o m p e te n c i a  con l e v a d u r a s ,  ya  que

é s t a s  i n f l u y e n  n e g a t i v a m e n t e  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s
tr

[28 ,  1213. Hac ia  e l  f i n a l  de l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  ( F i g u r a s  8  a 21 ) ,



Fase I
log (n+l)

Figura 16.- Microorganismos asociados a mostos sin sulfitar (Fase I). Vinificación de uva Bobal sistema Bidone. (Coo­
perativa San Pedro), campaña 1983. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(n+l), siendo "n" el número
de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma , pero en este caso "n" representa el Número
Más Probable de células por mi. El recuento de bacterias lácticas se realizó solo en dos depósitos, mientras que
los otros microorganismos se estudiaron en cuatro de ellos.



Fase II
9.Q log (n+l)
■>.0

Figura 17.- Microorganismos asociados a mostos en plena fermentación tumultuosa (Fase II). Vinificación de uva Bobal 
sistema Bidone. (Cooperativa San Pedro), campaña 1983. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(n+l), 
siendo "n" el número de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma , pero en este caso "n" 
representa el Número Más Probable de células por mi. El recuento de bacterias lácticas se realizó solo en dos depósi­
tos, mientras que los otros microorganismos se estudiaron en cuatro de ellos.



Fase III
Q.O log (n+l)

Sí

Figura 18.- Microorganismos asociados con el final de la fermentación tumultuosa (Fase III). Vinificación de uva 
Bobal sistema Bidone. (Cooperativa San Pedro), campaña 1983. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como 
log(n+l), siendo "n" el nümero de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma , pero en este 
caso "n" representa el Número Más Probable de células por mi. El recuento de bacterias lácticas se realizó solo en 
dos depósitos, 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 fermentación alcohólica (Fase IV). Vinificación de uva Bobal 
sistema Bidone. (Cooperativa San Pedro), campaña 1983. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(n+l), 
siendo "n" el número de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma , pero en este caso "n" 
representa el Nümero Más Probable de células por mi. El recuento de bacterias lácticas se realizó solo en dos depósi­
tos, mientras que los otros microorganismos se estudiaron en cuatro de ellos.



Fase VI

N i5

^.Q log (n+l)

Figura 20.- Microorganismos hallados tras el primer trasiego (Fase VI). Vinificación de uva Bobal sistema Bidone. 
(Cooperativa San Pedro), campaña 1983. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(n+l), siendo "n" el 
nümero de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma , pero en este caso "n" representa 
el Número Más Probable de células por mi. El recuento de bacterias lácticas se realizó solo en dos depósitos, mientras 
que los otros microorganismos se estudiaron en cuatro de ellos.



Medias Coop. 1983
9.0 Log (n+l)
'X O

Figura 21.- Evolución de la microflora durante la vinificación por el sistema Bidone. (Cooperativa San Pedro), campaña 
1983. Los datos de la figura representan las medias de los valores obtenidos a partir de los depósitos muestreados 
en cada fase. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(n+l) siendo "n" el número de ufc/ral. El recuento 
de bacterias lácticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n" representa el Número Más Probable de células 
por mi. El recuento de bacterias lácticas se realizó solo en dos depósitos, mientras que los otros microorganismos 
se estudiaron en cuatro de ellos.
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s e  o b s e r v a  Un l i g e r o  i n c r e m e n t o  d e l  número de b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  A q u e l l a s  

b a c t e r i a s  más r e s i s t e n t e s  a l  S02  y a l  e t a n o l  pueden  c r e c e r  en e l  medio a l  

d i s m i n u i r  l a  c o m p e ten c i a  con l a s  l e v a d u r a s ,  que van  muriendo  h a c i a  e l  f i n a l  

de l a  f e r m e n t a c i ó n  y l i b e r a n d o  s u s t a n c i a s  n u t r i t i v a s  a l  U s a r s e  t i l © ] .  

GUILLOUX-EEEATIER e t  a l .  [145]  han l l e v a d o  a cabo  un e s t u d i o  de l o s  e f e c t o s  

que t i e n e n  d i f e r e n t e s  a u t o l i s a d o s  de l e v a d u r a  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  y s o b r e  l a  c o n s e c u c i ó n  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a .  

E s t o s  a u t o r e s  han o b s e rv a d o  que e l  g r a d o  de p r o t e o l i s i s  d e l  a u t o l i s a d o  

i n f l u y e  p o s i t i v a m e n t e  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s ,  y que e s t a  

i n f l u e n c i a  depende de l a s  c o n d i c i o n e s  d e l  medio (pH, c o n t e n i d o  en  e t a n o l )  y 

d e l  t i p o  de b a c t e r i a  l á c t i c a  que s e  e n s a y e .  BEELMAE e t  a l .  [ 2 8 ] ,  p o r  s u  

p a r t e ,  o b s e rv a n  un e f e c t o  b e n e f i c i o s o  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  

cuando é s t a s  s e  ponen en c o n t a c t o  con l a s  l e v a d u r a s  p r e s e n t e s  en  l a s  he c es .  

El pequeño c r e c i m i e n t o  de l a  p o b l a c i ó n  l á c t i c a  que obse rvam os  en  n u e s t r a s  

e x p e r i e n c i a s  no pudo a l c a n z a r  números e l e v a d o s ,  ya que l a s  b a j a s

t e m p e r a t u r a s  de l a  bodega t r a s  e l  m u e s t r e o  c o r r e s p o n d i e n t e  a l a  4§: Fase ,  y 

l a  a d i c i ó n  de 2 0  mg/ 1  de S02  i n m e d ia t a m e n te  d e s p u é s  d e l  p r i m e r  t r a s i e g o ,  

h i c i e r o n  d i s m i n u i r  de nuevo l a  p o b l a c i ó n .  En n inguno  de l o s  s i e t e  d e p ó s i t o s  

m u e s t r e a d o s  en 1982 se  r e a l i z ó  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a .

En 1982 l a s  l e v a d u r a s .  en m os tos  r e c i é n  s a n g r a d o s  y s i n  S02 , 

p r e s e n t a b a n  una c o n c e n t r a c i ó n  más u n i fo r m e  que l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

( F i g u r a s  8  a 15) ,  e n c o n t r á n d o s e  v a l o r e s  de 10e u f c / m l .  PARISH y CARROLL 

[236]  c i t a n  que l a  p o b l a c i ó n  l e v a d u r i f o r m e  s o b r e  l a  s u p e r f i c i e  de l a s  uvas  

e s  de 103 -10 'a u fc /cm * .  PEYEAUD y DDKERCQ [31]  t a m b ié n  o b t i e n e n  un número 

s e m e j a n t e  s o b r e  l a s  uvas ,  p e ro  a p a r t i r  d e l  e s t r u j a d o  de l a s  mismas e l

número de c é l u l a s  s e  i n c r e m e n t a ,  de forma que l o s  mos tos  f r e s c o s  p o r  e l l o s  

a n a l i z a d o s  c o n t e n í a n  p o b l a c i o n e s  de 10s - 1 0 e u f c / m l .  E s t o s  d a t o s  s u g i e r e n  

que una p a r t e  de l a  p o b l a c i ó n  l e v a d u r i f o r m e  p r e s e n t e  en e l  mosto t i e n e  como 

o r i g e n  e l  e q u ip o  de bodega [31 ,  76, 2 29 ] .  Una vez  que s e  i n i c i a  l a
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f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  en n u e s t r o s  m os tos ,  e l  número i n i c i a l  de l e v a d u r a s  

c r e c e  r á p i d a m e n t e  h a s t a  a l c a n z a r  v a l o r e s  de 1 0 7  u f c / m l  d u r a n t e  l a  f a s e  

t u m u l t u o s a  de l a  f e r m e n t a c i ó n  ( F i g u r a s  8  a  15) .  E s t e  número máximo de 

l e v a d u r a s  va d e c r e c i e n d o  p a u l a t i n a m e n t e  h a c i a  e l  f i n a l  de l a  f e r m e n t a c i ó n  

t u m u l t u o s a ,  aunque en l a  Fase  IV, cuando l a  d e n s i d a d  e s  ap rox im adam ente  

1 . 0 0 0 0  y l a  c a n t i d a d  de a z ú c a r e s  e s  de 2 2  g / 1 , t o d a v í a  p e r s i s t e n  en  e l

medio 10e; u f c / m l .  La p o b l a c i ó n  l e v a d u r i f o r m e  s i g u e  d i sm inuyendo  

p r o g r e s i v a m e n t e ,  y t r a s  e l  t r a s i e g o  r e a l i z a d o  en  l o s  v i n o s  ya a c a b a d o s  

(Fase  VI ) ,  s ó l o  e n c o n t r a m o s  p o b l a c i o n e s  de l e v a d u r á s  v i a b l e s  que van  de 0 a 

1 0 -* u f c / m l  ( F i g u r a s  8  a  15) .  Las d i f e r e n c i a s  en l a  c o n c e n t r a c i ó n  de c é l u l a s  

t r a s  e l  t r a s i e g o  pueden  e x p l i c a r s e  en  f u n c i ó n  de l a  e f e c t i v i d a d  d e l  mismo 

en cada  uno de l o s  d e p ó s i t o s  m u e s t r e a d o s ,  y d e l  número de l e v a d u r a s  c a p a c e s  

de s o b r e v i v i r  en l a s  c o n d i c i o n e s  en  que s e  h a l l a n  l o s  v i n o s  t e r m i n a d o s ,  con 

b a j a  c a n t i d a d  de n u t r i e n t e s ,  a l t o  c o n t e n i d o  en  e t a n o l ,  y además con una 

d o s i s  de 2 0  mg/1 de S0 2  a d i c i o n a d a  t r a s  e l  t r a s i e g o .  Las m u e s t r a s  

c o r r e s p o n d i e n t e s  a l  m u e s t r e o  r e a l i z a d o  t r a s  e l  s e g u n d a  t r a s i e g o  no 

p r o d u j e r o n  n in g ú n  c r e c i m i e n t o  en l a s  p l a c a s  de a i s l a m i e n t o  ( d a t o s  no 

e x p u e s t o s  en l a s  F i g u r a s ) ;  t a n  s ó l o  en  e l  d e p ó s i t o  B e n c o n t r a m o s  una 

p o b l a c i ó n  r e s i d u a l  de 4 . 7  x 103  l e v a d u r a s  v i a b l e s  p o r  m i l i l i t r o .  PEYEAUD 

[240] e n c u e n t r a  que en v i n o s  j ó v e n e s  t r a s  v a r i o s  meses  de r e p o s o ,  s e  pueden 

h a l l a r  h a s t a  2  x 1 0 s c é l u l a s  p o r  m i l i l i t r o ;  s i n  embargo e s t e  v a l o r  s e  

r e f i e r e  a un r e c u e n t o  t o t a l ,  no a c é l u l a s  v i a b l e s  que e s  e l  d a t o  que 

n o s o t r o s  c o n s id e r a m o s .

La e v o l u c i ó n  d e l  número de l e v a d u r a s  a  l o  l a r g o  de l a  f e r m e n t a c i ó n  

e s t á  en  c o n c o r d a n c i a  con lo  o b s e rv a d o  p o r  LAFOE-LAFOURCADE C191] y 

RIBÉREAU-GAYOE [ 2 8 0 ] .  E s t e  ú l t i m o  a u t o r  n os  in fo rm a  que l a  mayor c a n t i d a d  

de a z ú c a r e s  d e l  mosto  s e  consume d u r a n t e  l a  f a s e  e x p o n e n c i a l  y l a  f a s e  

e s t a c i o n a r i a  d e l  c r e c i m i e n t o  l e v a d u r i f o r m e ;  e s t a  a f i r m a c i ó n  s e  ve 

c o r r o b o r a d a  en n u e s t r a s  e x p e r i e n c i a s  a l  c om para r  e l  consumo de a z ú c a r e s  con
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l a  e v o l u c i ó n  de l a  p o b l a c i ó n  l e v a d u r i f o r m e  ( F i g u r a s  8  a  15, T a b l a s  3 a 10) .  

La d i s m i n u c i ó n  p r o g r e s i v a  d e l  número máximo de c é l u l a s  s e  debe p o s i b l e m e n t e  

a una s e r i e  de f a c t o r e s  como s on  s u  s e n s i b i l i d a d  a l  e t a n o l ,  l a  a c u m u lac ió n  

de p r o d u c t o s  t ó x i c o s  t a l e s  como á c i d o s  g r a s o s  de c a d e n a  l a r g a  ( o c t a n o i c o  y 

d e c a n o i c o )  1181] ,  y a  l a  d i s m i n u c i ó n  d e l  c o n t e n i d o  i n t r a c e l u l a r  de 

e s t e r ó l e s  que t i e n e  l u g a r  d u r a n t e  l a  f a s e  de p r o l i f e r a c i ó n  de l a s  l e v a d u r a s  

[2803 ,  y que a f e c t a  t a n t o  a l a  v i a b i l i d a d  como a l a  t a s a  de f e r m e n t a c i ó n  de 

l a s  mismas [943.

La i n f l u e n c i a  que l a  p o b l a c i ó n  de mohos t i e n e  en  l a  f e r m e n t a c i ó n  e s  muy 

l i m i t a d a ,  ya que e s t o s  m ic r o o rg a n i s m o s ,  que fo rm an  p a r t e  de l a  m i c r o f l o r a  

a s o c i a d a  a l a  uva [3 ,  2823, d e s a p a r e c e n  r á p i d a m e n t e  a  l o  l a r g o  de l a

f e r m e n t a c i ó n  po r  su  s e n s i b i l i d a d  a l  SO^ [ 270 ,  3063,  a l  e t a n o l  [2703 ,  y a 

l a s  c o n d i c i o n e s  a n a e r o b i a s  que s e  c r e a n  en e l  mos to  en f e r m e n t a c i ó n ,  ya que 

e s t o s  o rg an i s m o s  son  f u e r t e m e n t e  a e r o b i o s  [33 .  En n u e s t r o s  m u é s t r e o s  

s o l a m e n te  hemos d e t e c t a d o  mohos, en g e n e r a l ,  en  m os tos  r e c i é n  s a n g r a d o s  y 

s i n  S02 . En l a s  s i g u i e n t e s  F a s e s  r a r a m e n t e  a p a r e c e n  ( F i g u r a s  8  a 15) ,  y 

cuando l o  ha cen  se  o b s e rv a  que s u  número e s  muy r e d u c i d o  y s u  c a r á c t e r  

r e s i d u a l  ( F ig u r a  8 ).

La e v o l u c i ó n  de l a  m i c r o f l o r a  en l a  v i n i f i c a c i ó n  p o r  e l  s i s t e m a  BIDOUE 

r e a l i z a d a  con uva Bobal en 1983, nos m u e s t r a  un co m p o r t am ie n to  b a s t a n t e  

s i m i l a r  a l  que ya hemos comentado p a r a  l a s  v i n i f i c a c i o n e s  de 1982. En e s t e  

c a so  l a  r e p r e s e n t a c i ó n  d e l  número de m ic r o o r g a n i s m o s  a l o  l a r g o  de l a  

f e r m e n t a c i ó n  se  r e a l i z a  en forma de d i ag ra m a  de b a r r a s ,  ya que d e b id o  a l  

p r o p i o  s i s t e m a  de v i n i f i c a c i ó n ,  l o s  d e p ó s i t o s  p e r d í a n  s u  i n d i v i d u a l i d a d  y 

l a s  p o b l a c i o n e s  s u  c o n t i n u i d a d .  5o s e  r e a l i z a r o n  s e g u i m i e n t o s  de un mismo 

d e p ó s i t o  s i n o  de v a r i o s  e l e g i d o s  a l  a z a r ,  t e n i e n d o  en c u e n t a  que s e  

e n c o n t r a r a n  en unas  f a s e s  de f e r m e n t a c i ó n  p r e v i a m e n t e  e s t a b l e c i d a s  po r  

n o s o t r o s .  Por  e s t a  r a z ó n ,  no nos  p a r e c i ó  a d e c u a d a  l a  r e p r e s e n t a c i ó n  

c o n t i n u a  de l o s  d a t o s  en l a  forma en que l o  h i c i m o s  en l a  campaña a n t e r i o r .
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En e s t e  año,  además de r e a l i z a r  un r e c u e n t o  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  s e  

p r o c e d i ó  a l  a i s l a m i e n t o  e i d e n t i f i c a c i ó n  de l a s  mismas. E s t e  cambio de 

e s t r a t e g i a  s e  d e b ió  a l  i n t e r é s  que s e  s u s c i t ó  en  l a  D.O. U t i e l - R e q u e n a  p a r  

l a  n e c e s i d a d  de c o n t r o l  de l o s  p r o b le m a s  de e x c e s o  de a c i d e z  que s e

o b s e r v a b a  en  l o s  m os tos  de Bobal en d e t e r m i n a d a s  campañas.  E s t e  e x c e s o  de 

a c i d e z  p o d r í a  s o l v e n t a r s e  con l a  u t i l i z a c i ó n  c o n t r o l a d a  de c i e r t a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  que e l i m i n a r í a n  e l  á c i d o  m á l i c o .  El i n t e r é s  d e l  

a i s l a m i e n t o  e i d e n t i f i c a c i ó n  de l a s  c e p a s  s e  d e b í a  a  l a  n e c e s i d a d  de

c a r a c t e r i z a r l a s ,  con  e l  f i n  de s e l e c c i o n a r  a q u é l l a s  más a d e c u a d a s  p a r a  u s o s  

e n o l ó g i c o s .  La e v o l u c i ó n  d e l  número de b a c t e r i a s  a  l o  l a r g o  de l a  

v i n i f i c a c i ó n  po r  e l  s i s t e m a  BIDOUE, s e  r e a l i z ó  a p a r t i r  de l o s  d a t o s  

o b t e n i d o s  de 1 0  d e p ó s i t o s  m u e s t r e a d o s  en d i s t i n t o s  momentos d e l  p r o c e s o .  

P o s t e r i o r m e n t e  s e  r e a l i z ó  e l  a i s l a m i e n t o  de l a s  e s p e c i e s  que a p a r e c í a n  en 

c ada  una de l a s  f a s e s  a n a l i z a d a s .

* La p o b l a c i ó n  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  e n c o n t r a d a s  en  m os tos  r e c i é n  s a n g r a d o s  

fu e  de 10S! c é l u l a s  po r  m i l i l i t r o  ( F i g u r a s  16 y 2 1 ) ,  c i f r a  s e m e j a n t e  a l a  

h a l l a d a  e l  año a n t e r i o r  ( F ig u r a  15) .  Se puede a p r e c i a r  que d u r a n t e  l a  

f e r m e n t a c i ó n  ( F i g u r a  21)  d i sm inuye  e s t e  número:  en a lg u n o  de l o s  m u é s t r e o s  

r e a l i z a d o s  no se  ob tuvo  c r e c i m i e n t o  en l o s  medios  de r e c u e n t o  empleados  

( F i g u r a s  17 a 2 0 ) ,  m i e n t r a s  que en l o s  r e s t a n t e s  l a s  c i f r a s  v a r i a b a n  e n t r e  

40 y 230 c é l u l a s  p o r  m i l i l i t r o .  El número de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  e s  muy b a j o  

en e s t e  c a s o ,  y aqu í  no se  a p r e c i a  e s e  pequeño i n c r e m e n t o  que s e  p r o d u c í a

en l a s  v i n i f i c a c i o n e s  d e l  año a n t e r i o r  a l  f i n a l  de l a  f e r m e n t a c i ó n

a l c o h ó l i c a .  E s t e  c o m por tam ie n to  puede s e r  e x p l i c a d o  p o r  e l  hecho  de que en  

e l  s i s t e m a  BIDONE, e l  máximo de p o b l a c i ó n  l e v a d u r i f o r m e  s e  a l c a n z a  h a c i a  e l  

f i n a l  de l a  f e r m e n t a c i ó n ,  con l o  c u a l  l a  c o m p e t e n c i a  con l e v a d u r a s  y l a  

c a r e n c i a  de s u s t a n c i a s  n u t r i t i v a s  o r i g i n a d a s  po r  l a  l i s i s  de é s t a s  impide 

e l  c r e c i m i e n t o  de a q u e l l a s  b a c t e r i a s  que h a b í a n  s o b r e v i v i d o  p o r  su  

r e s i s t e n c i a  a l  S0 2  y a l  e t a n o l .  T r a s  e l  p r i m e r  t r a s i e g o  y a d i c i ó n  de 20
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mg/ 1  de SO^, s ó l o  se  a i s l a r o n  b a c t e r i a s  l á t i c a s  de uno de l o s  d e p ó s i t o s  

m u e s t r e a d o s ,  y e l  número de c é l u l a s  v i v a s  que s e  ob tuvo  f u e  de 4 p o r  

m i l i l i t r o .

A p e s a r  de que en l a s  v i n i f i c a c i o n e s  p o r  e l  s i s t e m a  BIDOEE s e  empleó una 

d o s i s  de S02  i n f e r i o r  a  l a  u s a d a  en  1982 con  e l  s i s t e m a  t r a d i c i o n a l ,  l a  

p r o p o r c i ó n  de S02  l i b r e  en r e l a c i ó n  con e l  t o t a l  f u e  mayor en  1983. Aunque 

p a r a  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  l a  f r a c c i ó n  combinada  d e l  S0 2  no e s  i n o cu a ,  l a  

forma l i b r e  e s  l a  más e f e c t i v a  [174,  189, 2 71 ] .  Por  e l l o  una c o n c e n t r a c i ó n  

más e l e v a d a  de S02  l i b r e  d u r a n t e  l a  v i n i f i c a c i ó n  BIDONE p o d r í a  e x p l i c a r  e l  

menor p o r c e n t a j e  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  e n c o n t r a d a s .

En e l  c a s o  de l a s  l e v a d u r a s  vemos que l a  p o b l a c i ó n  i n i c i a l  e n  m os to s  r e c i é n  

s a n g r a d o s  fu e  de 1 0 5 - 1 0 e u f c / m l ,  y e l  número máxima de l e v a d u r a s  d e l  o rden  

de 1 0 7  u f c / m l ;  ambas c i f r a s  son  b a s t a n t e  s i m i l a r e s  a  a l c a n z a d a s  e l  año 

a n t e r i o r  en l a  v i n i f i c a c i ó n  t r a d i c i o n a l  ( F i g u r a s  16 a 2 1 ) .  S i n  embargo,  

podemos o b s e r v a r  que d u r a n t e  l a  v i n i f i c a c i ó n  t r a d i c i o n a l  e l  mayor  número de 

c é l u l a s  v i a b l e s  s e  a l c a n z a  en l a  F ase  I I ,  cuando l a  f e r m e n t a c i ó n  e s t á  en  

p l e n a  a c t i v i d a d ,  y p o s t e r i o r m e n t e  l a  v i a b i l i d a d  de l a s  c é l u l a s  d i sm inuye  

p r o g r e s i v a m e n t e  h a s t a  f i n a l i z a r  l a  f e r m e n t a c i ó n  ( F ig u r a  15) .  Con e l  s i s t e m a  

ElDONE, l a s  l e v a d u r a s  a l o  l a r v o  de l a  f e r m e n t a c i ó n  van aumentando7 u

p a u l a t i n a m e n t e  en número,  y e s  a l  f i n a l  de l a  misma cuando  con tamos  con una 

mayor c o n c e n t r a c i ó n  de l a s  mismas ( F i g u r a  2 1 ) .

El que se  mantenga e l  c r e c i m i e n t o  de l a  p o b l a c i ó n  l e v a d u r i f o r m e  d u r a n t e  más 

t i e m po  en  e l  s i s t e m a  BIDOBE, puede d e b e r s e  a que l a s  a d i c i o n e s  s u c e s i v a s  de 

mosto f r e s c o  p r o p o r c i o n a n  nuevos  e l e m e n t o s  n u t r i t i v o s  a l  mosto en 

f e r m e n t a c i ó n .  También puede c o n t r i b u i r  e l  que l a s  n u e v a s  l e v a d u r a s  a ñ a d i d a s  

s e a n  m a y o r i t a r i a m e n t e  t e r m e n t a d o r a s ,  ya que e l  r e s t o  han  s i d o  e l i m i n a d a s  

po r  l a  a d i c i ó n  de S0;~. a l o s  mostos  r e c i é n  o b t e n i d o s  C2293 . Por  o t r o  l ado  

l a s  a p o r t a c i o n e s  de mosto f r e s c o  p rovoca n  l a  d i l u c i ó n  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  

de a l c o h o l  formada,  a s í  como l a  d i s m i n u c i ó n  de l a  t e m p e r a t u r a  de
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f e r m e n t a c i ó n  12291. De e s t a  manera s e  ven f r e n a d o s  d os  de l o s  e f e c t o s  que 

a f e c t a n  n e g a t i v a m e n te  a  l a  v i a b i l i d a d  de l a s  c é l u l a s .  Las a l t a s  

t e m p e r a t u r a s  ( s u p e r i o r e s  a  32°C) a c t ú a n  d i sm inuyendo  l a  t a s a  de c r e c i m i e n t o  

y l a  t a s a  de f e r m e n t a c i ó n  [163.  El  e t a n o l  t a m b ié n  i n f l u y e  d i sm inuyendo  l a s  

t a s a s  de c r e c i m i e n t o ,  f e r m e n t a c i ó n  y v i a b i l i d a d  conforme aumenta s u  

c o n c e n t r a c i ó n  [208 ,  209,  2283. Por  o t r o  l a d o ,  hay un e f e c t o  s i n é r g i c o  e n t r e  

e l  - e t ano l  y  l a  t e m p e r a t u r a ;  a s í  c o n c e n t r a c i o n e s  c r e c i e n t e s  de e t a n o l  

d i sm in u y en  l a  t e m p e r a t u r a  máxima de c r e c i m i e n t o  de l a s  l e v a d u r a s  [3363.  De 

e s t a  manera l a  d i s m i n u c i ó n  de l a s  t e m p e r a t u r a s  que s e  c o n s i g u e n  con e l  

s i s t e m a  BIDONE f a v o r e c e  e l  m an te n im ie n to  de una p o b l a c i ó n  a l t a  de l e v a d u r a s  

v i a b l e s  d u r a n t e  mayor t iempo.  O t ro  a s p e c t o  n e g a t i v o  que t i e n e n  l a s  a l t a s  

t e m p e r a t u r a s  de f e r m e n t a c i ó n  a l c a n z a d a s  en  e l  s i s t e m a  t r a d i c i o n a l  e s  que 

é s t a s  d e s a j u s t a n  e l  p r o c e s o  g l u c o l i t i c o  con a c u m u la c ió n  de g l i c e r o l ,  

a c e t o í n a ,  2 , 3 - b u t a n o d i o l , y á c i d o  a c é t i c o  v í a  f e r m e n t a c i ó n  g l i c e r o p i r ú v i c a  

( F i g u r a  4 ) .  Las d i f e r e n c i a s  r e s p e c t o  a  l a  c a n t i d a d  de á c i d o  a c é t i c o  formado 

pueden o b s e r v a r s e  en l a s  T a b l a s  10 y 16.

Los mohos p r e s e n t a n  e l .  mismo c o m p o r t a m ie n to  b a j o  ambos s i s t e m a s  de 

v i n i f i c a c i ó n :  d e s a p a r e c e n  t o t a l m e n t e  en l o s  p r i m e r o s  momentos de l a

f e r m e n t a c i ó n ,  y ya no v u e lv e n  a s u r g i r  p o s t e r i o r m e n t e .

3 . 2 . 2 . -  EVOLUCION DE LA MICROFLORA EN LAS VINIFICACIONES DE LA ESCUELA DE 

VITICULTURA Y ENOLOGIA.

R e s p e c to  a l a  e v o l u c i ó n  que s u f r i e r o n  l o s  m ic r o o rg a n i s m o s  en  l a s  

f e r m e n t a c i o n e s  r e a l i z a d a s  en  l a  E s c u e l a  de E n o l o g ía  y V i t i c u l t u r a  de 

Requena,  é s t a s  e s t a b a n  muy r e l a c i o n a d a s  con l o s  t r a t a m i e n t o s  de 

v i n i f i c a c i ó n  a l o s  que f u e r o n  s o m e t i d o s  l o s  m os tos .
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A p a r t i r  de l o s  d a t o s  o b t e n i d o s  en  l a s  p r i m e r a s  f a s e s  a n a l i z a d a s  

( F i g u r a s  2 2  a 2 5 ) ,  obse rvam os  que l a  i r r e g u l a r i d a d  en l a  d i s t r i b u c i ó n  d e l  

número de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  en l o s  m os to s  s i n  s u l f i t a r  e r a  c o n c o m i t a n t e  

c o n '  l a  ya e n c o n t r a d a  en  l a s  v i n i f i c a c i o n e s  de l a  C o o p e r a t i v a .  Así 

en c o n t r a m o s  que en  m os tos  de C a b e r n e t - S a u v i g n o n  y Garnacha  e l  número de 

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  p o r  m i l i l i t r o  e r a  de ap rox im adam en te  2  x 1 0 2 , m i e n t r a s  

que en  Boba l ,  Macabeo y T e m p r a n i l l o  f u e  de 10® c é l u l a s  p o r  m i l i l i t r o .  Los 

números de l e v a d u r a s  en m os tos  f r e s c o s  s o n  a l g o  m ayores  que l o s  d e t e c t a d o s  

en l a  C o o p e r a t i v a  d u r a n t e  l o s  dos  afíos e s t u d i a d o s  <10e u f c / m l ) .  Los mohos 

s e  h a l l a r o n  en  c o n c e n t r a c i ó n  de 1 0 * u f c / m l ,  y  s o l a m e n t e  s e  d e t e c t a r o n  en 

l a s  p r i m e r a s  m u e s t r a s  tomadas  d u r a n t e  l a  f e r m e n t a c i ó n .  La c a u s a  de s u  

d e s a p a r i c i ó n  ya ha s i d o  comentada a n t e r i o r m e n t e .

El  e f e c t o  que l o s  d i s t i n t o s  t r a t a m i e n t o s  de v i n i f i c a c i ó n ,  r e a l i z a d o s  

en l a  E s c u e l a  de V i t i c u l t u r a  y E n o l o g í a ,  t i e n e n  s o b r e  l a  m i c r o f l o r a  s e  

a p r e c i a  c l a r a m e n t e  en  l a  e v o l u c i ó n  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  y l e v a d u r a s .  

D ura n te  l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  obse rvamos  una d i s m i n u c i ó n  de l a  

p o b l a c i ó n  l á c t i c a  s e m e j a n t e  a l a  ya comentada  p a r a  m o s to s  v i n i f i c a d o s  en  l a  

C o o p e r a t i v a .  E s t e  c o m p o r t am ie n to  ha s i d o  d e t e c t a d o  p o r  v a r i o s  a u t o r e s :  

FLEET e t  a l .  [ 1 1 5 ] ,  COSTELLO e t  a l .  [ 7 2 ] ,  y LAFOF-LAFOURCADE e t  a l .  [1793.  

La d i s m i n u c i ó n  o b s e r v a d a  en l a s  f e r m e n t a c i o n e s  de Garnacha ,  Macabeo y 

T e m p r a n i l l o ,  no s e  a p r e c i ó  s i n  embargo en l a  v i n i f i c a c i ó n  de Bobal .  E s t a  

ú l t i m a  f e r m e n t a c i ó n  s e  d i f e r e n c i a b a  d e l  r e s t o  en que no s e  h a b í a  a d i c i o n a d o  

S02 . En e s t e  c a s o  no t e n í a  l u g a r  e l  e f e c t o  n e g a t i v o  que t i e n e  e s t e  p r o d u c t o  

s o b r e  l a s  b a c t e r i a s .  El que l a  p o b l a c i ó n  l á c t i c a  r e s i s t e n t e  a l  e t a n o l  no 

pueda  c r e c e r  en  e s t e  mosto,  puede s e r  d e b id o  a l a  c o m p e t e n c i a  con l a s  

l e v a d u r a s .  RIBÉREAU-GAYOF e t  a l .  [282]  e s t a b l e c e n  que una de l a s  c a u s a s  que 

pueden  e x p l i c a r  e s t e  a n ta gon i sm o  e s  l a  c o m p e t e n c i a  p o r  l o s  a z ú c a r e s  y 

s u s t a n c i a s  n i t r o g e n a d a s  d e l  mosto.  En g e n e r a l  e l  c r e c i m i e n t o  más r á p i d o  de 

l a s  l e v a d u r a s  f r e n t e  a l a s  b a c t e r i a s ,  l a s  hace  s e r  l a  p o b l a c i ó n  m a y o r i t a r i a



Bobal

Figura 22.- 
ciones de 
siendo "n" 
representa

9.0 log (n+l)
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- Evolución de la microflora de la variedad Bobal. (Escuela de Viticultura y Enología), campaña 1983. Condi-
vinificación especificadas en la Tabla 2. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(n+l),
el nümero de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n"
el Número Más Probable de células por mi.



Macabeo
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9 .0  log (n+l)

Figura 23.- Evolución de la microflora de la variedad Macabeo. (Escuela de Viticultura y Enología), campaña 1983. 
Condiciones de vinificación especificadas en la Tabla 2. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(n+l), 
siendo "n" el número de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n" 
representa el Número Más Probable de células por mi.



Garnacha
9.0 log (n+l)
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Figura 24.- Evolución de la microflora de la variedad Garnacha. (Escuela de Viticultura y Enología), campaña 1983. 
Condiciones de vinificación especificadas en la Tabla 2. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(n+l), 
siendo "n" el número de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n" 
representa el Número Más Probable de células por mi.



Tempranillo
Q . o  lo g  ( n + l )
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Figura 25.- Evolución de la microflora de la variedad Tempranillo. (Escuela de Viticultura y Enología), campaña 1983. 
Condiciones de vinificación especificadas en la Tabla 2. Los recuentos de levaduras y mohos se expresan como log(n+l), 
siendo "n" el número de ufc/ml. El recuento de bacterias lácticas se expresa de igual forma, pero en este caso "n" 
representa el Número Más Probable de células por mi.
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en l o s  m o s to s  en f e r m e n t a c i ó n ,  y p o r  e l l o  l a  que r e q u i e r e  n u t r i e n t e s  en  

mayor c a n t i d a d .  E s t a  c a p t a c i ó n  de n u t r i e n t e s  p o r  p a r t e  de l a s  l e v a d u r a s  

f r e n a  e l  d e s a r r o l l o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .

En t o d o s  l o s  c a s o s  ( F i g u r a s  22 a  2 5 ) ,  s e  o b s e r v a b a  t a m b ié n  que a l  

f i n a l  de l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  (Fase  IV) l a  p o b l a c i ó n  b a c t e r i a n a  

aumentaba ,  h a s t a  p r o d u c i r  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  en  t o d o s  l o s  v i n o s ,  

aunque con d i f e r e n t e s  v e l o c i d a d e s  s e g ú n  l o s  c a s o s .  La f e r m e n t a c i ó n  

m a l o l á c t i c a  que más r á p i d a m e n t e  s e  l l e v ó  a  cabo  f u e  l a  de Boba l ,  en l a  c u a l  

s e  r e a l i z ó  a l  cabo  de 2 2  d í a s  t r a s  e l  i n i c i o  de l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a .  

A c o n t i n u a c i ó n  f i n a l i z ó  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  e l  v i n o  p r o c e d e n t e  de

Garnacha ,  a l  cabo  de 29 d í a s  d e l  i n i c i o  de l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a ;

lu e g o  e l  de Kacabeo (34 d í a s ) ,  y p o r  ú l t i m o  e l  de T e m p r a n i l l o  (48 d í a s ) .  

Los números de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  e n c o n t r a d a s  en  l a  Fase  V ( F i g u r a s  22 a 

25) nos  i n fo rm a  que en l o s  v i n o s  que ya h a b í a n  c o m ple ta do  l a  f e r m e n t a c i ó n  

i n a l o l á c t i c a  l a  p o b l a c i ó n  l á c t i c a  h a b í a  d i s m i n u i d o  n o t a b l e m e n t e  en Bobal ,  

Garnacha  y Macabeo, m i e n t r a s  que en T e m p r a n i l l o ,  en  e l  que l a  f e r m e n t a c i ó n  

m a l o l á c t i c a  s e  h a l l a b a  r e a l i z á n d o s e  en  e s o s  momentos, l a  p o b l a c i ó n  

a l c a n z a b a  ó r d e n e s  de 10e c é l u l a s  p o r  m i l i l i t r o .  El  que l a  f e r m e n t a c i ó n  

m a l o l á c t i c a  t a r d a s e  más en r e a l i z a r s e  en  e s e  d e p ó s i t o  que en  e l  r e s t o  puede 

d e b e r s e  a v a r i a s  c a u s a s :  l a s  l e v a d u r a s  a l c a n z a n  l a  p o b l a c i ó n  máxima h a c i a  

-e l  f i n a l  de l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a ,  con  l o  c u a l  e l  i n i c i o  d e l  

c r e c i m i e n t o  b a c t e r i a n o  s e  ve f r e n a d o  p o r  l a  c o m p e t e n c i a ;  l a  t e m p e r a t u r a  de

f e r m e n t a c i ó n  de mosto de .T e m p ra n i l l o  f u e  menos f a v o r a b l e  a l  c r e c i m i e n t o  de

l a s  b a c t e r i a s  que l a  que s e  d ió  en o t r a s  f e r m e n t a c i o n e s  [1751 ;  y p o r  

ú l t i m o ,  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l  en  e s t e  mosto fu e  más e l e v a d a  que en e l  

r e s t o .  Todo e l l o  puede e x p l i c a r  l a  mayor l e n d i t u d  en  e l  d e s e n c a d e n a m i e n t o  

de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a .

La e v o l u c i ó n  de  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  t r a s  l a  f e r m e n t a c i ó n  

m a l o l á c t i c a  en  l a s  v i n i f i c a c i o n e s  de Boba l ,  Garnacha  y Macabeo e s
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s e m e j a n t e :  d i sm inuye  e l  número de c é l u l a s  v i a b l e s ,  aunque en  g r a d o s

d i s t i n t o s .  Donde menos s e  a p r e c i a  l a  d i s m i n u c i ó n  d e l  número de b a c t e r i a s  

l á c t i c a s  t r a s  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a ,  e s  en  e l  c a s o  de Macabeo, l uego  

en  Garnacha ,  y f i n a l m e n t e  en  Bobal .  En en  v i n o  p r o c e d e n t e  de T e m p r a n i l l o  no 

s e  pudo o b s e r v a r  e s t e  e f e c t o ,  ya que e l  ú l t i m o  m u e s t r e o  r e a l i z a d o  c o i n c i d i ó  

con e l  apogeo  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a .

A p e s a r  de s e r  Macabeo e l  v i n o  que  mayor c a n t i d a d  de S02  t o t a l

c o n t e n í a ,  l a  c a n t i d a d  de S0 2  l i b r e  e r a  muy s e m e j a n t e  a  l a  de Garnacha

( T a b la s  18 y 19);  s i n  embargo e l  pH más b a j o  de e s t e  ú l t i m o  puede que

h i c i e r a  que l a  f r a c c i ó n  no d i s o c i a d a  d e l  S0 2  y más a c t i v a  como 

a n t i m i c r o b i a n a  (H^SOs.), f u e r a  mayor en  Garnacha  que en Macabeo. SCHOPFER y 

AERUY [3063 han o b s e rv a d o  que e l  pH i n f l u y e  en l a  p r o p o r c i ó n  d i s o c i a d a  d e l  

SD^ en s o l u c i ó n ,  de forma que a pHs menores  l a  p r o p o r c i ó n  de H2 SO3  aumenta 

r e s p e c t o  a l a s  fo rm a s  d i s o c i a d a s  HSO?-  y S03“ , y que l a  a c t i v i d a d  

a n t i s é p t i c a  d e l  S0-. s e  debe  p r i n c i p a l m e n t e  a  l a  f r a c c i ó n  no d i s o c i a d a .  Por  

o t r o  l a d o  e l  v in o  de Macabeo p r e s e n t a b a  una  menor c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l  

que e l  de Garnacha,  y una t e m p e r a t u r a  de c o n s e r v a c i ó n  a l r e d e d o r  de l o s

16°C, m i e n t r a s  que e l  de Garnacha s e  mantuvo 2 ó 3 o p o r  enc ima.  LAFOF-

LAFOURCADE y RIBéREAU-GAYON [1913 han  s e ñ a l a d o  que d i f e r e n c i a s  en  l a

c o n c e n t r a c i ó n  de ‘S02 , en  e l  c o n t e n i d o  en e t a n o l ,  en e l  pH y en l a  

t e m p e r a t u r a  son  l a s  r e s p o n s a b l e s  de l a s  d i s t i n t a s  t a s a s  de v i a b i l i d a d  de 

l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  t r a s  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a .  As í ,  un pH más 

a l t o ,  c o n c e n t r a c i ó n  de S02  m o l e c u l a r  más b a j a ,  un c o n t e n i d o  en e t a n o l  

i n f e r i o r ,  y una t e m p e r a t u r a  de c o n s e r v a c i ó n  a l g o  más b a j a ,  e x p l i c a n  l a  

mayor v i a b i l i d a d  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  en  Macabeo r e s p e c t a  a  Garnacha  t r a s  

l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a .

S in  embargo, no enc o n t r am o s  e x p l i c a c i ó n  a l g u n a  a l  hecho de que en

Bobal  l a  d i s m i n u c i ó n  de l a  p o b l a c i ó n  l á c t i c a  f u e r a  t a n  d r á s t i c a  y r á p i d a  

t r a s  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a ,  a menos que e s t e  d e p ó s i t o  s e  h u b i e r a
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t r a s e g a d o  p r e v i a m e n t e  a  l a  toma de l a  m u e s t r a  c o r r e s p o n d i e n t e  a  l a  Fase  V, 

s i n  que t u v i é s e m o s  c o n o c i m i e n t o  de e l l o .  E s t e  hecho  p a r e c e  c o n f i r m a r s e  s i  

obse rvam os  e l  número de l e v a d u r a s  o b t e n i d o  en  l a  F ase  V en  e s t e  d e p ó s i t o  

( F ig u r a  2 2 ) .

Las l e v a d u r a s  t a m b i é n  s u f r í a n  una e v o l u c i ó n  d i s t i n t a  en  e l  c a s o  de 

m os tos  r e f r i g e r a d o s  o no r e f r i g e r a d o s ,  y d e n t r o  de c a d a  uno de l o s  g r u p o s  

t am b ié n  h a b í a  d i f e r e n c i a s -  e x p l i c a b l e s  p o r  l a s  d i s t i n t a s  c a r a c t e r í s t i c a s  de 

l a s  v i n i f i c a c i o n e s  r e a l i z a d a s .  En e l  c a s o  de m os to s  r e f r i g e r a d o s  

obse rvábamos  dos d i n á m i c a s  en l a  p o b l a c i ó n  l e v a d u r i f a r m e .  F o r  un l ad o ,  en  

Bobal e l  mayor número de c é l u l a s  v i a b l e s  s e  a l c a n z a b a  en  l a  F ase  I I I ,  que 

se  c o r r e s p o n d í a  con l a  ú l t i m a  e t a p a  de l a  f e r m e n t a c i ó n  t u m u l t u o s a ,  p a r a  

luego  d i s m i n u i r  p r o g r e s i v a m e n t e  h a s t a  l a  f i n a l i z a c i ó n  de l a  f e r m e n t a c i ó n  

a l c o h ó l i c a .  E s t a  d i n á m ic a ,  a f a l t a  de l o s  d a t o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a mostos  

r e c i é n  e s t r u j a d o s ,  n os  i n d i c a  que l a  c o n s e c u c i ó n  de l a  p o b l a c i ó n  máxima en 

mostos  s i n  S02  e s t a b a  r e t r a s a d a  r e s p e c t o  a l a s  v i n i f i c a c i o n e s  con S02  y s i n  

c o n t r o l  de t e m p e r a t u r a .  E s to  p o d í a  d e b e r s e  a  que a l  no e x i s t i r  l a  p r e s i ó n  

s e l e c t i v a  o r i g i n a d a  p o r  e l  SO^, e s p e c i e s  " a c o m p a ñ a n t e s " , como Candida 

s t e l l a t a ,  im p id e ra n  e l  e s t a b l e c i m i e n t o  r á p i d o  de Saccharom yces c e r e v i s i a e .  

Por  o t r a  p a r t e ,  l a  b a j a  t e m p e r a t u r a  a l a  que se  v i n i f i c ó  e s t e  mosto 

d i s m i n u í a  t o d o s  l o s  p r o c e s o s  b i o q u í m i c o s  i n c l u y e n d o  e l  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r  

[ 2 4 0 ] .

En T e m p r a n i l l o ,  f e r m e n t a d o  a 19°C, obse rvam os  que l a  p o b l a c i ó n  máxima 

de c é l u l a s  s e  a l c a n z a b a  a l  f i n a l  de l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a ,  e s  d e c i r ,  a 

l o  l a r g o  de t o d a  l a  f e r m e n t a c i ó n  l a s  l e v a d u r a s  h a b í a n  i d o  c r e c i e n d o  

p r o g r e s i v a m e n t e  s i n  que s e  o b s e r v a s e  p é r d i d a  de v i a b i l i d a d  h a c i a  e l  f i n a l  

de l a  f e r m e n t a c i ó n  t u m u l t u o s a ,  como s u c e d í a  en  e l  r e s t o  de l o s  c a s o s .  Tan to  

en Garnacha  como en  T e m p r a n i l l o  v i n i f i c a d a s  ambas con 7 mg/1 de SO^ y 

t r a t a d a s  con b e n t o n i t a  (Tab la  2) s e  a l c a n z a b a  e l  mismo número máximo de 

l e v a d u r a s ,  p e ro  e s t o  s u c e d e  en d i s t i n t o s  momentos de l a  f e r m e n t a c i ó n .  E s to
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p o d í a  s e r  d e b id o  a l  e f e c t o  de l a  t e m p e r a t u r a  de v i n i f i c a c i ó n .  Una 

t e m p e r a t u r a  de v i n i f i c a c i ó n  más b a j a  b a c í a  que e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  

l e v a d u r a s  s e  v i e r a  f r e n a d o  y p o r  o t r o  l a d o  r e d u c í a  e l  e f e c t o  n e g a t i v o  d e l  

e t a n o l .  De aquí  que en  T e m p r a n i l l o  s e  a l c a n z a r a n  p o b l a c i o n e s  t a n  a l t a s  

cuando l a  c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l  e r a  c a s i  d e l  1 2 % en  volumen,  m i e n t r a s  que 

en  Garnacha  s e  o b s e r v a b a  p é r d i d a  de v i a b i l i d a d  p o r  enc im a de l o s  10% ( v / v ) .  

E s t e  e f e c t o  s i n é r g i c o  de e t a n o l  y t e m p e r a t u r a  ya ha s i d o  . comentado a l  

t r a t a r  l a s  v e n t a j a s  d e l  s i s t e m a  BIDOJTE s o b r e  e l  t r a d i c i o n a l .

3 . 2 . 3 . -  CONSIDERACIONES ACERCA DE LA CLASIFICACION DE LEVADURAS.

Desde l a  p r i m e r a  c l a s i f i c a c i ó n  de l e v a d u r a s  r e a l i z a d a  p o r  HANSEN en  

1904 que d i s t i n g u í a  e n t r e  l e v a d u r a s  e s p o r ó g e n a s  y no e s p o r ó g e n a s ,  l o s  

t r a b a j o s  s o b r e  t axonom ía  de e s t o s  m ic r o o rg a n i s m o s  han s i d o  muy numerosos 

l l e v á n d o s e  a cabo c l a s i f i c a c i o n e s  c a d a  vez  más p r e c i s a s  y e x h a u s t i v a s

[2 8 2 ] .

STELLING-DEKKER en 1931 r e a l i z ó  l a  p r i m e r a  m o n o g ra f í a  s o b r e  l e v a d u r a s  

e s p o r ó g e n a s  m i e n t r a s  que LODDER en 1934 y DIDDENS y LODDER en  1942 

r e a l i z a b a n  e l  p r i m e r  compendio s o b r e  l e v a d u r a s  no e s p o r ó g e n a s  t 165] .  Fue en 

1970 cuando LODDER r e c o g i ó  t o d a  l a  i n f o r m a c i ó n  e x i s t e n t e  s o b r e  l e v a d u r a s  y 

p u b l i c ó  s u  o b ra  "The y e a s t :  a t axonom ic  s t u d y "  [201]  en l a  c u a l  s e

c on te m p la n  c o n j u n t a m e n t e  l a s  l e v a d u r a s  e s p o r ó g e n a s ,  no e s p o r ó g e n a s  y l a s  

fo rm a d o ra s  de t e l i o s p o r a s .

Desde l a  e d i c i ó n  de 1970 l a  t a xonom ía  de l e v a d u r a s  s e  ha d e s a r r o l l a d o  

mucho. Se han d e s c r i t o  nuevas  e s p e c i e s  a  p a r t i r  de nuevos  y a n t i g u o s  

h á b i t a t s ,  s e  ha i n c r e m e n t a d o  e l  número de a q u é l l a s  que p r e s e n t a n  f a s e  

s e x u a l .  Por o t r o  l a d o  s e  han e s t a b l e c i d o  nuevos  c r i t e r i o s  de c l a s i f i c a c i ó n  

y  se  ha r e e v a l u a d o  e l  v a l o r  de l o s  a n t i g u o s .  Todos e s t o s  hechos  han
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p r o p i c i a d o  l a  p u b l i c a c i ó n  de dos  i m p o r t a n t e s  o b r a s  t a x o n ó m ic a s :  “ The y e a s t :  

c h a r a c t e r i s t i c s  and i d e n t i f i c a t i o n "  C183 y MThe y e a s t :  a  t axonom ic  s tu d y "  

[1653.

En e s t a s  d os  o b r a s  s e  ha dado pa s o  a  l a  d e s c r i p c i ó n  de d os  g r u p o s  cuyo 

c o n o c im ie n t o  e s  r e c i e n t e :  l a s  F í l o b a s i d ia c e a e ,  l e v a d u r a s  cuya  f a s e  s e x u a l  

no e s t á  r e p r e s e n t a d a  p o r  t e l i o s p o r a s  s i n o  p o r  un b a s i d i o  o c u e rp o  

f r u c t í f e r o ,  y l o s  hongos b a s i d i o m i c e t o s  con  una f a s e  u n i c e l u l a r  en s u  c i c l o  

de v i d a .  E s t o s  d os  g r u p o s  no h a b í a n  s i d o  d e s c r i t o s  p o r  LODDER en  1970. 

Resumiendo,  en e l  a c t u a l  e s t a d o  de c o n o c i m i e n t o s ,  d e n t r o  de l a s  l e v a d u r a s  

d i s t i n g u i m o s  t r e s  g r a n d e s  g r u p o s  en Eumycota:

a) L e va du ra s  a s c o m i c e t a s :  p r e s e n t a n  f a s e  s e x u a l .  Forman e s p o r a s  s e x u a l e s  e n

a s e a s .

b) L e v a d u ra s  b a s i d i o m i c e t a s :  p r e s e n t a n  f a s e  s e x u a l .  Forman t e l i o s p o r a s  o

b a s i d i o s  como e s t r u c t u r a s  s e x u a l e s .

c) L e va du ra s  i m p e r f e c t a s :  no s e  l e s  conoce  f a s e  s e x u a l .  Comprenden l a s

f a m i l i a s  C ry p to co c c a c ea e  (ya d e s c r i t a  p o r  LODDER en 1970) y

S p o ro b o lo w y c e ta c e a e  en l a  c u a l  s e  i n c l u y e n  a q u e l l o s  g é n e r o s  fo rm a d o re s  

de b a l l i s t o s p o r a s .

Las d i f e r e n c i a s  e n t r e  l a s  m o n o g r a f í a s  de BARRETT e t  a l .  [183 y KREGER-

VAR RIJ [1653 e s  que en l a  p r i m e r a  s e  da p r e d o m i n a n c i a  a l o s  c r i t e r i o s

b i o q u ím ic o s ,  m i e n t r a s  que l a  s egunda  s e  b a s a  ( s o b r e  t o d o  a  n i v e l  de 

g é n e r o s )  en c r i t e r i o s  m o r f o l ó g i c o s .

La i d e n t i f i c a c i ó n  de l a s  e s p e c i e s  de l e v a d u r a s  e s  un t r a b a j o  a rd u o  s i  

s e  q u i e r e  r e a l i z a r  con e l  n e c e s a r i o  r i g o r .  E l l o  s e  debe a l a  c a n t i d a d  de 

p r u e b a s  que deben r e a l i z a r s e ,  a l a  t a r d a n z a  en  l a  o b t e n c i ó n  de r e s u l t a d o s  y 

en l a  g r a n  c a n t i d a d  de c e p a s  con l a s  que s e  e n f r e n t a  e l  i n v e s t i g a d o r  t r a s  

v a r i o s  a i s l a m i e n t o s .

Muchas v e c e s ,  i n v e s t i g a d o r e s  que a í s l a n  e s t o s  m ic r o o rg a n i s m o s  de 

h á b i t a t s  i n d u s t r i a l e s  i n c l u y e n  como c a r a c t e r í s t i c a s  t a x o n ó m ic a s  a q u é l l a s
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que l a s  d i f e r e n c i a n  p o r  s u  v a l o r  t e c n o l ó g i c o .  A s í ,  RIBfREAU-GAYDN [2823 

e s t a b l e c e  como c r i t e r i o s  de c l a s i f i c a c i ó n  l a  r e l a c i ó n  e n t r e  v e lo c i d a d  de 

f e r m e n ta c ió n  de l a  g lu c o s a  y de l a  f r u c t o s a ,  l a  r e l a c i ó n  e n t r e  e l  

c o e f i c i e n t e  r e s p i r a t o r i o  y e l  f e r m e n t a t i v o ,  e l  p o d e r  a lc o h o ló g e n o ,  e l  

r e n d im ie n to  en p r o d u c to s  s e c u n d a r i o s  de l a  f e r m e n ta c ió n  o l a  r e s i s t e n c i a  a l  

S0£ . Aunque no negamos l a  v a l i d e z  de e s t o s  c r i t e r i o s  a  l a  h o ra  de c o n o c e r  y 

s e l e c c i o n a r  l a s  c e p a s  más a d e c u a d a s  p a r a  l a  f e r m e n ta c ió n ,  hemos de a c e p t a r  

que n in g u n a  de e s t a s  p r u e b a s  t i e n e  v a l o r  tax o n ó m ico  s u f i c i e n t e  p a r a  s e p a r a r  

e s p e c i e s ,  ya que l a s  r e s p u e s t a s  a e s t o s  e n s a y o s  pueden  v a r i a r  de c e p a  a 

cepa  d e n t r o  de una e s p e c i e .  ROSIKI e t  a l .  [2883 e s t a b l e c e n  que l a  c a n t i d a d  

de COo p ro d u c id o  en 72 h o r a s  ( v e l o c id a d  de f e r m e n ta c ió n )  no p r e s e n t a  

s u f i c i e n t e  v a r i a b i l i d a d  i n t e r e s p e c í f i c a  p a r a  g a r a n t i z a r  una buena 

d i s c r i m i n a c i ó n  e n t r e  Saccharom yces c e r e v l s í a e ,  Saccharom yces  c h e v a l i e r i , 

Saccharom yces ¿ t a l i c u s ,  Saccharom yces bayanus  y Saccharom yces vvarum, 

m ie n t r a s  que l a  c a p a c id a d  de p r o d u c i r  d e te r m in a d a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de 

a l c o h o l  s í  p e r m i t í a  d i f e r e n c i a r  l a s  c u a t r o  p r im e r a s  de l a  ú l t i m a .  S in  

embargo, e s t o s  mismos a u t o r e s  a f i rm a n  que l a  c a p a c id a d  de p r o d u c i r  e t a n o l  

no puede s e r  u sada  como c r i t e r i o  taxonóm ico . De hecho l a s  e s p e c i e s  p o r  

e l l o s  nom bradas como d i s t i n t a s ,  a c tu a lm e n te  s e  a g ru p a n  t o d a s  b a jo  e l  nombre 

de Saccharom yces c e r e v i s i a e .

O tro s  p u n to s  de c o n t r o v e r s i a  e n t r e  l o s  taxónom os y l o s  i n v e s t i g a d o r e s  

que e s t u d i a n  l a s  l e v a d u r a s  d e l  v in o  e s  l a  u t i l i z a c i ó n  de d e te rm in a d o s  

m edios  p a ra  l a  r e a l i z a c i ó n  de l a s  p r u e b a s  de c l a s i f i c a c i ó n .  A sí,  m ie n t r a s  

LODDER [2013 , KREGER-VA3J RIJ [ 1653 y BARNETT e t  a l .  [183 p ropugnan  l a  

u t i l i z a c i ó n  de m edios d e f i n i d o s  p a r a  e v i t a r  d e s c r i p c i o n e s  que no puedan 

co m p ara rse  e n t r e  s í ,  RIBfREAU-GAYOR aboga  p o r  r e a l i z a r  c i e r t a s  p r u e b a s  en 

un medio n a t u r a l ,  como e l  mosto de uva [2823 , s i n  t e n e r  en  c u e n ta  que l a s  

v a r i a c i o n e s  en l a  c o m p o s ic ió n  q u ím ic a  de e s t e  medio puede im p e d ir  l a  

o b te n c ió n  de r e s u l t a d o s  r e p e t i b l e s .



181

En g e n e r a l ,  s e  ha t r a t a d o  de s u a v i z a r  e l  c o s t o s o  t r a b a j o  de 

i d e n t i f i c a c i ó n  de l e v a d u r a s  d esd e  dos  f r e n t e s :

a)  em pleando s i s t e m a s  m i n i a t u r i z a d o s  de i d e n t i f i c a c i ó n .

b) u t i l i z a n d o  c l a v e s  s i m p l i f i c a d a s  que d ism in u y an  e l  número de p r u e b a s  

a r e a l i z a r .

Los s i s t e m a s  m i n i a t u r i z a d o s  d e s c r i t o s  en  l a  b i b l i o g r a f í a  p a r a  

i d e n t i f i c a c i ó n  de l e v a d u r a s  son : l a  t i r a  API 20 C [ 7 8 ] ,  l a  t i r a  API 20 C 

Aux y e l  A bbo tt  Quantum I I  Y eas t  I d e n t i f i c a t i o n  S ystem  [ 9 2 ] .  Aunque e s t o s  

m étodos pueden  s e r  ú t i l e s  en  un t r a b a j o  r u t i n a r i o  de a i s l a m i e n t o ,  no pueden  

a p l i c a r s e  s i n  r i e s g o  de e r r o r  a  t r a b a j o s  r i g u r o s o s  de i d e n t i f i c a c i ó n .  Los 

i n c o n v e n i e n t e s  en  l a  u t i l i z a c i ó n  de l a  t i r a  API 20 C s e  d e r i v a n  d e l

r e d u c id o  número de p r u e b a s  s o b re  u t i l i z a c i ó n  o x i d a t i v a  de f u e n t e s  de 

c a rb o n o  y de n i t r ó g e n o ,  de l a  f a l t a  de in fo r m a c ió n  s o b re  c a r a c t e r í s t i c a s  

m o r f o ló g ic a s  o c u l t u r a l e s  y de l o s  r e d u c i d o s  t ie m p o s  de l e c t u r a  de l o s  

r e s u l t a d o s ,  ya que en  a q u e l l a s  e s p e c i e s  en  que l a  f e r m e n ta c ió n  o

a s i m i l a c i ó n  de c i e r t o s  com pues to s  de c a rb o n o  e s  l e n t a ,  l a  r e s p u e s t a  en  l a  

t i r a  AFI e s  n e g a t i v a ,  ya que su  p e r i o d o  de l e c t u r a  e s  de una semana [781 .

En c u a n to  a l a  t i r a  API 20 C Aux, é s t a  aum enta  e l  número de p r u e b a s  de 

a s i m i l a c i ó n  de com pues to s  de c a rb o n o  a e x p e n s a s  de l a s  p r u e b a s  de

f é r m e n ta c ió n .  E s ta  t i r a  API 20 C Aux p a r e c e  p r e s e n t a r  r e s u l t a d o s  muy

v á l i d o s  cuando se  a p l i c a  a  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  de l e v a d u r a s  de im p o r ta n c ia  

c l í n i c a  [78] p e ro  no b a s t a ,  po r  s í  s o l a ,  p a r a  i d e n t i f i c a r  l e v a d u r a s  

p r o c e d e n te s  de o t r o s  o r íg e n e s .  El s i s t e m a  A bbo tt  Quantum I I  Y eas t  

I d e n t i f i c a t i o n  System  c o in c i d e  con l a  t i r a  API 20 C Aux en e l  78.8% de 

l e v a d u r a s  f r e c u e n t e s  en c l í n i c a ,  y s ó l o  m u e s t ra  e l  50% de c o n c o r d a n c ia  p a ra  

l e v a d u r a s  p r o c e d e n te s  de o t r a s  f u e n t e s  [ 7 8 ] ,  E s t a s  r a z o n e s  i n v a l i d a n ,  a 

n u e s t r o  p a r e c e r ,  e l  uso  de e s t o s  s i s t e m a s  a l a  h o r a  de r e a l i z a r  un e s t u d i o  

e c o ló g i c o  y f i s i o l ó g i c o  de l a s  l e v a d u r a s  d e l  v in o .
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O tra  form a de r e d u c i r  e l  a rd u o  p ro b lem a  de l a  i d e n t i f i c a c i ó n  e s ,  como 

comentábamos a n t e s ,  l a  u t i l i z a c i ó n  de c l a v e s  s i m p l i f i c a d a s .  V a r io s  a u t o r e s  

han a b o rd a d o  l a  c o n f e c c ió n  de e s t a s  c l a v e s  b a jo  d i s t i n t o s  p u n to s  de v i s t a .  

A si ,  BEECH e t  a l .  C233 e s t a b l e c i e r a n  dos  esquem as p a r a  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  de 

l e v a d u r a s .  El p r im e r  esquema u t i l i z a  una c l a v e  m o r f o ló g ic a  b a s a d a  e n  l a  

a p a r i e n c i a  de l a s  c o l o n i a s  s o b re  a g a r ,  e l  segundo  e s  una c l a v e  b io q u ím ic a  

cuyo uso  r e q u i e r e  r e a l i z a r  s e i s  p r u e b a s  de  f e r m e n ta c ió n ,  una de a s i m i l a c i ó n  

de n i t r a t o ,  c in c o  de a s i m i l a c i ó n  de co m p u e s to s  de c a rb o n o ,  y además 

o b s e r v a c io n e s  m o r f o ló g ic a s  s o b r e  r e p r o d u c c ió n  v e g e t a t i v a ,  c a r a c t e r í s t i c a s  

c u l t u r a l e s ,  p s e u d o m ic e l io ,  c á p s u l a  y p r e s e n c i a  de c o l o r  en l a s  c o l o n i a s .  

Con l o s  r e s u l t a d o s  de e s t a s  p r u e b a s ,  BEECH e t  a l .  C233 e s t a b l e c e n  una s e r i e  

de c o m b in a c io n e s  p o s i b l e s  que l l e v a n  a l a  i d e n t i f i c a c i ó n  a n i v e l  de 

e s p e c i e .  El p rob lem a que p r e s e n t a  e s t e  s i s t e m a  e s  que muchas v e c e s  no s e  

l l e g a  a una ú n ic a  e s p e c i e  s i n o  a v a r i a s ,  p o r  lo  que hay  que aum en ta r  e l  

número de p ru e b a s  a r e a l i z a r  a f i n  de d i f e r e n c i a r l a s .  Además, e s t a  c l a v e  s e  

ha quedado o b s o l e t a ,  a l  v a r i a r  l a  a d s c r i p c i ó n  de v a r i a s  e s p e c i e s  en  l o s  

s i s t e m a s  a c t u a l e s  de c l a s i f i c a c i ó n .

BARIETT [173 tam b ié n  e s t a b l e c i ó  un s i s t e m a  que s i m p l i f i c a b a  l a  

i d e n t i f i c a c i ó n  de l e v a d u r a s  d e s c r i t a s  en  l a  m o n o g ra f ía  de LODDER [2013 a l  

o b v ia r  c i e r t a s  c a r a c t e r í s t i c a s  d i f í c i l e s  de o b s e r v a r ,  como p o r  e je m p lo  l a  

p ro d u c c ió n  de a s c o s p o r a s .  En e s t e  s i s t e m a  BARFETT d e s a r r o l l ó  una c la v e  

b i n a r i a  en l a  c u a l  s e  comenzaba s e l e c c i o n a n d o  a q u e l l a  p ru e b a  que m ejo r  

d i v i d i e r a  a  l a s  l e v a d u r a s  en dos  g ru p o s  i g u a l e s ;  en  c a d a  su b g rupo  

e s t a b l e c i d o  s e  o b s e rv a b a  qué p ru e b a s  d i v i d í a n  cad a  uno de l o s  s u b g ru p o s  en  

o t r o s  dos  i g u a l e s ,  y a s í  s u c e s iv a m e n te  h a s t a  que s e  l l e g a b a  a g ru p o s  que 

c o n te n í a n  una s o l a  e s p e c i e  o un g ru p o  de e s p e c i e s  que no p u d ie s e n  

d i s t i n g u i r s e  m ed ian te  l a s  p r u e b a s  de u so  c o r r i e n t e .  La u t i l i d a d  de cada 

p ru eb a  v ie n e  dada p o r  una e x p r e s i ó n  m a te m á t ic a  que hace  c u a n t i f i c a b l e  cada  

c a r a c t e r í s t i c a  [173 . Los e n s a y o s  más v á l i d o s  so n  a q u é l l o s  que s e p a r a n
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g r a n d e s  g r u p o s  de e s p e c i e s .  El p ro b lem a  de a p l i c a r  e s t e  s i s t e m a  de 

c l a s i f i c a c i ó n  e s  que e s t á  c o n s t r u i d o  p a r a  un g ru p o  d e te rm in a d o  de 

l e v a d u r a s ,  en c o n c r e t o  a q u é l l a s  a i s l a d a s  de f r u t a s ;  s i n  embargo p a ra  

l e v a d u r a s  p e r t e n e c i e n t e s  a o t r o s  h á b i t a t s  puede  c a m b ia r  l a  u t i l i d a d  de l a s  

p r u e b a s  d e f i n i d a s  p a r a  e s t a  c l a s i f i c a c i ó n .  En e l  t r a b a j o  de BARNETT [171 s e  

da l a  p r i m i c i a  de l o  que s e r á  más t a r d e  e l  c r i t e r i o  e n  l a  s e l e c c i ó n  de 

e n s a y o s  p a r a  l a  c l a s i f i c a c i ó n  de l e v a d u r a s  en  l a  o b ra  " Y e a s t s :  

c h a r a c t e r i c t i c s  and  i d e n t i f i c a t i o n ” [ 183 .

A p e s a r  de que en  n u e s t r a s  i n v e s t i g a c i o n e s  ensayam os e l  s i s t e m a  

m i n i a t u r i z a d o  API 20 C Aux y l a  c l a v e  s i m p l i f i c a d a  de BEECH e t  a l .  [233 , 

l o s  p ro b le m a s  que c o n l l e v a b a n  nos  h i c i e r o n  d e c i d i r  p o r  r e a l i z a r  l a s  p r u e b a s  

según  l o s  esquem as t r a d i c i o n a l e s  y l a s  c l a v e s  u t i l i z a d a s  en  l a s  ú l t i m a s  

o b r a s  de tax o n o m ía  de l e v a d u r a s  [18 , 1 6 5 3 .A l o  l a r g o  de e s t e  t r a b a j o  se  

a i s l a r o n  e i d e n t i f i c a r o n  277 c e p a s  de l e v a d u r a s  p o r  e l  p r o c e d im ie n to  

d e s c r i t o  p o r  KREGER-VAN RIJ [ 1653.

3 . 2 . 4 . -  EVOLUCION DE LAS LEVADURAS A LO LARGO DE LA VINIFICACION.

Las l e v a d u r a s  p r e s e n t e s  en l o s  m ostos  t i e n e n  dos  o r íg e n e s :  uno e s  e l  

p r o p io  f r u t o ,  donde en c o n tram o s  una v a r i a d a  m i c r o f l o r a  [1753 , y e l  o t r o  e s  

l a  m a q u in a r ia  de bodega , s o b re  l a  c u a l  s e  d e s a r r o l l a n  d e te r m in a d o s  t i p o s  de 

l e v a d u r a s ,  que so n  t r a n s f e r i d a s  a l o s  m osto s  cuando  é s t o s  p a s a n  a t r a v é s  de 

e s a  m a q u in a r ia .

Las d i f e r e n c i a s  e n c o n t r a d a s  en l a  m i c r o f l o r a  de v iñ e d o s  d i s t i n t o s  s e  

deben a f a c t o r e s  e s p e c í f i c o s  t a l e s  como edad  d e l  v iñ e d o ,  c l im a ,  v a r i e d a d  de 

uva, l o c a l i z a c i ó n  g e o g r á f i c a  y p r á c t i c a s  de c u l t i v o .  La i n f l u e n c i a  que 

t i e n e  l a  l o c a l i z a c i ó n  g e o g r á f i c a  s o b re  l a s  e s p e c i e s  y núm eros de l e v a d u r a s  

en l o s  f r u t o s  ha s i d a  i n v e s t i g a d a  p o r  v a r i o s  a u t o r e s  [141 , 2583. También e l
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t ie m p o  i n f l u y e  s o b r e  l a  r e p r e s e n t a c i ó n  de e s p e c i e s  en  un mismo v iñedo . 

PDULARD C253] e s tu d i a n d o  l a  i n f l u e n c i a  de c i e r t o s  f a c t o r e s  s o b re  l a  

v a r i a b i l i d a d  de l a  m i c r o f l o r a  de l o s  m o s to s  e n c o n t r ó  que l o s  p a rá m e t r o s  

c l i m á t i c o s  t i e n e n  r e l a c i ó n  con e l  t i p o  de l e v a d u r a s  p r e s e n t e s  en  l o s  

m ostos ,  en p a r t i c u l a r  con e l  g rupo  de e s p e c i e s  de a l t o  p o d e r  f e r m e n t a t i v o .

DAVERPORT [ 8 8 ] r e a l i z ó  un e s t u d i o  s o b r e  l a s  l e v a d u r a s  p r e s e n t e s  en un

v iñ e d o  i n g l é s  e n c o n tr a n d o  una g ra n  v a r i e d a d  de g é n e r o s  a s o c i a d o s  a l a  

r i z o s f e r a  y l a  f i l o s f e r a ,  m ie n t r a s  que e l  número de g é n e r o s  a i s l a d o s  a

p a r t i r  de -la a tm ó s fe r a  e r a  mucho menor. P o r  o t r o  la d o  en  l a  a tm ó s fe r a

p redom inaban  l o s  g é n e ro s  p ig m e n ta d o s  con c a r o t e n o i d e s  m i e n t r a s  que en l a s  

h o j a s  p redom inaban  l a s  e s p e c i e s  d e l  g é n e ro  A u reobas id iu m  y en l a  r i z o s f e r a  

e s p e c i e s  d e l  g é n e ro  Trichosporon .  POULARD e t  a l .  [261] a i s l a r o n  a  p a r t i r  de 

s u e lo  de v iñ e d o s  d e l  l a  r e g i ó n  de R a n te s  ( F r a n c i a )  Jf. p u lc h e r r im a , S. 

c h e v a l i e r i , Saccharom yces r o s e i , K lo e c k era  a p i c u l a t a ,  R h odo toru la  rubra  y 

A ureobasid ium  p u l lu la n s ,  m ie n t r a s  que CUIRIER en 1980 e n c o n t r ó  que l a s

e s p e c i e s  K lo e c k e ra  a p i c v l a t a ,  K lo e c k era  j a v a n ic a  v a r .  l a í a r i í , Hansenula  

s a t v r n u s  v a r .  s a iu rn u s ,  Saccharom yces vvarum, Saccharom yces  r o s e i  y Candida

v in i  e r a n  l a s  que c o lo n iz a b a n  l o s  s u e l o s  de l o s  v iñ e d o s  de T o u ra in

( F r a n c i a ) .  Es de s u p o n e r  que l a s  e s p e c i e s  a i s l a d a s  de l o s  s u e l o s  de l o s  

v iñ e d o s  s e r á n  l a s  que a p a re z c a n  s o b re  l a  s u p e r f i c i e  de l o s  f r u t o s .  S in  

embargo, CUIRIER [75] no e n c o n tr ó  s o b re  l a s  u v a s  n in g u n a  de l a s  e s p e c i e s  

p r e s e n t e s  en e l  s u e l o  d e l  v iñ ed o .

Las e s p e c i e s  que s e  a i s l a n  g e n e ra lm e n te  s o b r e  l a  s u p e r f i c i e  de l o s

f r u t o s  son  H ansen iaspora  uvarvm, M etschn ikow ia  p u lc h e rr im a ,  T o r u lo p s i s  

s t e l l a t a ,  K lu yverom yces  veronae, H ansen iaspora  osm oph ila ,  Lodderom yces  

e lo n g is p o r u s ,  F ic h ía  m inuta, Candida sp .  , R h o d o to ru la  s p .  , C ry p to c o c c u s  sp .  

y Saccharom yces c e r e v i s i a e  [236 , 237, 287, 304, 3 2 0 ] .  En g e n e r a l  l a

p r e s e n c i a  de Saccharom yces c e r e v i s i a e  s o b re  l a s  u v a s  o e s  muy b a j a  [236 , 

304] o no se  d e t e c t a  [237 , 287, 320 ] .  A p e s a r  de que e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  en
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l a s  a s o c i a c i o n e s  de e s p e c i e s  de l e v a d u r a s  e n  d i s t i n t a s  l o c a l i d a d e s ,  l a  

b i b l i o g r a f í a  c o n s u l t a d a  nos  m u e s t ra  que s o b r e  l a  uva p redom inan  e s p e c i e s  

poco a l c o h o ló g e n a s :  H ansen iaspora  sp .  , F ic h ia  sp .  , T o r u lo p s i s  s t e l l a t a  y 

M etschnikow ia  p u lc h e r r im a , y l a s  de m e ta b o lism o  t o t a l m e n t e  o x i d a t i v o  como 

R h odo toru la  sp .  , m i e n t r a s  que S accharom yces  c e r e v i s i a e  s e  p r e s e n t a  

m a y o r i t a r i a m e n te  a s o c i a d a  a m a t e r i a l  de bodega [2373 . E s t a  m i c r o f l o r a  

p r e s e n t e  s o b re  l a s  u v a s  e s  l a  que lu e g o  p a s a  a l  m osto  a l  s e r  é s t a s  

e s t r u j a d a s  o p r e n s a d a s .  En e l  mosto además pueden  e n c o n t r a r s e  o t r a s  

e s p e c i e s  cuyo o r i g e n  e s  l a  bodega.

Los d a t o s  de l a s  F i g u r a s  26 a 24, 39 a 43 y l o s  de l a  T a b la  22

m u e s t ra n  que en  l a  f a s e  c o r r e s p o n d i e n t e  a m o sto s  r e c i é n  s a n g r a d o s  s i n  S02 , 

l a  p r e s e n c i a  de Saccharom yces  c e r e v i s i a e  no e s  e v i d e n t e  en t o d a s  l a s

m u e s t r a s ,  ya que s e  d e t e c t a  en once de l o s  d i e c i s e i s  m ostos :  La c a u sa  de

que en c in c o  de e s t o s  d e p ó s i t o s  no s e  a i s l a s e  e s t a  e s p e c i e ,  puede s e r  que 

s e  e n c u e n t r e  en  muy b a j a  c o n c e n t r a c i ó n  y no s e  v i e s e  r e p r e s e n t a d a  en  l a s  

d i l u c i o n e s  e m p le a d a s  p a ra  l o s  r e c u e n t o s  y a i s l a m i e n t o s .  En a q u e l l o s

d e p ó s i t o s  en  l o s  que s í  s e  d e t e c t a b a  e s t a b a  en una f r e c u e n c i a  i g u a l  o

i n f e r i o r  a l  r e s t o  de e s p e c i e s ,  a lc a n z a n d o  v a l o r e s  de 10a a 10e u f c /m l .  En 

g e n e r a l  l o s  a u t o r e s  e n c u e n t r a n  en  España un g ra n 'n ú m e ro  de Saccharom yces  

c e r e v i s i a e  en l o s  m o s to s  a l  i n i c i o  de l a  f e r m e n t a c i ó n ,  y una b a j a

r e p r e s e n t a c i ó n  d e l  r e s t o  de e s p e c i e s  [2 1 9 , 220, 3183. Por o t r o  la d o  en

o t r o s  p a í s e s  s e  ha  o b s e rv a d o  que Saccharom yces c e r e v i s i a e  e s  m i n o r i t a r i a  

f r e n t e  a l  r e s t o  de e s p e c i e s  aco m p añ an te s  [7 5 ,  115, 140, 142, 219, 220, 224,

236, 237, 289, 318, 3203. N u e s t ro s  r e s u l t a d o s  m u e s t ra n  que e s t a  e s p e c i e  s e

p r e s e n t a  en  g e n e r a l ,  en  núm eros más b a j o s  o i g u a l e s  ( F ig u r a s  26 a 34 y 39 a

43) a l o s  de e s p e c i e s  t a l e s  como C. p u lc h e rr im a ,  C. s t e l l a t a  y K lo e c k era

a p i s .  E s t a  d i s c o r d a n c i a  en  l o s  r e s u l t a d o s  puede d e b e r s e  a que l o s  m ostos  en  

l o s  que Saccharom yces c e r e v i s i a e  p redom ina  f u e r a n  m u e s t re a d o s  en momentos

más a v a n z a d o s  de l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a .
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Figura 27.- Evolución de las especies levaduriformes en el depósito B. Vinificación de uva Bobal por el sistema tradi­
cional. (Cooperativa San Pedro), campaña 1982. Los recuentos se expresan como log(n-H), siendo "n" el número de ufc/ml.
A. gullulans no está considerada levadura en las actuales obras de taxonomía de levaduras.
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Figura 31.- Evolución de las especies levaduriformes en el depósito F. Vinificación de uva Bobal por el sistema tradi­
cional. (Cooperativa San Pedro), campaña 1982. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo "n" el número de ufc/ml.
_A. pullulans no está considerada levadura en las actuales obras de taxonomía de levaduras.
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Figura 3 2 . -  Evolución de las especies levaduriformes en el depósito G. Vinificación de uva Bobal por el sistema tradi­
cional. (Cooperativa San Pedro), campaña 1982. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo "n" el número de ufc/ml.
A. pullulans no está considerada levadura en las actuales obras de taxonomía de levaduras.
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Figura 33.- Evolución de las especies levaduriformes durante la vinificación tradicional. (Cooperativa San Pedro), 
campaña 1982. Los datos de la figura representan las medias de los valores obtenidos a partir de los depósitos mues- 
treados en cada fase. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo "n" el número de ufc/ml. A. pullulans no está 
considerada levadura en las actuales obras de taxonomía de levaduras.



Fase I
D a t o s  e x p r e s a d o s  e n  f o r m a  d e  l o g  ( n + 1 )  
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Figura 34.- Especies levaduriformes asociadas a mostos sin sulfitar (Fase I). Vinificación de uva Bobal sistema Bidone. 
(Cooperativa San Pedro), campaña 1983. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo "n" el número de ufc/ml. "A. 
plllns” es Aureobasldium pullulans (que no es considerada levadura por las actuales obras de taxonomía 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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Fase II
Datos expresados en forma de log (n+1)
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Figura 35.- Especies levaduriformes asociadas a mostos en plena fermentación (Fase II). Vinificación de uva Bobal
sistema Bidone. (Cooperativa San Pedro), campaña 1983. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo "n" el número
de ufc/ml. Las abreviaturas de esta tabla están definidas en el pie de la figura 34.
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Fase III
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Figura 36.- Especies levaduriformes asociadas con el final de la fermentación tumultuosa (Fase III). Vinificación 
de uva Bobal sistema Bidone. (Cooperativa San Pedro), campaña 1983. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo 
"n" el número de ufc/ml. Las abreviaturas de esta tabla están definidas en el pie de la figura 34.
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Fase IV
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Figura 37.- Especies levaduriformes asociadas con el final de la fermentación alcohólica (Fase IV). Vinificación de 
uva Bobal sistema Bidone. (Cooperativa San Pedro), campaña 1983. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo "n" 
el número de ufc/ml. Las abreviaturas de esta tabla están definidas en el pie de la figura 34.
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Fase VI
D a t o s  e x p r e s a d o s  e n  f o r m a  d e  l o g  ( n + 1 )
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Figura 38.- Especies levaduriforraes halladas tras el primer trasiego (Fase VI). Vinificación de uva Bobal sistema
Bidone. (Cooperativa San Pedro), campaña 1983. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo "n" el número de ufc/ml.
Las abreviaturas de esta tabla están definidas en el pie de la figura 34.
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Figura 39.- Evolución de las especies levaduriformes durante la vinificación por el sistema Bidone. (Cooperativa San 
Pedro), campaña 1983. Los datos de la figura representan las medias de los valores obtenidos a partir de los depósitos 
muestreados en cada fase. Los recuentos se expresan como log(n+l), siendo "n" el número de ufc/ml. Las abreviaturas 
de esta tabla están definidas en el pie de la figura 34.
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Macabeo
9 .0  log (n+l)

Figura 41.- Evolución de las especies levaduriformes en la vinificación de Macabeo. (Escuela de Viticultura y Enolo­
gía), campaña 1983. Condiciones de vinificación especificadas eñ la Tabla 2. Los recuentos se expresan como log(n+l), 
siendo "n" el número de ufc/ml. A. pullulans no se considera levadura en las actuales obras de taxonomía de levaduras.
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Figura 42.- Evolución de las especies levaduriformes en la vinificación de Garnacha. (Escuela de Viticultura y Enolo­
gía), campaña 1983. Condiciones de vinificación especificadas en la Tabla 2. Los recuentos se expresan como log(n+l), 
siendo "n" el número de ufc/ml. A_. pullulans no se considera levadura en las actuales obras de taxonomía de levaduras.
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Figura 43.- Evolución de las especies levaduriformes en la vinificación de Tempranillo. (Escuela de Viticultura y 
Enología), campaña 1983. Condiciones de vinificación especificadas en la Tabla 2. Los recuentos se expresan como 
log(n+l), siendo "n" el número de ufc/ml. A. pullulans no se considera levadura en las actuales obras de taxonomía 
de levaduras.



ESPECIES Cooperativa San Pedro Escuela V iticultura y Enología

1962__________________________________________________________ 1993

A B C D E F G N1 N2 N3 N4 Mac Gar Tem C-S TOTAL

A. pullulans" 0 2.5x10* 0 7.5X103 1.5x10* 2.5X103 2.5X103 2.5X103 1.0X10* i.oxio5 0 2.3X10* 5.0X103 2.3X10* 1.7X105 3.9X105

C. boidini i 0 2.5X103 0 0 0 2.5X103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.0X103

C. pulcherrima 0 0 0 0 2.0x103 1.0X10* 2.5X103 0 0 2.5X103 0 1.3X10* 1.0X10* 7.5X103 1.3X10* 5.1X10*

C. stellata 0 1.5X105 2.0x105 1.4X105 2.1X105 1.4x105 5.8X10* 1.1 XIO5 1.2X105 2.5X106 2.8X105 6.4X105 1.1XIO5 7.0X10* 0 4.8X105

H. anómala 0 2.3X10* 7.5X103 0 0 0 2.5X103 0 0 0 0 0 0 0 0 3.3X10*

H. nrraki i 0 2.5X103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.5X103

K. apis 3.3X10* 5.0X103 1.1xIO5 7.5X103 2.0x10* 2.5X103 2.0X105 4.3X10* 3.5X10* 4.5X10* 5.5X10* 5.0X103 9.1X105 1.3X10* 1.4X105 1.5X106

K. japónica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3.9X105 0 0 0 3.9X105

P, fermentans 3.0X103 1.0X10* 9.0X103 1.5X10* 5.0X103 0 2.5X103 0 0 0 0 5.0X103 0 0 0 5.0X10*

P. kluyveri 9.8X103 1.0X10* 0 0 0 0 2.5X103 2.5X103 1.0X10* 0 2.0X10* 5.0X103 0 5.0X103 0 5.5X10*

P. msrrtranaef ac i ens 0 0 0 2.5X103 2.5X103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.0X103

R. rubra 5.0X102 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.0X101 5.1x10a

S. cerevisiae var. bayanus 1.5X10* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.5X10*

capensis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.8X10* 0 0 0 7,8X10*

cerevisiae 0 0 0 0 3.0X10* 5.0X10* 7.5X103 0 3.3X10* 1.4X105 0 0 0 2.5X105 0 5.1X105

cnevalieri 0 0 0 0 0 2.5X10* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.5X10*

uvartm 0 2.0X10* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.0X10*

s. reseus S.OXIO2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.0x10a

T. delbrueoKi i 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.0x10* 0 1.4X105 2.0X105

TOTAL 5.2X10* 2.5X105 3.3X105 1.7x105 2.9X103 2.3X105 2.6X105 1.6X105 2.1X105 2.9X106 3.6X105 1.2X106 1.1X106 3.TX105 4.5X105 8.3X106

Tabla 2 2 .-  Especies cíe levaduras asociadas a mostos sin  su lfita r  recien sangr ados (rase I). Los ncmeros expresan la cantidad de célu las viables en forma de u fc /n l. 

"Esta especie no esta  considerada levadura en las actuales obras de taxonomía cíe levaduras.
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Las e s p e c i e s  que s ie m p re  a i s l á b a m o s  in d e p e n d ie n te m e n te  de l a  

l o c a l i z a c i ó n  d e l  v ifiedo de o r ig e n ,  d e l  afio o de l a  v a r i e d a d  (T a b la  22) e r a n  

K lo e c k e ra  a p i s ,  Candida p v lc h e r r ím a  y l a  Mle v a d u r a  n e g r a ” Aureohasld ium  

p u l l v l a n s .  Candida s t e l l a t a  a p a r e c e  en  t r e c e  de l o s  m osto s  m u e s t re a d o s  y en 

l a  ú n i c a  v a r i e d a d  en  l a  que no s e  ha d e t e c t a d o  e s  en  C a b e rn e t -S a u v ig n o n ,  a  

p e s a r  de que e s t e  t i p o  de v id  s e  c u l t i v ó  e n  e l  mismo v ifiedo  que l a s  

v a r i e d a d e s  Macabeo, G arnacha , T e m p ra n i l lo  y  B obal v i n i f i c a d a s  en  l a  E s c u e la  

de V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía  de Requena. L as  e s p e c i e s  que a p a r e c e n  más 

f r e c u e n te m e n te  en l o s  a i s l a m i e n t o s  so n  l a s  c u a t r o  a n t e r i o r m e n t e  nom bradas 

s e g u id a s  p o r  P ic h ia  k l v y v e r i , P ic h la  f e r m e n ta n s  y Saccharom yces c e r e v i s i a e  

v a r .  c e r e v i s i a e . P ic h ia  k l v y v e r i  no s e  a i s l ó  en  G arnacha  n i  C a b e r n e t -  

S auv ignon , P ic h ia  ferm en ta n s ,  muy f r e c u e n t e  en  l o s  a i s l a m i e n t o s  de 1982 en 

l a  C o o p e r a t iv a ,  no s e  a i s l ó  en  1983 en e s t a  bodega  y s ó l o  se  a i s l ó  en  l a  

v a r i e d a d  Macabeo de l a  E s c u e la  de V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía  de Requena 

Saccharom yces c e r e v i s i a e  v a r .  c e r e v i s i a e  no a p a r e c e  en  t o d o s  l o s  c a s o s  p e ro  

e s t o  puede d e b e r s e  a su  b a j a  c o n c e n t r a c i ó n  en  d i s t i n t o s  d e p ó s i t o s ,  según  

apun tábam os a n t e r i o r m e n t e .

Un hecho n o t a b l e  que s e  d e s p re n d e  de l o s  d a t o s  de l a  T a b la  22 e s  l a  

a b u n d a n c ia  de e s p e c i e s  d i s t i n t a s  en l o s  m o s to s  f r e s c o s  v i n i f i c a d o s  en  l a  

C o o p e r a t iv a  San P ed ro  en  1982, en c o m p a rac ió n  con l o s  m u e s t re a d o s  en 1983. 

En 1982 s e  a i s l a r o n  13 e s p e c i e s  y 3 v a r i e d a d e s  de S. c e r e v i s i a e  d i s t i n t a s .  

S in  embargo a l  afio s i g u i e n t e  s ó l o  se  e n c o n t r a r o n  s e i s  e s p e c i e s  d i s t i n t a s  en 

l a  misma bodega, m i e n t r a s  que en l a s  v a r i e d a d e s  p r o c e d e n te s  de l a  E s c u e la  

de V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía  de Requena e s e  afio 1983 se  a i s l a r a n  9 e s p e c i e s  y 

dos  v a r i e d a d e s  de S. c e r e v i s i a e . Las r a z o n e s  de e s t a  d i s m in u c ió n  de 

e s p e c i e s  en  1983 pueden  s e r  v a r i a s .  En 1982 s e  t r a b a j ó  con t r e s  m edios  de 

c u l t i v o  en p l a c a  p a r a  e l  r e c u e n to  de l e v a d u r a s ,  uno p a r a  e l  r e c u e n to  de 

mohos y dos p a r a  e l  r e c u e n t o  de b a c t e r i a s  a c é t i c a s .  En 1983 s e  e l i g i ó  e l  

medio KB con d i f e n i l o  a pH 5 .5  p a ra  e l  r e c u e n to  de l e v a d u r a s  ya que e r a  en



187

e l  que mayor número de e s p e c i e s  d i s t i n t a s  a p a r e c í a n  (T a b la  2 1 ) .  P o r  o t r o  

la d o  s e  abandonó e l  r e c u e n to  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  p o r  l o  c u a l  d e j a r o n  de 

u t i l i z a r s e  l o s  m edios  AM y MC. S i  e s tu d ia m o s  l a  T a b la  21 O bservarem os que 

a lg u n a s  de l a s  e s p e c i e s  no f u e r o n  a i s l a d a s  s o b r e  MB, s i n o  s o b r e  ASD y MC 

como e s  e l  c a so  de Candida b o i d i n í i  y  Hansenula m ra k í i .  Saccbarom yces  

c e r e v i s i a e  v a r .  uvarum s e  a i s l ó  en  MB a c i d i f i c a d o  con  á c id o  c í t r i c o  p e ro  

no e'n MB con d i f e n i l o  a pH 5 .5 .  De a h í  que é s t a s  no a p a r e z c a n  en l o s  

a i s l a m i e n t o s  r e a l i z a d a s  en 1983. S accbarom yces  uvarum ( a c tu a lm e n te  

S accbarom yces  c e r e v i s i a e .  v a r .  uvarum) s e  ha a i s l a d o  e s p o rá d ic a m e n te  en  

m ostos  de a lg u n a  r e g i ó n  f r a n c e s a  C2373; t a m b ié n  en C h e c o s lo v a q u ia  [2243 y 

en España en V a l l a d o l i d  t 1613, G a l i c i a  [2623 y en  m ostos  s u l f i t a d o s  de l a  

D.O. U t ie l - R e o u e n a  [2203 .

O t r a s  e s p e c i e s  d e t e c t a d a s  en  m osto s  de l a  C o o p e r a t iv a  San Pedro  en 

19S2 p e ro  no en 1983, son  Hansenula anómala , P ic b ia  m em branaefaciens,  

Saccbarom yces c e r e v i s i a e  v a r .  bayanus , S accbarom yces  c e r e v i s i a e  v a r .  

c b e v a l i e r i  y S porobo lom yces  ro se u s .  C o n s u l ta n d o  l a  b i b l i o g r a f í a  r e l a c i o n a d a  

con l a  a p a r i c i ó n  de e s t a s  e s p e c i e s  hemos comprobado que en  F r a n c i a  [7 5 ,  75, 

77, 237, 261, 3043 P ib ia  m em branaefaciens  s e  a s o c i a  a u v a s ,  m a t e r i a l  de

v e n d im ia ,  a bodegas  y a m osto s ;  en e s t e  ú l t im o  c a so  l a  a p a r i c i ó n  de e s t a  

e s p e c i e  e s  muy b a j a  y no s e  a i s l a  to d o s  l o s  a ñ o s  [3043 . Hansenula anómala  

s e  ha a i s l a d o  en manos y t i j e r a s  de v e n d im ia d o r e s  y en  m osto , p e ro  s ie m p re  

en b a jo  número y muy e s p o rá d ic a m e n te  [2373 . Saccbarom yces  c e r e v i s i a e  v a r .  

bayanus  ( a n t ig u a m e n te  S accbarom yces  bayanus) no s e  a i s l a b a  f r e c u e n te m e n te  

en l o s  m ostos  [77 , 2613, p e ro  a v e c e s  s e  p r e s e n t a b a  de form a e s p o r á d i c a  en 

a lg u n a s  r e g i o n e s  [75 , 773. En I t a l i a  RDSINI e t  a l .  e n c o n t r a r a n  P ic b ia

m em branaefaciens  y Saccbarom yces bayanus  s o b r e  u v a s  [2873 , s i  b i e n  ROSIMI y 

PASQUALI [2893 no e n c u e n t r a n  en m ostos  n in g u n a  de l a s  e s p e c i e s  a i s l a d a s  p o r  

n o s o t r o s .  En G re c ia  [3203 , a l  i g u a l  que n o s o t r o s  en  E spaña , s e  han a i s l a d o  

Hansenula anómala y Saccbarom yces  bayanus , m ie n t r a s  que en C h e c o s lo v a q u ia
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MINARIK [2243 a i s l 6  Hansenula anómala  y  F ic b ia  m em bran aefac ien s , é s t a  

ú l t i m a  en b a j a  f r e c u e n c i a .  En E s t a d o s  U nidos  PARISH y CARROLL [236] 

a i s l a r o n  P ic b ia  m em branaefaciens  en a lg u n o s  de l o s  m ostos  m u e s t re a d o s ,  p e ro  

no d e s c r i b e n  l a  p r e s e n c i a  de o t r a s  e s p e c i e s  a i s l a d a s  p o r  n o s o t r o s .  En 

J a p ó n ,  GOTO y OGURI £141] e n c o n t r a r o n  F ic b ia  m em branaefac ien s  y  

S accbarom yces  bayanus  en  m ostos  s i n  s u l f i t a r ,  a s i  como T o r u lo p s i s  s t e l l a t a  

y Saccbarom yces  r o s e i  ( a c tu a lm e n te  Candida s t e l l a t a  y T oru laspora  

d e l b r u e c k i i  r e s p e c t i v a m e n t e )  tam b ié n  d e t e c t a d a s  p o r  n o s o t r o s .

En España, l a  e s p e c i e  P ic b ia  m em branaefac ien s  s e  ha a i s l a d o  con  b a j a s  

f r e c u e n c i a s  de a p a r i c i ó n  t a n t o  en m ostos  [262] como en v e l o s  de v i n o s  

[ 3 1 7 ] ;  tam b ié n  se  ha d e t e c t a d o  d u r a n t e  l a  v i n i f i c a c i ó n  de m o sto s  de J e r e z  

[ 1 3 1 ] ,  aunque en  un número b a jo  y v a r i a b l e  d e p e n d ie n d o  d e l  afio. H. anómala 

s e  ha d e s c r i t o  en a lg ú n  m osto  en f e r m e n ta c ió n  [1 3 1 , 3 1 8 ] ,  p e ro  s u  p r e s e n c i a  

e r a  muy e s c a s a .  Saccbarom yces  bayanus  t a m b ié n  s e  ha a i s l a d o  e s p o rá d ic a m e n te  

en  G a l i c i a  [ 2 6 2 ] ,  en  l a  r e g i ó n  l e v a n t i n a  [2 2 0 ,  3 1 8 ] ,  y e n  J u m i l l a  [ 2 2 ] .  La 

e s p e c i e  Saccbarom yces  c b e v a l i e r i  ( a c tu a lm e n te  Saccbarom yces  c e r e v i s i a e  v a r .  

c b e v a H e r í ' )  a p a re c e  en m ostos  de J e r e z  en un p o r c e n t a j e  que v a r i a  e n t r e  e l  

2 .7  y e l  8.2% d e l  t o t a l ,  d e p e n d ie n d o  de l o s  a ñ o s .  Sporobo lom yces  r o s e u s  no 

ha s i d o  d e s c r i t a  como e s p e c i e  a s o c i a d a  a l o s  m osto s  en  n in guno  de l o s  

t r a b a j o s  c o n s u l t a d o s  r e a l i z a d o s  en  España [2 2 ,  131, 161, 219, 220, 262, 

298, 317, 318 ] ,  aunque QUECEDO [262] a i s l ó  una e s p e c i e  de e s t e  g é n e ro ,  

d i s t i n t a  de S. r o s e u s , en  m ostos  g a l l e g o s .

Toda e s t a  r e v i s i ó n  n o s  in fo rm a  que H. anómala, F. m em branaefac ien s , S. 

c e r e v i s i a e  v a r .  bayanus , S. c e r e v i s i a e  v a r .  c b e v a l i e r i ,  y S. r o s e u s ,  

a i s l a d a s  p o r  n o s o t r o s  s ó l o  en  1982 so n  de d i s t r i b u c i ó n  g e o g r á f i c a  a m p l ia ,  

p e ro  s u  o c u r r e n c i a  en m o sto s  no e s  c o n s t a n t e  n i  en  e l  e s p a c i o ,  n i  en  e l  

t ie m p o , n i  tampoco se  p r e s e n t a n  en  número e le v a d o .  E s t a  q u i z á  s e a  l a  r a z ó n  

que e x p l i q u e  su  a p a r i c i ó n  r e s t r i n g i d a  a u n a s  p o c a s  f e r m e n t a c i o n e s  y s ó l o  a 

un afio. P o s ib le m e n te  l a s  c o n d ic i o n e s  c l i m á t i c a s  de 1982 e r a n  más f a v o r a b l e s
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a l  d e s a r r o l l o  de e s t a s  e s p e c i e s  que l a s  de 1983. La p r e s e n c i a  e s p o r á d i c a  de 

K lo e c k era  j a p ó n i c a , R h odo toru la  ru bra ,  y S accharom yces c e r e v i s i a e  v a r .

c a p e n s í s  en m o sto s  r e c i é n  s a n g r a d o s  s i n  s u l f i t a r  de l a  E s c u e la  de

V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía ,  puede  t e n e r  l a  misma e x p l i c a c i ó n  que l a  a p a r i c i ó n  

de l a s  e s p e c i e s  a n t e s  c i t a d a s ,  p u e s to  que l o s  a i s l a m i e n t o s  de e s t o s  

m ic ro o rg a n is m o s  so n  r a r o s  en  g e n e r a l .  T oru laspora  d e l b r u e c k i i  (denom inada 

a n t e r i o r m e n t e  Saccharom yces  r o s e i ) t a m b ié n  e s  una e s p e c i e  que a p a r e c e  

r a r a m e n te  en m o s to s  de l a  D.O. ü t i e l - R e q u e n a .  No s e  ha h a l l a d o  nunca  en  

m osto s  v i n i l i c a d o s  en l a  C o o p e r a t iv a  San P e d ro ,  aunque en  l o s  v i n i f i c a d o s  

en l a  E s c u e la  de V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía  de Requena s í  s e  d e t e c t ó  su

p r e s e n c i a  en dos  de e l l o s  y en núm eros b a s t a n t e  e l e v a d o s .  E s t a  e s p e c i e  fu e

e n c o n t r a d a  en b a j a  f r e c u e n c i a  en l a  D.O. U t ie l - R e q u e n a  p o r  MATEOS e t  a l .  

[2191 .

Un a s p e c t o  en  e l  que n u e s t r o s  d a t o s  d i f i e r e n  de l o s  de MATEOS e t  a l .  

[219 , 220] s e  r e f i e r e  a l a  p r e s e n c i a  de l a s  e s p e c i e s .  K lo e c k e ra  a p i c u la t a  y

K lo e c k era  ja v a n ic a .  En n u e s t r o s  a i s l a m i e n t o s  l a  mayor p a r t e  de l a s  c e p a s  

p e r t e n e c i e n t e s  a l  g é n e ro  K lo e c k era  se  han  c l a s i f i c a d o  como K lo e c k era  a p i s  

p u e s to  que c r e c e n  a 37°C y no a s i m i l a n  m a l to s a  C165]. S ó lo  dos  c e p a s  s e  han 

c l a s i f i c a d o  como K lo e c k e r a  ja p ó n ic a  d e b id o  a que no a s i m i l a r o n  m a l to s a ,  no 

c r e c i e r o n  a 37°C y no a s i m i l a r o n  e l  2 - c e t o g l u c o n a t o  [1651 .

En e s t e  t r a b a j o  se  han  c o n s id e r a d o  c e p a s  de Saccharom yces c e r e v i s i a e  a 

t o d a s  a q u é l l a s  que p e r t e n e c i e n d o  a e s t e  g é n e ro  no a s i m i l a b a n  n i  c a d a v e r in a  

n i  e t i  lam ina  como f u e n t e  de n i t r ó g e n o ,  no c r e c í a n  con 100 ppm de 

c i c lo h e x im id a  y p r e s e n t a b a n  e s p o r a s  de s u p e r f i c i e  l i s a  [1653 . Hemos e v i t a d o  

e l  empleo de l a  n o m e n c la tu ra  a n t i g u a  e n  e s t e  g é n e ro ,  a p e s a r  de que l a  

m ayoría  de a u t o r e s  l a  s i g u e  u t i l i z a n d o .  S in  embargo, c reem os que e s  

i n n e c e s a r i o  c o m p l ic a r  e l  panoram a con una g r a n  c a n t i d a d  de e s p e c i e s .  Los 

e s t u d i o s  de hom olog ía  e n t r e  a n t i g u a s  e s p e c i e s  t a l e s  como Saccharom yces  

c e r e v i s i a e .  Saccharom yces c b e v a l i e r i , Saccharom yces coreanus,  e t c .  han
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e s t a b l e c i d o  un c o e f i c i e n t e  muy a l t o  de hom olog ía  e n t r e  e l l a s  p o r  lo  que se  

han  c o n s id e r a d o  l a  misma e s p e c i e  C165]. KREGER-VAI RIJ ha e s t a b l e c i d o  una  

s e r i e  de r a z a s  o v a r i e d a d e s  d e n t r o  de e s t a  e s p e c i e  en  f u n c i ó n  de l o s  

p a t r o n e s  de f e r m e n ta c ió n  de a z ú c a r e s .  BARRETT e t  a l .  [183 no c o n s id e r a n  

e s t a s  r a z a s  en  su  o b ra .  Como s e  d e s p re n d e  de l a  r e p r e s e n t a c i ó n  de l o s  d a t o s  

en  l a s  F i g u r a s  26 a 43 hemos c o n s id e r a d o  c o n ju n ta m e n te  t o d a s  l a s  r a z a s  de 

Saccharom yces c e r e v i s i a e  a l  r e p r e s e n t a r  l a  e v o lu c i ó n  de l a  p o b la c ió n  

l e v a d u r i f o r m e  a  lo  l a r g o  de l a  f e r m e n ta c ió n .  S in  em bargo, hemos d e s g lo s a d o  

l a s  r a z a s  en l a s  T a b la s  22 a 27, a  f i n  de que s e  pueda a p r e c i a r  l a  

a p a r i c i ó n  de l a s  mismas d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n .

En resum en, l o s  a i s l a m i e n t o s  r e a l i z a d o s  en  1982 y 1983 nos  m u e s t ra n
i

una mayor v a r i e d a d  de e s p e c i e s  a s o c i a d a s  a  l o s  m osto s  d e l  p r im e r  año , 

a lg u n a s  de e s t a s  e s p e c i e s  no a p a r e c í a n  en 1983 a l  e l i m i n a r  m edios  de 

a i s l a m i e n t o  <Candida b o i d i n i i , Hansenula m ra k i i  y Saccharom yces c e r e v i s i a e  

v a r .  uvarum); o t r a s  no a p a re c e n  p o rque  s u  p r e s e n c i a  en l o s  m osto s  e s  

b a s t a n t e  a l e a t o r i a  como e s  e l  c a so  de l a s  e s p e c i e s  d e l  g é n e ro  P ic h ia ,  

Saccharom yces c e r e v i s i a e  v a r .  c b e v a l i e r i ,  Saccharom yces c e r e v i s i a e  v a r .  

bayanus, Hansenula anómala y S porobo lom yces  r o s e u s .  O t r a s  e s p e c i e s  s e  

p r e s e n t a n  de form a más o menos c o n s t a n t e  c o n s t i t u y e n d o  l a  f l o r a  

l e v a d u r i f o r m e  más c a r a c t e r í s t i c a  de l o s  m osto s  no s u l f i t a d o s r de e s t a  zona . 

E s t a s  e s p e c i e s  so n  A u reobasid ium  p u l l u l a n s ,  Candida s t e l l a t a ,  K lo e c k era  

a p i s ,  Candida p u lc h e rr im a ,  P ic h ia  k l u y v e r i  y Saccharom yces c e r e v i s i a e  v a r .  

c e r e v i s i a e .  O t r a s  e s p e c i e s  como T oru laspora  d e l b r u e c k i i , K lo e c k e ra  ja p ó n ic a  

o Saccharom yces c e r e v i s i a e  v a r .  c a p e n s i s  a p a r e c e n  s ó l o  en  l a s  m u e s t r a s  de 

1983, s i n  embargo no son  e s p e c i e s  f r e c u e n te m e n te  a i s l a d a s  en e s t a  D.O. 

[220 , 2193.

S i  e s tu d ia m o s  l a  d in á m ic a  de l a s  l e v a d u r a s  a lo  l a r g o  de l a  

v i n i f i c a c i ó n ,  observam os l a  c a ld a  b r u t a l  d e l  número de e s p e c i e s  t r a s  l a  

s u l t f i t a c i ó n  de. l o s  m ostos  ( F ig u r a s  26 a 4 3 ) .  A si ,  en l a  F ase  I I  que s e



E s p t c í «9 E s c u e l a _ V i t i c u l t u r a _ Y _ E n o l o g í a _ 1 983
Bo Mac Gar Te» TOTAL

S. c e r e v i s i a e  v a r .  bayanus  
S. c e r e v i s i a e  v a r  c e r e v i s i a e

2 . 3 x 1 0 3 
0

0
2 . 0 x 1 0 * .

0
2 . 3 x 1 0 *

0
9 . 2 x 1 0 *

2 . 3 x 1 0 3 
1 . 4 x l 0 7

TOTAL 2 . 3 x 1 0 3 2 . 0 x 1 0 * 2 . 3 x 1 0 * 9 . 2 x 1 0 * 1 . 4 x l 0 7

T a b l a  28 -  E s p e c i e s  de  l e v a d u r a s  a s o c i a d a s  a  v i n o s  ya  t e r u i n a d o s . La n u e s t r a  s e  tomó 
p r e v i a m e n t e  a l  t r a s i e g o  que  s e  r e a l i z a  t r a s  l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  ( F a s e  V) .  Los  
n ú me r o s  e x p r e s a n  l a  c a n t i d a d  de  c é l u l a s  v i a b l e s  e n  t o n a  de  u f c / n l .  Se  e s p e c i f i c a n  
s o l a m e n t e  l o s  d e p ó s i t o s  m u e s t r e a d o s  en  e s t a  f a s e .  " 6 o "  Boba 1.. "Mac"  Ma c a b e o ,  " 6 a r "  
G a r n a c h a ,  "Tem" T e m p r a n i l l o



E s p e c i e s C o o p e r a t i v a  San  P e d r o EVE TOTAL
1982 1983
A G N5 N6 N7 N8 Bo

C a n d i d ¿  p u l c h e r r i m a 0 0 0 0 0 0 5 . 0 x 1 o 3 5 . 0 x 1 0 ®
Candida s t e l l a t a 0 0 0 0 0 0 5 . 0 x 1 0 * 5 . 0 x 1 0 4
K l o e c k e n a p i s 0 0 0 0 0 0 2 . 3 x 1 0 * 2 . 3 x 1 0 *
K l u y v e r o a y c e s  t h e r m o t o l e r a n s 0 0 0 0 0 0 1 . 6 x 1 0 * 1 . 6 x 1 0 *
S.  c e r e v i s i a e  v a r . bayanus 1 . 0 x 1 0 * 2 . 8 x 1 0 T 0 a 0 0 0 2 . 8 x l 0 7
S.  c e r e v i s i a e v a r .  c e r e v i s i a e 2 . 0 x 1 0 7 2 . 3 x 1 0 7 0 2 . 5 x 1 0 7 1 . 9 x l 0 7 4 . 4 x 1 0 * 0 9 J x l O 7
S.  c e r e v i s i a e  v ar  . c b e v a l i e r i 0 0 3 . 4 x 1 0 * 0 1 . 0 x 1 0 * 0 3 . 0 x 1 0 * 4 . 3 x 1 0 *
S.  c e r e v i s i a e v a r . s t e i n e r i 0 0 4 . 8 x 1 0 6 0 0 0 0 4 . 8 x 1 0 *

TOTAL 2 . 0 x 1 07 5 . 1 x l O 7 5 . 1 x l 0 6 2 . 5 x l 0 7 1 . 9 x 1 0 7 4 . 4 x 1 0 * 2 . 2 x 1 0 * 1 . 2 x 1 0 *

T a b l a  23  -  E s p e c i e s  de  l e v a d u r a s  que  a p a r e c e n  en  p l e n a  f e r m e n t a c i ó n  t u m u l t u o s a  d e  l o s  m o s t o s  ( F a s e  I I ) .  Los  n ú m e r o s  
e x p r e s a n  l a  c a n t i d a d  de c é l u l a s  v i a b l e s  en  f o r m a  d e  u f c / m l .  S ó l o  s e  e s p e c i f i c a n  a q u e l l o s  d e p ó s i t o s  q u e  f u e r o n  
m u e s t r e a d o s  e n  e s t a  ‘f a s e .  "EVE* E s c u e l a  de  V i t i c u l t u r a  y E n o l o g í a  d e  R e q u e n a .



ESPECIES cooperativa san Py.ro Escuela V iticultura y Enología

1902  • 1905

A B C D E F G N9 N10 N11 N12 BO Mac car Tem TOTAL

C. stellata 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5.5X10* 0 2.5X10* 0 5.0X10*

K. apis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.5X10* 0 2.5X10* 0 1.0X10*

K. japónica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.5X10* 2.5X10*

R. rubra 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.5X10* 0 0 0 2.5X10*

S. cerevisiae var. bayanus 0 2.0x10* 0 0 0 4.3X10* 4.8X10* 0 5.0X10* 0 0 0 0 0 0 9.0X10*

capensis 0 0 0 0 0 0 2.5X104 0 0 0 0 0 0 0 0 2.5x10*

cerevisiae i.4 x io 7 5.0x10* 3.3x10* 3.9x10* 9.0X10* 4.1X10* 5.3X10* 1.5X10* 0 3.0X107 3.2X107 0 0 0 0 1.1X10*

cnevaiieri o 0 0 0 7.0X10* 0 0 1.2X107 1.0X1O7 0 0 5.7X107 5.2X107 1.0X10* 0 2.5X10*

steineri 0 0 3.5x10* 0 0 2.5X10* 0 0 0 0 0 0 0 0 9.3X107 9.4X1O7

S. ludNigij 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7.5X10* 0 0 7.5X10*

S. roseus 0 2.9x10* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.9X10*

T. deldruecki i 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3.0X10* 0 0 0 3.0X10*

TOTAL 1.4X107 6.5x10* 3.7x10* 3.9X10* 1.0X1O7 0.7X10* 1.0X107 1.2X107 1.9X107 3.0X107 3.2X107 6.2X107 5.3X107 1.0X10* 9.3X107 4.7X10*

Tabla 24 Especies de levacuare asociadas a los últimos mementos de la fermentación tumultuosa (Fase III).  Los nímeros expresan la cantidad de viables en forma de ufe/tm.



ESPECIES Cooperativa San Pedro Escuela V iticultura y Enología

1962________________________________________________________  1963

A B C D E F G NI 3 N14 N15 N16 BO Mac Gar Tem TOTAL

P. gui 11 ierrrondi i 0 0 0 0 0 0 0 ' 0 0 0 0 1.0X106 0 0 0 1.0x10®

S. cerevisiae var. bayanus 0 0 0 2.2X106 0 2.4X106 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4.6X10®

capensis 0 0 2.5X105 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.5x10®

cerevisiae 2.0x10® 4.5x10® 2.7X106 1.3X106 1.6X106 3.3X106 3.5X106 5.0X105 2.5X107 4.5X107 3.1X107 4.4X107 0 8.9X106 1.0X10® 2.7x10®

chevalieri 0 0 0 0 3.8X105 0 0 2.0X107 0 5.0X105 3.1X107 0 5.3X107 0 0 7.4X107

TOTAL 2.0X106 4.5x10® 3.0X107 3.5X106 2.2X106 5.7X106 3.5X106 2. IxIO7 2.5X107 4.6X107 3.2X107 4.5X107 5.3X107 8.9X106 1.0x10® 3.6x10®

Tabla 2 5 .-  Especies de levaduras asociadas a los mementos fin a les  de la fermentación (Fase IV). Los nímeros expresan célu las viables en forma de ufc/tnl.



E s p e c i e  C o o g e r a t i v a - S a n _ P e d r o
138 2  1983
A 3 C D E N I 7 NI 8 NI 9 N20 T o t a l

S. c e r e v i s i a e  v a r .  bayanus  0 0 0 0 0 0 0 3 . 3 x 1 0 2 0 3 . 3 x 1 0 2
S. c a r e y i s i a a  v a r .  c e r s v i s i a e  7 . 5 x 1 0 2 8 .  5 x 1 0 3 2 . 5 x 1 0 2 6 . 3 x ! O 3 1 . 0 x 1 0 “ 0 0 0 0 2 . 6 x 1 0 “
T o t a l  7 . 5 x 1 0 2 8 . 5 x 1 0 3 2 . S x l O 2 6 . 3 x 1 0 3 1 . 0 x 1 0 “ 0 0 3 . 3 x 1 0 2 0 2 . 6 x 1 0 “

T a b l a  2 7 . -  C e p a s  d e  l a v a d u r a s  a s o c i a d a s  a  v i n o s  t e r m i n a d o s  y t r a s e g a d o s  ( F a s e  V I ) .  Los  n ú me r o s  e x p r e s a n  
l a  c a n t i d a d  d e  c é l u l a s  v i a b l e s  e n  f o r m a  de  u f c / i l .  Se  e s p e c i f i c a n  s o l a m e n t e  l o s  d e p ó s i t o s  m u e s t r e a d o s  
en  e s t a  F a s e .
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c o r r e s p o n d e  con  e l  apogeo  de l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a ,  s ó l o  e n c o n tra m o s  

l a  e s p e c i e  Saccharom yces c e r e v i s i a e  en  l a  m ayo ría  de l a s  v i n i f i c a c i o n e s  

s e g u id a s .  Las e x c e p c io n e s  s e  co m e n ta rá n  más t a r d e .  Las c a u s a s  de e s t e

d e s c e n s o  b r u s c o  d e l  número de e s p e c i e s  que a p a re c e n  en m ostos  f r e s c o s  s i n  

s u l f i t a r  so n  l a  p r o g r e s i v a  a n a e r o b i o s i s  d e l  medio de f e r m e n ta c ió n ,  l a  

c o m p e te n c ia  p o r  l o s  s u s t r a t o s  e n t r e  l a s  l e v a d u r a s ,  e l  e f e c t o  s e l e c t i v o  d e l  

S0 2  y l a  i n h i b i c i ó n  de d e te r m in a d a s  c e p a s  p o r  e l  e t a n o l .  De t o d a s  e s t a s

c a u s a s  l a s  más docum en tadas  s e  r e f i e r e n  a l  e f e c t o  d e l  S02  y d e l  e t a n o l .

S obre  e l  e f e c t o  a n t i s é p t i c o  d e l  S02  en  r e l a c i ó n  con l a s  l e v a d u r a s ,  s e

han e s c r i t o  muchos t r a b a j o s  [ 8 , 306, 3 2 6 ] .  La i n f l u e n c i a  d e l  S02  depende de

l a  e s p e c i e  y de l a  c e p a .  P a r t i c u l a r m e n t e  im p o r ta n te  e s  l a  a c t i v i d a d  d e l  S0 2  

s o b r e  l a s  l e v a d u r a s  s a l v a j e s  ( e n te n d ie n d o  como s a l v a j e s  a q u e l l a s  e s p e c i e s  

d i s t i n t a s  de Saccharom yces c e r e v i s i a e ) [ 4 3 ] .  CANTARELLI [51] e s t a b l e c e  una 

s e r i e  de e x p e r i e n c i a s  que d e m u e s t ra n  que e s p e c i e s  d e l  g é n e ro  K lo e c k era  y 

H ansen iaspora  son  más s e n s i b l e s  a l  S02  que Saccharom yces.  La c o n s t a t a c i ó n  

de que l o s  m ic ro o rg a n ism o s  a e r o b i o s  son  más s e n s i b l e s  a l  S02  que l o s  

f e r m e n t a t i v o s  no t i e n e  muchas e x p l i c a c i o n e s .  Se ha a p u n ta d o  que e l  S02  

a c t ú a  c a p ta n d o  e l  0 2  que e s  e l  a c e p t o r  f i n a l  de e l e c t r o n e s  en l a  

r e s p i r a c i ó n  a e r o b i a  [ 2 4 ] .  También se  ha o b se rv a d o  que e l  S03~ c a u sa  l a  

p e r o x i d a c i ó n  de l o s  l í p i d o s  en  l a s  m i t o c o n d r i a s  y además m o d i f ic a  l a s  

ATPasas m i t o c o n d r i a l e s  i n h ib i e n d o  su  a c t i v i d a d  [ 2 4 ] .  En g e n e r a l ,  e l  e f e c t o  

n e g a t i v o  d e l  S02  im p l ic a  v a r i a s  a c c i o n e s .  Una de e l l a s  t i e n e  l u g a r  en  e l  

e x t e r i o r  de l a  c é l u l a .  Aquí e l  S02  s e  combina con num erosos  c o m pues to s  y 

l o s  hace  i n u t i l i z a b l e s  p o r  l a s  l e v a d u r a s ;  además l a  p r e s e n c i a  de S0 2  

p ro v o c a  l a  d i s m in u c ió n  de f a c t o r e s  de c r e c i m i e n t o  en  e l  v in o ,  t a l e s  como 

á c id o s  g r a s o s  i n s a t u r a d o s ,  s u s t a n c i a s  e s e n c i a l e s  p a r a  e l  d e s a r r o l l o  

a n a e r ó b ic o  de l a s  l e v a d u r a s  [ 2 4 ] .  El S02  tam b ié n  a c t ú a  s o b r e  l a  s u p e r f i c i e  

c e l u l a r .  ARACLETO y VAR UDER [ 8 ] han e s t a b l e c i d o  t r e s  e t a p a s  en e l  a ta q u e  

d e l  S0 2  a l a  c é l u l a :  p r im e ro  se  combina con r e c e p t o r e s  de l a  s u p e r f i c i e  de
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l a  membrana c e l u l a r ,  d e s p u é s  s e  p ro d u c e n  d a ñ o s  en  l a  misma d e b id o  a  un 

cambio de l a  a c t i v i d a d  d e l  c o m p le jo  r e c e p to r - S O s:; p o r  ú l t im o ,  l a  c é l u l a  

p i e r d e  v i a b i l i d a d .  E s t a  p é r d i d a  de v i a b i l i d a d  puede e s t a r  o c a s io n a d a  p o r  

v a r i a s  c a u s a s .  SCHIK2 y HOLZEP p ro p o n en  un mecanismo se g ú n  e l  c u a l  e l  

r e c e p t a r  de l a  membrana c e l u l a r  s e r í a  una ATPasa u n id a  a  membrana que 

cuando f i j a  e l  S0 2  h i d r o l i z a  e l  ATP i n t r a c e l u l a r  de form a i n c o n t r o l a d a ,  

a g o tá n d o lo  co m p le ta m en te  C83. O tro  mecanismo p o s i b l e  e s  que e l  c o m p le jo  

r e c e p to r - S O a  puede s u f r i r  d e s n a t u r a l i z a c i ó n  t é r m ic a .  El S02  a c t u a r í a  como 

c a t a l i z a d o r  d ism in u y en d o  l a  e n e r g í a  l i b r e  de a c t i v a c i ó n  d e l  p r o c e s o  de 

d e s n a t u r a l i z a c i ó n .  Como c o n s e c u e n c ia  l a  membrana se  v u e lv e  p e rm eab le  

d e ja n d o  e s c a p a r  m o lé c u la s  d e l  i n t e r i o r  c e l u l a r  y h a c ie n d o  m o r i r  de e s t e  

modo a l a  c é l u l a  C8 ] .  Por ú l t i m o ,  hay que c o n s i d e r a r  e l  e f e c t o  i n t r a c e l u l a r  

d e l  SO-,. El S0 2  im p ide  l a  fo rm a c ió n  de ATP a l  co m b in a rse  con p r o d u c to s  

i n t e r m e d io s  de l a  v í a  Em bden-M eyerhof, t a l e s  como e l  p i r u v a t o  y e l  

a c e t a l d e h í d o .  E s to  b lo q u e a  l a  p ro d u c c ió n  de e t a n o l  y l a  r e g e n e r a c i ó n  de 

EAD"' a  p a r t i r  de NADH+H-. También i n h ib e  e l  c i c l o  de l o s  á c id o s  

t r i c a r b o x í 1 i c o s  a l  c o m b in a rse  con e l  o x a l a c e t a t o  y con e l  á c id o  g l u t á r i c o .  

Por o t r o  l a d o ,  num erosos  s i s t e m a s  e n z im á t i c o s  s e  ven i n h i b i d o s  p o r  e l  SD2 , 

b ie n  por p ro v o c a r  cam b ios  c o n f o r m a c io n a l e s  b i e n  p o r  l a  d e s t r u c c i ó n  de 

c o en z im as  [3063 . También s e  pueden  p r o d u c i r  d a ñ o s  e s t r u c t u r a l e s  a l  a f e c t a r  

a p r o t e í n a s  e s t r u c t u r a l e s  o a  l í p i d o s  de membrana ( p e r o x i d a c i ó n  de 

l í p i d o s ) ,  y daños  a l o s  á c i d o s  n u c l e i c o s .

Hay e s p e c i e s  como Saccharom ycodes l u d w i g i i  y  Z ygosacch arom yces  b a í l i i  

c a p a c e s  de s o p o r t a r  h a s t a  500 mg/1 de S02 . La c a p a c id a d  de t o l e r a r  S02  

puede c l a s i f i c a r s e  en i n h e r e n t e  e i n d u c i b l e .  La n a t u r a l e z a  d e l  p r im e r  t i p o  

de r e s i s t e n c i a  p a r e c e  e s t a r  r e l a c i o n a d a  con  l a  e x i s t e n c i a  de d i f e r e n t e s  

r e c e p t o r e s  d e l  S02  p a r a  cada  e s p e c i e .  L as  v a r i a c i o n e s  en l a  t o l e r a n c i a  

pueden d e b e r s e  a d i f e r e n c i a s  en  l a  c o n fo rm ac ió n  d e l  r e c e p t o r ,  o a  d i s t i n t a s  

t a s a s  de a s i m i l a c i ó n  d e l  mismo [243 . Además l o s  m ic ro o rg a n ism o s  pueden
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e l i m i n a r  e l  S02  m e d ia n te  s u  o x id a c ió n  a s u l f a t o  o r e d u c c ió n  a H2S [2 4 ,  351. 

O tra  form a de e v i t a r  s u  e f e c t o  e s  l a  p ro d u c c ió n  de s u s t a n c i a s  c a p a c e s  de 

c o m b in a rse  con é l  y de e s t a  form a i n a c t i v a r l o  [ 1 7 6 ] .  E s to  ú l t im o  c o n s t i t u y e  

e l  mecanismo de t o l e r a n c i a  i n d u c i b l e .

El e t a n o l  e s  o t r o  de l o s  p r o d u c to s  r e s p o n s a b l e s  de l a  d e s a p a r i c i ó n  de 

num erosas  l e v a d u r a s  d u r a n t e  l o s  p r im e ro s  momentos de l a  f e r m e n ta c ió n .  La 

r e s i s t e n c i a  a  e s t e  p r o d u c to  e s  tam b ié n  v a r i a b l e  seg ú n  l a  e s p e c i e .  D e n tro  de 

Saccharom yces  podemos o b s e r v a r  que l a  t o l e r a n c i a  de l a s  l e v a d u r a s  d e l  s a k e  

e s  mayor que l a  de l a s  d e l  v in o ;  l a  t o l e r a n c i a  de é s t a s  e s  a  s u  vez  mayor 

que l a  de l a s  de d e s t i l e r í a ,  y l a  de é s t a s  mayor que l a  de l a s  de 

c e r v e c e r í a  [ 5 9 ] .  E l e t a n o l  i n f l u y e  en l a  t a s a  de c r e c im i e n t o ,  en l a  t a s a  de 

f e r m e n ta c ió n  y en  l a  v i a b i l i d a d  de l a s  c é l u l a s .  La t a s a  de c r e c i m i e n t o  e s  

l a  p r im e ra  en m o s t r a r  s e n s i b i l i d a d ,  lu e g o  l a  v i a b i l i d a d  y en  ú l t i m o  lu g a r  

l a  t a s a  de f e r m e n ta c ió n  [ 5 9 ] .  El e t a n o l  p a r e c e  i n h i b i r  c i e r t o s  e n z im as  de 

l a  v í a  g l u c o l í t i c a  t a l e s  como l a  h e x o q u in a s a  o l a  a l c o h o l  d e s h id r o g e n a s a ,  

d ism in u y en d o  l a  v e l o c i d a d  g l o b a l  d e l  p r o c e s o .  También i n f l u y e  en  l a  

c a p t a c i ó n  de n u t r i e n t e s  a l  a f e c t a r  a l  p o t e n c i a l  de membrana (p ro v o ca  un 

aumento d e l  f l u j o  p a s iv o  de e l e c t r o n e s ) .  El e t a n o l  in d u c e  además l a  

l i p o l i s i s  de f o s f o l í p i d o s  c e l u l a r e s ,  p e ro  e s t o  s ó l o  o c u r r e  a 

c o n c e n t r a c i o n e s  de e t a n o l  s u p e r i o r e s  a 10% (v /v )  [ 5 9 ] .

La t o l e r a n c i a  a l  e t a n o l  e s  de n a t u r a l e z a  g e n é t i c a ,  y en  e l l a  deben  e s t a r  

im p l ic a d o s  v a r i o s  g e n e s  [QS]. Se ha a s o c i a d o  e s t a  t o l e r a n c i a  con e l  

c o n te n id o  en l í p i d o s  de l a  membrana c e l u l a r .  Dado que t a n t o  l o s  l í p i d o s  de 

membrana como e l  e t a n o l  so n  m o lé c u la s  a n t i p á t i c a s ,  é s t a s  pueden 

i n t e r a c c i o n a r  e n t r e  s í  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  p ro d u c ie n d o  cam bios  en  l a  

membrana [ 5 9 ] .  T a l e s  cam bios  pueden  m o d i f i c a r  l a  t o l e r a n c i a  de l a  l e v a d u r a  

h a c ia  e l  e t a n o l .  NOVAK e t  a l .  [228] han e x p u e s to  que l a  l e v a d u r a  e s  menos 

t o l e r a n t e  a l  a l c o h o l  que e l l a  misma p ro d u c e ,  que a l  e t a n o l  a ñ a d id o  

e x ó g e n a m sn te . La e x p l i c a c i ó n  de e s t e  fenómeno seg ú n  e s t o s  a u t o r e s  e s  que l a
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p e r m e a b i l i d a d  d e l  e t a n o l  h a c i a  e l  e x t e r i o r  de l a  c é l u l a  e s  muy b a j a .  S in  

embargo CASEY e IUGLEDEV [59] c r i t i c a n  e s t o s  r e s u l t a d o s  y c i t a n  que l a  

d i f u s i ó n  d e l  e t a n o l  a t r a v é s  de l a  membrana e s  f á c i l ,  r á p i d a  y p a s i v a  a 

f a v o r  de g r a d i e n t e  de c o n c e n t r a c i ó n ;  e s t o  s u p o n d r í a  que l a  p e r m e a b i l i d a d  a l  

e t a n o l  s e r í a  l a  misma en  ambos s e n t i d o s .

Una vez  e x p l i c a d o s  l o s  modos de a c t u a c i ó n  de dos  de l o s  p r i n c i p a l e s  

i n h i b i d o r e s  de l a s  l e v a d u r a s  s a l v a j e s ,  vamos a e s t u d i a r  qué o c u r r e  d u r a n t e  

l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a .  S i  e s tu d ia m o s  l a s  F i g u r a s  26 a  43 podemos 

o b s e r v a r  l a  d e s a p a r i c i ó n  tem prana  de e s p e c i e s  e m inen tem en te  r e s p i r a t o r i a s  

como A ureobasid ium  p u l l v l a n s , Sporobo lom yces  r o s e u s  y R h odo toru la  rubra;  

e s t e  hecho puede a c h a c a r s e  a l a  a n a e r o b i o s i s  d e l  m osto  en  p l e n a  

f e r m e n ta c ió n ,  a s i  como a  su  mayor s e n s i b i l i d a d  a l  S02 . O t r a s  e s p e c i e s  

s e n s i b l e s  a e s t e  a n t i s é p t i c o  y a p e q u e ñ as  c a n t i d a d e s  de a l c o h o l  son  Candida 

p v lc h e r r im a  y l a s  p e r t e n e c i e n t e s  a l  g é n e ro  K lo e c k e ra  [ 3 1 ] .  Candida s t e l l a t a  

t o l e r a  a lg o  m ejo r  e l  SO- [31] y e l  e t a n o l  [ 2 8 2 ] ,  p e ro  s i n  embargo tam b ié n  

d e s a p a r e c e  t r a s  l o s  p r im e r o s  momentos de l a  f e r m e n ta c ió n .  La c a u s a  de e s t a  

d e s a p a r i c i ó n  hay que b u s c a r l a  en l a  c o m p e te n c ia  que e s t a b l e c e  con 

Saccharom yces c e r e v i s i a e ,  que e s  de m e ta b o lism o  más a c t i v o  y p o r  e l l o  s e  ve 

f a v o r e c i d a  en  l a  c o m p e te n c ia  p o r  l o s  n u t r i e n t e s .

O t r a s  e s p e c i e s  que d e s a p a r e c í a n  tem pranam en te  en  l a  f e r m e n ta c ió n  e r a n  l a s  

p e r t e n e c i e n t e s  a l o s  g é n e ro s  F ic h ia  y Hansenula. E s to s  g é n e r o s  so n  de 

m etab o lism o  r e s p i r a t o r i o  y su  r e s i s t e n c i a  a l  e t a n o l  y a l  SO^ depende  de l a  

e s p e c i e  [ 3 1 ] .  Por e je m p lo ,  m ie n t r a s  que F ic h ia  m em branaefac ien s  e s  t a n  

s e n s i b l e  a l  SO^ como K lo e c k era ,  F ic h ia  fe r m e n ta n s  t o l e r a  m ejo r  a l  e t a n o l  y 

r e s i s t e  c o n c e n t r a c i o n e s  más e l e v a d a s  de S02;. Al s e r  l e v a d u r a s  em in en tem en te  

a e r o b i a s ,  su  p r e s e n c i a  d u r a n t e  l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  no e s  no rm al, 

aunque pueden e n c o n t r a r s e  s o b re  l a  s u p e r f i c i e  d e l  som brero  de o r u j o s  en  

v i n i f i c a c i ó n  en t in t o , -  a l  i n i c i o  de l a  f e r m e n ta c ió n .  También pueden  

p r e s e n t a r s e  s o b re  l a  s u p e r f i c i e  de v in o s  ya h e c h o s  y en l a s  p a r e d e s  de
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b a r r i l e s  de m adera im pregnados  de v in o .  K lu yverom yces  th e r m o to le r a n s  

d e s a p a r e c í a  r á p id a m e n te  en  l o s  p r im e ro s  momentos de l a  v i n i f i c a c i ó n  de 

Bobal (F ig u r a  4 0 ) ,  no p o r  su  s e n s i b i l i d a d  a l  S0 2  o a l  e t a n o l  s i n o  po rque  su  

l e n t o  c r e c i m i e n t o  y e s c a s a  c a p a c id a d  t e r m e n t a d o r a  l e  im ped ían  c o m p e t i r  con 

o t r a s  l e v a d u r a s  más a c t i v a s  que c o lo n i z a b a n  r á p id a m e n te  e l  medio [2 8 2 ] .  

Algo s e m e ja n t e  o c u r r i ó  en  e s t e  mosto con T oru la sp o ra  d e l b r u e c k i l  [31 ,  175]. 

E s t a  e s p e c i e  denom inada p o r  BENDA [31] Saccharom yces r o s e í , p r e s e n t a  una 

t o l e r a n c i a  a l  e t a n o l  que va de d é b i l  a i n t e r m e d ia ,  aunque é s t a  no e s  l a  

c a u s a  de s u  r á p i d a  d e s a p a r i c i ó n  en  l a  v i n i f i c a c i ó n  de B oba l ,  ya que en  l a  

se gunda  f a s e  s ó l o  h a b ía  0.95% de e t a n o l  y T. d e l b r u e c k i l  ya h a b ía  

d e s a p a r e c i d o .

En l a s  v i n i f i c a c i o n e s  r e a l i z a d a s  en l a  C o o p e r a t iv a  San P e d ro ,  l a  ú n ic a  

e s p e c i e  que a p a r e c í a  a p a r t i r  de l a  F ase  I I  e r a  Saccharom yces c e r e v i s i a e  

con  una s o l a  e x c e p c ió n :  en  e l  d e p ó s i t o  B v i n i f i c a d o  en 1982 a p a r e c í a  

S p o ro b o lo m y c e s  r o s e u s  en  l a  F ase  I I I .  La p r e s e n c i a  de e s t a  e s p e c i e  a e s t a s  

a l t u r a s  de l a  f e r m e n ta c ió n  no puede e x p l i c a r s e  a menos que s e  t r a t e  de una 

c o n ta m in a c ió n ,  ya que e s  r e s p i r a t o r i a  y p o r  t a n t o  no t i e n e  n in g ú n  p a p e l  en 

l a  f e r m e n ta c ió n .  La m ayoría  de l o s  a u t o r e s  c o n s u l t a d o s  [2 2 ,  75, 77, 131, 

140, 161, 219, 224, 236, 258, 289, 298, 304, 317, 318, 320, 327] no

. d e s c r i b e n  n i  é s t a  n i  n in g u n a  o t r a  e s p e c i e  con  e s t e  t i p o  de m etabo lism o  

d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a .  MATEOS e t  a l .  [220] d e s c r i b e n  

S p o ro b o lo m yces  p a r a r o s e u s  a l  i n i c i o  de l a  f e r m e n ta c ió n  p e ro  luego  

d e s a p a r e c e .  QUECEDO e t  a l .  [262] tam b ién  h a l l a n  Sporobo lom yces  p a r a r o s e u s  

en m o s to s  g a l l e g o s  en  f e r m e n ta c ió n ,  p e ro  s ó l o  en uno de l o s  m u e s t re a d o s  y 

con c a r á c t e r  p u n t u a l .  También POULARB e t  a l .  [261]  e n c u e n t r a n  Aureobasid ium  

p u l l u l a n s t l e v a d u r a  tam b ié n  a e r o b i a ,  h a s t a  una  vez b i e n  e s t a b l e c i d a  l a  

f e r m e n ta c ió n .  El c a r á c t e r  e s p o r á d i c o  de e s t o s  a i s l a m i e n t o s  c o n f i rm a  l a  id e a  

de que l a  p r e s e n c i a  de m ic ro o rg a n ism o s  r e s p i r a t o r i o s  d u r a n t e  l a  

f e r m e n ta c ió n  t i e n e  c a r á c t e r  de c o n ta m in a c ió n ,  y no son  l e v a d u r a s  a s o c i a d a s
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Ya hemos com entado que l a  e s p e c i e  m a y o r i t a r i a m e n te  a i s l a d a  en  l a  F ase  I I  

f u e  Saccharom yces c e r e v i s i a e ; s i  o b se rvam os  l a  T a b la  23 verem os l a

d i s t r i b u c i ó n  de l a s  d i f e r e n t e s  v a r i e d a d e s  o r a z a s  de e s t a  e s p e c i e  que

e n c o n tra m o s  en l o s  d i s t i n t o s  m ostos .  En l a s  do s  v i n i f i c a c i o n e s  que s e

m u e s t r e a ro n  en e s t a  Fase  d u r a n t e  1982 en  l a  C o o p e r a t iv a  San P e d ro  (T ab la  

2 3 ) ,  a p a r e c i e r o n  l a s  v a r i e d a d e s  Saccharom yces c e r e v i s a e  v a r .  bayanus  y

S accharom yces  c e r e v i s i a e  v a r .  c e r e v i s i a e ; en  l a s  d e l  aílo s i g u i e n t e  no

a p a r e c i ó  Saccharom yces c e r e v i s i a e  v a r .  bayanus  p e ro  s í  l a  v a r i e d a d

c e r e v i s i a e ,  e n c o n t r á n d o s e  además l a  v a r i e d a d  c b e v a l i e r i  en dos  de l o s

c u a t r o  m ostos  en  f e r m e n ta c ió n  y l a  v a r i e d a d  s t e i n e r i  s o la m e n te  en  uno. En 

l a  v a r i e d a d  Bobal v i n i f i c a d a  en l a  E s c u e la  de V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía  en 

1983 e n c o n tram o s  ú n ica m en te  l a  v a r i e d a d  c h e v a l i e r í .  En c u a t r o  de l o s

d e p ó s i t o s  m u e s t re a d o s  en  e s t a  Fase  c o e x i s t e n  d o s  de e s t a s  v a r i e d a d e s ,  a 

v e c e s  en  d i s t i n t a  p r o p o r c i ó n  ( d e p ó s i t o s  A, H5 y F7) y a v e c e s  en  p r o p o r c ió n  

muy s e m e ja n te  ( d e p ó s i to  G). La v a r i e d a d  más f r e c u e n t e  e s  c e r e v i s i a e , 

s e g u id a  de c h e v a l i e r í ,  bayanus  y s t e i n e r i .

Los m u é s t re o s  de l a  F ase  I I I  (T a b la  24) d e n o ta n  que l a  v a r i e d a d  

Saccharom yces c e r e v i s i a e  v a r .  c e r e v i s i a e  s e g u í a  s i e n d o  l a  más f r e c u e n t e  en 

l a s  v i n i f i c a c i o n e s  de l a  C o o p e r a t iv a  San P e d ro ,  t a n t o  en  1982 como 1983; l e  

s ig u e n  po r  o rd e n  de i m p o r ta n c ia  bayanus, c h e v a l i e r í , s t e i n e r i  y c a p e n s is ,  

e s t a  ú l t i m a  a p a r e c í a  en b a jo  número y s ó l o  en  uno de l o s  d e p ó s i t o s  

m u e s t re a d o s .  También en  e s t a  Fase  e n c o n tra m o s  que en  d e te r m in a d o s  d e p ó s i t o s  

s e  p r o d u c ía  una a s o c i a c i ó n  de dos  v a r i e d a d e s ,  m ie n t r a s  que en  o t r o s  una 

s o l a  v a r i e d a d  dominaba l a  f e r m e n ta c ió n .  A v e c e s  s e  e n c o n t r a r o n  dos  

v a r i e d a d e s  en d i s t i n t a s  p r o p o r c i o n e s ,  s u p e ra n d o  l a  más a b u n d a n te  a  l a  

m i n o r i t a r i a  y h a c ié n d o la  d e s a p a r e c e r .  E s to  s u c e d ió  en e l  d e p ó s i t o  A (T a b la s  

23 a 26) m ie n t r a s  que en o t r o s  c a s o s  en  l o s  que l a  r e p r e s e n t a c i ó n  de dos 

v a r i e d a d e s  e r a  s e m e ja n te  ( d e p ó s i to  G ) , e r a n  ambas l a s  que r e a l i z a b a n  l a
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fe rm e n ta c ió n ,  a l c o h ó l i c a  (T a b la s  23 a 2 6 ) .  En l o s  r e s t a n t e s  d e p ó s i t o s  (B, C,
i

D, E, F) a l  no p o d e r l o s  m u e s t r e a r  en  l a  F a se  I I ,  desconocem os l a  e v o lu c ió n  

que l a s  v a r i e d a d e s  s i g u i e r a n  en  e s t a  p a r t e  de l a  f e r m e n ta c ió n .  A p a r t i r  de 

l o s  d a t o s  de 1983 de l a  C o o p e r a t iv a  San P e d ro ,  no podemos e s t a b l e c e r  l a  

e v o lu c i ó n  de l a s  v a r i e d a d e s  d e n t r o  de un mismo d e p ó s i t o  de f e r m e n ta c ió n ,  

p e ro  s í  en  e l  c o n ju n to  de l o s  mismos. Observam os que m i e n t r a s  e n  l a  F ase  I I  

(T a b la  23) a i s l á b a m o s  l a s  v a r i e d a d e s  c e r e v i s i a e , c h e v a l i e r í  y s t e i n e r i ,  en 

l a  F ase  I I I  (T ab la  2 4 ) ,  s t e i n e r i  no a p a r e c i ó  y s e  a i s l ó  bayanus.

En l a  Fase  IV (T a b la  2 5 ) ,  que s e  c o r r e s p o n d e  con  e l  f i n a l  de l a

f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a ,  e n c o n tram o s  que l a  v a r i e d a d  c e r e v i s i a e  s ig u e  

s i e n d o  l a  que más s e  a i s l a ,  s e g u id a  p o r  c h e v a l i e r í  y bayanus. En uno de l o s

d e p ó s i t o s  s e  d e t e c t ó  l a  v a r i e d a d  c a p e n s is .

La e v o lu c ió n  de v a r i e d a d e s  p o r  d e p ó s i t o s  (afío 1982) fu e  como s ig u e :  en  e l

d e p ó s i t o  A l a  v a r i e d a d  c e r e v i s i a e  l l e v ó  a  cabo  to d a  l a  f e r m e n ta c ió n  

a l c o h ó l i c a  una vez hubo d e s p la z a d o  a bayanus  en  l o s  p r im e r o s  momentos de l a  

f e r m e n ta c ió n .  En e l  d e p ó s i t o  B, bayanus  c o e x i s t i ó  con c e r e v i s i a e  h a s t a  l a  

m itad  de l a  f e r m e n ta c ió n ,  p e ro  poco d e s p u é s  fu e  s o b r e p a s a d a  p o r  e s t a  

ú l t i m a ,  s ie n d o  c e r e v i s i a e  l a  que t e rm in ó  l a  f e r m e n ta c ió n .  En e l  d e p ó s i t o  C 

s t e i n e r i  y c e r e v i s i a e  e s t u v i e r o n  p r e s e n t e s  en  l a  f e r m e n ta c ió n  tu m u l tu o s a ,  

p e ro  h a c i a  e l  f i n a l  de l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  s t e i n e r i  fu e  s u s t i u i d a  

po r  c a p e n s is .  En e l  D, c e r e v i s i a e  s e  e n c o n t r ó  s o l a  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  

tu m u l tu o s a  p e ro  h a c i a  e l  f i n a l  de l a  f e r m e n t a c i ó n  s e  e s t a b l e c i ó  bayanus. En 

e l  d e p ó s i t o  E c e r e v i s i a e  y c h e v a l i e r i  r e a l i z a r o n  to d a  l a  f e r m e n ta c ió n  

a l c o h ó l i c a ,  e n c o n t r á n d o s e  s ó l o  c e r e v i s i a e  t r a s  e l  t r a s i e g o .  De l a s  t r e s  

v a r i e d a d e s  que c o e x i s t i e r o n  en  e l  d e p ó s i t o  F d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  

tu m u l tu o s a ,  s ó l o  p e r s i s t i e r o n  dos  a l  f i n a l  de l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a :  

bayanus  y c e r e v i s i a e .  En e l  d e p ó s i t o  G l a s  v a r i e d a d e s  bayanus  y c e r e v i s i a e  

f u e ro n  l a s  m a y o r i t a r i a s  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n ,  m i e n t r a s  que c e r e v i s i a e  

ún ica m en te  s e  e n c u e n t ró  a l  f i n a l  de l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a .  La
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e v o lu c i ó n  de v a r i e d a d e s  a  l o  l a r g o  de l a s  v i n i f i c a c i o n e s  e s t u d i a d a s  e n  1983 

f u e  l a  s i g u i e n t e :  c e r e v i s i a e  y c h e v a l i e r í  s e  e n c u e n t r a r o n  a s o c i a d a s  a  lo

l a r g o  de t o d a  l a  f e r m e n ta c ió n ,  bayanus  s e  d e t e c t ó  a l  f i n a l  de l a  

f e r m e n ta c ió n  tu m u l tu o s a  p e ro  lu eg o  d e s a p a r e c i ó .  T ra s  e l  t r a s i e g o  s ó l o  s e  

a i s l ó  c e r e v i s i a e .

A p a r t i r  de l o s  d a t o s  o b t e n i d o s  de l a s  v i n i f i c a c i o n e s  s e g u i d a s  en  l a  

C o o p e r a t iv a  San P ed ro  d u r a n t e  l o s  d o s  a ñ o s  observam os que Saccharom yces  

c e r e v i s i a e  v a r .  c e r e v i s i a e  e s  l a  que l l e v ó  e l  p e s o  de l a  f e r m e n ta c ió n  en 

t o d o s  l o s  c a s o s  e s t u d i a d a s .  Se p r e s e n t a b a  muy a s o c i a d a  a bayanus  d u r a n t e  

1982 y a c h e v a l i e r í  en  1983. E s t a s  d o s  ú l t i m a s  v a r i e d a d e s  no s e  

e n c u e n t r a r o n  t r a s  e l  p r im e r  t r a s i e g o .

En l a  e v o lu c i ó n  de l a s  v a r i e d a d e s  a l o  l a r g o  de l a  f e r m e n ta c ió n  no podemos 

e s t a b l e c e r  n in g u n a  t e n d e n c i a  que a s o c i e  c i e r t a s  v a r i e d a d e s  a  f a s e s  

c o n c r e t a s  de l a  f e r m e n ta c ió n  ( c e p a s  más o menos r e s i s t e n t e s  a l  e t a n o l ) .  En 

l o s  t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  p o r  KATEOS e t  a l .  [219 , 2203 se  o b s e rv a  ig u a lm e n te  

que Saccharom yces e l l i p s o i d e u s  ( a c tu a lm e n te  Saccharom yces c e r e v i s i a e  v a r .  

c e r e v i s i a e ) e s  dom inan te  a lo  l a r g o  de l a  f e r m e n ta c ió n ,  p e ro  ta m b ié n  a i s l a n  

Saccharom yces bayanus  ( a c tu a lm e n te  Saccharom yces c e r e v i s i a e  v a r .  bayanus) y 

Saccharom yces c h e v a l i e r í  (Saccharom yces c e r e v i s i a e  v a r .  c h e v a l i e r í ' ) . Una 

e s p e c i e  a i s l a d a  p o r  e l l o s  muy f r e c u e n te m e n te  e s  Saccharom yces i t a l i c u s \  a l  

com parar  l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  b io q u ím ic a s  de e s t a  e s p e c i e ,  t a l  como l a  

d e s c r i b e n  RIBÉREAU-GAYON e t  a l .  [2823 , con l a s  de Saccharom yces c e r e v i s i a e , 

e n c o n tra m o s  que Saccharom yces í t a l i c u s  s e  c o r r e s p o n d e  con  l a  v a r i e d a d  

Saccharom yces c e r e v i s i a e  v a r .  s t e i n e r i  d e s c r i t a  p o r  KREGER-VAIT RIJ [1653 . 

Saccharom yces i t a l i c u s  t am b ié n  ha s i d o  a i s l a d a  p o r  SOKAVILLA e t  a l .  Í3183 

en  un e s t u d i o  r e a l i z a d o  en m ostos  de l a  r e g i ó n  l e v a n t i n a  que i n c l u í a  l a  

D .0. U t i e l - R e q u e n a .  En e s t e  e s t u d i o  C 3183 Saccharom yces s t e i n e r i  r e s u l t ó  

s e r  l a  e s p e c i e  que en mayor número de c a s o s  c o n d u c ía  l a  f e r m e n ta c ió n ,  

s e g u id a  de Saccharom yces c e r e v i s i a e , Saccharom yces c h e v a l i e r í  y



199

Saccharom yces  f ru c tu m  ( s inón im o  de Saccharom yces  c h e v a l i e r í  s e g ú n  LODDER 

C2013). Al o b s e r v a r  l a  c a p a c id a d  a lc o h ó lo g e n a  de l a s  a n t i g u a s  e s p e c i e s  

Saccharom yces  e l l i p s o i d e u s ,  Saccharom yces c h e v a l i e r í , Saccharom yces  

i t a l i c u s  y Saccharom yces  o v i f o r m i s  ( s in ó n im o  de Saccharom yces bayanus  según  

LODDER [2 0 1 3 ) ,  obse rvam os  que e s  muy s e m e ja n te  en  t o d a s  e l l a s ,  y más a l t a  

que l a  de o t r a s  e s p e c i e s  d e l  g é n e ro  Saccharom yces  [2823.

A p e s a r  de que RIBéREAU-GAYOF e t  a l .  C2823 e s t a b l e c e n  una s u c e s i ó n  de 

e s p e c i e s  en f u n c i ó n  de l a  r e s i s t e n c i a  de l a s  mismas a l  e t a n o l ,  n o s o t r o s  no 

hemos p o d id o  com probar e s a  s u c e s i ó n ,  ya que Saccharom yces  c e r e v i s i a e  v a r .  

bayanus  ( a n t ig u a m e n te  Saccharom yces o v i f o r m i s ) más r e s i s t e n t e  a l  e t a n o l  que 

Saccharom yces e l  1 ip s o íd e u s ,  seg ú n  RIBéREAU-GAYOU [2823 , a p a r e c í a  t a n t o  en 

e s t a d i o s  te m p ra n o s  de l a  f e r m e n ta c ió n  como t a r d í o s ,  s i e n d o  en t o d o s  l o s  

c a s o s  l a  v a r i e d a d  c e r e v i s i a e  l a  que s e  h a l l a b a  en  v in o s  ya t e r m in a d o s .  La 

v a r i e d a d  Saccharom yces c e r e v i s i a e  v a r .  c h e v a l i e r í  tam b ié n  s e  e n c o t r a b a  

d u r a n t e  to d a  l a  f e r m e n ta c ió n ,  p o r  lo  c u a l  nos  a t r e v e m o s  a f o r m u la r  que l a s  

p r e t e n d i d a s  r e s i s t e n c i a s  a l  e t a n o l  no dependen  de l a  v a r i e d a d  n i  de l a  

e s p e c i e  s i n o  de l a s  c e p a s .  La s u p re m a c ía  de l a  v a r i e d a d  c e r e v i s i a e  en  l a  

m ayo r ía  de l o s  d e p ó s i t o s  y de l a s  F a s e s  puede  d e b e r s e  a una mayor t a s a  de 

c r e c i m i e n t o  [2823 , lo  que l a  h a c í a  c o l o n i z a r  r á p id a m e n te  e l  m osto  en 

f e r m e n ta c ió n .  La a s o c i a c i ó n  de l a s  v a r i e d a d e s  de Saccharom yces c e r e v i s i a e  

(bayanus, c h e v a l i e r í  y c e r e v i s i a e )  s e  h a l l a  docum entada  p o r  muchos a u t o r e s :  

POULARD e t  a l .  [2613 , GARCIA KAIQUEZ [1313 , SOUFLEROS e t  a l .  [3203 y 

CUIRIER [753. E s t o s  i n v e s t i g a d o r e s  ta m b ié n  e n c u e n t r a n  l a s  v a r i e d a d e s  

s t e i n e r i  ( l la m a d a  p o r  e l l o s  Saccharom yces i t a l i c u s )  y c a p e n s i s  (denominada 

Saccharom yces c a p e n s is )  a s o c i a d a s  a c u a l q u i e r  momento de l a  f e r m e n ta c ió n ,  

aunque s e  p r e s e n t a n  más e s p o rá d ic a m e n te .  En l a  mayor p a r t e  de l o s  t r a b a j o s  

c o n s u l t a d o s  e s  Saccharom yces  c e r e v i s i a e  v a r .  c e r e v i s i a e  l a  que l l e v a  a cabo 

l a  mayor p a r t e  de l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a ,  e n c o n t r á n d o s e  i n c l u s o  en  

a i s l a m i e n t o s  de s o l e r a s  [3173 .--------------------------------------------------------------------------------- ----------
b i b l i o t e c a

FACu .T T Lr; L r C L Í C *
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Ha hemos com entado  h a s t a  a h o ra  l a  e v o lu c i ó n  de l a s  e s p e c i e s  en  l o s  m ostos  

v i n i f i c a d o s  en  l a  E s t a c i ó n  de V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía  p o r  l a s  e s p e c i a l e s  

c a r a c t e r í s t i c a s  de l o s  mismos. Son de d i s t i n t o  o r i g e n  y han  s i d o  

v i n i f i c a d o s  de d i s t i n t a  fo rm a  a l o s  de l a  C o o p e r a t iv a  San P e d ro  (T a b la  2>. 

Fue en  Macabeo donde obse rvam os  l a  d in á m ic a  de e s p e c i e s  más p a r e c i d a  a l a s  

que s e  d e s a r r o l l a r o n  en  l a  C o o p e r a t iv a  San P ed ro .  Al m osto  de Macabeo s e  l e  

a ñ a d ie r o n  100 mg/1 de S02  y  s e  fe rm e n tó  t r a d i c i o n a l m e n t e  s i n  c o n t r o l  de 

t e m p e r a t u r a .  S i  e s tu d ia m o s  l a  F i g u r a  41 o b se rv a re m o s  que d u r a n t e  l a  

f e r m e n ta c ió n  tu m u l tu o s a  no a p a r e c e  n in g u n a  de l a s  e s p e c i e s  " s a l v a j e s "  

a i s l a d a s  en  m ostos  s i n  s u l f i t a r ,  y s ó l o  s e  e n c u e n t r a  Saccharom yces  

c e r e v i s i a e .  O bservarem os ta m b ié n  que e s t á  p r e s e n t e  Saccharom ycodes  

l u d w i g i í , l e v a d u r a  c o n s i d e r a d a  p e r j u d i c i a l  p o r  muchos a u t o r e s  [3 1 ,  175,

282] ya que e s  f u e r t e m e n te  c e to g é n ic a .  E s t a  c a r a c t e r í s t i c a  hemos p o d id o  

c o m p ro b a r la  ya que l o s  d a t o s  f í s i c o - q u í m i c o s  de e s t e  mosto n o s  m u e s t ra n  un 

in c re m e n to  agudo de l a  a c i d e z  v o l á t i l  en  c o r r e s p o n d e n c i a  con l a  a p a r i c i ó n  

de e s t a  e s p e c i e .  P e s p e c to  a l a s  v a r i e d a d e s  de Saccharom yces c e r e v i s i a e  

h a l l a d a s  en e s t a  v i n i f i c a c i ó n ,  e n c o n tram o s  que en  m osto s  s i n  s u l f i t a r  e s t á  

p r e s e n t e  l a  v a r i e d a d  c a p e n s i s , en p l e n a  f e r m e n ta c ió n  e s t a  v a r i e d a d  da p a so  

a c h e v a l i e r i ,  que e s  l a  más común en  l a s  f e r m e n t a c i o n e s  de l a  E s t a c i ó n  de 

V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía .  La v a r i e d a d  c e r e v i s i a e  s e  e n c o n t r ó  en  v ih o s  

a c a b a d o s .  Como ya hemos s e ñ a l a d o ,  l a  v i n i f i c a c i ó n  de m osto s  b l a n c o s  de 

Kacabeo p r e s e n t a  muchas c a r a c t e r í s t i c a s  en  común con l o s  de m ostos  r o s a d o s  

de l a  C o o p e r a t iv a  San P e d ro ,  en  c u a n to  a d in á m ic a  de l e v a d u r a s .

En un segundo  n i v e l  ten em o s  l a s  v i n i f i c a c i o n e s  de G arnacha  y T e m p ra n i l lo  

que s e  a l e j a n  un poco de l a  t e n d e n c i a  g e n e r a l  o b s e rv a d a  h a s t a  a h o ra .  E s to s  

m ostos  f u e r o n  s i d o  s u l f i t a d o s  con 70 mg/1 de S02  y a uno de e l l o s  s e  l e  

so m e t ió  a  c o n t r o l  de t e m p e r a t u r a  (T ab la  2 ) .  En l a  v i n i f i c a c i ó n  de G arnacha  

( F ig u r a  42) pudimos o b s e r v a r  que en l a  F ase  I I I  e s p e c i e s  t a l e s  como Candida  

s t e l l a t a  y K loeckera  a p i s ,  no a i s l a d a s  h a s t a  e n to n c e s  en  momentos t a n
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t a r d í o s  de l a  f e r m e n ta c ió n ,  e s t a b a n  p r e s e n t e s  en  una c o n c e n t r a c i ó n

s e m e ja n te  a  l a  que t e n í a n  en  m osto s  s i n  s u l f i t a r .  Es p o s i b l e  que l a

s u l f i t a c i ó n  que h a b ía n  s u f r i d o  e s t o s  m osto s  no f u e r a  s u f i c i e n t e  p a r á  

e l i m i n a r  t o t a l m e n t e  a  e s t a s  e s p e c i e s .  P o r  o t r o  la d o ,  e l  hecho  de que no 

hayan  aum entado o d i sm in u id o  su  número n o s  hace  p e n s a r  que p e rm a n e c ía n  

v i a b l e s  p e ro  no p r o l i f e r a n t e s  en e l  medio. En e l  c a so  de G arnacha  a i s l a m o s  

T oru laspora  d e l b r u e c k i i  en  l a  p r im e ra  F a se ,  p e ro  lu e g o  no v o lv im o s  a

e n c o n t r a r l a .  Es p o s i b l e  que s u  l e n t o  c r e c i m i e n t o  C175] más que s u

s e n s i b i l i d a d  a l  e t a n o l  f u e r a n  l a  c a u s a  de s u  r á p i d a  d e s a p a r i c i ó n  en  l a s

f e r m e n t a c i o n e s  C 311. T. d e l b r u e c k i i  e s  una l e v a d u r a  i n t e r e s a n t e  en e n o lo g ía  

po r  su  b a j a  p r o d u c c ió n  de á c id o  a c é t i c o  C282]. La v a r i e d a d  de Saccharom yces  

c e r e v i s i a e  e n c o n t r a d a  d u r a n t e  t o d a  l a  f e r m e n ta c ió n  en e s t e  m osto fu e  

c e r e v í s i a e .

El mosto o b te n id o  de u v a s  T e m p ra n i l lo  (F ig u r a  43) p r e s e n t a b a  una e v o lu c ió n  

de e s p e c i e s  in te r m e d ia  e n t r e  l a  de Macabeo y l a  de G arnacha . En e s t e  c a so  

l a  d i s m in u c ió n  de e s p e c i e s  s a l v a j e s  fu e  b a s t a n t e  d r á s t i c a ,  d e s a p a r e c i e n d o  

Candida s t e l l a t a  y K lo eck era  a p i s  en l o s  p r im e ro s  momentos de la  

f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a ,  m ie n t r a s  que a p a r e c í a  K lo e c k era  ja p ó n ic a .  Dado que 

t a n t o  T e m p ra n i l lo  como G arnacha f u e r o n  s u l f i t a d a s  con  70 mg/1 de SO-., e l  

hecho  de que no a p a r e c i e r a n  en  e l  p r im e ro  K lo e c k e ra  a p i s  y Candida s t e l l a t a  

no e s  f á c i l  de e x p l i c a r .  P odríam os p e n s a r  que son  más s e n s i b l e s  a l a s  b a j a s  

t e m p e r a t u r a s ,  p e ro  é s t e  no e s  e l  c a s o  ya que a p a r e c i e r o n  d u r a n t e  l a

f e r m e n ta c ió n  de Bobal ( F ig u ra  40) que s e  l l e v ó  a cabo  a 19°C ( i g u a l  que

o c u r r i ó  en T e m p r a n i l lo ) .  La ú n ic a  h i p ó t e s i s  que nos  p e r m i te  j u s t i f i c a r  l a

a u s e n c i a  de e s t a s  e s p e c i e s  en T e m p ra n i l lo  e s  que e l  e f e c t o  combinado de l a s  

b a j a s  t e m p e r a t u r a s  y de un mayor c o n te n i d o  en  S0-. l i b r e  (T a b la s  19 y 20) 

p rovoquen  l a  e l i m i n a c ió n  de l a s  mismas. La p r e s e n c i a  e s p o r á d i c a  de 

K lo e c k e ra  ja p ó n ic a  en m ostos  de T e m p ra n i l lo  pudo s e r  c o n s e c u e n c ia  de una 

c o n ta m in a c ió n  e x t e r n a  s i n  mayor r e l e v a n c i a ,  ya  que no se  v o lv ió  a d e t e c t a r .
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En T e m p ra n i l lo  l a s  v a r i e d a d e s  de Saccharom yces c e r e v i s i a e  que c o n d u je r o n  l a  

f e r m e n ta c ió n  f u e r o n  c e r e v i s i a e  y s t e i n e r i , e n c o n t r á n d o s e  c e r e v i s i a e  en  

v in o s  a c a b a d o s ,  como en l a  mayor p a r t e  de l a s  f e r m e n t a c i o n e s  e s t u d i a d a s .

P o r  ü l t im o  hemos de c o m e n ta r  l a  e v o lu c i ó n  de e s p e c i e s  en  l o s  m o sto s  de 

B obal.  E s t a  v i n i f i c a c i ó n  s e  l l e v ó  a cabo  s i n  a d i c i ó n  de SO2  y a  t e m p e r a t u r a  

c o n t r o l a d a  (T a b la  2 ) .  Carecemos de d a t o s  r e f e r e n t e s  a  l a  F a se  I de e s t a  

v i n i f i c a c i ó n :  l a  p r im e ra  m u e s t ra  l a  c o n seg u im o s  cuando e s t e  m osto ya h a b la  

empezado a f e r m e n t a r ,  aunque su  c o n c e n t r a c i ó n  en  e t a n o l  e r a  muy b a j a .  Las 

r a z o n e s  de e s t a  b a j a  e f i c i e n c i a  de f e r m e n ta c ió n  ya s e  co m en ta ro n  en  e l  

a p a r t a d o  3 . 1 . 2  de e s t e  C a p í tu l o .  La m u e s t ra  c o r r e s p o n d i e n t e  a  l a  Fase  I I  

m ostró  l a  p r e s e n c i a  de e s p e c i e s  t a l e s  como Candida p u lc b e r r im a ,  Candida 

s t e l l a t a , K lo e c k era  a p i s , K lu yverom yces  th e r m o to le r a n s  y  Saccharom yces  

c e r e v i s i a e  v a r .  c h e v a l i e r i .  La e x i s t e n c i a  de e s t a s  e s p e c i e s  en  e l  m osto  en 

f e r m e n ta c ió n  c o n s t i t u y e  un f i e l  r e f l e j o  de l a  m i c r o f l o r a  t í p i c a  de m ostos  

f r e s c o s  s i n  s u l f i t a r .  E s to  nos  p e r m i te  a f i r m a r  que en  a u s e n c i a  de S0 2  l a s  

e s p e c i e s  " s a l v a j e s ” pueden  p e r s i s t i r  d u r a n t e  v a r i o s  d í a s  en  e l  m osto . GOTO 

[140] in fo rm a  que h a s t a  d e s p u é s  de 48 d í a s  pueden  e n c o n t r a r s e  e s p e c i e s  de 

K lo e c k era  y T o r u l o p s i s , y K e tsch n ik o w ia  p u lc h e rr im a  en c a n t i d a d e s  

a p r e c i a b l e s  en  m osto s  s i n  s u l f i t a r .  KATEOS e t  a l .  [220] en  l o s  e s t u d i o s  

r e a l i z a d o s  s o b re  l a  i n f l u e n c i a  d e l  S0 2  en l a  m i c r o f l o r a  f e r m e n t a t i v a  

ta m b ié n  o b s e rv a r o n  que en  m ostos  s i n  S0 2  l a  f l o r a  s a l v a j e  p e r s i s t í a  más 

t iem p o  que en l o s  s u l f i t a d o s .

Conforme a v an zab a  l a  f e r m e n ta c ió n ,  e l  número de e s p e c i e s  s a l v a j e s  en  e l  

mosto de Bobal s i n  S02  d ism in u í  a; a s í  d e s a p a r e c í a n  Candida p u lc h e rr im a  y  

K lu yvero m yces  th e r m o to le r a n s  p e ro  s o b r e v i v í a n  Candida s t e l l a t a  y  K lo eck era  

a p i s ,  a p a r e c ie n d o  "de  novo" K h odo toru la  ru b ra  y T oru laspora  d e lb r u e c k i i .  

K lu yvero m yces  th e r m o to le r a n s  d e s a p a r e c ió  p o s ib le m e n te  a c a u s a  de s u  l e n t o  

c r e c im i e n t o .  La a p a r i c i ó n  de K h odo toru la  ru bra  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  

t u m u l tu o s a  se  d e b ió  p ro b a b le m e n te  a una c o n ta m in a c ió n  e x t e r n a ;  e s t a
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c o n ta m in a c ió n  'p u d o  p r o l i f e r a r  d e b id o  a  que e l  d e p ó s i t o  donde s e  v i n i f i c ó  

Bobal p r e s e n t a b a  una  g r a n  s u p e r f i c i e  e n  c o n t a c t o  con e l  a i r e ,  l o  c u a l  l e  

p e r m i t i r l a  d e s a r r o l l a r  su  m etabo lism o  r e s p i r a t o r i o .  En l a  f e r m e n ta c ió n  de 

m osto s  de Bobal l a  v a r i e d a d  c h e v a l i e r í  p r o d u jo  l o s  p r im e r o s  g r a d o s  

a l c o h ó l i c o s ,  c e d ie n d o  p a so  a c e r e v i s i a e  y é s t a  a  bayanus, que fu e  l a  que 

en c o n tram o s  en  v i n o s  t e r m in a d o s .

Es n o t a b l e  e l  hecho  de que s e  haya  a i s l a d o  l a  l e v a d u r a  P ic h ia  

g u í l l i e r o o n d i i  a l  f i n a l  de l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  en  l o s  d o s  m osto s  

v i n i f i c a d o s  a b a j a  t e m p e r a t u r a .  Las l e v a d u r a s  d e l  g é n e ro  P ic h ia  son  

c o n s id e r a d a s  p e r j u d i c i a l e s  p a r a  e l  v in o ,  ya  que form an g r a n d e s  c a n t i d a d e s  

de a c e t a l d e h i d o ,  á c id o  a c é t i c o  y é s t e r e s  d e l  á c id o  a c é t i c o  [3 1 3 . S in  

embargo, a l  menos en  T e m p ra n i l lo  no aumentó s e n s i b l e m e n te  l a  c a n t i d a d  de 

á c id o  a c é t i c o  (T a b la  2 0 ) .

El mayor g rad o  de c o n ta m in a c ió n  e x t e r n a  que p r e s e n t a b a n  l o s  m osto s  de 

T e m p ra n i l lo  y Bobal s e  pudo d e b e r  a que f u e r o n  v i n i f i c a d o s  e n  r e c i p i e n t e s  

más e x p u e s to s  a l  a i r e  que e l  r e s t o  de v a r i e d a d e s ,  y en  e l  c a s o  de Bobal a 

la- f a l t a  de S02 .

3 . 2 . 5 . -  CONSIDERACIONES ACERCA DEL . AISLAX1ENT0, CLASIFICACION Y

CARACTERIZACION DE LAS BACTERIAS LACTICAS.

E l método em pleado en  e s t e  t r a b a j o  p a r a  e l  a i s l a m i e n t o  de b a c t e r i a s  

l á c t i c a s  fu e  e l  de e n r i q u e c i m ie n t o  en  medio l i q u i d o .  E s te  m étodo, u t i l i z a d o  

p o r  num erosos a u t o r e s  C120, 126, 179, 211, 212, 2133, s e  c o n s id e r ó  e l  más 

a d ecu ad o  dada l a  b a j a  c o n c e n t r a c i ó n  e n  que l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  s u e l e n  

e n c o n t r a r s e  [3443 . A p a r t i r  de l o s  r e c u e n t o s  m ed ia n te  e l  s i s t e m a  d e l  

N. K. P. , ob tuv im os una d in á m ic a  de l a  p o b l a c i ó n  b a c t e r i a n a  t o t a l  que ya ha 

s i d o  com entada  en  e l  A p a r ta d o  3 .2  de e s t e  C a p i tu l o .  D u ran te  1982 no se
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r e a l i z ó  mas que un r e c u e n to  de l a  f l o r a  l á c t i c a ,  s i n  embargo e n  1983 

r e a l i z a m o s  a i s l a m i e n t o s  de l a s  mismas a f i n  de c o n o c e r  l a  e v o lu c i ó n  de l a s  

e s p e c i e s  a  l o  l a r g o  de l a  f e r m e n ta c ió n .  O tro  o b j e t i v o  que p e rs e g u ía m o s  a l  

a i s l a r  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  e r a  e l  s e l e c c i o n a r  a q u e l l a s  c e p a s  más 

a d e c u a d a s  p a r a  s u  p o s t e r i o r  a p l i c a c i ó n  p r á c t i c a  en  bodega. A p a r t i r  de l o s  

tu b o s  d e l  H.M.P. c r e c i d a s  (v e r  A p a r ta d o  2 .1 0 )  r e a l i z a m o s  a i s l a m i e n t o s  en  

p l a c a s  de a g a r  KRS y p o s t e r io r m e n t e  l a s  c e p a s  s e  c o n s e r v a r o n  se m b ra d as  . p o r  

p i c a d u r a  en  a g a r  MES s e m i s ó l i d o .  La t é c n i c a  de s ie m b ra  en  p i c a d u r a  f a v o r e c e  

n e ta m e n te  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  r e s p e c t o  a l a  t é c n i c a  de 

s ie m b ra  en  a g a r  i n c l i n a d o  (aunque l a  i n c u b a c ió n  s e  r e a l i c e  en  a tm ó s f e r a  

e n r i q u e c i d a  en  C02 ) [993 . Al e n s a y a r  l a  v i a b i l i d a d  de l o s  c u l t i v o s

m a n te n id o s  en p i c a d u r a  a 4°C observam os que l a  v i a b i l i d a d  de a lg u n a s  de 

e s t a s  b a c t e r i a s  e r a  b a s t a n t e  b a ja  t r a s  un c o r t o  p e r io d o  de t ie m p o . A s i ,  a l  

cabo de un mes p e r d í a n  com ple tam en te  l a  v i a v i l i d a d ,  q u i z á s  d e b id o  a su  

r á p i d o  c r e c i m i e n t o  y a  l a  a b u n d a n te  p r o d u c c ió n  de á c id o  en e l  m edio, que 

p r o d u c ía  l a  m uer te  d e l  c u l t i v o .  Las r e s i e m b r a s  de e s t a s  c e p a s  s e  t e n í a n  que 

r e a l i z a r  c a d a  mes, m ie n t r a s  que e l  r e s t o  s e  r e se m b ra b a  c a d a  t r e s  m eses , t a l  

y como recom endaba l a  b i b l i o g r a f í a  c o n s u l t a d a  [99 , 117, 147, 1553. P a ra  

e v i t a r  e l  e x c e s o  de t r a b a j o  que s u p o n ía n  l a s  f r e c u e n t e s  r e s i e m b r a s ,  se  

ensayó  e l  s i s t e m a  de l i o f i l i z a c i ó n .  E s t a  t é c n i c a  r e s u l t ó  s e r  muy v e n t a j o s a  

r e s p e c t o  a l  m a n te n im ie n to  en  p i c a d u r a ,  ya que e v i t a b a  e l  p rob lem a  de l a  

f a l t a  de v i a v i l i d a d ,  d i s m in u ía  e l  t r a b a j o  de l a b o r a t o r i o  y p e r m i t í a  

a lm a c e n a r  g r a n  c a n t i d a d  de b iom asa  de cad a  c e p a  en  un pequeño e s p a c i o .  E s te  

s i s t e m a  ha p e r m i t i d o  l a  o b t e n c ió n  de c u l t i v o s  v i a b l e s  d e s p u é s  de 4 a ñ o s  de 

m an te n im ie n to  en  form a l i o f i l i z a d a .  La l i o f i l i z a c i ó n  como m étodo de 

m a n te n im ie n to  e s  u t i l i z a d o  p o r  num erosos a u t o r e s  [126 , 147, 1663 e i n c l u s o  

l a s  f i r m a s  c o m e r c i a l e s  u t i l i z a n  e s t e  s i s t e m a  p a r a  c o n s e r v a c ió n  y uso  de l a s  

c e p a s  s e l e c c i o n a d a s  d e s t i n a d a s  a  l a  i n o c u l a c i ó n  d e l  v in o .  Los p ro b le m as  de 

f a l t a  de a c t i v i d a d  que a v e c e s  p r e s e n t a n  l a s  c e p a s  l i o f i l i z a d a s ,  no s e  debe
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a l a  d i s m in u c ió n  de l a  v i a v i l i d a d  p o r  l i o f i l i z a c i ó n ,  s i n o  a l  em pleo de 

m étodos de r e a c t i v a c i ó n  no ad e cu a d o s  [9 6 ,  178, 3373.

M ie n t r a s  que l a  c l a s i f i c a c i ó n  de l e v a d u r a s  no p r e s e n t a  e x c e s i v o s

p ro b le m a s  s i  s e  s ig u e  l a  m e to d o lo g ía  a d e cu a d a  [1 8 ,  1653, l a  i d e n t i f i c a c i ó n  

de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  s í  lo  h a c e .  Las c a u s a s  de e s t o s  p ro b le m a s  s o n  l a s  

s i g u i e n t e s :  en  p r i n c i p i o  l a  h e te r o g e n e i d a d  e x i s t e n t e  e n t r e  l a s  b a c t e r i a s

l á c t i c a s  hace  que c a d a  g ru p o  s e  c l a s i f i q u e  e n  b a se  a  c l a v e s  d i f e r e n t e s ;  p o r  

o t r o  la d o ,  l a  m e to d o lo g ía  p a r a  r e a l i z a r  e s t a s  p r u e b a s  no e s t a  t a n  

e s t a n d a r i z a d a  como en  .e l  c a so  de l a s  l e v a d u r a s .  Es p o r  e s t a  c a u s a  que l a  

p u e s t a  a p u n to  de un s i s t e m a  de i d e n t i f i c a c i ó n  adecuado  r e p r e s e n t ó  una 

l a b o r  de i n v e s t i g a c i ó n  en s í  misma c u y o s  r e s u l t a d o s  exponemos a  

c o n t i n u a c i ó n .

RIBÉREAU-GAYON e t  a l .  L2823 y LAFON-LAFOURCADE [1753 s e ñ a l a n  que l a  

c l a s i f i c a c i ó n  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  p r o p u e s t a  p o r  l a  7§ y 8 & e d i c i o n e s  

d e l  " B e r g e y 's  Manual o f  D e te r m in a t iv e  B a c t e r io l o g y "  [4 6 ,  473 s e  hace  en

b a se  a p r u e b a s  que c a r e c e n  de i n t e r é s  e n o ló g i c o .  E s t a  a f i r m a c i ó n  t i e n e

r e l a c i ó n  con e l  hecho  de que l a s  c e p a s  u t i l i z a d a s  p a r a  d e f i n i r  l a s  

d i s t i n t a s  e s p e c i e s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  en e s t o s  t e x t o s ,  han s i d o  a i s l a d a s  

de m edios a n im a le s  r i c o s  en  p r o t e í n a s ,  con pH n e u t r a  y con t e m p e r a t u r a s  

e l e v a d a s .  RIBÉREAU-GAYON e t  a l .  [2823 y ' LAFON-LAFOURCADE [ 1753 a f i r m a n  que 

l o s  m icroorgam ism os s e  h a l l a n  a d a p ta d o s  a  s u  h á b i t a t ,  y a q u e l l o s  que se  

a i s l a n  de v in o  d i f í c i l m e n t e  pueden  e n c u a d r a r s e  en  l a s  c l a s i f i c a c i o n e s  

a n t e r io r m e n t e  c i t a d a s .

A p e s a r  de e s t a s  c r í t i c a s  n o s o t r o s  basam os l a  c l a s i f i c a c i ó n  de 

n u e s t r a s  c e p a s  en e l  " B e rg e y ’ s  Manual o f  D e te r m in a t iv e  B a c t e r io l o g y "  [473 y 

e l  " B e rg e y ’s  Manual o f  S y s t e m a t i c  B a c t e r io l o g y "  [3163 , a s í  como en  l o s  

c r i t e r i o s  p r o p u e s t o s  p o r  SHARPE [3073 . Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  s ig u i e n d o  

e s t a  m e to d o lo g ía  f u e r o n  s a t i s f a c t o r i o s ,  en  c o n t r a  de l o  a rg u m e n ta d o  p o r  

RIBÉREAU-GAYON e t  a i .  [2403 y LAFON-LAFOURCADE [1753 , Además hemos
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r e a l i z a d o  o t r a  s e r i e  de p r u e b a s  que c i e r t a s  a u t o r e s  han  c o n s id e r a d o  

i m p o r t a n t e s  p a r a  c o n o c e r  e l  v a l o r  e n o ló g ic o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

a i s l a d a s  de v in o s  [1 9 ,  27, 79, 133, 211, 246, 248, 2533. De l a s  47 c e p a s  

a i s l a d a s  p o r  n o s o t r o s ,  8  no han  p o d id o  a d c r i b i r s e  a n in g u n a  e s p e c i e  

s i g u i e n d o  l a s  c l a v e s  de i d e n t i f i c a c i ó n  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  u s u a l e s  [4 7 ,  

307, 3163. Po r  o t r o  l a d o ,  l a s  p r u e b a s  p r o p u e s t a s  p o r  RIBÉREAU-GAYOH e t  a l ,  

[2823 no d i f i e r e n  en  a b s o l u t o  de l a s  s e ñ a l a d a s  en  l o s  t e x t o s  a n t e s  c i t a d o s ,  

aunque l e s  dan  d i s t i n t o  v a l o r  taxonóm ico  a l a  h o ra  de s e p a r a r  e s p e c i e s .  E l  

i n t e n t o  de c l a s i f i c a r  n u e s t r a s  8  c e p a s  i n d e t e r m in a d a s  p o r  e l  s i s t e m a  de 

RIBÉREAU-GAYOI e t  a l .  [2823 no tu v o  é x i t o .

La c l a s i f i c a c i ó n  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  com ienzaba  p o r  d e t e r m i n a r  

s í  l a s  c e p a s  a i s l a d a s  c u m p lía n  c i e r t a s  c a r a c t e r í s t i c a s  p r o p i a s  de l a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  como so n  e l  c a r á c t e r  Gram<+) y l a  a u s e n c i a  de c a t a l a s a ,  

de m o v i l id a d  y de e s p o r a s .  R o s o t ro s  s ó l o  a i s l a m o s  como b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

a q u e l l a s  c o l o n i a s  que c u m p l ia n  e s t a s  c o n d ic i o n e s .  P o s t e r i o r m e n te  s e  pasó  a 

l a  d e te r m in a c ió n  de l a  m o r f o lo g ía  c e l u l a r  y a  l a  o b s e r v a c ió n  de l a s  

a g r u p a c io n e s  que form aban ( p a r e j a s ,  t é t r a d a s ,  c a d e n a s ,  e t c . ) .  En n u e s t r o s  

a i s l a m i e n t o s  d e te c ta m o s  t a n t o  fo rm as  c o c o id e s  d i s p u e s t a s  en  p a r e j a s  o 

c a d e n a s ,  como fo rm as  b a c i l a r e s  a g ru p a d a s  de i g u a l  form a. A l a s  p r im e r a s  s e  

l e s  in c lu y ó  en l a  f a m i l i a  S t r e p to c o c c a c e a e  y  a l a s  s e g u n d a s  en  

L a c t o b a c í l l a c e a e  [307 , 3163.

Aunque l a  o b s e r v a c ió n  m ic r o s c ó p ic a  p a r e c e  una p r á c t i c a  s e n c i l l a ,  l a s  

i n t e r p r e t a c i o n e s  f i n a l e s  de l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  m o r f o ló g ic a s  pueden  

l l e v a r n o s  a r e s u l t a d o s  i n d e te rm in a d o s  y p o r  t a n t o ,  poco c o n c lu y e n te s .  La 

d e te r m in a c ió n  de l a  m o r f o lo g ía  c e l u l a r  p r e s e n t a  un p rob lem a  y e s  que t a n t o  

l a  form a como e l  tam año c e l u l a r  v a r í a n  m arcadam ente  como r e s u l t a d a  de 

r e p i c a j e s  s u c e s i v o s  y de l a s  t é c n i c a s  de m a n te n im ie n to  de l a  c e p a s  [2133 . 

F re c u e n te m e n te  e n c o n tram o s  c e p a s  a l a s  c u a l e s  s e  l e s  h a b ía  a s ig n a d o  u n a s  

c a r a c t e r í s t i c a s  m o r f o ló g ic a s  d e te r m in a d a s  y que a l  cabo  d e l  t ie m p o , y
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d e s p u é s  de h a b e r l a s  c u l t i v a d o  en  m edios  s i n t é t i c o s ,  p o s e ía n  o t r a s .  E s to  nos  

l l e v ó  a  p e n s a r  que s e  t r a t a b a  de c o n ta m in a c io n e s .  La c o n s t a t a c i ó n  

c o n t i n u a d a  de que l a s  p r e t e n d i d a s  " c o n ta m in a c io n e s *1 p o s e ía n  l a s  mismas 

c a r a c t e r í s t i c a s  b i o q u ím ic a s  y f i s i o l ó g i c a s  que l a s  c e p a s  o r i g i n a l e s  no s  

h i z o  p e n s a r  que l o s  cam b io s  de m o r f o lo g ía  e r a n  b a s t a n t e  n o rm a le s .  Segün 

STAMER C3233 l a s  e s p e c i e s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  a i s l a d a s  de a l i m e n t o s  

pueden  s u f r i r  una a d a p t a c i ó n  a l a s  c o n d ic i o n e s  de l a b o r a t o r i o ,  a d o p ta n d o  

m o r f o lo g í a s  c o n s id e r a b l e m e n te  d i f e r e n t e s  de l a s  que p o s e í a n  en  e l  momento 

de s u  a i s l a m i e n t o .  Po r  o t r o  l a d o ;  e x i s t e  una g r a n  d i f i c u l t a d  a  l a  h o r a  de 

d e f i n i r  c i e r t a s  m o r f o lo g ía s ;  a s í  e n c o n tra m o s  p a l a b r a s  t a n  in d e t e r m in a d a s  

como " c o c o b a c i l o ” [307] o "co c o id e * ',  u t i l i z a d a s  f r e c u e n te m e n te  p a r a  

d e s c r i b i r  l a  m o r f o lo g ía  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .

A l a  v i s t a  de e s t a s  c i r c u n s t a n c i a s ,  s e  puede c o n c l u i r  que l a  

o b s e r v a c ió n  m ic r o s c ó p ic a ,  de p o r  s í , no s ie m p re  r e s u e l v e  e l  p rob lem a  de 

a d s c r i b i r  una c e p a  a una f a m i l i a  c o n c r e t a .  La m ayor ia  de l a s  v e c e s  s e  

p r e c i s a n  o t r a s  p r u e b a s  p a r a  l l e g a r  a  r e s u l t a d o s  d e f i n i t i v o s .  La d e s c r i p c i ó n  

de l a  m o r f o lo g ía  c o l o n i a l  s o b re  p l a c a s  de a g a r  tam b ié n  p r e s e n t a b a  c i e r t o s  

p ro b le m a s .  Así observam os que a lg u n a s  c e p a s  que lu e g o  f u e r a n  i d e n t i f i c a d a s  

como L. h l l g a r d i i  p r e s e n t a b a n  una  v a r i a c i ó n  d e l  a s p e c t o  d e p e n d ie n d o  de l a  

edad  de l a  c o lo n i a .  La c o l o n i a  j o v e n  de e s t a s  c e p a s  e r a  ru g o s a  y 

t r a n s p a r e n t e  m ie n t r a s  que l a  c o l o n i a  madura e r a  l i s a  y de c o l o r  b la n c o  

a m a r i l l e n t o ;  a  menudo s e  e n c o n t r a b a n  p r e s e n t e s  en  l a  misma p l a c a  ambas 

m o r f o lo g ía s ,  h a c ié n d o n o s  p e n s a r  en  l a  e x i s t e n c i a  de c o n ta m in a c io n e s  

a c c i d e n t a l e s .  T r a s  r e a l i z a r  v a r i a s  v e c e s  l a  p u r i f i c a c i ó n  de l a  d i s t i n t a s  

c o l o n i a s ,  observam os que ambas m o r f o lo g í a s  p r o d u c ía n  a  s u  vez  c o l o n i a s  

r u g o s a s  y l i s a s .

Las b a c t e r i a s  l á c t i c a s  s e  pueden  s e p a r a r  en dos  g ru p o s  se g ú n  l o s  

p r o d u c to s  f i n a l e s  o b t e n i d o s  de l a  f e r m e n ta c ió n  de l a  g lu c o s a .  Así son 

h o m o fe rm e n ta t iv o s  s i  p ro d u c e n  e l  85% o más de á c id o  l á c t i c o  a  p a r t i r  de l a
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g l u c o s a ,  y h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  s i  p ro d u ce n  a l r e d e d o r  de un 50% de á c id o  

l á c t i c o  y además e t a n o l ,  á c id o  a c é t i c o ,  g l i c e r o l  y C02  [2 8 2 , 3253. El

c a r á c t e r  homo o h e t e r o f e r m e n t a t i v o  c o n s t i t u y e  uno de l o s  c r i t e r i o s  

f u n d a m e n ta le s  en  l a  c l a s i f i c a c i ó n  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  D en tro  de l a  

f a m i l i a  S t r e p to c o c c a c e a e  e n c o n tram o s  g é n e r o s  h o m o fe rm e n ta t iv o s ,  como 

P e d ío c o c c u s , y g é n e ro s  h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  como L e u c o n o s to c , p o r  s e ñ a l a r  

a q u e l l o s  que g e n e ra lm e n te  a p a re c e n  en  e l  v in o .  La f a m i l i a  L a c t o b a c i l l a c e a e  

s e  e n c u e n t r a  d i v i d i d a  en  t r e s  s u b g é n e ro s  p r o p u e s t o s  p o r  BUYZE e t  a l .  [483 y 

que perm anecen  v i g e n t e s  en  l o s  e s t u d i o s  más a c t u a l e s  [1 6 0 , 2 0 2 , 3163:

a)  Los obligatoriamente homofermentativos, que p o se en  e l  enzim a f r u c t o s a

d i f o s f a t o  a l d o l a s a ,  p e ro  c a r e c e n  de l a  g l u c o s a - 6 - f o s f a t o  

d e s h id r o g e n a s a  y 6 - f o s f o g l u c o n a t o  d e s h id r o g e n a s a .  A e s t e  g rupo  

p e r t e n e c e n  l a s  e s p e c i e s  L a c t o b a c i l l u s  d e l b r u e c k i l ,  L a c t o b a c i l l u s  

l a c t i s ,  L a c t o b a c i l l u s  le ich m a n z ii l ,  L a c t o b a c i l l u s  b u lg a r ic u s ,  

L a c t o b a c i l l u s  a c id o p h i lu s ,  L a c t o b a c i l l u s  g a s s e r l , L a c t o b a c i l l u s  

b e l v e t i c u s  [160 , 3163.

b) Los homofermentativos facultativos que p o se en  l a s  d o s  d e s h id r o g e n a s a s  de

l a s  que c a r e c e n  l a s  a n t e r i o r e s ,  p e ro  que p r e f e r e n t e m e n te  a s i m i l a n  l a  

g lu c o s a  seg ú n  l a  v í a  E m bden-Jíeyerhof. A e s t e  g ru p o  p e r t e n e c e n  l a s  

e s p e c i e s  L a c t o b a c i l l u s  p lan ta ru m , L a c t o b a c i l l u s  c a s e i , L a c t o b a c i l l u s  

c u r v a tu s ,  L a c t o b a c i l l u s  sake  y L a c t o b a c i l l u s  b a v a r ic u s .  A d i f e r e n c i a  

d e l  g rupo  a n t e r i o r ,  e s t a s  e s p e c i e s  pueden  f e r m e n t a r  l a  r i b o s a ,  y en 

muchos c a s o s  o t r a s  p e n to s a s ,  p ro d u c ie n d o  á c id o  a c é t i c o  y l á c t i c o  

m ed ia n te  una f o s f o c e t o l a s a  i n d u c i b l e .  Las h e x o s a s  son  f e r m e n ta d a s  

formando á c id o  l á c t i c a ,  p e ro  b a jo  c o n d ic i o n e s  a e r o b i a s  e l  á c id o  

l á c t i c o  puede s e r  d e g ra d a d o  a e t a n o l ,  á c id o  a c é t i c o ,  á c id o  fó rm ic o  y 

C02  [1593.

c )  Las e s p e c i e s  h e t e r o f e r m e n t a t i v a s  s e  c a r a c t e r i z a n  p o r  su  c a p a c id a d  de

fo rm a r  C02 , á c id o  a c é t i c o ,  e t a n o l  y á c id o  D L - l á c t i c o ,  a  p a r t i r  de
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h e x o s a s .  La f e r m e n ta c ió n  de l a s  p e n t o s a s  da l u g a r  a  á c id o  a c é t i c o  y a 

D L - l á c t i c o .  Las e s p e c i e s  que p e r t e n e c e n  a e s t e  g ru p o  son: 

L a c t o b a c i l l u s  fermentum, L a c t o b a c i l l u s  r e u t e r i , L a c t o b a c i l l u s  b r e v i s , 

L a c t o b a c i l l u s  buchneri ,  L a c t o b a c i l l u s  l i n d n e r i ,  L a c t o b a c i l l u s  k é f i r , 

L a c t o b a c i l l u s  f r u c t i v o r a n s ,  L a c t o b a c i l l u s  s a n f r a n c i s c o  y L a c t o b a c i l l u s  

v i r í d e s c e n s  [1 6 0 ] .

P a r a  d e te r m i n a r  s i  n u e s t r a s  c e p a s  p e r t e n e c í a n  a l  g ru p o  de l a s  homo o 

h e t e r o f e r m e n t a t i v a s  seg u im o s  e l  método de GIBSON y  ABD-EL MALEK [ 9 ,  147]. 

E s te  método ha s i d o  u t i l i z a d a  p o r  o t r o s  a u t o r e s  a n t e r i o r m e n t e  [1 3 3 ,  324] y -  

e s  e l  que recom iendan  SHARPE [307] y HARRIGAH y McCAECE [ 1 4 7 ] .  P a r a  l a  

m ay o r ía  de c e p a s  e n s a y a d a s ,  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n  s a t i s f a c t o r i o s ,

ú n ic a m e n te  s e  e n c o n t r a r o n  p ro b le m as  en  8  de l a s  47 c e p a s  e n s a y a d a s .  E s t a s

c e p a s  d i e r o n  un r e s u l t a d o  n e g a t i v o  cuando s e  e n s a y a r a n  en  e s t e  medio, a l  no 

p o d e r  s e r  c l a s i f i c a d a s  en  n in g u n a  e s p e c i e  h o m o fe rm e n ta t iv a  r e p e t im o s  l a  

p ru eb a  de h o m o h e te r o f e r m e n ta t i v id a d  en e l  mismo medio y e s t a  vez

a p a r e c i e r o n  p eq u eñ as  b u r b u j a s  de g a s  t r a s  un l a r g o  p e r i o d o  de i n c u b a c ió n  

(20 d i a s ) .  Se r e p i t i ó  l a  p ru e b a  p o r  t e r c e r a  vez  o b te n i é n d o s e  r e s u l t a d o s  

n e g a t i v o s  nuevam ente . Ante t a l  s i t u a c i ó n ,  d e c id im o s  c a m b ia r  e l  método de 

d e te r m in a c ió n  d e l  c a r á c t e r  homo o h e t e r o f e r m e n t a t i v a ,  a l  c o n s i d e r a r  que 

p o s ib le m e n te  no e r a  un s i s t e m a  a decuada  p a r a  e v i d e n c i a r  l a  p r o d u c c ió n  de 

C0 .2  p o r  p a r t e  de e s t a s  c e p a s .  El nuevo método c o n s i s t i ó  e n  l a  s ie m b ra  de 

l o s  m ic ro o rg a n ism o s  en  medio MRSF a l  que añad im os  un 0.5% de g l u c o s a ,  t a l  y 

como e s t a b l e c í a  e l  p r o t o c o l o  de u t i l i z a c i ó n .  La p r o d u c c ió n  de g a s  s e  

o b se rv ó  p o r  l a  p r e s e n c i a  d e l  mismo en l a  campana DURHAM. P a ra  com probar l a  

v a l i d e z  d e l  método s e  s e m b ra ro n  además 3 c e p a s  de c o l e c c ió n :  L. oenos

ML-34, L. b r e v i s  CECT216 (ambas h e t e r o f e r m e n t a t i v a s ) , y L. p la n ta ru m  

CECT220 (h o m o fe rm e n ta t iv a ) .  Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  a l  cabo  de 14 d í a s  de 

in c u b a c ió n  no f u e r o n  s a t i s f a c t o r i o s  ya que s ó l o  d o s  de l a s  c e p a s  e n s a y a d a s ,

31 y C45, m o s trab a n  una pequeña  b u r b u ja  en  uno de l o s  d o s  t u b o s  sem brados.
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El tam año de l a  b u r b u ja  p r o d u c id a  p o r  e s t a s  d o s  c e p a s  e r a  s i m i l a r  a  l a

fo rm ada  p o r  L. oen os  ML-34, p e ro  mucho más pequeña  que l a  l i b e r a d a  p o r  L. 

b r e v i s .  E s to  nos  da i d e a  de que e s a s  c e p a s  t i e n e n  un c a r á c t e r  f e r m e n t a t i v o  

d é b i l .  De c u a l q u i e r  form a l a  am bigüedad  d e l  r e s u l t a d o  ( s ó l o  a p a r e c í a

b u r b u ja  en  una de l a s  dos  r e p e t i c i o n e s )  no r e s o l v i ó  l a  duda s o b r e  s u

c a r á c t e r  homo o h e t e r o f e r m e n t a t i v o .  E l hecho  de que s e  o b t u v ie s e n

r e s u l t a d o s  v a r i a b l e s  en  e l  medio HFM, em pleado  en e l  método de GlBSOF y  

ABD-EL MALEK t 147], puede e s t a r  en  r e l a c i ó n  con  e l  volumen de in ó c u lo  

u t i l i z a d o  o con s u  e s t a d o  f i s i o l ó g i c o .  En e s t e  s e n t i d o  SHARPE C3703 s e ñ a l a  

que l a  s ie m b ra  d e l  medio HFM debe r e a l i z a r s e  con  un f u e r t e  i n ó c u lo  e x t r a í d o

de un c u l t i v o  jo v e n  que s e  e n c u e n t r e  c r e c i e n d o  v ig o ro s a m e n te .  Las d é b i l e s

r e s p u e s t a s  p o s i t i v a s  que s e  o b t u v ie r o n  con  e l  medio MRSF pueden  d e b e r s e  a  

l a  b a j a  c o n c e n t r a c i ó n  de g lu c o s a  que en  e s t e  medio s e  em plea , ya que l a  

m ay o r ía  de m étodos u t i l i z a n  c o n c e n t r a c i o n e s  de g lu c o s a  que o s c i l a n  e n t r e  2  

y 3 g /1  [211 , 2963, s i e n d o  d e l  5% en e l  de GIBSOR y ABD-EL MALEK [1473 .

La n a t u r a l e z a  d e l  isóm ero  d e l  á c id o  l á c t i c o  p ro d u c id o  a  p a r t i r  de l a

g l u c o s a  e s  una p ru eb a  de i n t e r é s  tax onóm ico  u t i l i z a d a  ya d esd e  ORLA-JERSER

(1919) p a r a  l a  c l a s i f i c a c i ó n  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  El t i p o  de isóm ero

form ado e s  común en t o d a s  l a s  c e p a s  de una  misma e s p e c i e ,  e i n c l u s o  en  
#

t o d a s  l a s  e s p e c i e s  d e n t r o  de un mismo g é n e ro  como e s  e l  c a s o  de L eu con os toc  

i 1593.

Los l a c t o b a c i l o s  e s t r i c t a m e n t e  h o m o fe rm e n ta t iv o s  p ro d u c e n  e l  i sóm ero  

L(+) o m ezc la s  de D (- )  y L (+ );  Los l a c t o b a c i l o s  f a c u l t a t i v a m e n t e

h o m o fe rm e n ta t iv o s  p ro d u ce n  D (-)  l a c t a t o  y m e z c la s  de D (-)  y L ( + ) - l a c t a t o ;

Los l a c t o b a c i l o s  h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  p ro d u c e n  m ezc la  de D (- )  y L ( + ) - l a c t a t o  

[2023 . D e n tro  de l a  f a m i l i a  S t r e p to c o c c a c e a e  l o s  dos  g é n e r o s  que s e  h a l l a n  

p r e s e n t e s  en v in o s ,  P e d io c o c c u s  y L e u c o n o s to c , p o se e n  c o m p o r ta m ie n to s  

d i f e r e n t e s :  P e d io co c c u s  p roduce  D L - l a c t a t o ,  m ie n t r a s  que L eu co n o s to c

p ro d u ce  so la m e n te  D (-)  l a c t a t o .  E s ta  p ru e b a  r e s u l t a  de i n t e r é s  p a r a



211

d i f e r e n c i a r  l o s  c o c o s  h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  de . l o s  b a c i l o s

h e t e r o f e r m e n t a t i v a s ,  ya  que a  v e c e s  l a  o b s e r v a c ió n  m ic r o s c ó p ic a  no r e s u e l v e  

s u f i c i e n t e m e n t e  l a  m o r f o lo g ía  c o c á c e a  o b a c i l a r  de l a s  c e p a s .  La g r a n  

m ay o r ía  de l o s  a u t o r e s  que han hecho i d e n t i f i c a c i ó n  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

i n c l u y e n  e s t a  p ru e b a  en  s u  m e to d o lo g ía  [1 9 ,  27, 79, 99, 133, 155, 211 , 2533 

dada  l a  im p o r ta n c ia  s i s t e m á t i c a  que p r e s e n t a  [4 7 ,  307, 3163, a  p e s a r  de que 

PEYEAUD e t  a l .  [983 d i s c r e p a n  de e s t a  o p in ió n .  El método que segu im os en 

e s t e  e s t u d i o  p a ra  l a  d e te r m in a c ió n  d e l  i só m e ro  d e l  á c id o  l á c t i c o  p ro d u c id o  

a p a r t i r  de l a  g lu c o s a  s e  d e t a l l a  en  e l  A p a r ta d o  2 . 1 3 . 2 . 1  de e s t e  C a p í tu l o .  

E s t e  método ha s i d o  d e s c r i t o  p o r  s u s  a u t o r e s  como r á p i d a ,  p r e c i s o  y 

s e n s i b l e  ya que e s  ca p az  de d e t e c t a r  de 1  a  1 0  pg /m l de á c id o  l á c t i c o  t o t a l

[25 2 3 .  Muchos a u t o r e s  lo  han u t i l i z a d o  en  s u s  e s t u d i o s  79, 155, 2533

comprobando l a  v a l i d e z  d e l  mismo. E s ta  p ru e b a  nos  s i r v i ó  p a r a  c o n f i r m a r  l a  

a d s c r i p c i ó n  de l a s  c e p a s  a  e s p e c i e s  d e te r m in a d a s ,  como o c u r r i ó  con l a s  

c e p a s  p e r t e n e c i e n t e s  a L. p la n ta ru m , L. b r e v i s , L. h i l g a r d i i , L.

f r u c t i v o r a n s ,  L . o e n c s  y L. p a r a m e s e n te r o id e s .  Así l o s  l a c t o b a c i l o s  homo y

h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  p r o d u c ía n  m ez c la s  de DC-) y L ( t ) - l a c t a t o ,  m ie n t r a s  que 

l a s  c e p a s  p e r t e n e c i e n t e s  a l  g é n e ro  L eu co n o s to c  fo rm aban  so la m e n te  

D ( - > - l a c t a t o .  E s to s  r e s u l t a d o s  c o n c u e rd a n  con  l o s  h a l l a d o s  p o r  l a  m ayoría  

de a u t o r e s  c o n s u l t a d o s ,  e x c e p to  con l o s  de PEYEAUD e t  a l .  [2473 y 'BAERE 

[193 , q u i e n e s  e n c o n t r a r o n  c e p a s  de l a c t o b a c i l o s  h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  que 

p r o d u c ía n  s o la m e n te  D < - > - l á c t i c o  a p a r t i r  de l a  g l u c o s a .  Por o t r o  la d o  

PEYEAUD e t  a l .  [2473 tam b ié n  e n c u e n t r a n  * que a lg u n o s  c o c o s  

h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  (.Leuconostoc  sp .  ) pueden  s i n t e t i z a r  d e l  2 a l  5% de 

á c id o  L < + ) - l á c t i c o .  E s t e  h a l l a z g o  no ha s i d o  c o n f i rm a d o  p o r  n ig ú n  o t r o  

a u t o r .  En e s t e  s e n t i d o ,  GAEVIE [1323 s e ñ a l a  que no e s  p r o b a b le  que e x i s t a n  

c e p a s  d e l  g é n e ro  L eu con os toc  que p ro d u z c a n  ta m b ié n  L ( + ) - l a c t a t o ,  y duda que 

s i  l o  p ro d u ce n  p e r t e n e z c a n  a e s e  g é n e ro .  E s ta  a u t o r a  a f i r m a  que t o d a s  l a s  

e s p e c i e s  de L eu co n o s to c  fo rm an s ó l o  D ( - ) - l a c t a t o ,  ya  que no p o seen  L (+ ) -
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l á c t i c o - d e s h i d r o g e n a s a  [B1723.

De l a s  50 c e p a s  e n s a y a d a s  p a r a  e s t e  c a r á c t e r  (47 so n  a i s l a d a s  de v in o s  

p o r  n o s o t r o s  y t r e s  so n  de c o l e c c i ó n ) ,  37 r e s u l t a r o n  fo rm a d o ra s  de 

D - l a c t a t o ,  p e ro  s ó l o  6  de e l l a s  p r o d u je r o n  un 50% de c a d a  uno de l o s

e s t e r e o i s ó m e r o s .  La p r o d u c c ió n  de c a n t i d a d e s  s e m e ja n t e s  de ambos i só m e ro s  

e s  b a s t a n t e  i n f r e c u e n t e ,  norm alm ente  hay  mayor c a n t i d a d  de uno de e l l o s  

[2473 . Una de l a s  c a u s a s  de e s t a  d e s i g u a l d a d  puede s e r  l a  que a p u n ta  GARVIE 

[1353 , q u ie n  s e ñ a l a  que l a  p r o p o r c i ó n  de ambos isó m e ro s  puede v a r i a r  a  lo  

l a r g o  d e l  c r e c im i e n t o  de c e p a s  en  c u l t i v o s  s i n  c o n t r o l  de pH. A si,  

P e d io c o c c u s  c e r e v i s i a e  y l o s  l a c t o b a c i l o s  h o m o fe rm e n ta t iv o s  ( e x c e p to  L. 

plan+arum)  p ro d u ce n  una  e le v a d a  p r o p o r c ió n  de L ( + ) - l a c t a t o  a l  p r i n c i p i o  d e l  

c r e c im i e n t o  y form an D ( - > - l a c t a t o  cuando e l  pH ha b a ja d o  a c a u sa  d e l

m e tabo lism o  c e l u l a r .  O t r a  e x p l i c a c i ó n  r e s p e c t o  a l a  d e s ig u a l d a d  en l a  

p r o p o r c ió n  de l o s  do s  e s t e r e o i s ó m e r o s  e s  que una  l á c t i c o - d e s h i d r o g e n a s  se

h a l l a  en  e x c e so  r e s p e c t o  a  l a  o t r a ,  como o c u r r e  con L. v i r i d e s c e n s  [1353.

De e n t r e  l a s  8  c e p a s  no c l a s i f i c a d a s  (T ab la  2 8 ) ,  una de e l l a s  ( l a  c e p a  31) 

p roduce  L (+ ) - l a c t a t o ;  e s t o  p o d r í a  h a c e r n o s  a  p e n s a r  que s e  t r a t a  de L. 

c a s e i  ( p r o d u c to r a  de muy b a j a s  c a n t i d a d e s  de D ( - ) - l a c t a t o )  o de L. 

k a v a r ic u s  (co sa  b a s t a n t e  im p ro b ab le  ya que s u  h á b i t a t  n a t u r a l  e s  l a  c o l  

fe rm e n ta d a  o " s a u e r k r a u t " ) ;  s i n  embargo e l  p a t r ó n  de f e r m e n ta c ió n  de 

a z ú c a r e s  de e s t a  c e p a  no e s ,  en  a b s o lu t o ,  s e m e ja n te  a n in g u n a  de e s t a s  dos  

e s p e c i e s .  Dos de l a s  c e p a s  (B32 y B44) p r o d u c ía n  e l  i sóm ero  D ( - ) - l á c t i c o ,  

p o r  lo  que se  p o d r í a  p e n s a r  que s i  f u e r a n  h e t e r o f e r m e n t a t i v a s  e s t a r í a n  

i n c l u i d a s  en e l  g é n e ro  L eu con os toc  (T a b la  2 8 ) .  El r e s t o  de l a s  c e p a s  no 

i d e n t i f i c a d a s  (C43, C45, B24, B31 y M12) so n  fo rm a d o ra s  de D L - l a c t a to ,

a lg u n a s  de l a s  mismas (C43 y B24) p ro d u ce n  una m ezc la  r a c é m ic a  de ambos 

i só m e ro s  (T ab la  2 8 ) .

La p ro d u c c ió n  de m a n i to l  a  p a r t i r  de l a  f r u c t o s a  e s t á  encam inada  a 

e s c l a r e c e r  e l  c a r á c t e r  h o m o - h e t e r o f e r m e n ta t i v a  de una c e p a ,  ya que l a s



C a r b o h i d r a t o  Cepa
31 C43 CAS 624 B31 B32 B U M12

A m i g d a l i n a d d
D - A r a b i n o s a - - - - - - - -
L - A r a b i n o s a - - - - - - - -
C e l o b i o s a - d 4 - - - - -
E s c u l i n a 4 4 4 4 4 4 4 4
F r u c t o s a 4 4 4 4 4 4(g) 4(g) +(g)
G a l a c t o s a 4 - - d - - - -
G l u c o n a t o - - - - - - - -
G l u c o s a + 4 4 4 • 4 4(g) +(g) 4(g)
L a c t o s a - - - - - - - -
M a l t o s a d - - - - - - -
M a n i t o l 4 - - 4 d 4 4(g) -
l l a n o s a 4 4 4 4 4 4(g) 4tg) 4(g)
M e l e c i  t o s a 4 - - - - - - -
H e l i b i o s a - - - - - - - -
R a f i n o s a - - - - - - - -
Ra mnos a - - - - - - - -
R i b o s a 4 - - - - - - -
S a c a r o s a - - - 4 - 4 4(g) 4
S a l i c i n a 4 - 4 4 4 4 4(g) 4
S o r b i t o l 4 - - - - - -
T r e h a l o s a 4 - 4 4 4 4 4(g) 4
X i l o s a 4 - - - - - 4(g) -
H o m o / h e t e r o f * ? 7 7 7 7 7
P r o d .  NH3b 
C r e c i m i e n t o  a :

” ~ - • " 7

10 !  e t a n o l 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 4 4 4 4

4S°C 4 - 4 4 4 4 4
37*C 4 4 4 4 4 4 4 4
2£*C 4 4 4 4 4 .4 4 4

. Í S ' C 4 4 4 4 4 + 4
1 0 ' C 4 4 4 4 4 4 4 4

LTC - - • - - - -
LT6Ed ARC A ARC ARC ARC AC AC AR C( g )

I s ó .  l á c t i c o " L DL DL DL DL D D DL
M o r f o l o g í a B Co Co B Cb Cb B Cb
A g r u p a c i ó n P P P P Pe Pe Pe Pe

T a b l a  2 8 . -  R e s u l t a d o s  de  l a  p r u e b a s  r e a l i z a d a s  p a r a  l a  
i d e n t i f i c a c i ó n  de  l a s  c e p a s  d e  c l a s i f i c a c i ó n  i n c i e r t a .  
" C a r á c t e r  h o s o  o h e t e r o f e r m e n t a t i v o  de  l a s  c e p a s .  P r o d u c c i ó n  
de KHs a p a r t i r  d e  a r g i n i n a .  ‘ C r e c i m i e n t o  e n  m e d i o  LT.  d 
C r e c i m i e n t o  e n  medio LTGE. ' I s ó m e r o  d e l  á c i d o  l á c t i c o  p r o d u c i d o  
a p a r t i r  de  l a  g l u c o s a .  "+* r e s u l t a d o  p o s i t i v o .  r e s u l t a d o  
n e g a t i v o ,  "d" r e a c c i ó n  d é b i l .  " ? *  r e s u l t a d o  d u d o s o ,  " g "  
p r o d u c c i ó n  de g a s .  *A" a c i d i f i c a c i ó n .  " C  c o a g u l a c i ó n .  "R" 
r e d u c c i ó n .  *L" i s ó m e r o  L ( + )  p r o d u c i d o .  "D* i s ó m e r o  D ( - )  
p r o d u c i d o .  "DI "  ambos i s ó m e r o s  LC+) y D ( - )  s i n t e t i z a d o s .  "B*
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b a c t e r i a s  h e t e r o f e r m e n t a t i v a s  p ro d u c e n  m a n i to l  a  p a r t i r  de l a  f r u c t o s a ,  

m ie n t r a s  que l a s  h o m o fe rm e n ta t iv a s  no l o  h a c e n  [2823. E s t a  p ru e b a  ha s i d o  

c o n s id e r a d a  de mucha u t i l i d a d  p a r a  l a  s e p a r a c i ó n  de e s t o s  dos  t i p o s  de 

b a c t e r i a s  [4 7 ,  88, 282, 3163, s o b r e  to d o  cuando l a  p ru e b a  de homo-

h e t e r o f e r m e n t a t i v i d a d  no ha o f r e c i d o  r e s u l t a d o s  c l a r o s  C1663. Muchos 

a u t o r e s  que han a i s l a d o  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  d e l  v in o  i n c lu y e n  e s t a  p ru e b a  en 

s u  m e to d o lo g ía  de i d e n t i f i c a c i ó n  [1 9 ,  27 , 79, 120, 166, 253, 2823. En lo  

que muchos i n v e s t i g a d o r e s  d i f i e r e n  e s  en  e l  método a s e g u i r  p a r a  l a  

o b s e r v a c ió n  de l a  p ro d u c c ió n  de m a n i to l  a  p a r t i r  de f r u c t o s a .  El método 

t r a d i c i o n a l  c o n s i s t e  en  l a  v i s u a l i z a c i ó n  de r o s e t a s  de c r i s t a l e s  de m a n i to l  

fo rm a d as  cuando e l  medio de c u l t i v o  s e  e v a p o ra  [2 7 ,  120, 166, 253, 2823. El 

p r o c e d im ie n to  s e g u id o  p o r  n o s o t r o s  en  e l  p r e s e n t e  t r a b a j o  f u e  p r o p u e s to  p o r  

CHALFAN e t  a l .  [803 , y s e  b a sa  en  l a  d e t e c c i ó n  d e l  m a n i to l  p o r  

c r o m a t o g r a f í a  en  cap a  f i n a .  N o s o t ro s  r e a l i z a m o s  e s t a  p ru e b a  a  f i n  de 

d i l u c i d a r  en  qué g rupo  debíam os i n c l u i r  a q u e l l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  que no 

h a b ía n  dado r e s u l t a d o s  c l a r o s  en  l a  p ru e b a  de h o m o - h e t e r o f e r m e n t a t i v id a d ,  y 

que además tam poco p o d ía n  c l a s i f i c a r s e  con n in g u n a  de l a s  o t r a s  p r u e b a s  

r e a l i z a d a s .  En e s t e  e n say o  se  i n c l u y e r o n  ta m b ié n  l a s  c e p a s  de c o l e c c i ó n  

L eu co n o s to c  oenos  ML-34, L a c t o b a c i l l u s  b r e v i s  CECT216 y L. p la n ta ru m  

CECT220. El r e v e l a d o r  de pe rm angana to  p o t á s i c o  (v e r  A p a r ta d o  2 . 1 3 . 2 . 2 )  no 

d io  bu en o s  r e s u l t a d o s ,  ya que l a s  s u p u e s t a s  manchas de m a n i to l ,  en  t e o r í a  

l a s  t ín i c a s  manchas que d e b ía n  a p a r e c e r  en  l a  c r o m a to g r a f í a ,  quedaban  

e n m a sc a ra d a s  p o r  com puestos  r e s i d u a l e s  d e l  medio, y e r a  im p o s ib le  

d i s t i n g u i r  l a  p r o d u c c ió n  de e s t e  com puesto . Se comprobó que l a  h i d r ó l i s i s  

de l a  f r u c t o s a  m ed ia n te  HC1 s í  que t e n í a  l u g a r ,  p o r  lo  que s e  d e s c a r t ó  que 

f u e r a  é s t a  l a  que f a l s e a b a  l o s  r e s u l t a d o s .  La u t i l i z a c i ó n  de l a  s o l u c i ó n  

r e v e l a d o r a  de n i t r a t o  de p l a t a  tam poco m ostró  r e s u l t a d o s  c o n c lu y e n te s ,  ya 

que s ó l o  a p a r e c í a n  manchas en  l a s  c a r r e r a s  de l a s  m u e s t r a s  t r a t a d a s  con 

HC1, p e ro  no en  l a s  que s e  p u s i e r o n  s o l u c i o n e s  c o n t r o l e s  de f r u c t o s a  y
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m a n i to l  s i n  HC1. En resum en , l a  u t i l i z a c i ó n  de d o s  r e v e l a d o r e s  d i s t i n t o s  a l  

p r o p u e s t o  p o r  CHALFAN e t  a l .  [803 no p r o p o rc io n ó  r e s u l t a d o s  s a t i s f a c t o r i o s  

en  l a  d e t e c c i ó n  de c e p a s  p r o d u c t o r a s  de m a n i to l  a  p a r t i r  de l a  f r u c t o s a .  

Queda p e n d ie n t e  p a r a  p o s t e r i o r e s  e x p e r i e n c i a s  l a  búsqueda  de un r e v e l a d o r  

s u s t i t u t i v o  d e l  de CHALFAN e t  a l .  [803 que s e a  adecuado  p a r a  e s t e  f i n .

La d e te r m in a c ió n  de s i  n u e s t r a s  c e p a s  e r a n  c a p a c e s  de p r o d u c i r  m a n i to l  

a  p a r t i r  de l a  f r u c t o s a ,  además de i n t e r é s  tax o n ó m ico  t e n í a  un i n t e r é s  

p r á c t i c o ,  ya que e s t e  fenómeno da l u g a r  a  una a l t e r a c i ó n  d e l  v in o  

denom inada l a  " v u e l t a  m a n í t i c a "  C3, 270, 2773. La f o rm a c ió n  de m a n i to l

c o n f i e r e  un s a b o r  amargo a l  v in o .  E s te  fenómeno s e  conoce  d e sd e  h a c e  mucho 

t ie m p o , c o n s id e r á n d o s e  que e r a  una  b a c t e r i a  c o n c r e t a  l a  que p r o d u c ía  

m a n i to l .  E s ta  b a c t e r i a  s e  d e s c r i b í a  como un b a c i l o  c o r t o  d i s t i n t o  d e l  r e s t o  

de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  d e l  v in o ,  y daba  l u g a r  a  l a  " v u e l t a "  ( " t o u r n é e " )  o a 

l a  " v u e l t a  con g a s"  ( " p o u s s e " ) .  Se l e  denominó " f e r m e n to  maní t i c o "  

( " fe rm e n t  m a n i t i q u e " )  [3 3 .  Hoy en  d í a  s e  s a b e  que un g r a n  número de 

e s p e c i e s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  so n  h e t e r o f e r m e n t a t i v a s  y p o r  t a n t o  p ro d u ce n  

m a n i to l  a p a r t i r  de f r u c t o s a .  P a r a  a lg u n o s  a u t o r e s  e l  hecho  de que l a s

b a c t e r i a s  h e t e r o f e r m e n t a t i v a s  s e a n  c a p a c e s  de r e a l i z a r  e s t e  fenómeno l a s  

hace  p a r t i c u l a r m e n t e  i n d e s e a b l e s  f r e n t e  a  l a s  h o m o fe rm e n ta t iv a s  C2773. En 

e s t e  s e n t i d o  DELFINI [993 p ropone  como b a c t e r i a  m a l o l á c t i c a  i d e a l ,  a q u e l l a  

que e n t r e  o t r o s  c a r a c t e r e s ,  f e r m e n te  h o m o lá c t ic a m e n te  l a  f r u c t o s a .

O t r a  de l a s  p r u e b a s  que r e a l i z a m o s  en  l a  c l a s i f i c a c i ó n  de l a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  a i s l a d a s  de v i n o s  fu e  l a  p r o d u c c ió n  de am oniaco  a  p a r t i r  

de l a  a r g i n i n a .  E s t a  p r u e b a  e s  de u t i l i d a d  p a r a  d i f e r e n c i a r  l o s

l a c t o b a c i l o s  h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  (nD p r o d u c t o r e s  de am oniaco) de l o s

L eu con os toc  ( p r o d u c to r e s  de am oniaco) cuando  s u s  m o r f o lo g í a s  s o n  t a n

s i m i l a r e s  que e s  d i f í c i l  d i s t i n g u i r  s i  s e  t r a t a  de un coco  o un b a c i l o  [9 3 ,  

282, 3073. E s ta  d i f i c u l t a d  ya ha s i d o  com en tada  p o r  MARET y S02ZI [2133 a l

s e ñ a l a r  que L eu con os toc  oen os  m u e s t ra  una m o r f o lo g ía  c o c á c e a  en  medio



215

s i n t é t i c o ,  m ie n t r a s  que en  v in o  s e  p r e s e n t a  como c o c o s  y b a c i l o s .

Aunque e s t a  p r u e b a  s i r v e  como c o n f i r m a c ió n  d e l  c a r á c t e r  homo o 

h e t e r o f e r m e n t a t i v o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  y de hecho l a  u t i l i z a n  muchos 

a u t o r e s  con  e s t e  f i n  C27, 79, 99, 132, 133, 211, 246, 253, 292, 3073, no 

p r e s e n t a  un v a l o r  tax o n ó m ic o  a b s o l u t o  [2823 , ya que t a n t o  l o s  

h o m o fe rm en tad o res  L a c t o b a c i l l u s  d e l b r u e c k i i  y  L a c t o b a c l l l u s  l e i c h n a n n l i  

p ro d u cen  am oniaco  a  p a r t i r  de l a  a r g i n i n a  [4 7 3 . C o r ro b o ra n d o  e s t a  i d e a ,  

PEYHAUD y DOMERCQ [2473 en un e s t u d i o  r e a l i z a d o  con  400 c o c o s  

h e t e r o l á c t i c o s  a i s l a d o s  d e l  v in o ,  d e m u e s t ra n  que un 15% de l o s  c o c o s  

h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  dan  una  r e s p u e s t a  n e g a t i v a  en  e s t a  p ru e b a .  En o t r o  

e s t u d i o  CHALFAH e t  a l .  [793 e n c o n t r a r o n  un b a c i l o  h o m o fe rm e n ta t iv o  que 

p r o d u c ía  am oniaco a p a r t i r  de a r g i n i n a .  En r e l a c i ó n  con  e s t o s  r e s u l t a d o s  

SHARPE e t  a l .  [3093 s e ñ a l a n  que e l  e n say o  de l a  d e s a m in a c ió n  de l a  a r g i n i n a  

s i r v e  como p ru e b a  c o n f i r m a t o r i a  p a r a  d i s t i n g u i r  e n t r e  b a c i l o s  homo y 

h e t e r o f e r m e n t a t i v o s .  La c o n c e n t r a c i ó n  de g lu c o s a  en  e l  medio de r e a l i z a c i ó n  

de e s t a  p ru e b a  e s  i m p o r ta n t e .  Según SHARPE e t  a l .  [3093 con  una e le v a d a  

c a n t i d a d  de l a  misma ( a l r e d e d o r  d e l  2 %> s ó l o  l a s  c e p a s  h e t e r o f e r m e n t a t i v a s  

p ro d u ce n  am oniaco , m i e n t r a s  que s i  s e  u t i l i z a n  c o n c e n t r a c i o n e s  m enores , 

a lg u n a s  c e p a s  de L a c t o b a c i l l u s  p la n ta ru m  t a m b ié n  pueden  p r o d u c i r  am oniaco . 

Los m edios  u t i l i z a d o s  p a r a  l a  r e a l i z a c i ó n  de e s t a  p ru e b a  g e n e ra lm e n te  

c o n t i e n e n  un 2% de g l u c o s a .  CHALFAN e t  a l .  [793 ta m b ié n  u s a r o n  e s t a  

c o n c e n t r a c i ó n  en s u  t r a b a j o  de c a r a c t e r i z a c i ó n  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

a i s l a d a s  de v in o s  i s r a e l í e s ,  p o r  e l l o  e l  hecho  de que o b t u v ie s e n  b a c i l o s  

h o m o fe rm e n ta t iv o s  c a p a c e s  de p r o d u c i r  am oniaco  a  p a r t i r  de l a  a r g i n i n a  n o s  

hace p e n s a r  que e x i s t e n  c e p a s  h o m o fe rm e n ta d o ra s  c a p a c e s  de d a r  e s t a  

r e a c c i ó n  por encim a d e l  um bral de c o n c e n t r a c i ó n  de g lu c o s a  que e s t a b l e c e n  

SHARPE e t  a l .  [3093 . A l a  v i s t a  de e s t o s  r e s u l t a d o s  IHGRAK [1523 p ropone  l a  

e x i s t e n c i a  de un r a n g o  de- p r o d u c c ió n  de am oniaco  a p a r t i r  de l a  a r g i n i n a  y 

que p a r a  que l a  p ru e b a  r e s u l t e  c o n f i r m a t o r i a ,  s e  debe e s c o g e r  de an tem ano
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una c o n c e n t r a c i ó n  de g lu c o s a  en  e l  medio que s e p a r e  c l a r a m e n te  l a s  c e p a s  

homo de l a s  h e t e r o f e r m e n t a t i v a s .

E o s o t r o s  l le v a m o s  a  cabo  e s t e  e n sa y o  s ig u i e n d o  e l  método p r o p u e s t o  p o r  

HARRIGAE y McCAECE C1473 ( v e r  A p a r ta d o  2 . 1 3 . 2 . 3 )  o b t e n i é n d o s e  buenos  

r e s u l t a d o s  en  t o d a s  l a s  c e p a s  a i s l a d a s .  Las 8  c e p a s  que no s e  p u d ie r o n  

i n c l u i r  en  n in g u n a  e s p e c i e  no p r o d u c ía n  am oniaco  a p a r t i r  de a r g i n i n a  

(T a b la  2 8 ) .

El c r e c i m i e n t o  a d i v e r s a s  t e m p e r a t u r a s  e s  una de l a s  p r u e b a s  más 

im p o r ta n t e s  s e g ú n  v a r i o s  a u t o r e s  p a r a  d e t e r m i n a r  l a  i n c l u s i ó n  de c e p a s  en  

g r a n d e s  g ru p o s .  Ya ORLA-JEESEE en 1919 s e ñ a ló  l a  i m p o r t a n c i a  de l a  

t e m p e r a t u r a  a  n i v e l  taxonóm ico  [2023 . El " B e rg e y ’ s  Manual o f  D e te r m in a t iv e  

B a c t e r i o l o g y ” [473 i n c l u y e  e l  c r e c i m i e n t o  a  15 y 45°C a f i n  de s e p a r a r  

d i s t i n t o s  g r u p a s  d e n t r o  de l a  f a m i l i a  L a c t o b a c i l l a c e a e .  RIBÉREAU-GAYOE e t  

a l .  [2823 y HARRIGAE y McCAECE [1473 , t a m b ié n  c o n s i d e r a n  e s t a s  dos  

t e m p e r a t u r a s  p a r a  l a  c l a s i f i c a c i ó n  de l a c t o b a c i l o s .  P o r  o t r o  l a d o ,  SHARPE 

[3073 i n c lu y e  en  s u s  c l a v e s  de i d e n t i f i c a c i ó n  p a r a  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  e l  

c r e c im i e n t o  a 37°C p a r a  l o s  g é n e r o s  P e d lo c o c c u s  y L e u c o n o s to c  y 15 y 25°C 

p a ra  e l  g é n e ro  L a c t o b a c i l l u s .  E l ” B e r g e y 's  Manual o f  S y s t e m a t i c  

B a c t e r i o l o g y ” [3163 no da t a n t a  i m p o r ta n c ia  a  l a s  t e m p e r a t u r a s ,  y s ó l o  l a s

in c lu y e  como una c a r a c t e r í s t i c a  más e n t r e  e l  r e s t o  que d e f i n e  una  e s p e c i e .

En e l  p r e s e n t e  t r a b a j o  s e  e s t u d i ó  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  c e p a s  a  15 y 

45°C, s ig u i e n d o  l o s  c r i t e r i o s  d e l  " B e r g e y 's  Manual o f  D e te r m in a t iv e  

B a c t e r i o l o g y ” [473 , p e ro  además s e  in c lu y ó  l a  d e te r m in a c ió n  d e l  c r e c i m i e n t o  

a 10°, 25° y 37°C [7 9 ,  3073. O t r o s  a u t o r e s  em plean  en  s u s  c l a s i f i c a c i o n e s

o t r a s  t e m p e r a t u r a s ,  aunque t o d a s  e l l a s  s e  h a l l a n  en e l  ra n g o  com prend ido  

e n t r e  10° y 48°C. Así BARRE [193 u t i l i z ó  2 5 ° ,  30° y 35°C, ROSSI e t  a l .  

[2923 empleó 15°, 45° y 48°C en  s u s  e x p e r i e n c i a s ,  MARET y SOZZI o b s e rv a r o n  

e l  c r e c im i e n t o  de P e d io c o c c u s  y L a c t o b a c i l l u s  a 10°, 30° y 45°C [2 1 1 , 2123

y GARVIE [1333 p ru e b a  3 7 .5 °  y 10°C.
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En n u e s t r o s  e s t u d i o s  n in g u n a  de l a s  c e p a s  h e t e r o f e r m e n t a t i v a s  fu e  

ca p az  de c r e c e r  a  45°C. E s to  c o n c u e rd a  con lo  o b te n id o  p o r  l o s  a u t o r e s  

c o n s u l t a d o s  [47 , 79, 160, 307, 3163. En e s t o s  t r a b a j o s  no s e  d e s c r i b e  

n inguna  b a c t e r i a  h e t e r o f e r m e n t a t i v a  c a p az  de c r e c e r  a  4 5 °C e x c e p to  L. 

fermentum l 47] y L. r e u t e r í  [ 1603 y L. c e l l o b i o s u s  [473 , l a  c u a l  posee  

c r e c im i e n t o  v a r i a b l e  a  e s t a  t e m p e r a t u r a .  Las ú n i c a s  c e p a s  que c r e c i e r o n  a 

45°C f u e r o n  l a s  de L. p la n ta r u m  y lo  h i c i e r o n  a  una v e lo c i d a d  mayor que en  

e l  r e s t o  de t e m p e r a t u r a s  a  l a s  que f u e r o n  e n s a y a d a s .  E s te  r e s u l t a d o  

c o in c i d e  con l a s  a f i r m a c i o n e s  de v a r i o s  a u t o r e s  que s e ñ a l a n  un c r e c im i e n t o  

v a r i a b l e  de L. p la n ta r u m  a. 45°C [4 7 ,  147, 307, 3163. En e l  s e n t i d o  o p u e s to  

RIBÉREAU-GAYOR e t  a l .  [2823 s e ñ a l a n  que n in g u n a  b a c t e r i a  a i s l a d a  de v in o s  

se  d e s a r r o l l a  a  45°C y que a 40°C s ó l o  a lg u n o s  b a c i l o s  h o m o lá c t i c o s  s e  

m u l t i p l i c a n  d é b i lm e n te  d u r a n t e  l a s  p r im e r a s  24 h o r a s .  BARRE [193 o b s e rv a  

que l a s  t e m p e r a t u r a s  ó p t im a s  jam ás  f u e r o n  s u p e r i o r e s  a  35 °C. Todas l a s  

c e p a s  a i s l a d a s  de l a s  f e r m e n t a c i o n e s  i n v e s t i g a d a s  p o r  n o s o t r o s ,  son  c a p a c e s  

de c r e c e r  a  10°C aunque más l e n ta m e n te  que a t e m p e r a t u r a s  s u p e r i o r e s .  S in  

embargo o t r o s  a u t o r e s  como CHALFAJT e t  a l .  [793 e n c u e n t r a n  en  s u s  v i n o s  unas  

e s p e c i e s  que c r e c e n  y o t r a s  que no, y HARET y SOZZI [2 1 1 ,  2123 h a l l a n  que 

e l  c r e c im i e n t o  a 10°C no e s  d e p e n d ie n te  de l a  e s p e c i e  s i n o  de l a  c e p a .  El 

c r e c im i e n t o  de n u e s t r a s  c e p a s  a l  r e s t o  de t e m p e r a t u r a s  e n s a y a d a s  e s  

p o s i t i v o  y c o in c i d e  con l o  o b se rv a d o  p o r  a u t o r e s  que han a i s l a d o  l a s  mismas 

e s p e c i e s  que n o s o t r o s  [4 7 ,  79, 160, 211, 212, 282, 307, 3163.

El c r e c im i e n t o  a d i s t i n t o s  pH nos  in fo rm a  a c e r c a  d e l  n i v e l  de 

a c i d o f i l i a  que s o p o r t a n  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  GARVIE [1333 s e p a r é  a  

L eu con os toc  oen os  de o t r a s  e s p e c i e s  d e l  g é n e ro  L eu co n o s to c  po r  su  c a p a c id a d  

de c r e c e r  en un medio con  pH i n i c i a l  de 4 .2  o menor. FLOREITZANO y BALLORT 

[1173 tam b ié n  s e ñ a l a n  e s t a  c a r a c t e r í s t i c a  como p r o p ia  de L eu con os toc  oenos. 

E s ta  p ru e b a  p r e s e n t a  un v a l o r  taxonóm ico  im p o r ta n te  s e g ú n  e l  " B e r g e y 's  

Manual of D e te rm in a t iv e  B a c t e r i o l o g y ” [473 y SHARPE [3073 . La i n v e s t i g a c i ó n
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d e l  c r e c i m i e n t o  a d i v e r s o s  pHs ha  s i d o  r e a l i z a d a  p o r  l a  mayor p a r t e  de l o s  

a u t o r e s  que i n v e s t i g a n  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  d e l  v in o  [7 9 ,  155, 211, 212,

246, 2533.

Los v a l o r e s  de pH a  l o s  c u a l e s  ensayam os e l  c r e c i m i e n t o  de n u e s t r a s  

c e p a s  so n  l o s  que d e f i n i e r o n  PILOME y KUMKEE C2533. E s t a  p ru e b a  r e s u l t ó  muy 

ú t i l  p a r a  l a  s e p a r a c i ó n  de d o s  c e p a s  de c o c o s  h e t e r o l á c t i c o s ,  Mil y C l l ,  de 

L e u c o n o s to c  oenos.  Su i n c a p a c id a d  de c r e c e r  a  4 .2  l a s  e x c lu y e r o n  de e s t a  

e s p e c i e ,  m i e n t r a s  que e l  r e s t o  de p r u e b a s  f i s i o l ó g i c a s  l a s  d e f i n i ó  como 

L eu co n o s to c  p a r a m e s e n te r o ld e s .  E l r e s t o  de c e p a s  a i s l a d a s  d u r a n t e  l a s  

v i n i f i c a c i o n e s  c r e c e n  a  pH 3 .7 ,  4 .2 ,  4 .8  y 5 .5 ,  o b s e rv á n d o s e  una

d i s m in u c ió n  p r o g r e s i v a  de l a  v e lo c i d a d  de c r e c i m i e n t o  conform e d e s c e n d í a  e l  

pH.

O tra  p ru e b a  que p e r m i te  d i s t i n g u i r  l a s  c e p a s  de L eu co n o s to c  o e n o s  de 

l a s  o t r a s  e s p e c i e s  de e s t e  g é n e ro  e s  l a  c a p a c id a d  de c r e c i m i e n t o  e n  1 0 % de 

e t a n o l .  L eu co n o s to c  oen os  e s  capaz  de c r e c e r  e n  e s t a s  c o n d ic i o n e s  m ie n t r a s  

que o t r a s  e s p e c i e s  no [2 7 ,  47, 133, 155, 253, 307, 3163. S in  embargo e s t a  

p ru e b a  c a r e c e  de i n t e r é s  taxonóm ico  en  e l  c a s o  d e l  g é n e ro  L a c t o b a c i l l u s ; no 

o b s t a n t e ,  n o s o t r o s  r e a l i z a m o s  ta m b ié n  l a  p ru e b a  de c r e c i m i e n t o  en  1 0 % de 

e t a n o l  con l o s  b a c i l o s  a  f i n  de c a r a c t e r i z a r l o s  p a r a  s u  p o s t e r i o r  

u t i l i z a c i ó n  como c e p a s  s e l e c c i o n a d a s ,  y ta m b ié n  p a r a  o b s e r v a r  s i  e x i s t í a  

c o r r e l a c i ó n  e n t r e  l a  t o l e r a n c i a  a l  e t a n o l  y e l  momento de l a  f e r m e n ta c ió n  

en e l  que s e  a i s l a n  l a s  c e p a s .  En e s t e  s e n t i d o  c a s i  t o d a s  l a s  c e p a s  de 

l a c t o b a c i l o s  a i s l a d a s  p o r  MARET y SOZZI [211 , 2123 y t o d a s  l a s  a i s l a d a s  p o r  

CHALFAN e t  a l .  [793 so n  r e s i s t e n t e s  a  un 10% de e t a n o l  e i n c l u s o  a  más, 

aunque h u b ie s e n  s i d o  a i s l a d a s  de m ostos  [2 1 1 ,  2123. En n u e s t r o  c a so ,  t o d a s  

l a s  c e p a s  de L. oenos. de L. c e l l o b i o s u s .  de L. f r u c t i v o r a n s  y  de L. 

p la n ta ru m  e r a n  c a p a c e s  de c r e c e r  con  un 10% de e t a n o l  en  e l  medio. D en tro  

de L. b r e v i s  h a b ía  mucha h e te r o g e n e id a d :  u n a s  c e p a s  m o s t ra b a n  buen

c r e c im i e n t o ,  D t r a s  e r a n  de c r e c im i e n t o  d é b i l ,  y o t r a s  no c r e c í a n  en
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a b s o l u t a .  En c u a n to  a  L. h l l g a r d l i , MARET y SOZZI l a  s e ñ a l a n  como e s p e c i e  

muy r e s i s t e n t e  a  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de e t a n o l  que s e  dan  en e l  v in o .  

N o s o t ro s  a i s l a m o s  un a  cepa  de e s t a  e s p e c i e  en  m ostos  s i n  s u l f i t a r  (cepa  32) 

c a p a z  de c r e c e r  con  e l  1 0 % de e t a n o l  e n  e l  m edio, p e ro  t a m b ié n  a i s l a m o s  

c e p a s  d u r a n t e  l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  y en  v in o s  a c a b a d o s  (c e p a s  91, 

161, B22, G1 y G7) que e r a n  i n c a p a c e s  de c r e c e r  con  e s t a  c o n c e n t r a c i ó n  de 

e t a n o l .  E s t a  a p a r e n t e  i n c o n g r u e n c i a  puede s e r  e x p l i c a d a  s i  c o n s id e ra m o s  que 

l a s  c e p a s  i n c a p a c e s  de c r e c e r  e n  1 0 % de e t a n o l  y que han  s i d o  a i s l a d a s  de 

un medio a l c o h o l i z a d o  s e  e n c u e n t r a n  como p o b la c ió n  r e s i d u a l  no 

p r o l i f e r a n t e ,  p e r o  a c t i v a .  Las c e p a s  menos r e s i s t e n t e s  a l  e t a n o l  s e  i r á n  

i n a c t i v a n d o  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  y s e r á n  r á p id a m e n te  

s u p e r a d a s  p o r  c e p a s  o e s p e c i e s  más r e s i s t e n t e s  a  e s t e  a g e n te .

Una de l a s  p r u e b a s  más g e n e r a l i z a d a s  a  l a  h o ra  de c l a s i f i c a r  c u a l q u i e r  

t i p o  de m ic ro o rg a n ism o  e s  l a  de u t i l i z a c i ó n  de d i v e r s a s  f u e n t e s  de c a rb o n o .  

Las b a c t e r i a s  l á c t i c a s '  p o s e e n  un m e ta b o lism o  f e r m e n t a t i v o  de l o s  

c a r b o h i d r a t o s ,  p ro d u c ie n d o  á c id o  l á c t i c o  a p a r t i r  de l o s  mismos [4 7 ,  1523. 

En e l  v in o  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  u t i l i z a n  l o s  a z ú c a r e s  r e s i d u a l e s  como 

f u e n t e  de e n e r g í a  y de c a rb o n o  [2823 .

El e s t u d i o  de l a  c a p a c id a d  f e r m e n t a t i v a  de c a r b o h i d r a t o s  que t i e n e p  

l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  d e l  v in o  p r e s e n t a  un d o b le  i n t e r é s .  Por un la d o  e s t á  

e l  tax o n ó m ico ,  ya que l a  a d s c r i p c i ó n  de l a s  c e p a s  a  e s p e c i e s  s e  haya 

s u s t e n t a d a  p o r  e s t a  c a p a c id a d ,  y p o r  o t r o  l a d o  p r e s e n t a  un i n t e r é s  p r á c t i c o  

ya que e l  m e ta b o lism o  de c i e r t o s  g l ú c i d o s  p r e s e n t e s  en  e l  v in o  puede 

p r o d u c i r  d e te r m in a d a s  a l t e r a c i o n e s  en  e l  mismo. En r e l a c i ó n  con  e s t a  

c u e s t i ó n  MELAMED [2223 o b se rv ó  d e s c e n s o s  en  l a  c a n t i d a d  de a z ú c a r e s  en 

v in o s  s e c o s  t r a s  e l  c r e c i m i e n t o  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  Los d e s c e n s o s  más 

a c u s a d o s  e r a n  l o s  de g l u c o s a  y a r a b i n o s a .  O t r o s  a u t o r e s  han d e m o s tra d o  que 

t a n t o  r i b o s a  como a r a b i n o s a  son  f e r m e n ta d a s  más v ig o ro s a m e n te  que l a s  

h e x o s a s  p o r  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  [5 3 .  KUNKEE [1663 s e ñ a l a  que a  p e s a r  de
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e s a  p r e f e r e n c i a  en  l a  f e r m e n t a c i ó n  de l a s  p e n to s a s ,  é s t a s  s e  b a i l a n  en  

c a n t i d a d e s  t a n  i n s i g n i f i c a n t e s  en  e l  v in o  que l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  so n  

in c a p a c e s  de a p r o v e c h a r l a s  como f u e n t e  de e n e r g í a ,  y p o r  t a n t o  son  

in c a p a c e s  de c r e c e r  a  p a r t i r  de e l l a s  en  e s t e  m edio. El t i p o  de a z ú c a r  

fe rm e n ta d o  en e l  v in o  t i e n e  mucha im p o r ta n c ia ,  a s í  l a  f e r m e n ta c ió n  de 

p e n to s a s  r i n d e  mayor c a n t i d a d  de á c id o  a c é t i c o  que l a  de h e x o s a s  [ 5 ,  31,

175]. La f e r m e n t a c i ó n  de f r u c t o s a  p o r  p a r t e  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

h e t e r o f e r m e n t a t i v a s  da l u g a r  a  m a n i to l  C3, 5 , 124, 277] cu y o s  e f e c t o s

p e r j u d i c i a l e s  ya han  s i d o  com en tados  a n t e r i o r m e n t e .

D u ra n te  l o s  ú l t i m o s  a ñ o s  s e  han  v e n id o  m u l t i p l i c a n d o  l o s  e s t u d i o s  

s o b re  m etab o lism o  de c a r b o h i d r a t o s  en  e l  v in o  p o r  p a r t e  de l a s  b a c t e r i a s  

l á c t i c a s  [90 , 9 1 ] .  E s to s  t r a b a j o s  t i e n e n  como m eta  e l  a v e r i g u a r  qué f u e n t e s  

de c a rb o n o  s u s t e n t a n  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  y e l  

e s t a b l e c e r  qué e f e c t o s  p ro v o c a  l a  u t i l i z a c i ó n  de d e te r m in a d o s  

c a r b o h i d r a t o s .

Se ha e s t im a d o  l a  c a p a c id a d  de f e r m e n t a r  d i v e r s o s  c a r b o h i d r a t o s  p o r  

p a r t e  de n u e s t r a s  c e p a s .  P a ra  e l l o  s e  ha em pleado un método m i n i a t u r i z a d o  

( l a  t i r a  API 50 CHL [ 1 1 ] )  en  l a  m ay o r ía  de l o s  c a s o s ,  y e l  método 

t r a d i c i o n a l  de GARVIE [133] en  a q u e l l o s  c a s o s  en l o s  que observam os 

r e s p u e s t a s  poco c l a r a s  a l  u t i l i z a r  l a  t i r a ‘API.

E l uso  de l a  t i r a  API 50 CHL p r o p o rc io n ó  r e s u l t a d o s  muy s a t i s f a c t o r i o s  

con  l a s  c e p a s  B l l ,  B12, B13, 22, 24, 25, 27, G14, G15 y G16. E s t a s  c e p a s  

m o s tra b a n  un p e r f i l  c la r a m e n te  c o i n c i d e n t e  con  l a  e s p e c i e  L. p la n ta ru m , 

s egún  l a  d e f i n e n  e l  ” B e r g e y 's  Manual o f  D e te r m in a t iv e  B a c t e r i o l o g y ” [47] y 

e l  " B e rg e y ’ s  Manual o f  S y s t e m a t i c  B a c t e r i o l o g y ” [ 3 1 6 ] .  De l a s  10 c e p a s  de 

L. p lan tarum ,  9 f e rm e n ta b a n  l a  a r a b i n o s a ,  y una (G16) l a  x i l o s a  y r i b o s a  

p e ro  no l a  a r a b i n o s a .  El r e s t o  de c a r b o h i d r a t o s  f e r m e n ta d o s  p o r  e s t a  

e s p e c i e  s e  e s p e c i f i c a  en  l a  T a b la  29. L. p la n ta ru m  p e r t e n e c e  a l  g rupo  

S t r e p t o b a c t e r i a  p r o p u e s t o  p o r  ORLA-JEHSEN. Se t r a t a  de b a c t e r i a s
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hom ofe rm en tado ras  f a c u l t a t i v a s ,  que pueden  d e g r a d a r  e l  á c i d o  l á c t i c o  

(p ro d u c to  f i n a l  de l a  f e r m e n ta c ió n  de c a r b o h i d r a t o s )  a  e t a n o l ,  á c id o  

a c é t i c o  y á c id o  fó rm ic o  e n  c o n d ic i o n e s  a e r o b i a s  C159]. KAJTDLER C160] s e ñ a l a  

que I .  p la n ta ru m  i n c lu y e  v a r i o s  g e n o t i p o s  y  f e n o t i p o s .  A lgunos de e l l o s  s e  

l e s  ha dado d i f e r e n t e s  nom bres como L a c t o b a c i l l u s  p e n t o s u s  o L a c t o b a c i l l u s  

a r a b in o s u s , en  f u n c ió n  d e l  t i p o  de p e n to s a  que e r a  c a p az  de d e g r a d a r ;  s i n  

embargo n inguno  de e s t o s  nombres s e  a c e p t a  como e s p e c i e  d i s t i n t a  en  l a  

n o m e n c la tu ra  a c t u a l  [4 7 ,  160, 31 9 ] .

La t i r a  API50 CHL tam b ié n  fu e  muy e f e c t i v a  p a r a  l a  c l a s i f i c a c i ó n  de 

l a s  c e p a s  32, 39, 91, 93, 161, 162, 163, B22, 61 y 67. Los p a t r o n e s  de 

f e r m e n ta c ió n  de e s t a s  c e p a s  c o i n c i d í a n  con  e l  de L a c t o b a c i l l u s  b i l g a r d i i  

(T ab la  2 9 ) .  E s ta  e s p e c i e  no p r e s e n t a b a  a c t i v i d a d  f r e n t e  a  muchos de l o s  

c a r b o h i d r a t o s  e n s a y a d o s .  E s te  co m p o r tam ie n to  ya f u e  o b s e rv a d o  p o r  SHARPE 

[ 3 0 7 ] .  A lgunas c e p a s  p r e s e n t a b a n  una r e a c c i ó n  r e t a r d a d a  con l a  g lu c o s a .

Las c e p a s  33, 35, 36, 38, T i l  y T12 ta m b ié n  f u e r o n  i d e n t i f i c a d a s  s i n  

d i f i c u l t a d  como L. b r e v i s  u t i l i z a n d o  l a  t i r a  API 50 CHL. E s t a  e s p e c i e  s e  

c a r a c t e r i z a b a  p o r  f e r m e n t a r  t o d a s  l a s  p e n t o s a s  ( x i l o s a ,  a r a b i n o s a  y r i b o s a )  

y p o r  e l l o  c o n s t i t u í a  e l  g rupo  de l a c t o b a c i l o s  h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  que 

FEYHAUD y DOMERCQ [248] denom inaban P -  ( p e n t o s a s  p o s i t i v o ) .  L. b r e v i s  s e  

' d i s t i n g u e  de L. buchneri  (que a p a re c e  en  l o s  mismos h á b i t a t s  que L. b r e v i s )  

en  que L. buchneri  f e r m e n ta  l a  me l e e  i  t o s a  y X. b r e v i s  no í 160, 307 ] .  Dada 

e s t a  í n f im a  d i f e r e n c i a  e n t r e  l a s  dos  e s p e c i e s  p o d r í a  p o n e r s e  en  duda que 

c o n s t i t u y e s e n  e s p e c i e s  s e p a r a d a s ,  s i n  embargo l a  r e a l i z a c i ó n  de p r u e b a s  de 

h i b r i d a c i ó n  DEA-DEA ha m o s trad o  una hom o lo g ía  de s ó l o  e l  25% [1 6 0 ] .  De 

e n t r e  l a s  s e i s  c e p a s  c l a s i f i c a d a s  como X. b r e v i s ,  dos  f e rm e n ta b a n  l a  

r a f i n o s a ;  l a  r e s p u e s t a  a  l a  f e r m e n ta c ió n  de e s t e  a z ú c a r  p o r  X. b r e v i s  e s  

c a l i f i c a d a  po r  e l  " B e rg e y ’ s  Hanual o f  D e te r m in a t iv e  B a c t e r io l o g y "  [47]  como 

d é b i l ,  l e n t a  o n e g a t i v a .  S in  embargo, BARRE [193 e n c o n t r ó  una  cepa  de e s t a  

e s p e c i e  que fe rm e n ta b a  v ig o ro s a m e n te  l a  r a f i n o s a .
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La c e p a  34 m ostró  un p a t r ó n  de f e r m e n ta c ió n  que  s e  a j u s t a b a  

p e r f e c t a m e n t e  a l  de L a c t o b a c i l l u s  c e l l o b i o s u s  [47 ,  307, 3163 (T a b la  2 9 ) .  

Aunque no s e  t r a t a  de una e s p e c i e  muy e x t e n d i d a  en  v in o s ,  c i e r t o s  a u t o r e s  

C9, 72, 903 l a  han  a i s l a d o  en  d i f e r e n t e s  f a s e s  de l a  v i n i f i c a c i ó n  y o t r o s  

l l e g a n  a  d e s c r i b i r l a  como e s p e c i e  t í p i c a  d e l  v in o  [53 .

También l a s  c e p a s  B49 y M43 p u d ie r o n  s e r  c o n v e n ie n te m e n te  

i d e n t i f i c a d a s  como L. f r u c t i v o r a n s  m e d ia n te  e l  s i s t e m a  API 50 CHL. E s ta  

e s p e c i e  s e  c a r a c t e r i z a b a  p o r  no f e r m e n t a r  l a s  p e n to s a s  (T a b la  2 9 ) .  KAHDLEE 

[1603 d e f i n e  a  e s t a  e s p e c i e  como in c a p a z  de f e r m e n t a r  o t r o s  c a r b o h i d r a t o s  

d i s t i n t o s  de f r u c t o s a  y g lu c o s a  y o c a s io n a lm e n te  m a l to s a  y / o  s a c a r o s a ,  

m ie n t r a s  que PEYHAUD y SAPIS-DOMEECQ [2483 a f i r m a n  que s ó l o  f e r m e n ta  l a  

f r u c t o s a  y s a c a r o s a .

Las c e p a s  i d e n t i f i c a d a s  como L eu co n o s to c  p a r a m e s e n te r o id e s  han pod ido  

s e r  c l a s i f i c a d a s  u t i l i z a n d o  l a  t i r a  API 50 CHL. E n t r e  l a s  do s  c e p a s  e x i s t í a  

b a s t a n t e  h e t e r o g e n e i d a d .  F ueron  i n t r o d u c i d a s  d e n t r o  d e l  g é n e ro  L eu con os toc  

po r  s u  m o r f o lo g ía  c o c á c e a ,  su  c a r á c t e r  h e t e r o f e r m e n t a t i v o ,  p o r  l a  

i n c a p a c id a d  de p r o d u c i r  am oniaco  a p a r t i r  de a r g i n i n a  y p o r  l a  p ro d u c c ió n  

de D < - ) l a c t a t o  a  p a r t i r  de g lu c o s a .  Se d i f e r e n c i a n  de L. oenos  p o r  s u  

i n c a p a c id a d  de c r e c e r  a pH 4 .2 .  O t r a  c a r a c t e r í s t i c a  que d i s t i n g u e  L. 

p a r a m e s e n te r o id e s  de L. oen os  e s  s u  i n c a p a c id a d  de c r e c e r  en un 10% de 

e t a n o l ,  p e ro  e s t a  c a r a c t e r í s t i c a  s ó l o  l a  c u m p lía  una de l a s  c e p a s ,  C l l ,  

m ie n t r a s  que Mil s í  c r e c í a .  Además de l o s  c a r b o h i d r a t o s  e s p e c i f i c a d o s  en  l a  

T a b la  29, e s t a s  dos  c e p a s  f e rm e n ta n  D - f u ra n o s a ,  a - m e t i l - D - g l u c ó s i d o  y 

N - a c e t i l g l u c o s a m in a .

Las c e p a s  31, G43, G45, B24, B31, B32, B44 y M12 d i e r o n  unos  p a t r o n e s  

de f e r m e n ta c ió n  en  l a  t i r a  API 50 CHL que no n o s  p e r m i t i ó  s u  i n c l u s i ó n  

d e n t r o  de n in g u n a  de l a s  e s p e c i e s  p r o p u e s t a s  p o r  e l  " B e r g e y ' s  Manual o f  

D e te rm in a t iv e  B a c t e r io l o g y "  [473 o p o r  e l  " B e rg e y ’ s  Manual o f  S y s te m a t ic  

B a c t e r io lo g y "  [3163 . La r e p e t i c i ó n  de l a s  p r u e b a s  de f e r m e n ta c ió n  de



C a r b o h i d r a t o  E s g e d e
L. p l a n t a r u n L.  b r e v i s L. h i l g a r d i i L.  p a r ames en t e r o i d e s L. oenos . c e l l o b i o s u s L. f r u c t i v o r a n s

A m i g d a l i n a 1 0 / 1 0 0 / 7 0 / 1 0 1 / 2 0 / 7 / ] 0 / 2
D - A r a b i n o s a 0 / 1 0 0 / 7 0 / 1 0 0 / 2 0 / 7 11 0 / 2
L - A r a b i n o s a 9 / 1 0 7 / 7 0 / 1 0 1 / 2 0 / 7 / I 0 / 2
C e l o b i o s a 1 0 / 1 0 0 / 7 0 / 1 0 1 / 2 0 / 7 / I 0 / 2
E s c u l i n a 1 0 / 1 0 4 / 7 0 / 1 0 2 / 2 7 / 7 / I 0 / 2
F r u c t o s a 1 0 / 1 0 7 / 7 ( g ) 1 0 / 1 0 2 / 2 ( g ) 5 / 7 ( g ) / I  ( g ) 2 / 2 ( g )
G a l a c t o s a 1 0 / 1 0 7 / 7 4 / 1 0 1 / 2 0 / 7 / I 0 / 2
G l u c o n a t o 1 0 / 1 0 ( g ) 6 / 7 ( g ) 1 0 / 1 0 ( g ) 2 / 2 ( g ) 0 / 7 / l ( g ) 2 / 2 ( g )
G l u c o s a 1 0 / 1 0 7 / 7 ( g ) 1 0 / 1 0 C g ) 2 / 2 C g > 0 / 7 / l í g ) 2/ 2C  g )
L a c t o s a 1 0 / 1 0 0 / 7 0 / 1 0 0 / 2 0 / 7 / I 0 / 2
M a l t o s a 1 0 / 1 0 7 / 7 C g ) 1 0 / 1 0 C g ) 2 / 2 ( g ) 0 / 7 / l í g ) 0 / 2
M a n i t o l 9 / 1 0 0 / 7 0 / 1 0 0 / 2 0 / 7 / I 0 / 2
Mañ osa 1 0 / 1 0 0 / 7 0 / 1 0 2 / 2 0 / 7 / I 0 / 2
Me l e e  i t o s a 9 / 1 0 0 / 7 0 / 1 0 0 / 2 0 / 7 / I 0 / 2
M e l i b i o s a 1 0 / 1 0 4 / 7 4 / 1 0 2 / 2 0 / 7 / I 0 / 2
R a f i n o s a 1 0 / 1 0 2 / 7 0 / 1 0 0 / 2 0 / 7 / I 0 / 2
R i b o s a 1 0 / 1 0 7 / 7 1 0 / 1 0 2 / 2 0 / 7 / I 0 / 2
S a c a r o s a 1 0 / 1 0 1 / 7 0 / 1 0 2 / 2 0 / 7 n 0 / 2
S a l i c i n a 1 0 / 1 0 0 / 7 0 / 1 0 1 / 2 0 / 7 n 0 / 2
S o r b i t o l 8 / 1 0 0 / 7 0 / 1 0 2 / 2 0 / 7 n 0 / 2
T r e h a l o s a 1 0 / 1 0 0 / 7 0 / 1 0 2 / 2 0 / 7 n 0 / 2
X i l o s a 2 / 1 0 7 / 7 1 0 / 1 0 2 / 2 0 / 7 n 0 / 2

T a b l a  29 -  F e r e e n t a c i ó n  de  d i f e r e n t e s  c a r b o h i d r a t o s  p o r  p a r t e  d e  l a s  c e p a s  de  l a s  e s p e c i e s  b a c t e r i a n a s  a i s l a d a s  e n  
e l  p r e s e n t e  e s t u d i o ,  u t i l i z a n d o  e l  e é t o d o  API  50 CHL [ 1 1 1 .  El  r e s u l t a d o  s e  e x p r e s a  e n  f o r m a  de  n ú m e r o  de  c e p a s  
p o s i t i v a s / n ú m e r o  d e  c e p a s  t o t a l e s  d e  c a d a  e s p e c i e .  *g"  p r o d u c c i ó n  de  g a s .  Los  c a r b o h i d r a t o s  e x p u e s t o s  e n  e s t a  T a b l a  
f u e r o n  e s c o g i d o s  e n  b a s e  a l a  v a l o r a c i ó n  t a x o n ó m i c a  q u e  e l  “ B e r g e y ' s  Manua l  o f  D e t e r m i n a t i v e  B a c t e r i o l o g y *  147]  l e s  
c o n f i e r e  El  r e s t o  d e  l o s  r e s u l t a d o s  s e  d e t a l l a  e n  e l  t e x t o .
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c a r b o h i d r a t o s  c o n fi rm ó  l o s  p r im e ro s  r e s u l t a d o s  p o r  l o  que d e s c a r ta m o s  l a  

p o s i b i l i d a d  de e r r o r  o c o n ta m in a c ió n .  La am bigüedad  de s u  c a r á c t e r  homo o 

h e t e r o f e r m e n t a t i v o  y l a  i m p o s i b i l i d a d  de c o n f i r m a r l o  m ed ia n te  l a  p ru e b a  de 

p ro d u c c ió n  de m a n i to l  a p a r t i r  de  a r g i n i n a  n o s  han  im pedido  i n c l u i r  e s t a s  

c e p a s  en  a lg u n a  e s p e c i e .

En g e n e r a l ,  podemos c o n c l u i r  que l a  t i r a  API 50 CHL d i o  buenos  

r e s u l t a d o s  en  l a  c l a s i f i c a c i ó n  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  que a i s l a m o s  

d u r a n t e  l a  v i n i f i c a c i ó n ,  con  e x c e p c ió n  de L. oenos.  Las c a r a c t e r í s t i c a s  

f e r m e n t a t i v a s  de cad a  e s p e c i e  o b t e n i d a s  p o r  e s t e  método s e  m u e s t ra n  en  l a  

T ab la  29. E s t a s  c a r a c t e r í s t i c a s  p e r m i te n  l a  c l a s i f i c a c i ó n  a  n i v e l  de 

e s p e c i e  de l a  m ayo r ía  de c e p a s  a i s l a d a s ,  e l  r e s t o  de p r u e b a s  r e a l i z a d a s  con 

l a s  c e p a s  s i r v i ó  p a r a  c o n f i r m a r  s u  p e r t e n e n c i a  a  l a  e s p e c i e  a  l a  que fu e  

a d s c r i t a  m ed ia n te  l a  t i r a  API 50 CHL. S in  embargo, e s t e  s i s t e m a  no d ió  

buenos r e s u l t a d o s  con  l a s  c e p a s  171, 172, G41, T46, H41, H42 y G6 . E s t a s

s i e t e  c e p a s  s e  i n c l u y e r o n  en  l a  e s p e c i e  L. o e n o s  p o r  su  m o r f o lo g ía  c o c á c e a ,  

su  h e t e r o f e r m e n t a t i v i d a d ,  p r o d u c c ió n  d e l  i só m e ro  D ( - ) l a c t a t o  a  p a r t i r  de 

g lu c o s a ,  in c a p a c id a d  de d e s a m in a r  l a  a r g i n i n a ,  c r e c i m i e n t o  l e n t o  a  pH 4 .2  y 

e s t i m u l a c i ó n  p o r  l a  a d i c i ó n  de c i s t e í n a  a l  medio de c u l t i v o  C133]. Cuando 

e s t a s  c e p a s  s e  sem b ra ro n  en  l a  t i r a  API 50 CHL s ó l o  o b tu v im o s  f e r m e n ta c ió n  

en dos  de l o s  c a r b o h i d r a t o s  e n s a y a d o s ,  l a  e s c u l i n a  y l a  f r u c t o s a .  E s to s  

r e s u l t a d o s  no nos  p e r m i te n  i n c l u i r l a  con  s e g u r i d a d  en L. oenos,  ya que e s t a  

e s p e c i e  según  GARVIE [1333 e s  más a c t i v a  f r e n t e  a  l o s  c a r b o h i d r a t o s .  Nos 

p la n te a m o s  e n to n c e s  que q u i z á s  l a  u t i l i z a c i ó n  de e s t e  s i s t e m a  no f u e r a  

adecuado  p a ra  a q u e l l a s  c e p a s  de m e ta b o lism o  poco a c t i v o  y c r e c im i e n t o  

l e n t o .  Escogim os como a l t e r n a t i v a  e l  método de GARVIE C133] que ha s i d o  

am p liam en te  u t i l i z a d o  en l a  i d e n t i f i c a c i ó n  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  E19, 27, 

79, 99, 120, 132, 133, 213, 253, 2923. La v e n t a j a  de e s t e  método e s  que 

p e rm i te  una in c u b a c ió n  más l a r g a  de l a s  p r u e b a s  y p o r  e l l o  e s  más a d ecu ad a  

p a ra  c e p a s  l e n t a s .  Se in c lu y ó  s n t r e  l a s  c e p a s  e n s a y a d a s  p o r  e l  método de
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GARVIE [133] una c e p a  de c o l e c c i ó n  L. o e n o s  ML-34 a f i n  de p o d e r  com parar  

con u n o s  r e s u l t a d o s  de r e f e r e n c i a .  Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  con e s t e  método 

s e  exponen  en  l a  T a b la  30 y s e  p u ed en  com parar  con  l o s  o b t e n i d o s  a l  

u t i l i z a r  l a  t i r a  API 50 CHL (T ab la  2 9 ) .  E l s i s t e m a  API 50 CHL m o s t ra b a  un 

p a t r ó n  de f e r m e n ta c ió n  muy pob re  y s e m e ja n t e  en  t o d a s  l a s  c e p a s  e n s a y a d a s ,  

m i e n t r a s  que con e l  s i s t e m a  de GARVIE s e  o b se rv ó  mayor c a n t i d a d  de 

c a r b o h i d r a t o s  f e rm e n ta d o s  y mayor v a r i a c i ó n  en  e l  p a t r ó n  de f e r m e n ta c ió n  de 

l a s  d i s t i n t a s  c e p a s .  Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  co n  e s t e  método f u e r o n  muy 

buenos  t a n t o  p a r a  l a s  c e p a s  a i s l a d a s  p o r  n o s o t r o s  como L. oen os  ML-34. El 

p a t r ó n  de f e r m e n ta c ió n  de e s t a  cep a  de r e f e r e n c i a  c o i n c i d í a  p e r f e c ta m e n te  

con  e l  que h a l l a r o n  o t r o s  a u t o r e s  que han t r a b a j a d o  con  e s t a  misma cepa  

[2 7 ,  79, 2 5 3 ] ,  Las d i f i c u l t a d e s  que p r e s e n t a b a  l a  t i r a  API 50 CHL p a r a  l a  

c l a s i f i c a c i ó n  de L. o en os  han s i d o  s e ñ a l a d a s  p o r  MARET e t  a l .  [ 2 1 3 ] ,  s i n  

em bargo, o t r o s  a u t o r e s  no han t e n i d o  p ro b le m a s  con  e s t a  e s p e c i e  u t i l i z a n d o  

l o s  s i s t e m a s  API 50 CHL y fi.TL 50 L [7 2 ,  90, 115, 179, 183]. E l hecho de que

l a s  c e p a s  c l a s i f i c a d a s  po r  n o s o t r o s  como L. oen os  no r e s p o n d a n

adecuadam en te  a l  s i s t e m a  5 0 '  CHL puede d e b e r s e  a  que e l  medio de c u l t i v o  

u t i l i z a d o  p o r  d ic h o  método no s e a  e l  más adecuado  p a r a  e s t a  e s p e c i e  [2 1 3 ] .  

Recordemos que L. oenos  e s  muy d i f í c i l  de c u l t i v a r  d e b id o  a s u s  num erosos 

r e q u e r i m i e n t o s  n u t r i c i o n a l e s .  O t r a  p o s i b l e  r a z ó n  que e x p l i q u e  e l  f r a c a s o  

d e l  s i s t e m a  50 CHL con e s t a  e s p e c i e  s e r í a  e l  t ie m p o  de in c u b a c ió n  de l a s  

p r u e b a s  ya que e l  s i s t e m a  API 50 CHL t i e n e  un t ie m p o  máximo de l e c t u r a  de 

48 h o r a s ,  t iem p o  dem as iado  c o r t o  p a r a  u n o s  m ic ro o rg a n is m o s  t a n  l e n t o s  como 

L. oenos.  No o b s t a n t e ,  e s t a  e x p l i c a c i ó n  e s t á  d e s c a r t a d a  ya que n o s o t r o s  

a la rg a m o s  l a  in c u b a c ió n  de l a  t i r a  API 50 CHL h a s t a  14 d í a s  s i n  que

o b se rv á se m o s  cam bios;  e s  más, a z ú c a r e s  que e n  2 -3  d í a s  e r a n  f e r m e n ta d o s  en

tu b o  se g ú n  e l  s i s t e m a  de GARVIE no daban  r e s u l t a d o s  p o s i t i v o s  t r a s  dos  

sem anas de in c u b a c ió n  en l a  t i r a  API 50 CHL. La r a z ó n  de que e s t e  ú l t im o  

s i s t e m a  no p r e s e n t e  p ro b le m a s  a o t r o s  a u t o r e s  que han a i s l a d o  L. oenos



C a r b o h i d r a t o  Cepa
Mil «42 G i l 171 172 T46 66 MI

D - A r a b i n o s a m m m
L - A r a b i n o s a 4 4 - 4 4 4 - -
C e l o b i  o s a - - - d - 4 - 4
D e x t r i n a - - - - - - - -
E s c u l i n a 4 4 4 4 4 4 4 4
F r u c t o s a 4 4 4 4 4 4 4 4
G a l a c t o s a - - - - - d d -
G l u c o s a d d 4 d 4 4 d 4
L a c t o s a - - - - - - - —
M a l t o s a - - - - - - - -
M a n i t o l - - - - - - - -
Mañosa - - - - - 4 - -
M e l e c i t o s a - - - - - - - -
M e l i b i o s a - - - - - - - -
R a f i n o s a - - - - - - - -
Ramnos a - - - - - - - -
R i b o s a 4 4 4 4 4 4 4 4
S a c a r o s a - - - - - - - -
S a r l i c i n a - - - - d - - ' d
S o r b o s a - - - - - - - -
T r e h a l o s a - - 4 4 4 4 4
X i l o s a - - - - - - - -

T a b l a  30 -  F e r m e n t a c i ó n  de  d i f e r e n t e s  c a r b o h i d r a t o s  p o r  p a r t e  
d e  l a s  c e p a s  p e r t e n e c i e n t e s  a Leuconostoc oenos  e m p l e a n d o  e l  
m é t o d o  p r o p u e s t o  p o r  GARVIE C1 333 .  *+* r e s u l t a d o  p o s i t i v o .  * - *  
r e s u l t a d o  n e g a t i v o ,  "d* r e s u l t a d o  d u d o s o .
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puede d e b e r s e  a  que e s t a  e s p e c i e  e s  muy h e te r o g é n e a .  E s t a  h e t e r o g e n e i d a d  no 

s ó l o  s e  pone de m a n i f i e s t o  en  l o s  p a t r o n e s  de f e r m e n ta c ió n  de c a r b o h i d r a t o s  

s i n o  ta m b ié n  en  l a  f a c i l i d a d  de c u l t i v o  que p o se e n  a lg u n a s  c e p a s  f r e n t e  a  

o t r a s  C79, 115, 133, 179, 213, 2593. Abundando en  e l  tem a de l a

h e te r o g e n e id a d  e n t r e  c e p a s ,  a lg u n a s  de é s t a s  f e rm e n ta n  rá p id a m e n te  l a  

g lu c o s a ,  T46 y ML-34 l o  h a c e n  a  l o s  c in c o  d í a s ,  m i e n t r a s  que o t r a s ,  172, no 

lo  hace  h a s t a  d e s p u é s  de 16 d í a s  (T ab la  3 0 ) .  I n c l u s o  a lg u n a s  c e p a s  

m o s t r a ro n  un r e s u l t a d o  dudoso  a l  cabo  de 21 d í a s  de in c u b a c ió n .  Se ha

s ú g e r i d o  que l a  f e r m e n t a c i ó n  de c a r b o h i d r a t o s  no e s  n e c e s a r i a  p a ra  l a  

c l a s i f i c a c i ó n  de l o s  L e u c o n o s to c  a i s l a d o s  de v in o  ÍL. o en o s ) ya que s u  

t o l e r a n c i a  a l  e t a n o l ,  a s í  como a  l o s  pH b a j o s  l o s  d i f e r e n c i a n

s u f i c i e n t e m e n t e  d e l  r e s t o  de e s p e c i e s  d e l  mismo g é n e ro  [133 , 2533.

Hemos h a b la d o  a l  p r i n c i p i o  de e s t e  A p ar tad o  de l a  c o n t r o v e r s i a

e s t a b l e c i d a  e n t r e  l o s  a u t o r e s  de l a  tax o n o m ía  " o f i c i a l "  Í4 9 ,  133, 307, 316]

y l o s  de l a  tax o n o m ía  " e n o l ó g i c a "  [2823 . E s t o s  ú l t i m o s  dan  un g ra n  peso  a

l a  c a p a c id a d  de f e r m e n t a r  l a s  p e n t o s a s  ( x i l o s a  y a r a b i n o s a )  en l a

c l a s i f i c a c i ó n  de l a s  e s p e c i e s .  Según PEYNAUD y DOMERCQ [2423 l a

c l a s i f i c a c i ó n  b a s a d a  en  l a  f e r m e n ta c ió n  de l a s  p e n to s a s  p o s e e ,  además de

v a l o r  taxonóm ico , un i n t e r é s  e n o ló g i c o  d e l  c u a l  c a r e c e n  o t r o s  s i s t e m a s  de
#

c l a s i f i c a c i ó n .  PEYNAUD y DOMERCQ [2463 j u s t i f i c a n  e s t e  s i s t e m a  de

c l a s i f i c a c i ó n  de l a  s i g u i e n t e  m anera: "La f e r m e n ta c ió n  de l a s  p e n to s a s  p o r  

l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  d e l  v in o  e s  e l  ú n ic o  c a r á c t e r  f e r m e n t a t i v o  de 

i n t e r p r e t a c i ó n  c l a r a .  P o r  o t r a  p a r t e  no s e  t r a t a  de un c a r á c t e r  a d a p t a t i v o  

s in o  e s t a b l e .  La f e r m e n ta c ió n  de l a s  h e x o s a s  y de l a  s a c a r o s a  e s  un

c a r á c t e r  d é b i l ,  y de una cepa  a o t r a  a p a re c e n  d i s t i n t o s  g r a d o s  de

i n t e n s i d a d  de f e r m e n ta c ió n .  Las b a c t e r i a s  l á c t i c a s  fe rm e n ta n  

p r e f e r e n t e m e n te  l a s  p e n t o s a s  p ro d u c ié n d o s e  un c r e c i m i e n t o  y a c i d i f i c a c i ó n  

más im p o r ta n t e s  a p a r t i r  de e l l a s .  Además l a  p o s i b i l i d a d  de f e r m e n ta c ió n  de 

l a s  mismas t i e n e  i n t e r é s  t e c n o l ó g i c o  ya que e s t á  en  r e l a c i ó n  con l a s
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a l t e r a c i o n e s  b a c t e r i a n a s .  De hecho , l o s  v i n o s  c o n t i e n e n  1 g /1  de p e n t o s a s  

d e l  que l a  mayor p a r t e  e s t á  c o n s t i t u i d o  p o r  a r a b i n o s a  y s ó l o  un poco  p o r  

x i l o s a .  El a ta q u e  a  e s t o s  a z ú c a r e s  c o n t r i b u y e  a  e x p l i c a r  l a  fo rm a c ió n  de 

á c id o  a c é t i c a  que o c u r r e  s im u l tá n e a m e n te  a  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  Una 

b a c t e r i a  que no a ta q u e  a  l a s  p e n t o s a s  no p r e s e n t a  e s t e  p r o b le m a ,” E s te  

c r i t e r i o  s e  e n c u e n t r a  apoyado  p o r  c i e r t o s  i n v e s t i g a d o r e s  C31, 175, 2823 y

se  ha u t i l i z a d o  en  a lg u n o s  t r a b a j o s  de c l a s i f i c a c i ó n  [2 1 1 , 2123,

C onside ram os de i n t e r é s  s e ñ a l a r  una s e r i e  de o b s e r v a c io n e s  r e a l i z a d a s  p o r  

o t r o s  a u t o r e s  y que e s t á n  en  c o n t r a p o s i c i ó n  con e s t e  t i p o  de c l a s i f i c a c i ó n  

s i s t e m á t i c a .  Por un la d o  e n c o n tra m o s  que a p e s a r  de que l a  f e r m e n ta c ió n  de 

p e n to s a s  e s  un c a r á c t e r  b a s t a n t e  c o n s e r v a t i v o ,  l a  s e p a r a c i ó n  de e s p e c i e s  en 

b a s e  a  s u  f e r m e n ta c ió n  no s ie m p re  e s  p o s i b l e ,  ya que p o r  e je m p lo ,  L. b r e v i s  

y L. buchneri  t a n  s ó l o  s e  d i f e r e n c i a n  en  l a  f e r m e n ta c ió n  de l a  m e l e c i t o s a .  

P o r  o t r o  la d o ,  e l  i n t e r é s  e n o ló g ic o  que supone  l a  c l a s i f i c a c i ó n  en  b a se  a 

l a s  p e n to s a s  e s  r e l a t i v o .  Es c i e r t o  que l a s  p e n to s a s  so n  l o s  a z ú c a r e s  a  

p a r t i r  de l o s  c u a l e s  s e  p ro d u c e  mayor c a n t i d a d  de á c id o  a c é t i c o  y que p o r  

e l l o  s e  c o n s id e r a n  p e l i g r o s a s  a q u e l l a s  c e p a s  c a p a c e s  de f e r m e n t a r l a s .  S in  

embargo l a s  c a n t i d a d e s  de p e n to s a s  en  un v in o ,  s e  e n c u e n t r a n  a l r e d e d o r  de 1  

g /1  [2463 y según  KUNKEE [1663 s e  p r e c i s a n  c o n c e n t r a c i o n e s  de a l  menos un

2% de l a s  mismas p a r a  que l o s  e n z im as  r e s p o n s a b l e s  de l a  f e r m e n ta c ió n  de 

l a s  p e n to s a s  l l e v e n  a  cabo  s u  d e g ra d a c ió n .  E s te  um bral de c o n c e n t r a c i ó n  de 

p e n to s a s  p a re c e  e s t a r  r e l a c i o n a d o  con l a  in d u c c ió n  de d e te r m in a d o s  enz im as  

im p l ic a d a s  en  e l  m e teb o lism o  de e s t o s  c a r b o h i d r a t o s .

O tra  de l a s  p r u e b a s  r e a l i z a d a s  con  n u e s t r a s  c e p a s  ha s i d o  l a  de 

f e r m e n t a c i ó n  de d e te r m in a d o s  á c i d o s  o r g á n i c o s .  El i n t e r é s  de e s t e  e n s a y o  e s  

m ú l t i p l e ,  p o r  un l a d o  r e s u e l v e  c u e s t i o n e s  ta x o n ó m ic a s  d e n t r o  d e l  g é n e ro  

L e u c o n o s to c , in fo rm a  s o b re  l a  u t i l i z a c i ó n  de d e te r m in a d o s  á c i d o s  o r g á n i c o s  

como f u e n t e  de e n e r g í a  y c a rb o n o ,  y p o r  ú l t im o  p r e s e n t a  un a s p e c t o  

p r á c t i c o ,  ya  que e l  m e tabo lism o  de l o s  á c i d o s  o r g á n i c o s  o r i g i n a  i m p o r ta n t e s
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cam bios  o r g a n o l é p t i c o s  e n  e l  v in o .

En p r im e r  l u g a r  c o n s id e r a r e m o s  e l  p a p e l  de l o s  á c i d o s  m á l ic o  y c í t r i c o  en  

l a  c l a s i f i c a c i ó n  de l a s  e s p e c i e s  de L eu co n o s to c  127f 133, 155, 2533. De 

a c u e rd a  con  l a s  c l a v e s  s i s t e m á t i c a s  e m p le ad a s  en  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o  147, 

3 0 7 ,  3163 I r .  oen os  s e  d i f e r e n c i a  d e l  r e s t o  de e s p e c i e s  d e l  g é n e ro

L eu co n o s to c  p o rque  t o d a s  s u s  c e p a s  d e g ra d a n  m a la to  en  p r e s e n c i a  de g lu c o s a .  

Según BARRE [B253 l a  f e r m e n ta c ió n  d e l  á c id o  c í t r i c o  t a m b ié n  e s  una 

c a r a c t e r í s t i c a  p r o p ia  de e s t a  e s p e c i e ,  no s i n  r a z ó n  a n t e r i o r m e n t e  s e  

denom inaba L eu co n o s to c  c i t r o v o r u m  [1673. P o r  l o  que r e s p e c t a  a  l o s  g é n e ro s  

L a c t o b a c i l l u s  y P e d lo c c o c u s ,  l a s  c l a v e s  c o n s u l t a d a s  [4 7 ,  160, 307, 3163 no 

in c lu y e n  l a  f e r m e n ta c ió n  de e s t o s  á c i d o s  como p ru e b a  ta x o n ó m ic a .  E s to  e s  

d e b id o  a que l a  f e r m e n ta c ió n  de á c i d o s  c í t r i c o  y m á l ic o  e s  una 

c a r a c t e r í s t i c a  que v a r í a  de cepa  en c e p a  [3 1 ,  863. S in  embargo PEYRAUD y 

DOMERCQ [2423 p roponen  como c r i t e r i o  en  su  c l a s i f i c a c i ó n  de b a c i l o s  

h o m o fe rm e n ta t iv o s  l a  f e r m e n ta c ió n  d e l  á c id o  c í t r i c o .  La m ay o r ía  de a u t o r e s  

que han a i s l a d a  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  d e l  v in o  i n c lu y e n  l a  p ru e b a  de 

f e r m e n ta c ió n  de á c id o  m á l ic o  y c í t r i c o  en  e l  c o n ju n to  de p r u e b a s  que

r e a l i z a n .  T an to  l a  d e g r a d a c ió n  de e s t o s  do s  á c i d o s  como l a  de l o s  á c i d o s

t a r t á r i c o  y fu m á r ic o  dan  una in fo rm a c ió n  muy i n t e r e s a n t e  a  l a  h o r a  de 

s e l e c c i o n a r  c e p a s  p a r a  s u  a p l i c a c i ó n  p r á c t i c a  [1 9 ,  79, 99, 2113. Los á c id o s  

o r g á n ic o s  i n f l u y e n  e n  e l  c r e c im i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  CHAUVET e t  

a l ,  [843 han d em o s trad o  que l o s  á c id o s  m á l ic o  y c í t r i c o  pueden  s u s t e n t a r  e l  

c r e c i m i e n t o  de L. o e n o s , b a jo  d e te r m in a d a s  c o n d ic i o n e s .  S in  embargo, 

p o s t e r i o r e s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  p o r  e s t o s  i n v e s t i g a d o r e s  [833 han r e v e l a d o  

que e s t o s  á c i d o s  no so n  u t i l i z a d o s  p a r a  l a  p ro d u c c ió n  de b iom asa  c e l u l a r .  

La v í a  de d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o  m á l ic o  a l á c t i c o  e s  una v í a  que no 

p r o p o r c io n a  e n e r g í a  c o n v e r t i b l e  en  ATP [1663 . Hay a u t o r e s  que a f i r m a n  que 

e l  á c id o  m á l ic o  t i e n e  un e f e c t o  e s t i m u l a t o r i o  d e l  c r e c i m i e n t o  b a c t e r i a n o  a

c o n c e n t r a c i o n e s  b a j a s  [ 8 3 ,  1753, p e ro  a c o n c e n t r a c i o n e s  a l t a s  s e  v u e lv e
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i n h i b i t o r i o  [1753 . S in  embargo o t r o s  a u t o r e s  d e m u e s t ra n  que l a  c a n t i d a d  de 

á c id o  m á l ic o  a ñ a d id o  a un medio con g l u c o s a  no a l t e r a  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  l a  

p r o d u c c ió n  de b iom asa  C2533. DRUTAN e t  a l .  [1063 o b s e rv a r o n  que l a  

p r e s e n c i a  de c i t r a t o  no t e n í a  n in g ú n  e f e c t o  s o b r e  l a  t a s a  de c r e c im i e n t o  de 

L euconostoc ,  aunque l a  a c id e z  d e l  medio e r a  más e le v a d a  cuando l a s  c é l u l a s  

c r e c í a n  en  p r e s e n c i a  de c i t r a t o .  E s t o s  a u t o r e s  C1063 e n c o n t r a r o n  que e l  

c i t r a t o  s í  aum entaba  l a  t a s a  de c r e c im i e n t o  de l o s  b a c i l o s  

h e t e r o f e r m e n t a t i v o s ,  p e ro  no l a  de l o s  h o m o fe rm e n ta t iv o s .  E s to  p o d r í a  

s u g e r i r  que e s t e  com puesto  e s  f u e n t e  de e n e r g í a  p a r a  e s t o s  m ic ro o rg a n ism o s ;  

s i n  embargo s e  ha  d e m o s tra d o  que l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  h e t e r o f e r m e n t a t i v a s  

son  in c a p a c e s  de c r e c e r  en un medio que c o n te n g a  c i t r a t o  como ú n ic a  f u e n t e  

de c a rb o n o  [1063 . El á c id o  t a r t á r i c o  r a r a m e n te  e s  m e ta b o l i z a d o  p o r  l a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  [3 1 ,  2653 (T ab la  3 2 ) .  Según LAFON-LAFOURCADE, e l  á c id o  

t a r t á r i c o  posee  un e f e c t o  d e s f a v o r a b l e  s o b r e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  

[1723 , y b a jo  c i e r t a s  c o n d ic i o n e s  d ism in u y e  l a  c a n t i d a d  de b iom asa  form ada 

[1753 . El á c id o  fu m á r ic o  e s t i m u l a  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s

a b a j a s  c o n c e n t r a c i o n e s ,  ya que puede s e r  descom pues to  p o r  e l  enzim a

fu m a ra sa  dando L ( + ) - l á c t i c o  [2553 . Se i g n o r a  cómo e s t i m u l a  e l  c r e c im i e n t o ,  

ya que l a  d e g ra d a c ió n  de fu m á r ic o  a l a c t a t o  no p r o p o rc io n a  e n e r g í a  [3053 . 

En t e r c e r  l u g a r  hay que c o n s i d e r a r  l o s  p r o d u c t o s  f i n a l e s  d e l  m e tabo lism o  de 

e s t o s  á c id o s  (F ig u r a  6 ) .  E s to  e s  muy im p o r ta n t e  a  n i v e l  p r á c t i c o ,  ya que s i

s e  d e g ra d a n  l o s  á c i d o s  o r g á n ic o s  p r e s e n t e s  en  e l  v in o  o c u r r i r á n  una s e r i e

de c o m p le ja s  m o d i f i c a c io n e s  o r g a n o l é p t i c a s .

Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en  l o s  e n s a y o s  de f e r m e n ta c ió n  de l o s  á c id o s  

c í t r i c o ,  fu m á r ic o  y t a r t á r i c o  se  m u e s t ra n  en  l a  T ab la  31. La d e g ra d a c ió n  

d e l  á c id o  m á l ic o  s e  c o m en ta rá  en e l  s i g u i e n t e  C a p í tu l o .  Todas l a s  c e p a s  

p e r t e n e c i e n t e s  a L. oenos  d e g ra d a n  e l  á c id o  c í t r i c o ,  m i e n t r a s  que una de 

l a s  c e p a s  de L. p a r a m e s e n te r o id e s  no m e ta b o l i z ó  e s t e  á c id o .  PEYNAUD y 

DOKERCQ [2463 e n c o n t r a r o n  que ún ica m en te  dos  de l a s  c u a t r o c i e n t a s  c e p a s  de



E s g e c i e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Ce g a _  D e g r a d a c i ó n _ d e _ á c i d o s _ _ _ _ _
T a r t á r i c o  C í t r i c o  F u m á r i c o

L. oenos 171 - +( 1 ) + ( 5 )
172 - + ( 2 ) +CS)
T46 - + ( 5 ) + ( 3 )
641 - +£2) + ( 2 )
66 - + ( 2 ) + ( 3 )
>141 - + ( 1 ) + ( 3 )
«42 - + £2 ) + ( 3 )

L. pa ram es en t er oi des C11 - - -
Mil - + ( 1 4 ) + ( 1 4 )

L. f r u c t i v o r a n s «43 - - + ( S )
649 - - + ( 9 )

L. c e l l o b i o s u s 34 - - + £4)
L. b r e v i s 33 - - + £ 7 )

35 - - + £ 4 )
36 - - + ( 4 )
33 - - + ( 7 )
T i l - + ( 1 ) + ( 1 )
T12 - + ( 1 ) +£1)

L. h i l g a r d i i 32 - + ( 1 ) + ( 4 )
39 - - + ( 4 )
91 - - + ( 7 )
93 - - + ( 7 )
162 - - + ( 4 )
163 - - + C4)

L. plantarum BU - nc + ( 1 )
612 - nc + £ 1 )
613 - nc + ( 1 )
L l - nc + ( 1 )

Sp.  no  d e t e r m i n a d a 644 - + ( 1 ) + ( 2 )
631 - +( 1 ) + ( 2 )
632 - + £1) + ( 2 )
624 - + ( 1 ) + ( 1 )
«12 - +£1) + ( 1 )
31 - - + ( 2 )
C43 - - -
C45 - - -

T a b l a  3 1 . -  C a p a c i d a d de d e g r a d a c i ó n d e  d i s t i n t o s  á c i c
o r g á n i c o s  p o r  p a r t e  de  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  a i s l a d a s  e n  e l  
p r e s e n t e  t r a b a j o .  *+"  d e g r a d a c i ó n  t o t a l ;  e n t r e  p a r é n t e s i s  e l  
t i e m p o  e n  d í a s  que  t a r d a  l a  c e p a  e n  d e g r a d a r ,  " n c *  
d e g r a d a c i ó n  no c o m p l e t a  a l  c a b o  de  36  d í a s  de  i n c u b a c i ó n .  
no  d e g r a d a c i ó n .
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c o c o s  h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  a i s l a d a s  p o r  e l l o s  de. v i n o s  e r a n  in c a p a c e s  de 

d e g r a d a r  e l  á c id o  c í t r i c o .  En un a m p lio  e s t u d i o  s o b re  e l  g é n e ro  L eu co n o s to c  

r e a l i z a d o  p o r  GARVIE [1333 , s e  s e ñ a l a  que s61o  una c e p a  de l a s  ocho 

p e r t e n e c i e n t e s  a  L. p a r a m e s e n te r o id e s  m e ta b o l i z a b a  e l  á c id o  c í t r i c o .  Los 

r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  con n u e s t r a s  c e p a s  en  l a  f e r m e n ta c ió n  de e s t e  á c id o  

(T ab la  31) c o n c u e rd a n  con  lo  que han  o b se rv a d o  o t r o s  a u t o r e s  [2 7 ,  79, 155,

2533. Las c e p a s  de L. p la n ta ru m  d e g ra d a r o n  p a r t e  d e l  á c id o  c í t r i c o  d e l  

medio. La d e g r a d a c ió n  d e l  c i t r a t o  p o r  e s t a  e s p e c i e  ta m b ié n  ha s i d o  

o b s e rv a d a  p o r  CHALFAE e t  a l .  C793 y p o r  BARRE £193. La d e g r a d a c ió n  d e l  

á c id o  c í t r i c o ,  t a n t o  en  L. b r e v i s  como en L. h i l g a r d i i ,  e s  un c a r á c t e r  

a s o c i a d o  a  p o c a s  c e p a s .  T an to  L. f r u c t i v o r a n s  como L. c e l l o b i o s u s  s e  

m u e s t ra n  in c a p a c e s  de m e t a b o l i z a r  e s t e  á c id o ,  y e n t r e  e l  g ru p o  de c e p a s  no 

i d e n t i f i c a d a s  l a s  c e p a s  31, C43 y C45 no l o  u t i l i z a n ,  p e ro  e l  r e s t o  s í .  La 

d e g r a d a c ió n  d e l  c i t r a t o  p o r  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  t r a e  como c o n s e c u e n c ia  

l a  fo rm a c ió n  de á c id o  a c é t i c o ,  a c e t o í n a  y d i a c e t i l o .  DAVIS e t  a l .  [893 han  

in fo rm a d a  de l a  p r o d u c c ió n  de  ̂ 2 , 3 - b u ta n o d i o l  a  p a r t i r  de e s t o s  dos  ú l t i rn o s  

com pues to s  en v in o s  i n o c u l a d a s  con L. h i l g a r d i i  y  con  L. b r e v i s .  E s to s  

p r o d u c to s  f i n a l e s  de l a  f e r m e n ta c ió n  d e l  c í t r i c o  pueden  m e jo r a r  l a  

c o m p le j id a d  o r g a n o l é p t i c a  de un v in o ,  s ie m p re  que no s o b r e p a s e n  c i e r t o s  

l í m i t e s .  S in  embargo, muchos a u t o r e s  a d v i e r t e n  d e l  p e l i g r o  que supone  l a  

p r o d u c c ió n  de á c id o  a c é t i c o  a p a r t i r  d e l  c í t r i c o ,  ya  que é s t e  e s  e l  

r e s p o n s a b le  d e l  aum ento de a c id e z  v o l á t i l  t r a s  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  

En c o n d ic i o n e s  p r á c t i c a s ,  un mol de á c id o  c í t r i c o  s e  c o n v i e r t e  en  un mol de 

á c id o  a c é t i c o .  L as  e x p e r i e n c i a s  r e a l i z a d a s  p o r  SHIMAZU e t  a l .  £3113 

m u e s t ra n  que e l  p r i n c i p a l  p ro d u c to  de d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o  c í t r i c o  e s  e l  

á c id o  a c é t i c o ,  s e g u id o  en im p o r ta n c ia  p o r  a c e t o í n a  y d i a c e t i l o .  Las 

c a n t i d a d e s  r e l a t i v a s  de e s t o s  p r o d u c to s  f i n a l e s  v a r í a n  se g ú n  l a  f a s e  de 

c r e c im i e n t o  en  que s e  h a l l e n  l a s  b a c t e r i a s ,  y según  l a s  c o n d ic i o n e s  d e l  

medio donde c r e z c a n .  A s í ,  s e  p roduce  un aum ento de a c e t o í n a  y d i a c e t i l o  a
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e x p e n s a s  de l a  d i s m in u c ió n  de á c id o  a c é t i c o  cuando l a s  c o n d ic i o n e s  so n  

d e s f a v o r a b l e s  [ 2 0 6 ] ,  t a l  como su c e d e  en  v in o .

Según RIBEREAU-GAYOIT [262] s o la m e n te  dos  t e r c i o s  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

d e l  v in o  so n  c a p a c e s  de d e g r a d a r  e l  á c id o  c í t r i c o .  E s t a  o b s e r v a c ió n  

co n c u e rd a  b a s t a n t e  b i e n  con  l o  b a i l a d o  p o r  n o s o t r o s ,  ya que de l a s  36 c e p a s  

e n s a y a d a s  20 a t a c a n ,  t o t a l  o p a r c i a l m e n t e ,  d ic h o  á c id o .  Los b a c i l o s  

h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  so n  l o s  que h a n  r e s u l t a d o  más i n a c t i v o s  f r e n t e  a l

c i t r a t o .  PEYRAUD y DOMERCQ C246] s e ñ a l a n  que ú n ica m en te  un 20% de e s t e  t i p o

de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  a t a c a  a e s t e  á c id o ;  en  n u e s t r o  c a s o  s ó l o  3 de l a s  15 

c e p a s  a i s l a d a s  l l e g a r o n  a  m e t a b o l i z a r l o  (T ab la  3 1 ) .

Minguna de l a s  c e p a s  a i s l a d a s  p o r  n o s o t r o s  fu e  ca p az  de d e g r a d a r  e l  á c id o  

t a r t á r i c o .  E s t a  e s  una o b s e r v a c ió n  que g e n e ra lm e n te  h acen  l o s  

i n v e s t i g a d o r e s  de l a s  b a c t e r i a s  de v in o  [3 1 ,  175, 2 6 5 ] .  La f e r m e n ta c ió n  de 

e s t e  á c id o  e s  una c a r a c t e r í s t i c a  p r o p ia  de l a  c e p a ,  no de l a  e s p e c i e  [19 , 

3 1 ] .  Pocos a u t o r e s  i n c l u y e n  e s t a  p ru e b a  en  s u s  i d e n t i f i c a c i o n e s  y 

c a r a c t e r i z a c i o n e s  p e ro  n o s o t r o s ,  a l  i g u a l  que BARRE [ 1 9 ] ,  pensamos que 

t e n d r í a  r e p e r c u s i ó n  a l a  h o ra  de s e l e c c i o n a r  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  de i n t e r é s  

en  e n o lo g í a .  La im p o r ta n c ia  que t i e n e  l a  d e g r a d a c ió n  de e s t e  á c id o  e s  que 

da l u g a r  a á c id o  a c é t i c o ,  y como c o n s e c u e n c ia  en l o s  v in o s  s e  o b s e rv a  una 

d i s m in u c ió n  de l a  a c id e z  t o t a l  y un^aum ento  de l a  a c id e z  v o l á t i l ,  l o  que 

hace  que e s t o s  a p a re z c a n  a v in a g r a d o s  y p l a n o s .  A e s t a  a l t e r a c i ó n  s e  l e  

denomina " to u r n é e "  d e l  v in o  [1 7 5 , 2 7 7 ] .  A lgunos a u t o r e s  [282] s e ñ a l a n  que

l a  d e g ra d a c ió n  d e l  á c id o  c í t r i c o  e s  más p e l i g r o s a  que l a  d e l  t a r t á r i c o ;  

p e ro  hay  que t e n e r  en  c u e n ta  que aunque l a  c a n t i d a d  de á c id o  a c é t i c o  

p r o d u c id a  a p a r t i r  d e l  á c id o  t a r t á r i c o  s e a  menor que a p a r t i r  d e l  á c id o

c í t r i c o  [ 2 6 5 ] ,  e l  á c id o  t a r t á r i c o  e s  más a b u n d a n te  en e l  v in o .  De e s t a

form a s i  en e l  v in o  e x i s t e  una b a c t e r i a  ca p az  de d e g r a d a r l o ,  e l  r i e s g o  s e r á  

más a c u sa d o  que s i  a t a c a  a l  c í t r i c o .
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El á c id o  f u m á r ic o  fu e  d e g ra d a d o  p o r  l a  c a s i  t o t a l i d a d  de l a s  c e p a s  

e n s a y a d a s .  Tan s ó l o  t r e s  c e p a s  (T a b la  32) f u e r o n  in c a p a c e s  de

m e t a b o l i z a r l o :  una de e l l a s  p e r t e n e c í a  a  I .  p a r a m e s e n te r o id e s  y  l a s  o t r a s  

no han p o d ido  s e r  i d e n t i f i c a d a s .  P ro b a b le m e n te  no s e  t r a t a  de un c a r á c t e r  

l i g a d o  a l a  e s p e c i e ,  ya  que n in g u n a  c l a v e  s i s t e m á t i c a  c o n s i d e r a  l a  

f e r m e n ta c ió n  d e l  á c id o  fu m á r ic o  como p r u e b a  de c l a s i f i c a c i ó n  £47, 316, 

33 3 ] ;  s i n  embargo, a lg u n o s  a u t o r e s  l a  r e a l i z a n  a f i n  de c o n o c e r  m e jo r  e l  

m e tabo lism o  de s u s  c e p a s  £793. CHALFAIT e t  a l .  £79] e n c u e n t r a n  c e p a s  de L. 

o en os  c a p a c e s  de d e g r a d a r  e s t e  á c id o ,  p e ro  tam b ié n  c e p a s  i n c a p a c e s  de 

h a c e r lo .  Ya hemos h a b la d o  a n t e s  de que e s t e  á c id o  t i e n e  un e f e c t o  

e s t i m u l a n t e  p o r  d e b a jo  de 600 mg/1 £175, 2 4 9 ] ,  p e ro  i n h i b i d o r  s i  s e  s u p e r a  

e s t e  l i m i t e .  Su uso  como s u p r e s o r  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e s t a  muy 

e s r tend ido  en C a l i f o r n i a  £2553. Los p r o d u c t o s  f i n a l e s  de d e g r a d a c ió n  de e s t e  

á c id o  pueden  o b s e r v a r s e  en  l a  F ig u r a  6 . *

3 . 2 . 6 . -  EVOLUCIOE DE LAS ESPECIES DE BACTERIAS LACTICAS DURARTE LA 

VIBTFICACIOJT.

Ya hemos h a b la d o  en  e l  A p a r ta d o  3 .2  de e s t e  C a p i t u l o  de l a  e v o lu c i ó n  

d e l  número de b a c t e r i a s  a  l o  l a r g o  de l a s  d i s t i n t a s  v i n i f i c a c i o n e s ;  

as im ism o  hemos o b se rv a d o  l a  i n f l u e n c i a  que d e te r m in a d a s  p r á c t i c a s  de bodega 

t i e n e n  s o b re  l a  d in á m ic a  de l a  p o b l a c i ó n  l á c t i c a .  P a r a  c o m p le ta r  e s t e  

C a p i tu l o  vamos a d e f i n i r  c u á l  fu e  l a  s u c e s i ó n  de l a s  d i s t i n t a s  e s p e c i e s  de 

b a c t e r i a s  d u r a n te  l a  e l a b o r a c i ó n  d e l  v in o .  O t ro s  muchos a u t o r e s  han 

r e a l i z a d o  e s t u d i o s  s o b re  l a  e v o lu c ió n  d e l  número y e s p e c i e s  de e s t a s  

b a c t e r i a s  a  lo  l a r g o  de l a  f e r m e n ta c ió n  £72, 79, 115, 179, 211, 212 , 213, 

2923. S i  observam os l o s  r e s u l t a d o s  de l a  T a b la  32 verem os que a l  i g u a l  que 

o c u r r í a  en l e v a d u r a s ,  e s  en  m ostos  r e c i é n  s a n g r a d o s  y s i n  s u l f i t a r  (F ase  I)



Cepa E s p e c i e F a s e V a r i e d a d  Uva P r o c e d e n c i a

22 L. p lantar um  Ar a* I B o b a l CSP
24 i .  p lantar um  Raro* I Boba 1 CSP
25 L. p lantarum  Ar a* I B o b a l CSP
27 L. p lantarum  Ar a* I B o b a l CSP
31 N. I . I B o b a l CSP
32 L. h i l g a r d i i  « e l * I B o b a l CSP
33 L.  b r e v i s  6 a l *  « e l * I B o b a l CSP
34 L. c e l l o b i o s u s I B o b a l CSP
35 L. b r e v i s I B o b a l CSP
36 L. b r e v i s I B o b a l CSP
37 L. b r e v i s  G a l *  « e l * I B o b a l CSP
38 L. b r e v i s I B o b a l CSP
39 L. h i l g a r d i i I B o b a l CSP
C l l L. p a rame s en t e r o i d e s I C a b e r n e t - S a u v i g n o n EVE
614 L. p lantar um  Ar a* I G a r n a c h a EVE
615 L. p lantarum  Ara * I G a r n a c h a EVE
616 L. p lantarum  A r a * I G a r n a c h a EVE
m i L. pa rame s ent e r o id e s I « a c a b e o EVE
« 1 2 N . I . I H a c a b e o EVE
t u L. b r e v i s  6 a l * I T e n p r a n i l l o EVE
T12 L. b r e v i s I T e n p r a n i l i o EVE
811 L.  p l a n t a r u m  Ara* I I B o b a l EVE
8 12 L. p lantarum  Ar a*  S o r - I I B o b a l EVE
813 L. plantarum Ara* I I B o b a l EVE
91 L. h i l g a r d i i I I I B o b a l CSP
92 L. h i l g a r d i i I I I B o b a l CSP
822 L. h i l g a r d i i I I I B o b a l EVE
824 N . I . I I I B o b a l EVE
161 1.  h i l g a r d i i IV B o b a l CSP
162 L. h i l g a r d i i IV B o b a l CSP
163 L. h i l g a r d i i IV B o b a l CSP
831 N . I . IV B o b a l EVE
B32 N . I . IV B o b a l EVE
844 N . I . V B o b a l EVE
849 L.  f r u c t i v o r a n s V B o b a l EVE
C43 N . I . V C a b e r n e t - S a u v i g n o n EVE
C45 N . I . V C a b e r n e t - S a u v i g n o n EVE
641 L.  oenos V 6 a r n a c h a EVE
«41 L. oenos V « a c a b e o EVE
«42 L. oenos V « a c a b e o EVE
« 4 3 L. f r u c t i v o r a n s V « a c a b e o EVE
T46 L. oenos V T e n p r a n i l l o EVE
171 L. oenos VI B o b a l CSP
172 L. oenos VI B o b a l CSP
61 L. h i l g a r d i i VI B o b a l CVL
66 L. oenos VI B o b a l CVL
67 L. h i l g a r d i i  « e l * VI B o b a l CVL

T a b l a  3 2  -  A p a r i c i ó n  de  e s p e c i e s  de  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  a l o  l a r g o  de  
l a  v i n i f i c a c i ó n  de  l a s  d i f e r e n t e s  v a r i e d a d e s  d e  u v a  e s t u d i a d a s .  * N . I . “
no i d e n t i f i c a d a .  "CSP" C o o p e r a t i v a  S an  P e d r o  d e  l o s  C o r r a l e s  de  ü t i e l .
"EVE" E s c u e l a  de  V i t i c u l t u r a  y E n o l o g í a  de  R e q u e n a .  "CVL’’ C o o p e r a t i v a
V i r g e n  d e  L o r e t o  de  l a s  C u e v a s  de  U t i e l .
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donde mayor número de e s p e c i e s  s e  h a l l a n .  A s í ,  e n t r e  l a s  22 c e p a s  a i s l a d a s

l

en  e s t a  F a se ,  7 p e r t e n e c e n  a L. p la n ta ru m , 7 a  L. b r e v i s , 2 a  L. h i l g a r d i i , 

2 a  L. p a r a m e s e n te r o id e s .  l a  L. c e l l o b i o s u s  y  2 c e p a s  <31 y M12) no 

p u d ie r o n  s e r  i d e n t i f i c a d a s .  LAFOJT-LAFOURCADE e t  a l .  £179] e n c o n t r a r a n  l a s  

e s p e c i e s  L. p la n ta r u m , L. h i l g a r d i i  y L. m e s e n te r o id e s  s o b r e  l a s  u v a s  y 

m ostos . COSTELLO e t  a l .  £723 a i s l a r o n  de m osto s  l a s  e s p e c i e s  L. p la n ta ru m  y  

L. oenos. MARET y SOZZI £2113 e n c u e n t r a n  L. c a s e  i t L. p la n ta ru m  y  L. b r e v i s  

en  m ostos  s u i z o s ,  m i e n t r a s  que FLEET e t  a l .  £1153 a i s l a n  F e d io c o c c u s  

c e r e v i s í a e  y L. m e s e n te r o id e s  en  m o sto s  f r e s c o s  de B urdeos . La p r e s e n c i a  de 

l a  e s p e c i e  L. p la n ta ru m  en  m o sto s  p a r e c e  b a s t a n t e  g e n e r a l i z a d a  en  l a s  

d i s t i n t a s  z o n a s  v i t í c o l a s  m u n d ia le s .  Con una f r e c u e n c i a  menor, t o d o s  e s t o s  

a u t o r e s  e n c u e n t r a n  L. b r e v i s  y  L. h i l g a r d i i ; e s t a s  t r e s  ú l t i m a s  e s p e c i e s  

tam b ién  l a s  hemos h a l l a d o  n o s o t r o s  en  m osto . . S in  embargo l a  e s p e c i e  L. 

p a r a m e s e n te r o id e s ,  a i s l a d a  en  m ostos  de l a s  v a r i e d a d e s  C a b e rn e t -S a u v ig n o n  y 

Macabeo, no ha s i d o  d e s c r i t a  en m osto s  p o r  e s t o s  mismos i n v e s t i g a d o r e s .

S i  e s tu d ia m o s  l a  T ab la  31 o b se rv a re m o s  un hecho c u r i o s o ,  y e s  que en 

l o s  a i s l a m i e n t o s  d e l  d e p ó s i t o  12 de l a  C o o p e r a t iv a  San P ed ro  y en  l o s  

m ostos  de Garnacha de l a  E s t a c i ó n  de V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía  s ó l o  s e  a i s l ó  

l a  e s p e c i e  L. p lan tarum ,  m ie n t r a s  que en e l  r e s t o  de d e p ó s i t o s  m u e s t ra d o s  

en  e s t a  Fase  s e  h a l l a r o n  dos  o más e s p e c i e s .  E s t a s  d i f e r e n c i a s  en  l o s  

a i s l a m i e n t o s  de e s p e c i e s  a  p a r t i r  de d i s t i n t o s  d e p ó s i t o s  con  m osto s  

p r o c e d e n te s  de l o s  mismos v iñ e d o s  pueden  d e b e r s e  a l  s i s t e m a  de d e t e c c ió n  

u t i l i z a d o .  S i se  r e a l i z a  e l  a i s l a m i e n t o  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  p o r  e l  método 

de e n r i q u e c i m ie n t o ,  en  l o s  tu b o s  de medio n u t r i t i v o  c r e c e r á n  p r e f e n te m e n te  

l a s  e s p e c i e s  más a c t i v a s .  E s to  no q u i e r e  d e c i r  que en  l a  m u e s t ra  in o c u la d a  

no e x i s t a n  o t r a s  e s p e c i e s ,  p e ro  é s t a s  no pueden  d e s a r r o l l a r s e  s i  e l  medio 

e s  c o lo n iz a d o  r á p id a m e n te  p o r  una cepa  de r á p i d o  c r e c im i e n t o .  E s to  e s  lo  

que debe o c u r r i r  en n u e s t r o  c a s o ,  ya que L. p la n ta ru m  e s  l a  e s p e c i e  de 

c r e c im i e n t o  más r á p i d o  e n t r e  l a s  que hemos a i s l a d o .  En e l  c a so  de e x i s t i r
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é s t a  en  l a s  m u e s t r a s  de m ostos  i n o c u l a d a s  en  e l  medio de e n r i q u e c i m ie n t o ,  

c r e c e r í a  r á p id a m e n te  im p id ie n d o  e l  d e s a r r o l l o  de e s p e c i e s  de m u l t i p l i c a c i ó n  

más l e n t a  (L. b r e v i s , L. h i l g a r d i i , L. p a r a m e s e n te r o id e s ,  e t c . ) .  E s to  

tam b ié n  e x p l i c a r í a  l a  a u s e n c i a  de L. oen os  o de L. f r u c t i v o r a n s  en  l o s  

p r im e ro s  m u é s t re o s ,  ya que son  l a s  c e p a s  más l e n t a s  de e n t r e  t o d a s  l a s  

a i s l a d a s .  El l e n t o  c r e c i m i e n t o  de e s t a s  e s p e c i e s  ha  s i d o  o b se rv a d o  p o r  

v a r i o s  a u t o r e s  [2 3 4 , 343 , 3443. Cuando en  l a  m u e s t ra  no e x i s t í a  L.

p la n ta ru m  s i n o  e s p e c i e s  h e t e r o f e r m e n t a t i v a s  con a c t i v i d a d e s  m e t a b ó l i c a s  

s e m e ja n t e s ,  e s  cuando puede  d e s a r r o l l a r s e  c o n ju n ta m e n te  e l  r e s t o  s i n  que 

hayan p ro b le m as  de c o m p e te n c ia .

Conforme va avanzando  l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a ,  e l  número t o t a l  de 

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  d e s c i e n d e  h a s t a  p o b l a c i o n e s  muy b a j a s  ( F ig u r a s  8 a  2 5 ) .  

Además de d i s m i n u i r  e l  número t o t a l  de b a c t e r i a s  tam b ié n  d e c r e c e  e l  número 

de e s p e c i e s .  A sí ,  a  p a r t i r  de l a  F ase  I I  (T ab la  31) s ó l o  e n c o n tram o s  l a s  

e s p e c i e s  L. h i l g a r d i i , L. f r u c t i v o r a n s  y L. oenos.  L as  c a u s a s  de e s t a  

d ism in u c ió n  de l a  p o b l a c i ó n  l á c t i c a  son  l a  a d i c i ó n  de S02 (p ro d u c to  a l  c u a l  

l a s  b a c t e r i a s  son  muy s e n s i b l e s  [24 , 119, 3063 ) ,  e l  p r o g r e s i v o  in c re m e n to  

en  e t a n o l  que s u f r e  e l  mosto en f e r m e n ta c ió n  [1 7 9 , 3443, y l a  c o m p e te n c ia  

con l a s  l e v a d u r a s  [1 9 0 ,  2823. E s t a s  c o n d ic i o n e s  s e l e c c i o n a n  a l a s  c e p a s  más 

r e s i s t e n t e  a e s t o s  f a c t o r e s .  La im p o r ta n c ia  que t i e n e n  e l  e t a n o l  y e l  S02 

en  l a  d ism in u c ió n  de l a  p o b la c ió n  l á c t i c a  queda i l u s t r a d a  e n  l a  

v i n i f i c a c i ó n  de B oba l ,  l l e v a d a  a cabo  en  l a  E s t a c i ó n  de V i t i c u l t u r a  y 

E n o lo g ía  (F ig u ra  2 2 ) .  E l número de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  h a l l a d o  en  l a  Fase  I I  

fu e  de 4 .6 x l 0 3 c é l u l a s  p o r  m i l i l i t r o ,  un número muy s e m e ja n te  a l  que se  

ob tuvo  en m ostos  r e c i é n  s a n g ra d o s  ( F ig u r a s  8 a 2 5 ) .  A p e s a r  de que l a  

f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  ya h a b ía  empezado, l a  d i s m in u c ió n  de l a  p o b l a c i ó n  

l á c t i c a  no h a b ía  s i d o  t a n  d r á s t i c a  como en  l o s  o t r o s  c a s o s  d e b id o  a  l a  

a u s e n c i a  de SD2 y a l  poco e t a n o l  en e l  medio de f e r m e n ta c ió n  (T ab la  17). 

P odríam os e s p e r a r  que en a u s e n c i a  de e s t o s  i n h i b i d o r e s  l a s  b a c t e r i a s
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l á c t i c a s  c r e c e r í a n ,  a  e x p e n s a s  de l o s  a z ú c a r e s  d e l  m osto , s o b r e  to d o  

a q u é l l a s  de m e ta b o lism o  más a c t i v o  como L. p lan tarum .  S in  embargo e s t o  no 

o c u r r e ,  y l a  c a u s a  hemos de b u s c a r l a  en  l a  i n f l u e n c i a  n e g a t i v a  que l a s  

l e v a d u r a s  e j e r c e n  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  C28, 121, 

185, 2823. LAFON-LAFOURCADE [1853 a f i r m a  que l a s  l e v a d u r a s ,  más que 

e l i m i n a r  a  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  l o  que hacen  e s  c o n v e r t i r s e  en  

d o m in a n te s  en l a  p o b l a c i ó n .  De e s t a  m anera  l a s  b a c t e r i a s  s ó l o  pueden  

d e s a r r o l l a r s e  cuando  l a s  l e v a d u r a s  han  a g o ta d o  l o s  a z ú c a r e s  [ 1853. Como ya 

s e  ha c i t a d o ,  en* m o s to s  en  f e r m e n ta c ió n  de B oba l,  en c o n tram o s  una  p o b la c ió n  

de L. p la n ta ru m  que aunque no e s  muy e le v a d a  s e  p r e s e n t a  e n  una  

c o n c e n t r a c i ó n  poco h a b i t u a l ,  ya que e s t a  e s p e c i e  no ha s i d o  a i s l a d a  de 

n ingún  o t r o  d e p ó s i t o  en  f e r m e n ta c ió n .  Dado que t o d a s  l a s  c e p a s  de L. 

p la n ta ru m  a i s l a d a s  p o r  n o s o t r o s  c r e c í a n  en  medio con un 10% de e t a n o l ,  s u  

a u s e n c i a  en l o s  m u é s t r e o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a  Fase  I I  (con 

c o n c e n t r a c i o n e s  de a l c o h ó l i c a s  i n f e r i o r e s )  s ó l o  s e  e x p l i c a  en f u n c i ó n  de s u  

s e n s i b i l i d a d  a l  S02 . De aquí que ú n ic a m e n te  h a l l á r a m o s  a e s t a  e s p e c i e  en  

a q u e l l a  v i n i f i c a c i ó n  donde no se  u t i l i z ó  S02 . G en e ra lm en te  e s t a  e s p e c i e  s e  

a s o c i a  a l o s  p r im e r o s  momentos de l a  v i n i f i c a c i ó n  172, 1793. En e s t e

s e n t i d o  KARET y SQ2ZI [211 , 2123 e n c u e n t r a n  que L. p la n ta ru m  ( e s p e c i e

c a r a c t e r í s t i c a  de m o s to s  r e c i é n  o b t e n i d a s )  d e s a p a r e c e  r á p id a m e n te ,  d e ja n d o  

paso  a L. h i l g a r d i i ,  L. c a s e i ,  L. buchneri  y P e d io c o c c u s  c e r e v i s i a e .  En l a  

v i n i f i c a c i ó n  de v in o  F e n d a n t  s u i z o  [2123 s e  c i t a  una e v o lu c ió n  de e s p e c i e s  

que s e  a sem e ja  mucho a l a  o b s e rv a d a  p o r  n o s o t r o s :  p r im e ro  a p a r e c e  L.

p lan tarum ,  y lu eg o  é s t a  e s  s u s t i t u i d a  p o r  L. h i l g a r d i i .  S in  embargo, en 

e s t o s  v in o s  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  l a  l l e v a  a cabo L. h i l g a r d i i ,  

m ie n t r a s  que en l o s  m u e s t ro s  l a  e s p e c i e  m a y o r i t a r i á m e n te  a i s l a d a  d u r a n t e  

e s t e  p r o c e s o  e s  L. oenos,  aunque j u n t o  a e l l a  tam b ié n  se  han a i s l a d o  L. 

h i l g a r d i i  y L, f r u c t i v o r a n s .
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Las ú n i c a s  e s p e c i e s  a i s l a d a s  en  l o s  momentos f i n a l e s  de l a  f e r m e n ta ió n  

a l c o h ó l i c a  (F a s e s  I I I  y IV ) han  s i d o  L. h i l g a r d i i  y  3 c e p a s  que no s e  han  

c o n s e g u id o  i d e n t i f i c a r .  L. h i l g a r d i i  e s  d e f i n i d a  p o r  KARET y SOZZI [211 , 

212] como una e s p e c i e  muy r e s i s t e n t e  a l  e t a n o l ;  s i n  embargo LAFDIT- 

LAFOURCADE [179] d i c e  que e s t a  e s p e c i e  no puede t o l e r a r  e s t e  p ro d u c to .  E s t a  

d i s p a r i d a d  de o p i n io n e s  s e  debe  a l  h ech o  de que l a  t o l e r a n c i a  a l  e t a n o l  e s  

c a r a c t e r í s t i c a  de c a d a  c e p a  y no de l a  e s p e c i e ,  como ya c i t a m o s  en  e l  

A par tado  3 . 2 . 3  de e s t e  C a p í tu l o .  A s í ,  n o s o t r o s  hemos a i s l a d o  c e p a s  de L. 

h i l g a r d i i  c a p a c e s  de c r e c e r  con  un 10% (v /v )  de e t a n o l  en  e l  medio, y c e p a s  

i n c a p a c e s  de c r e c e r  en  é l .  La p r e s e n c i a  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  

de c e p a s  que no c r e c e n  con  un 10% de e t a n o l  puede p a r e c e r  in c o n g r u e n te ,  

p e ro  e s  p o s i b l e  que e s t a s  c e p a s  c o n s t i t u y a n  e je m p lo s  de p o b l a c i o n e s  

r e s i d u a l e s  en e s t a d o  no p r o l i f e r a n t e ,  p r o c e d e n te s  de e t a p a s  a n t e r i o r e s .

L. h i l g a r d i i  s e  ha a s o c i a d o  f r e c u e n te m e n te  a l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  de a lg u n o s  v in o s  [122 , 212, 248, 2 7 0 ] ,  p e ro  ta m b ié n  a v in o s

a l t e r a d o s  [151 , 2 8 2 ] .  L. f r u c t i v o r a n s  e s  una e s p e c i e  muy r e s i s t e n t e  a l  

e t a n o l  [47 , 3 1 6 ] ,  y ha s i d o  a i s l a d a  de v i n o s  con 20° a l c o h ó l i c o s  [270 ,

3443. RANKIEE [270] in fo rm a  que a lg u n a s  de e s t a s  b a c t e r i a s  so n  c a p a c e s  de 

p r o d u c i r  a l t e r a c i o n e s  t a n t o  en  v in o s  como en  m ostos .  E s te  a u t o r  tam b ié n  

d e s c r i b e  a l a  e s p e c i e  L. t r í c h o d e s  ( a c tu a lm e n te  e s  s in ó n im o  de L. 

f r u c t i v o r a n s  [160 , 3 1 6 ] )  como c a u s a n te  de in c re m e n to s  en  l a  a c id e z  f i j a  y

en l a  a c id e z  v o l á t i l ,  a s í  como de l a  p ro d u c c ió n  de m a n i to l  y C02 [2 7 0 ] ,  

KAHLLER [160] h a b la  d e '  L. f r u c t i v o r a n s  como e s p e c i e  c a r a c t e r í s t i c a  de 

v in a g r e  e s t r o p e a d o ,  c a p az  de c r e c e r  a  pHs b a j o s  y con e l e v a d a s  

c o n c e n t r a c i o n e s  de e t a n o l .  E s ta  e s p e c í e s e  s e  a i s l ó  en  v i n o s  de l a s  

v a r i e d a d e s  Bobal y Macabeo v i n i f i c a d o s  en l a  E s c u e la  de V i t i c u l t u r a  y 

E n o lo g ía .  La e le v a d a  a c id e z  v o l á t i l  d e l  v in o  o b te n id o  de u v a s  Kacabeo puede 

que t e n g a ,  r e l a c i ó n  con l a  p r e s e n c i a  de e s t a  e s p e c i e ,  aunque no hay  que 

o l v i d a r  que en e s t a  v i n i f i c a c i ó n  a p a r e c ió  S. l u d w i g l i , e s p e c i e  de le v a d u r a
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tam b ié n  f u e r t e m e n te  c e tó g e n a .

La e s p e c i e  L. o en os  t i e n e  e s p e c i a l  s i g n i f i c a d o  p a r a  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a ,  ya que g e n e ra lm e n te  l a  l l e v a  a cabo  en  muchas z o n a s  v i n í c o l a s  

[91 , 108, 1153. A lgunos a u t o r e s  han  e n c o n t r a d o  a e s t a  e s p e c i e  s o b re  m ostos  

y u vas  [108 , 1793, p e ro  n o s o t r o s  no lo g ra m o s  a i s l a r l a  h a s t a  f i n a l i z a d a  l a  

f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a .  E s t a  a u s e n c i a  t e m p o ra l  puede d e b e r s e  o a  que no 

e x i s t a  en  n u e s t r o s  m osto s ,  o a que e l  s i s t e m a  de e n r i q u e c i m ie n t o  em pleado 

en e l  a i s l a m i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  no p e r m i t i e s e  s u  d e t e c c i ó n .  

Como dec íam os a n t e r i o r m e n t e  s i  en  l a s - m u e s t r a s  que in o cu láb am o s  en  e l  medio 

de e n r i q u e c i m ie n t o  e x i s t í a n  e s p e c i e s  de l e n t o  c r e c im i e n t o ,  como L. 

f r u c t i v o r a n s  o L. o en o s , j u n t o  a o t r a s  de c r e c i m i e n t o  más r á p i d o ,  L. 

p la n ta ru js  p o r  e je m p lo ,  l a s  p r im e r a s  s e  v e r í a n  dom inadas en  l a  p o b l a c i ó n  y 

a l  r e a l i z a r  l o s  a i s l a m i e n t o s  en  p l a c a  s ó l o  n o s  a p a r e c e r í a n  c o l o n i a s  de l a  

e s p e c i e  dom inan te .  L. oen os  y L. f r u c t i v o r a n s  pueden  c r e c e r  y h a c e r s e  

m a y o r i t a r i a s  en l a  p o b la c ió n  s ó l o  cuando d ism in u y e  en e l  v in o  e l  número de 

b a c t e r i a s  de c r e c i m i e n t o  r á p i d o .  La s ie m b ra  de m u e s t r a s  de f a s e s  más 

t a r d í a s  en e l  medio de e n r i q u e c i m ie n t o  p e r m i te  que s e  d e s a r r o l l e n  e s t a s  

e s p e c i e s ,  y e n to n c e s  e s  cuando d e te c ta m o s  s u  p r e s e n c i a .

Es p o s i b l e  además que l o s  m edios  de c u l t i v o  em pleados  p a r a  e l  r e c u e n to  

y a i s l a m i e n t o  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  (KRSF y a g a r  KRS) s e a n  más a d e c u a d o s  

p a ra  e l  d e s a r r o l l o  de l a c t o b a c i l o s  que p a r a  L. oenos.  De hecho  e x p e r i e n c i a s  

p o s t e r i o r e s  nos  m o s t r a r a n  que e s t a  e s p e c i e  c r e c í a  m e jo r  en  KLO que en  KRS o 

JT, ya que e l  p r im e ro  c o n t i e n e  c i s t e í n a  y ju g o  de to m a te ,  y s e  e n c u e n t r a  a 

pH 4 .8 ,  f a c t o r e s  t o d o s  e l l o s  que f a v o r e c e n  s u  d e s a r r o l l o  [1 3 3 , 307, 3163. 

Las demás c e p a s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  a i s l a d a s  no m o s t ra b a n  g r a n d e s  

d i f e r e n c i a s  de c r e c im ie n o  cuando s e  sem braban  en  JT, HLO o KRS. A p a r t i r  de 

l a  c o n s t a c ió n  de que L. oen os  c r e c í a  m e jo r  en  KLO, e l  c u l t i v o  de e s t a s  

c e p a s " s e  r e a l i z ó  en e s e  medio y además s e  d e c i d i ó  e l  empleo d e l  mismo p a ra  

p o s t e r i o r e s  a i s l a m i e n t o s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  d e l  v in o .
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A p e s a r  de que s e  a i s l ó  L. oen os  (T a b la  31) de uno de l o s  d e p ó s i t o s  de 

l a  C o o p e r a t iv a  San P e d ro ,  é s t e  no r e a Ü 2 Ó l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  E s to  

s e  d e b ió  a  que e l  número en que s e  b a i l a b a  e s t a  e s p e c i e  e r a  muy b a jo ,  d e l  

o rd en  de 4 c é l u l a s  p o r  m i l i l i t r o  (F ig u r a  2 0 ) .  La r a z ó n  de e s t e  b a jo  número 

de b a c t e r i a s  s e  e x p l i c a  s i  tenem os en c u e n ta  que l a  m u e s t ra  s e  h a b ía  tomado 

d e s p u é s  d e l  t r a s i e g o  y t r a s  l a  a d i c i ó n  de 20 mg/1. de SO* (T a b la  2 ) .  E l

e v e n tu a l  d e s a r r o l l o  que l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  p o d ía n  b a b e r  t e n i d o  t r a s  l a

f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  quedaba  im pedido  p o r  e s t e  nueva a d i c i ó n  de S02 . S in

embargo, t o d o s  l o s  m ostos  v i n i f i c a d o s  e n  l a  E s c u e la  de V i t i c u l t u r a  y 

E n o lo g ía  r e a l i z a r o n  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  En t r e s  de l o s  v i n o s  

m u e s t re a d o s  s e  a i s l ó  L. oen os  (T ab la  31) d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  o in m e d ia ta m e n te  d e s p u é s  de l a  misma, p o r  lo  que pensam os que 

fu e  e s t a  e s p e c i e  l a  r e s p o n s a b le  d e l  p r o c e s o .  En o t r o s  dos  v i n o s  (Bobal y

Macabeo) no e n c o n tra m o s  L. oen os  s i n o  L. f r u c t i v o r a n s  y t r e s  c e p a s  que no

pudimos i d e n t i f i c a r .  No podemos a s e g u r a r  l a  p r e s e n c i a  de L. oen os  d u r a n t e  

l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  de e s t o s  ú l t i m o s  v i n o s ,  ya que l a  r e a l i z a r o n  en 

un p e r io d o  in te r m e d io  e n t r e  m u é s t re o s .  Ignoram os s i  e s t a  e s p e c i e  tu v o  

r e l a c i ó n  con  l a  misma y lu e g o  d e s a p a r e c i ó ,  d e ja n d o  p aso  a o t r a s  e s p e c i e s  

t r a s  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  o i n c l u s o  s i  l l e g ó  a a p a r e c e r .  La m uerte  

de L. oenos  t r a s  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  y p o s t e r i o r  s u c e s i ó n  p o r  o t r a s  

e s p e c i e s  en  e l  v in o  ya acabado , ba s i d o  d e s c r i t a  p o r  DAVIS e t  a l .  C913 

d u r a n te  l a  v i n i f i c a c i ó n  de P i n o t - N o i r  en  A u s t r a l i a .

A modo de resum en  d ire m o s  que l a  e v o lu c i ó n  d e l  número de b a c t e r i a s  

d u r a n t e  l a  v i n i f i c a c i ó n  e s  muy s e m e ja n te  en  t o d o s  l o s  c a s o s :  una p o b la c ió n  

de ap rox im adam en te  ÍCP-IO* c é l u l a s  p o r  m i l i l i t r o  en mosto s i n  s u l f i t a r ,  que 

d e s c i e n d e  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  (a v e c e s  b a s t a  d e s a p a r e c e r )  y 

lu e g o  se  r e c u p e r a  h a c i a  e l  f i n a l  de l a  misma. S i  l a s  c o n d ic i o n e s  d e l  medio 

p e rm i te n  e l  d e s a r r o l l o  de l a s  b a c t e r i a s ,  c a s o  de l o  o c u r r i d o  en  l a  E s t a c i ó n  

de V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía ,  é s t a s  c r e c e n  y p ro v o can  l a  f e r m e n ta c ió n
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m a l o l á c t i c a ;  s i n  embargo cuando e x i s t e  un f a c t o r  i n h i b i d o r ,  como e l  S02 o 

e l  d e s c e n s o  de t e m p e r a t u r a  (c a so  de l a  C o o p e r a t iv a  San P e d r o ) ,  é s t a s  no s e  

d e s a r r o l l a n  y p o r  t a n t o  no s e  r e a l i z a  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  En 

muchas o c a s i o n e s  s e  ha o b se rv a d o  que l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  s e  l l e v a  a  

cabo  d u r a n t e  l a  p r im a v e r a  d e l  afío s i g u i e n t e  a  l a s  v e n d im ia s .  E s to  s e  debe a  

que l a s  t e m p e r a t u r a s  s e  in c re m e n ta n ,  y a  que p a r t e  d e l  S02 a ñ a d id o  en l o s  

meses de N ov iem bre-D ic iem bre  s e  p i e r d e  a  l o  l a r g o  de to d o  e s e  t ie m p o .  Las 

e s p e c i e s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  a  l o  l a r g o  de l a  f e r m e n ta c ió n  ta m b ié n  s u f r e n  

una e v o lu c ió n .  Al i g u a l  que l a s  l e v a d u r a s ,  e l  mayor número de e s p e c i e s  

b a c t e r i a n a s  s e  e n c u e n t r a  en  m ostos  s i n  s u l f i t a r .  Cuando s e  i n i c i a  l a  

f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a ,  e l  S02 , e l  e t a n o l ,  y l a  c o m p e te n c ia  con  l a s  

l e v a d u r a s  p ro v o ca n  una s e l e c c i ó n  de e s p e c i e s ,  e l im in a n d o  l a s  menos 

r e s i s t e n t e s  e im p id ie n d o  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  r e s t a n t e s .  En e s t a  f a s e ,  

s ó l o  pudimos a i s l a r  L. h i l g a r d i i ,  a l g u n a s  de c u y a s  c e p a s  e r a n  i n c a p a c e s  de 

c r e c e r  en  medio s i n t é t i c o  con  un 10% de e t a n o l ;  é s t o  s i g n i f i c a r í a  que e s t a s  

c e p a s  t i e n e n  un c a r á c t e r  de p o b la c ió n  r e s i d u a l  en  e l  v in o ,  ya  que no pueden 

d e s a r r o l l a r s e  en e s t a s  c o n d ic io n es - .  T r a s  l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  pudimos 

a p r e c i a r  l a  e x i s t e n c i a  e L. oenos, L. f r v c t l v o r a n s  y a lg u n a s  c e p a s  que no 

consegu im os i d e n t i f i c a r .  Las e s p e c i e s  que no han  s i d o  a i s l a d a s  mas que en 

l o s  ú l t i m a s  m u é s t re o s ,  e s  p o s i b l e  que s e  e n c o n t r a s e n  en  e t a p a s  a n t e r i o r e s  

p e ro  en  números t a n  b a j o s  que no han p o d id o  s e r  d e t e c t a d a s .



CAPITULO III. La fermentación maloláctica y su control.



239

1 . -  IFTRQDUCCIOH.

AXEEIJTE 123 d e f i n i ó  e l  v in o  como una " s i n f o n í a  q u ím ic a  com puesta  p o r  

e t a n o l ,  o t r o s  a l c o h o l e s ,  a z ú c a r e s ,  o t r o s  c a r b o h i d r a t o s ,  a l d e h i d o s ,  c e to n a s ,  

e n z im as ,  p ig m e n to s ,  a l  menos una docena  de v i t a m in a s ,  15 6 20 m in e r a l e s ,  

más de 22 á c i d o s  o r g á n i c o s ,  y o t r a s  n o t a s  e l e g a n t e s  que t o d a v í a  no han s id o  

i d e n t i f i c a d a s " .  P a ra  p r o d u c i r  un buen  v in o ,  l o s  a z ú c a r e s ,  á c i d o s  y t a n i n o s  

de l a s  u vas  deben de e s t a r  e q u i l i b r a d o s  de form a a p r o p ia d a  [4 3 .  S in  embargo 

KILISAVLGEVIC [2233 e s t a b l e c í a  que n in g ú n  com ponente d e l  v in o  t e n í a  una

f u n c ió n  t a n  im p o r ta n te  y a m p l ia  como l a  a c i d e z ;  e l  a s p e c t o  más im p o r ta n te

de é s t a  s e r í a  e l  g u s to  á c id o  p r o d u c id o ,  p e ro  ta m b ié n  l a  a c id e z  t i e n e  una 

g r a n  i n f l u e n c i a  s o b re  e l  c o l o r ,  b r i l l o  y e s t a b i l i d a d  de un v in o .  Además l o s

á c i d o s  en  e l  v in o  i n f l u y e n  de ' una form a i n d i r e c t a  s o b r e  l a  c a l i d a d  d e l

mismo: p . e .  a c tú a n  como s u b s t r a t o s  p a r a  e l  m e tab o lism o  m ic ro b ia n o ,  y de 

e s t a  forma aum entan l a  c o m p le j id a d  s e n s o r i a l  d e l  v in o .

S in  embargo, e l  e f e c t o  más a p a r e n t e  de l a  a c id e z  e s  s u  i n f l u e n c i a  en  

e l  g u s to  d e l  v in o .  S i  hay poco á c id o  en  l a s  u v a s ,  l o s  v i n o s  r e s u l t a n  p l a n o s  

o i n s í p i d o s ;  d em as iad a  a c id e z  en  l o s  v i n o s  d a r á  l u g a r  a  un g u s to  a g r i o  más 

que a una a c id e z  a g r a d a b le .

Los v in o s  o b t e n i d o s  de v iñ e d o s  s i t u a d o s  en  c l i m a s  c á l i d o s  son  

g e n e ra lm e n te  a lg o  b la n d o s ,  s u a v e s ,  de a l t o  c o n te n id o  en  a l c o h o l  y b a j a  

a c id e z .  P o r  o t r o  la d o ,  l o s  v i n o s  o b t e n i d o s  de z o n a s  f r í a s  son  a  menudo más 

a f r u t a d o s ,  de b a jo  c o n te n id o  en a l c o h o l ,  de a c id e z  más e le v a d a ,  y más 

d e l i c a d o s  y s u t i l e s  en  aroma y s a b o r .  En l a s  z o n a s  v i t í c o l a s  de c l im a s  más 

f r í o s ,  l a s  uvas  no maduran adecuadam en te  a n t e s  de l a  v e n d im ia .  El c o n te n id o
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en  a z ú c a r  puede  s e r  t a n  b a jo  o l a  a c i d e z  t a n  a l t a  que é s t o  im pida  l a  

o b t e n c ió n  de v i n o s  e q u i l i b r a d o s .

B ajo  e l  t é r m in o  " a c i d e z  de un v in o "  denominamos a l  c o n ju n t o  de á c i d o s  

o r g á n i c o s  p r e s e n t e s  en  e l  mismo; e s t o s  á c i d o s  so n  p r in c i p a l m e n t e :  

t a r t á r i c o ,  m á l ic o ,  c í t r i c o  y l á c t i c o ,  c o n s t i t u y e n d o  l o s  d o s  p r im e r o s  c a s i  

e l  90% de l a  a c id e z  t o t a l  de un v in o .  Además de l o s  ya nom brados hay un

g r a n  número de o t r o s  á c i d o s  i d e n t i f i c a d o s  en  l a s  u v a s  p e ro  é s t o s  s e  h a l l a n

e n  muy b a j a  c o n c e n t r a c i ó n ;  AMERUE y JOSLIIT [43 n o s  han  p r o p o rc io n a d o  una  

a m p l ia  d e s c r i p c i ó n  de e s to s ,  á c id o s .

Los f a c t o r e s  que i n f l u y e n  s o b r e  l a  a c id e z  de l a s  u v a s  so n  e l  t i p o  de

v a r i e d a d ,  e l  c l im a ,  l a s  p r á c t i c a s  de c u l t i v o ,  l a  f e r t i l i d a d  d e l  s u e l o ,  l a s

i n f e c c i o n e s  v i r a l e s  y l a  i r r i g a c i ó n  d e l  t e r r e n o .  Por o t r o  la d o ,  d u r a n t e  l a

v i n i f i c a c i ó n  ta m b ié n  s e  p ro d u ce n  cam bios  en  l a  a c id e z  d e l  m osto. E s to s

cam bios s e  deben  a l a  p r o d u c c ió n  y  consumo de á c i d o s  p o r  p a r t e  de l a s

l e v a d u r a s  y de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  Las b a c t e r i a s  a c é t i c a s  pueden  p o r  s u

p a r t e  p r o d u c i r  g r a n d e s  c a n t i d a d e s  de á c id o  a c é t i c o  s i  s e  d e s a r r o l l a n  en  e l

v in o ,  dando l u g a r  a l a  a c e t i f i c a c i ó n  d e l  mismo. Se p ro d u c e  en  g e n e r a l  una

p é r d id a  n e t a  de l a  a c id e z  d e l  m osto cuando  é s t e  s e  t r a n s f o r m a  en  v in o

C1633. E s te  p é r d i d a  de a c id e z  va d esd e  e l  13.9% a l  32.3%, y puede d e b e r s e
0

t a n t o  a l a  r e a l i z a c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  como a l a  

p r e c i p i t a c i ó n  de s a l e s  t a r t á r i c a s ,  s o b r e  to d o  en  form a de h i d r o g e n o t a r t r a t o  

p o t á s i c o ;  e s t a  p r e c i p i t a c i ó n  s e  debe a que e l  aumento de l a  c o n c e n t r a c i ó n  

de a l c o h o l  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  d ism in u y e  l a  s o l u b i l i d a d  d e l  

h i d r o g e n o t a r t r a t o  p o t á s i c o .  Las b a j a s  t e m p e r a t u r a s  a c e l e r a n  l a  t a s a  de 

p r e c i p i t a c i ó n ;  p o r  e l  c o n t r a r i o ,  l o s  p o l i f e n o l e s  aum entan  l a  s o l b i l i d a d  de 

l a  s a l  h i d r o g e n o t a r t r á r i c a .
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1 . 1 . -  METODOS DE CORRECCION DE LA ACIDEZ DE LOS VINOS.

La a d i c i ó n  de a z ú c a r e s  a  l o s  m o sto s  de u v a s  in m ad u ras  a  f i n  de

c o r r e g i r  su  d e f i c i e n c i a ,  e s  p r a c t i c a d a  en  muchas á r e a s  v i t í c o l a s  de c l im a s  

f r í o s  C6 I .  E s ta  p r á c t i c a  no t i e n e  un e f e c t o  n e g a t i v o  s i g n i f i c a t i v o  s o b re  l a  

c a l i d a d  d e l  v in o ,  y s e  puede l l e v a r  a  cabo  f á c i lm e n te  en  l a  bodega [3311 . 

S in  embargo l a  r e d u c c ió n  de l a  a c id e z  de un v in o  e s  una c u e s t i ó n  más

d e l i c a d a .  E x i s t e n  num erosos  m étodos de r e d u c i r  l a  a c i d e z ,  y a lg u n o s  de 

e l l o s  r e q u i e r e n  e l e v a d o s  c o n o c im ie n to s  t é c n i c o s .  También c i e r t o s  s i s t e m a s  

de d e s a c i d i f i c a c i ó n  pueden  p r o d u c i r  e f e c t o s  s e c u n d a r io s  s o b re  l a  c a l i d a d  

d e l  v in o .  La d i s m in u c ió n  de l a  a c id e z  puede l l e v a r s e  a  cabo  p o r  m étodos 

f í s i c o - q u í m i c o s  y p o r  m étodos b i o l ó g i c o s .

La a d i c i ó n  de a z ú c a r  o s o l u c i o n e s  a z u c a r a d a s  a  l o s  mos t o s  im p l ic a  un 

in c re m e n to  d e l  c o n te n i d o  en  e t a n o l  de l o s  v i n o s ,  y p o r  t a n t o  l a

p r e c i p i t a c i ó n  de h i d r o g e n t a r t r a t o s ;  de e s t a  form a s e  c o n s ig u e  r e d u c i r^  l a  

a c id e z .  La a d i c i ó n  de s o l u c i o n e s  a z u c a r a d a s  d ism in u y e  ta m b ié n  l a  a c i d e z  p o r

d i l u c i ó n  126] .

La n e u t r a l i z a c i ó n  y  p r e c i p i t a c i ó n  d e l  t a r t r a t o  e s  e l  método q u ím ico  de 

d e s a c i d i f i c a c i ó n  que s e  em plea más comunmente en  Europa p a ra  d i s m i n u i r  l a  

a c id e z  de m ostos  y v i n o s .  La a c id e z  s e  n e u t r a l i z a  p o r  l a  a d i c i ó n  de una s a l  

m in e r a l ,  que f a c i l i t a  I r p r e c i p i t a c i ó n  de s a l e s  d e l  á c id o  t a r t á r i c o .  El 

c a r b o n a to  c á l c i c o  e s  l a  s a l  más em pleada  p a r a  e s t e  f i n .  En p r e s e n c i a  de 

é c id o  t a r t á r i c o  en  e x c e s o ,  l a  r e a c c i ó n  s i g u i e n t e  s e  ve d e s p la z a d a  h a c i a  l a  

d e re c h a :

CaCO£l + CÚHeOe CaC J U D e + H20 + CO*

El c a rb o n a to  p o t á s i c o  o e l  t a r t r a t o  p o t á s i c o  tam b ié n  pueden  e m p le a r s e  

con e l  mismo o b j e t i v o :
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K2 C03  + 2C*Hé.Oe r = ¿ 2(KHCAHaOe > + H20 + C02  

K2 C4IUOe + 2C*He 0* ?==* 2KHC*H*0e + C*He:Oe

Feutralización y precipitación de una aal doble de ácido tartárico y ácido
m i l i c o .  El p r i n c i p a l  p rob lem a  que s e  d e r i v a  de l a  n e u t r a l i z a c i ó n  de m ostos  

o v in o s  con c a r b o n a to  c á l c i c o  e s  que l a  d e s a c i d i f i c a c i ó n  s e  hace  a e x p e n s a s  

d e l  á c id o  t a r t á r i c o  e x c lu s iv a m e n te .  La mayor p a r t e  d e l  m a la to  de c a l c i o  

formado perm anece en  s o l u c i ó n ,  y puede d a r  g u s to  " a  s a l "  s i  l a  

c o n c e n t r a c i ó n  e s  l o  s u f i c i e n t e m e n t e  e l e v a d a .  Muchos de l o s  p ro b le m as  

a s o c i a d o s  con l a  n e u t r a l i z a c i ó n  q u ím ic a  pueden  p r e v e n i r s e  u t i l i z a n d o  e l  

p ro c e s o  denominado " d e s a c i d i f i c a c i ó n  p o r  d o b le  s a l " .  E s te  p r o c e s o  c o n s i s t e  

en  l a  a d i c i ó n  de c a r b o n a to  c á l c i c o  a una  p o r c i ó n  d e l  m osto  a l  c u a l  l e  hemos 

e le v a d o  e l  pH a 4 .5  o más. E l m osto  s e  d e j a  en  r e p o s o  to d a  l a  noche y s e  

f i l t r a  a n t e s  de m e z c la r lo  con l a  p o r c i ó n  no t r a t a d a .  P a ra  a c e l e r a r  l a  

r e a c c i ó n  s e  añaden  c r i s t a l e s  de e s t a  s a l  d o b le  de m á l ic o  y t a r t á r i c o  a f i n  

de c e b a r  l a  n u c l e a c ió n  y e l  c r e c i m i e n t o  de l o s  c r i s t a l e s  (F ig u r a  44 ) .

B ajo  c o n d ic i o n e s  n o rm a le s  de n e u t r a l i z a c i ó n  con  c a r b o n a to  c á l c i c o  e 

i g u a l e s  c o n c e n t r a c i o n e s  m o la re s  de á c id o  m á l ic o  y de á c id o  t a r t á r i c o ,  s e  

forma una m ezcla  de t a r t r a t o  c á l c i c o  y s a l  d o b le .  Una v e n t a j a  que p r e s e n t a  

l a  d e s a c i d i f i c a c i ó n  p o r  e s t e  s i s t e m a  e s  l a  e l i m i n a c i ó n  e q u im o la r  de á c id o s  

m á l ic o  y t a r t á r i c o ,  con  lo  c u a l  no s e  a l t e r a n  s u s  p r o p o r c i o n e s  r e l a t i v a s  

o r i g i n a l e s  en l o s  m ostos .

I n te r c a m b io  i ó n ic o .  Las r e s i n a s  de i n te r c a m b io  i ó n i c o  s e  u s a ro n  p a ra  t r a t a r  

l o s  v in o s  en  l a  década  de l o s  c in c u e n t a .  Uno de l o s  m étodos p a r a  r e d u c i r  l a  

a c id e z  e s  e l  empleo de r e s i n a s  i n t e r c a m b i a d o r a s  de a n io n e s .  E s t a s  r e s i n a s  

t i e n e n  un c a r á c t e r  b á s i c o  d é b i l ,  y p r e s e n t a n  i o n e s  h i d r o x i l o .  A medida que 

e l  v in o  p a sa  a t r a v é s  de l a s  r e s i n a s ,  l o s  d i v e r s o s  a n io n e s  son  ree m p la z a d o s
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1979, (26))
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p o r  l o s  r a d i c a l e s  b i d r o x i l o ,  d ism in u y en d o  a s í  l a  c a n t i d a d  de á c id o s  l i b r e s  

en  l o s  v in o s .

Xactracifin carbónica. En l a s  c é l u l a s  de l o s  g r a n o s  de uva  o c u r r e  una 

f e r m e n ta c ió n  i n t r a c e l u l a r  cuando l a  c o n c e n t r a c i ó n  de 0 2  en  e l  medio e s  

i n f e r i o r  a l  5%, o cuando e l  C02  s e  i n c r e m e n ta  b a s t a  un 50% [2 6 3 .  Una de l a s  

p r im e r a s  r e a c c i o n e s  de e s t a  f e r m e n t a c i ó n  i n t r a c e l u l a r  e s  l a  d e g r a d a c ió n  de 

á c id o  m á l ic o  a e t a n o l .  La d e g r a d a c ió n  d e l  m a la to  da l u g a r  a  v in o s  de a c id e z  

t o t a l  más b a j a  y más e le v a d o  pH. Así e s t e  p r o c e s o  t i e n e  un i n t e r é s  

i n d u s t r i a l  a l  p e r m i t i r  l a  r e d u c c ió n  de l a  a c id e z  de l o s  v i n o s  p r o c e d e n te s  

de u v a s  muy á c i d a s .  De e s t a  form a s e  d e s a r r o l l ó  l a  t é c n i c a  de v i n i f i c a c i ó n  

denom inada " m a c e ra c ió n  c a r b ó n i c a " .  E s t e  p r o c e s o  s e  b a s a  en l a  m ac e ra c ió n  de 

r a c im o s  de u v a s  i n t a c t o s  b a jo  una a tm ó s f e r a  de C02  d u r a n t e  un p e r io d o  

p r e v i o  a l  e s t r u j a d o  o p r e n s a d o  de l o s  mismos.

Aunque el mecanismo de la degradación intracelular del ácido málico no 

se ba dilucidado totalmente, RIBÉREAU-G^YOIT postula la siguiente secuencia 

de reacciones C2833.

á c id o  m á l ic o  + HADP+ 5:= -  á c id o  p i r ú v i c o  + NADPH + H"- 

á c id o  p i r ú v i c o  ? = -  a c e t a l d e b í d o  + C02  

a c e t a l d e h í  do + NADH + H"' f = -  e t a n o l  + NAD+

Se ba d em ostrado  que según  e s t a s  r e a c c i o n e s  s e  puede t r a n s f o r m a r  d esd e  

un 15 a  un 75% de á c id o  m á l ic o ,  a  l o  l a r g o  de 10 d í a s  y a  35°C [263 . La 

t r a n s f o r m a c i ó n  de á c id o  m á l ic o  a á c id o  p i r ú v i c o  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  

i n t r a c e l u l a r  no e s  c o m p le ta ,  y e s t á  r e l a c i o n a d a  con  l a  a c t i v i d a d  d e l  enzim a 

que c a t a l i z a  l a  p r im e ra  r e a c c i ó n ,  p ro b a b le m e n te  l a  L -m a la to  ITADP+ 

o x i d o r r e d u c t a s a .  La a c t i v i d a d  de e s t e  enzim a e s  c a r a c t e r í s t i c a  de cada
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variedad de uva.
F e rm e n ta c ió n  m a l o a l c o h ó l i c a .  C i e r t a s  e s p e c i e s  de l e v a d u r a s ,  de e n t r e  l a s  

que d e s t a c a n  l a s  d e l  g é n e ro  S c h izo sa c c h a ro m yc e s  [8 1 ,  8 2 ] ,  son  c a p a c e s  de 

d e g r a d a r  á c id o  m á l ic o  y p r o d u c i r  e t a n o l  y C02  en c o n d ic i o n e s  a e r ó b i c a s .  La 

r e a c c i ó n  de d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o  m á l ic o  en  e s t a s  c o n d ic i o n e s  p o r  

S c h izo sa c c h a ro m yc e s  pombe e s :

HOOC-CEs-CHOH-CDOH 2 C0 2  + CH3 -CH2OH

En e l  c a s o  de que se  p ro d u z c a n  c o n d ic i o n e s  a e r ó b i c a s ,  e l  á c id o  m á l ic o  

s e  o x id a  com ple tam en te  a  C02  y H2 0 [2 6 ] .

La r e d u c c ió n  de l a  a c id e z  t o t a l  de l o s  v in o s  que puede l l e v a r s e  a cabo  

p o r  e s t e  mecanismo b i o l ó g i c o  depende de l a  e s p e c i e  de S c h izo sa c c h a ro m y c e s  y 

de l a  cepa ,  p e ro  puede l l e g a r  h a s t a  un 45% [ 2 6 ] .

F e rm e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  La f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  e s  o t r o  p r o c e s o  de 

d e g ra d a c ió n  b i o l ó g i c a  de l a  a c id e z  de l o s  v i n o s .  C o n s i s t e  en  l a  c o n v e r s ió n  

d e l  á c id o  L -m á l ic o  a L - l á c t i c o  y C02 , y e s  l l e v a d o  a cabo  p o r  l a s  b a c t e r i a s  

l á c t i c a s ,  ya com en tadas  en e l  C a p í t u l o  a n t e r i o r .  E s t a  t r a n s f o r m a c i ó n  

aumenta e l  pH, p u e s to  que s e  p i e r d e  un g ru p o  c a r b o x i l o ,  y r e d u c e  l a  a c id e z  

t o t a l  po rque  a l  e l e v a r s e  e l  pH s e  f a v o r e c e  l a  p r e c i p i t a c i ó n  de t a r t r a t o  

á c id o  de p o t a s i o  [ 2 6 ] .

1 . 2 . -  FERMEITTACIOlí XALOLACTICA.

Las p r im e ra s  o b s e r v a c io n e s  de una p é r d i d a  de a c id e z  t o t a l  mayor que l a  

que c a u sa b a  l a  p r e c i p i t a c i ó n  de l o s  t a r t r a t o s  s e  a t r i b u y ó  a BERTHELOT y DE 

FLEURIEU [1 6 6 ] .  En un v in o  que a n a l i z a r o n  e n c o n t r a r o n  que l a  a c id e z  t o t a l
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d i s m in u ía  de 10 g /1  a  5 .8  g /1  a p e s a r  de que l a  p é r d i d a  de á c id o  t a r t á r i c o  

fue  s ó l o  de 2 .5  g /1 .  S in  embargo no s e  puede a s e g u r a r  que e s t a  d i s m in u c ió n  

de l a  a c id e z  s e  d e b ie s e  a  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  ya que s e  p r o d u c ía  

d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a .  ORDOJTHEAU C1663 inform ó de l a  p é r d i d a  

de a c id e z  en  v i n o s  a ñ e j o s ,  y que é s t a  s e  d e b ía  a  l a  d e s a p a r i c i ó n  de á c id o  

m á l ic o ;  e s t e  a u t o r  s u g i r i ó  que e l  á c id o  m á l ic o  s e  t r a n s f o r m a b a  e n  o t r o  

á c id o .  PASTEUR t 1663 p robó  que e l  á c id o  l á c t i c o  p r e s e n t e  en  l o s  v i n o s  e r a  

p r o d u c id a  p o r  b a c t e r i a s .  Asimismo, d e s c r i b i ó  una  en fe rm ed ad  d e l  v in o  que 

h a c í a  que a d q u i r i e r a  un s a b o r  p la n o ,  y ta m b ié n  in fo rm ó  de l a  l i b e r a c i ó n  de 

C02  d u r a n t e  e l  d e s a r r o l l o  de l a  “ v u e l t a ” . BALARD, a n t e s  que PASTEUR, 

o b se rv ó  l a  fo rm a c ió n  de á c id o  l á c t i c o  p o r  l o s  m ic ro o rg a n is m o s  en  v in o s  

s a n o s  [1663. KULISCH fu e  p ro b a b le m e n te  e l  p r im e ro  en com probar l a  

n a t u r a l e z a  b i o l ó g i c a  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  [1663 . P a ra  e l l o  tomó 

dos m u e s t r a s  de s i d r a ,  p a s t e u r i z ó  una a  6 0 °C y l a  o t r a  no; d e s p u é s  de 6  

meses l a  s i d r a  t r a t a d a  h a b ía  p e r d i d o  muy poca  a c i d e z ,  m i e n t r a s  que l a  

a c id e z  t o t a l  de l a  t r a t a d a  d i s m in u ía  d e l  0.80% a 0.45%. E s te  a u t o r  pensó

que l a  d i s m in u c ió n  de l a  a c id e z  se  d e b ía  a  l a  a c t i v i d a d  de una le v a d u r a .

KüLLER-THURGAU e s t a b l e c i ó  m e d ia n te  una s e r i e  de e x p e r im e n to s  que e r a n

b a c t e r i a s  y no l e v a d u r a s  l a s  r e s p o n s a b l e s  de e s t a  d i s m in u c ió n  de l a  a c id e z  

[1663. K0CK, como ya d i j i m o s  en e l  C a p í t u l o  a n t e r i o r ,  fu e  e l  p r im e ro  en  

a i s l a r  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  e i n d u c i r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  p o r  

i n o c u l a c i ó n  de e s t o s  o rg an ism o s  [ 1663 . KGCK apoyó l a  i d e a  de que l a  p é r d i d a  

de a c id e z  im p l ic a b a  l a  d e s a p a r i c i ó n  d e l  á c id o  m á l ic o ,  o b se rv ó  l a  

c o m p le j id a d  n u t r i c i o n a l  de e s t a s  b a c t e r i a s ,  y l e  p a r e c i ó  que é s t a s  o b t e n í a n  

s u s  f a c t o r e s  de c r e c im i e n t o  a p a r t i r  de l a  a u t o l i s i s  de l a s  l e v a d u r a s .  

MüSLIUGER y SEIFERT e s t a b l e c i e r o n  p o r  s e p a r a d o  l a  e c u a c ió n  c o m p le ta  de l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e l  mismo año . M&SLINGER v e r i f i c ó  as im ism o  que e l  

á c id o  l á c t i c o  s e  o r i g i n a b a  t a n t o  a p a r t i r  de l a  f e r m e n ta c ió n  d e l  á c id o

m á l ic o  como de o t r o s  com ponentes  c a rb o n a d o s  como l a  g lu c o s a .
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In fo rm e s  s o b r e  l a  c o n s e c u c ió n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  s e  

r e c i b e n  de c a s i  t o d a s  l a s  z o n a s  v i n í c o l a s .  Así en  A r g e l i a  ha s i d o  o b s e rv a d a  

y e s t u d i a d a  p o r  BREMQRD [1663 . En A u s t r a l i a  p o r  COSTELLO e t  a l .  1721, DAVIS 

e t  a l .  C91], FORRACHOR E166] , RARKIRE [273] y RARKIRE e t  a l .  [ 2 7 8 ] ,  En 

Cerdefia DEIARA e t  a l .  [97]  e s t u d i a r o n  l a  m i c r o f l o r a  r e s p o n s a b le  de l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e s p o n tá n e a .  En E spaña  FEDUCHY MARIRO [166] e IfrIGO 

e t  a l .  [ 1 5 3 ] ,  En E s ta d o s  U nidos IZUAGBE e t  a l .  [ 1 5 5 ] ,  KURKEE e t  a l .  [ 1 7 1 ] ,  

RICE [285] y RICE y MATTICK [ 2 8 6 ] .  En F r a n c i a  FERRÉ [ 2 8 2 ] ,  FLEET e t  a l .  

[ 1 1 5 ] ,  LAFOR-LAFOURCADE e t  a l .  [ 1 7 9 ] ,  PEYRAUD [282] y RIBÉREAU-GAYOR [ 2 8 2 ] .  

En I s r a e l  CHALFAR e t  a l .  1791. En I t a l i a  CASTIRO [ 6 0 ] ,  CASTIRO y USSEGLIO- 

TOMASSET [ 6 1 ] ,  DELFIRI [ 9 9 ] ,  GARDIRI e t  a l .  [1 2 7 , 128] y ROSSI e t  a l .

12921. En Japón  SHIMAZU y VATARABE [ 3 1 2 ] .  En P r o tu g a l  MARQUES GOMES y DA 

SILVA [ 1 5 3 ] .  En S u d á f r i c a  DU PLESSIS e t  a l .  14 ] .  En S udam ér ica  ARERA [ 1 6 6 ] ,  

HERRARDEZ e t  a l .  [166] y POITTEVIR e t  a l .  [ 1 6 6 ] .  En S u iz a  MARET e t  a l .  

12131 y  MARET y SOZZI [2 1 1 , 2 1 2 ] .  En l a  URSS SAERKO e t  a l .  [ 1 6 6 ] .  En 

Y u g o s la v ia  MILISAVLJEVIC [1 6 6 ] .

La f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  g e n e ra lm e n te  e s  más común en  v i n o s  t i n t o s  

que en  b la n c o s .  E s to  s e  debe en p a r t e  a  l a  mayor a c id e z  y a l a  mayor 

c o n c e n t r a c i ó n  de S0 2  que t i e n e n  e s t e  ú l t i m o  t i p o  de v in o s .  Es p o s i b l e  que 

l a  p r e s e n c i a  de m a t e r i a l  e x t r a í d o  de l a s  p i e l e s  d u r a n t e  l a  m a c e ra c ió n  de 

l o s  v in o s  t i n t o s  puede e s t i m u l a r  t a m b ié n  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  [ 1 6 6 ] .

1 . 2 . 1 . -  VERTAJAS E IRCORVERIERTES DE LA FERMERTACIOR MALOLACTICA.

Las v e n t a j a s  o d e s v e n t a j a s  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  so n  o b j e t o  

de c o n t r o v e r s i a  d esd e  hace  dos  d é c a d a s .  En g e n e r a l ,  e l  c a r á c t e r  b e n e f i c i o s o  

o p e r j u d i c i a l  de l a  misma depende de l a  r e g i ó n  v i t í c o l a ,  de l a  v a r i e d a d  de 

l a  uva , de l a  co m p o s ic ió n  d e l  v in o ,  de l a s  t é c n i c a s  de v i n i f i c a c i ó n  y de l a
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f i n a l i d a d  que s e  p ro p o n g a  e l  b o d e g u e ra .

E n t r e  l o s  efectos ventajosos que tiene la fermentación malo láct ica.

podemos c i t a r :

1 . - La reducción de la acidez. La f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  e s  e l  p r i n c i p a l  

medio de r e d u c i r  l a  a c id e z  de l o s  v in o s .  E s t a  r e d u c c ió n  puede i r  de un 0 .1  

a  un 0.3% [6 2 ,  125, 170, 251, 2 5 4 ] ,  y puede e l e v a r  e l  pH de 0 .1  a  0 .3

u n id a d e s  [6 2 ,  118, 254, 2761. La a c id e z  de l o s  v i n o s  p r o d u c id o s  en  r e g i o n e s  

f r í a s  como A lem an ia ,  n o r t e  de F r a n c i a  y e s t e  de l o s  E s ta d o s  U nidos, Lace 

que s e a  b e n e f i c i o s a  una r e d u c c ió n  de l a  a c id e z  [2 6 ,  168, 1753. En z o n a s

c á l i d a s  como A u s t r a l i a ,  C a l i f o r n i a ,  E spaña , I t a l i a  y S u d á f r i c a  l o s  v in o s  

t i e n e n  una  a c i d e z  más b a j a ,  y e l  d e s e n c a d e n a m ie n to  de l a  f e r m e n ta c ió n

m a l o l á c t i c a  puede r e d u c i r  t a n t o  e s t a  a c id e z  que l o s  v i n o s  r e s u l t e n  p l a n o s  e 

i n s í p i d o s ,  además de s e r  s u s c e p t i b l e s  d e l  a ta q u e  p o r  b a c t e r i a s  

p e r j u d i c i a l e s  [2 7 4 ,  2771. Por o t r o  l a d o ,  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a

e s p o n tá n e a  s e  r e a l i z a  más f á c i l m e n t e  en  v in o  de b a j a  a c i d e z ,  p o r  l o  que s u  

d e s e n c a d e n a m ie n to  puede r e s u l t a r  un p e l i g r o .

2 . -  Modificación del aroma. E l c r e c i m i e n t o  b a c t e r i a n o  que t i e n e  l u g a r  

p r e v ia m e n te  a  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  s e  p ro d u ce  a e x p e n s a s  de l o s  

c o m p lo n e n te s  d e l  v in o .  Las c u a l i d a d e s  s e n s o r i a l e s  d e l  mismo quedan

m o d i f i c a d a s  p o r  l o s  com pues to s  que han s i d o  e l i m i n a d a s  o a ñ a d id o s  a l  medio 

p o r  e l  m e ta b o lism o  b a c t e r i a n o .  Las b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  a p a r t e  de s i n t e t i z a r  

á c id o  l á c t i c o  como p r i n c i p a l  p r o d u c to  d e l  c a ta b o l i s m o  de l o s  a z ú c a r e s ,  

p ro d u ce n  ta m b ié n  c o m pues to s  a r o m á t i c o s  t a l e s  como a c e t a l d e h í d o ,  a c e t o í n a ,  

á c id o  a c é t i c o ,  d i a c e t i l o ,  e t a n o l  y 2 , 3 - b u t a n o d i o l . El d i a c e t i l o ,  l a

a c e t o í n a  y e l  2 , 3 - b u t a n o d i o l  son  c o m pues to s  de im p o r ta n c ia  c o n s i d e r a b l e  en  

e l  p e r f i l  a r o m á t i c o  de un v in o ,  y s u  p r o d u c c ió n  e s t á  muy r e l a c i o n a d a  con e l  

c r e c i m i e n t o  de l e v a d u r a s  y b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  O t r o s  co m p u es to s  v o l á t i l e s  

que aum entan  s u  c o n c e n t r a c i ó n  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  son: 

á c i d o s  v o l á t i l e s ,  d i e t i l  s u c c i n a t o ,  num erosos  é s t e r e s  v o l á t i l e s ,  e t i l



248

a c e t a t o ,  n - p r o p a n o l ,  2 - b u t a n o l ,  n - h e x a n o l ,  e t i l  l a c t a t o  y 2 , 3 - b u t a n o d i o l  

[8 9 ,  100, 122, 2 5 4 ] .

E x i s t e  una g r a n  c o n t r o v e r s i a  s o b re  s i  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  

a f e c t a  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  o no a l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  s e n s o r i a l e s  d e l  v in o .  

Así KUNKEE e t  a l .  [170] o b s e rv a r o n  que e l  mismo v in o  con f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  y s i n  ' e l l a  o b t e n í a  l a  misma p u n tu a c ió n  en  un* p a n e l  de 

c a t a d o r e s .  RADLER [89] y VAS VIK [89] c o n s t a t a r o n  que de l o s  v i n o s  que 

e l l o s  e n s a y a ro n ,  un p o r c e n t a j e  e n t r e  e l  40 y e l  58% de l o s  que h a b ía n  

s u f r i d o  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  no lo g ra b a n  m ejo r  c a l i f i c a c i ó n  que l o s  que 

no l a  h a b ía n  r e a l i z a d a .  De e s t o  s e  d e s p re n d e  que e l  in c re m e n to  en  c a l i d a d  

no e s t á  r e l a c i o n a d o  n e c e s a r i a m e n te  con e l  d e s e n c a d e n a m ie n to  de l a  

f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a .  RANKINE [274] ha in fo rm a d a  que l o s  b o d e q u e ro s  no 

pueden  d e t e c t a r  de form a f i a b l e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  p o r  c a t a ,  s a lv o  

en  e l  c a s o  de que l a  c o n c e n t r a c i ó n  de d i a c e t i l o  s e a  l o  s u f i c i e n t e m e n t e  a l t a  

como p a r a  s e r  d e t e c t a b l e .  P o r  e l  c o n t r a r i o  hay  a u t o r e s  que a f i r m a n  que l a  

f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  s i  a f e c t a  l a s  c u a l i d a d e s  s e n s o r i a l e s  d e l  v in o .  

VEEB [89] y PILONE y KUNKEE [251] m o s t r a r o n  que l a  cepa  u t i l i z a d a  en  l a  

in d u c c ió n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e s  im p o r ta n t e  en  l a  

c a r a c t e r i z a c i ó n  de l o s  v in o s .  Así , de l o s  e x p e r im e n to s  de VEBB s e  d e s p re n d e  

que l o s  v in o s  f e r m e n ta d o s  con c e p a s  de L e u c o n o s to c  e r a n  p r e f e r i d a s  s o b re  

l o s  e l a b o r a d o s  con  P e d io co c c u s ,  y é s t o s  s o b r e  l o s  o b t e n i d o s  con  c e p a s  de 

L a c t o b a c i l l v s .  En l o s  t r a b a j o s  de PILONE y KUNKEE [251] s e  o b s e rv a  que l o s  

v i n o s  i n o c u la d o s  con L a c t o b a c i l l u s  b r e v i s  e r a n  p r e f e r i d o s  f r e n t e  a  l o s  

i n o c u l a d o s  con o t r a s  e s p e c i e s .  S ó lo  3 de l o s  7 com ponen tes  d e l  p a n e l  de 

c a t a d o r e s  fu e ro n  c a p a c e s  de d i f e r e n c i a r  e l  v in o  con f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  d e l  v in o  c o n t r o l .  S in  embargo l a s  e x p e r i e n c i a s  de 

GIANNAKOPOULOS e t  a l .  [137] no m u e s t ra n  d i f e r e n c i a s  en  l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  

de 3 v i n o s  f e rm e n ta d o s  con 3 c e p a s  d i s t i n t a s  de L eu con os toc  o e n o s , y e s t o s  

v i n o s  e r a n  p r e f e r i d o s  r e s p e c t o  a l o s  que no l l e v a b a n  a cabo  l a  f e r m e n ta c ió n
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m a l o l á c t i c a .

En resum en , aunque  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  so n  c a p a c e s  de a l t e r a r  l a  

c o m p o s ic ió n  d e l  v in o  d u r a n t e  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a ,  s o b r e  to d o  en  e l  

c a s o  de l o s  p r i n c i p a l e s  c o m pues to s  v o l á t i l e s ,  e s t o s  cam bios  no s ie m p re  so n  

d e t e c t a d o s  p o r  un p a n e l  de c a t a d o r e s .  Las c e p a s  de b a c t e r i a s  s e l e c c i o n a d a s  

p a r a  i n d u c i r  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  so n  de im p o r ta n c ia  c r i t i c a ,  a s í  

como l a  c o m p o s ic ió n  d e l  v in o  y e l  d i s e ñ o  e x p e r im e n ta l  de l o s  a n á l i s i s  

s e n s o r i a l e s .

3 . -  Estabilidad a icrob io lógica . Una de l a s  p r i n c i p a l e s  r a z o n e s  e s g r i m i d a s  

en  f a v o r  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  e s  que l o s  v in o s  que l a  han  l l e v a d o  

a cabo  so n ,  en  s e n t i d o  m ic r o b io l ó g ic o ,  más e s t a b l e s  que l o s  que no l a  han 

r e a l i z a d o  [1 6 6 ,  274, 2 7 7 ] .  En g e n e r a l  p o c o s  b o d e q u e ro s  s e  a r r i e s g a r í a n  a 

e m b o t e l l a r  v i n o s  a n t e s  de que l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  s e  h u b ie r a  

c o m p le ta d o ,  ya que e s t o s  v in o s  pueden  l l e v a r  a  cabo  l a  f e r m e n ta c ió n  en l a  

b o t e l l a ,  dando l u g a r  a  un s e d im e n ta ,  e n tu r b i a m ie n t o  y p r e s e n c i a  de g a s ,  lo  

c u a l  p o d r í a  c o n s i d e r a r s e  como a l t e r a c i ó n  p e r j u d i c i a l  [277 , 2823. S in

embargo l a  e s t a b i l i d a d  m i c r o b i o l ó g i c a  t r a s  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  no 

e s  a b s o l u t a ;  e l  v in o  c o n t i e n e  t o d a v í a  n u t r i e n t e s  que pueden  s e r  u t i l i z a d o s  

p a ra  e l  c r e c i m i e n t o  de c i e r t a s  b a c t e r i a s .  VESTSCH y MAYER [893 in fo rm a ro n  

que P e d io c o c c u s  c e r e v i s i a e  c r e c í a  h a s t a  n i v e l e s  de 10T u f c /m l  en  un v in o  en 

e l  que s e  h a b ía  r e a l i z a d o  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  COSTELLO e t  a l .  [723 

o b s e rv a r o n  e l  c r e c i m i e n t o  de e s p e c i e s  de L a c t o b a c i l l u s  y P e d ío c o c c u s  en  

v in o s  a u s t r a l i a n o s  una  vez  que L eu co n o s to c  oen os  h a b ía  co m p le ta d o  l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  Eo hay n in g u n a  e v i d e n c i a  de que e l  c r e c i m i e n t o  de 

L e u c o n o s to c  oenos  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a l t e r e  e l  v in o  de 

manera que im pida  e l  c r e c i m i e n t o  de b a c t e r i a s  i n d e s e a b l e s .  P o r  e l  c o n t a r l o ,  

e l  aum ento  de pH que supone l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  h a c e  que e l  v in o  

p r e s e n t e  c o n d i c i o n e s  más f a v o r a b l e s  p a r a  e l  d e s a r r o l l o  de e s p e c i e s  

p e r j u d i c i a l e s  [2773 .
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P r á c t i c a s  t a l e s  como e l  t r a s i e g o ,  e l  empleo de b a j a s  t e m p e r a t u r a s ,  l a  

c l a r i f i c a c i ó n ,  e l  a j u s t e  de S02 , y e l  m a n te n im ie n to  de n i v e l e s  á c i d o s  

a s e g u r a n  l a  e s t a b i l i d a d  d e l  v in o  t r a s  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .

E n t r e  l o s  e fe c to s  p erju d ic ia les  de la  fermentación M aloláctica

e n c o n tra m o s  l o s  s i g u i e n t e s :

1 . -  Cambios sen so r ia les. La f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  puede s e r  r e a l i z a d a

p o r  un g r a n  número de e s p e c i e s ,  y  a lg u n a s  de l a s  c e p a s  c a p a c e s  de

r e a l i z a r l a  p ro d u c e n  cam b io s  menos d e s e a b l e s  que o t r a s  en  l o s  v in o s .

E s p e c ie s  p e r t e n e c i e n t e s  a  l o s  g é n e ro s  L a c t o b a c i l l u s  y P e d io c o c c u s  pueden  

c o n d u c i r  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  en v i n o s  de pH a lg o  e le v a d o ;  s i n  

embargo e s  g e n e r a l  l a  i d e a  de que e s t a s  e s p e c i e s  dan l u g a r  a  v i n o s  menos 

a c e p t a b l e s  que l o s  que han  s i d o  f e r m e n ta d o s  con  L eu con os toc  o en o s  [ 2 8 2 ] .  Ho 

hay  que d e s c a r t a r  en  p r i n c i p i o  que a lg u n a s  c e p a s  de L a c t o b a c i l l u s  y  

P e d io c o c c u s  p uedan  c o n f e r i r  c a r a c t e r í s t i c a s  d e s e a b l e s  a  un v in o .

2 . -  Cambios de c o l o r .  E l c o l o r  de l o s  p ig m e n to s  a n t o c i á n i c o s  d e l  v in o  t i n t o  

depende d e l  pH y d e l  e s t a d o  de o x id a c ió n .  La f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  puede 

c a u s a r  una p é r d i d a  de c o l o r  de h a s t a  un t e r c i o  e n  v in o s  t i n t o s .  P a r t e  de l a  

p é r d i d a  de c o l o r  s e  debe  a l  cambio de pH o c a s io n a d o  p o r  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a ;  s i n  embargo VETSCH y LtfTHI C166] s u g i r i e r o n  que e r a  l a  

f e r m e n ta c ió n  d e l  á c id o  c í t r i c o  p o r  b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  más que l a  d e l  «ácido 

m á l ic o ,  l o  que c a u s a b a  un cambio de c o l o r  a l  p r o p o r c i o n a r  h id ró g e n o  que 

r e d u c í a  a  l o s  co m p u es to s  r e s p o n s a b l e s  d e l  c o l o r .  Más r e c i e n t e m e n t e  s e  ha 

d e s c r i t o  o t r o  mecanismo de p é r d i d a  de c o l o r  denom inado " b la n q u e a m ie n to "  d e l  

v in o  p o r  S0-. l i b r e .  La u t i l i z a c i ó n  de co m p u e s to s  de c o m b in a c ió n  de S02 , 

t a l e s  como e l  a - c e t o g l u t a r a t o ,  p i r u v a t o  y a c e t a l d e h í d o  p o r  l a s  b a c t e r i a s  

l á c t i c a s  puede d a r  l u g a r  a  l a  o b t e n c ió n  de S0 2  l i b r e  [ 1 1 9 ] .  El S0 2  l i b e r a d o  

puede c o m b in a rse  e n to n c e s  con  l o s  a n t o c i o a n o s ,  l o  c u a l  l l e v a  a una 

r e d u c c ió n  de l a  i n t e n s i d a d  c o l o r a n t e  d e l  v in o  [ 8 9 ] .  E s t a  r e a c c i ó n  e s  

r e v e r s i b l e ,  y s ó l o  p ro d u ce  una p é r d i d a  de c o l o r  s i g n i f i c a t i v a  a pH e le v a d o ;
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a  pH b a jo  l o s  i o n e s  b i s u l f i t o  so n  menos num erosos. En e l  c a s o  de que l a  

p é r d i d a  de a c i d e z  s e a  t a n  g ran d e  que o c a s io n e  un pH muy a l t o ,  no s ó l o  s e  

d a rá  una  p é r d i d a  de c o l o r ,  s i n o  que tam b ié n  c a m b ia rá  l a  c a l i d a d  d e l  mismo, 

v a r i a n d o  d e l  m a t iz  r o j o  a  m a t ic e s  a z u la d o s .

3 .-  Pérdida adicional de acidez por precip itación  de hidrogenotartratos. El

p u n to  medio e n t r e  l o s  v a l o r e s  de pK d e l  á c id o  t a r t á r i c o  e s  ap rox im adam en te  

de 3 .6 .  S i  e l  v in o  e s t á  s a t u r a d o  con h i d r o g e n o t a r t r a t o  p o t á s i c o  y e l  

d e s e n c a d e n a m ie n to  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  p ro d u c e  un aum ento  de pH 

que lo  ap rox im e  a pH=3.6, e l  h i d r o g e n o t a r t r a t o  p o t á s i c o  p r e c i p i t a r á .  La 

p r e c i p i t a c i ó n  a s u  vez  c a u s a  t u r b i d e z  y p é r d i d a  a d i c i o n a l  de a c id e z  [1 6 6 ] .

4 . -  Formación de aminas. La c a p a c id a d  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  p a r a  

d e s c a r b o x i l a r  a m in o á c id o s  ha s id o  e x te n s a m e n te  i n v e s t i g a d a  Cl, 173, 265 ] .  

D e n tro  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  l a s  p e r t e n e c i e n t e s  a l  g é n e ro  P e d io c o c c u s  

son  l a s  más i m p o r t a n t e s  p r o d u c t o r a s  de h i s t a m i n a  [ 2 6 5 ] .  De e s t a  form a, 

v in o s  de pH e le v a d o  que s o p o r t a n  e l  c r e c i m i e n t o  de e s t a s  e s p e c i e s  d u r a n t e  o 

d e s p u é s  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a ,  son  s u s c e p t i b l e s  de c o n te n e r  

e l e v a d o s  e i n d e s e a b l e s  n i v e l e s  de h i s t a m i n a  [ 8 9 ] .

' 1 . 2 . 2 . -  MECANISMO DE LA FERMENTACION MALOLACTICA.

La v í a  de t r a n s f o r m a c i ó n  d e l  á c id o  m á l ic o  en  á c id o  l á c t i c o  u t i l i z a d a  

po r  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  p o d r ía  s e r  a lg u n a  de l a s  o b s e rv a d a s  en  o t r o s  

s e r e s  v i v o s ,  o b i e n  o t r a  d i s t i n t a  ( F ig u r a  4 5 ) .  H a s ta  l o s  t r a b a j o s  de 

LONVAUD e t  a l .  en  1977 [203]  s e  asum ía  que e l  á c id o  L -m á l ic o  p r e s e n t e  en  

m ostos  y v i n o s  e r a  m e ta b o l iz a d o  po r  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  m e d ia n te  un 

enzim a denom inado "en z im a  m á l ic o ” , p a r a  d i s t i n g u i r l o  de l a  m a la to  

d e s h id r o g e n a s a  que c a t a l i z a  l a  o x id a c ió n  de m a la to  a o x a l a c e t a t o .  OCHOA e t  

a l .  [265] o b s e r v a r o n  un enzima málicm d e p e n d ie n t e  d e l  NADP+ en h íg a d o  de
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paloma; p o s t e r i o r m e n t e  KORKES e t  a l .  [265] e n c o n t r a r o n  un enzim a s i m i l a r  

aunque d e p e n d ie n te  d e l  NAD en  L a c t o b a c i l l u s  p lan tarum .  E l modo de a c c i ó n  de 

e s t e  enz im a  s e  l i m i t a  a  l a  t r a n s f o r m a c i ó n  de á c id o  L -m á l ic o  en ' á c id o  

p i r ú v i c o  ( F ig u r a  45, v i a  2 ); l a  r e d u c c ió n  de e s t e  ú l t im o  a  á c id o  D o 

L - á c t i c o  depende  de l a  p r e s e n c i a  e v e n tu a l  de l a s  l á c t i c o  d e s h id r o g e n a s e s  

c o r r e s p o n d i e n t e s .  S in  embargo, PEYEAUD [2393 o b se rv ó  que c i e r t a s  b a c t e r i a s  

d e l  v in o  qüe p o s e ía n  l a s  d o s  l á c t i c o  d e s h id r o g e n a s a s ,  y p o r  t a n t o  c a p a c e s  

de fo rm a r  á c id o  D y  L - l á c t i c o  a  p a r t i r  de g lu c o s a ,  s i n t e t i z a b a n  

e x c lu s iv a m e n te  á c id o  L - l á c t i c o  a p a r t i r  d e l  á c id o  L -m á l ic o .  P a re c e  p u e s  que 

l a s  l á c t i c o  d e s h id r o g e n a s a s  no e s t á n  i m p l i c a d a s  en  e l  mecanismo de l a  

f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  de l o s  v in o s .  E s t a  h i p ó t e s i s  fu e  c o n f i rm a d a  p o r  

RADDLER e t  a l .  a l  o b s e r v a r  que L eu con os toc ,  P e d io co c c u s ,  y l o s  

L a c t o b a c i l l u s  homo y h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  p r o d u c ía n  i n v a r i a b l e m e n t e  á c id o  

L - l á c t i c o  a p a r t i r  d e l  á c id o  L -m á l ic o  [2653 . P o s t e r i o r m e n te  SCHUTZ y RADLER 

e m i t i e r a n  l a  h i p ó t e s i s  de l a  e x i s t e n c i a  de un enz im a e s p e c í f i c o  que puede 

r e a l i z a r  l a  t r a n s f o r m a c i ó n  d i r e c t a  d e l  á c id o  m á l ic o  en  á c id o  l á c t i c o  

(F ig u r a  45, v í a  3 ) .  Los r e s u l t a d o s  de LOEVAUD e t  a l .  [2033 c o n f i rm a n  e s t a  

h i p ó t e s i s .  E s to s  a u t o r e s  denom inaron  “ enz im a m a l o - l á c t i c o "  a l  enzim a 

p r e s e n t e  en  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  y que c a t a l i z a  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  en v in o s .

La p u r i f i c a c i ó n  de e s t e  enzim a y e l  e s t u d i o  de s u s  p r o p ie d a d e s  han 

s id o  r e a l i z a d o s  p o r  LONVAUD-FUEEL y STRASSER DE SAAD [2053 . E s t a s  a u t o r a s  

l l e g a r o n  a l a  c o n c lu s i ó n  de que l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  no s u r g í a  de una 

c o m b in ac ió n  de a c t i v i d a d e s  d e l  enzim a m á l ic o  y de l a  L - l á c t i c o  

d e s h id r o g e n a s a ,  s i n o  que e r a  c o n s e c u e n c ia  de un c o m p le jo  e n z im á t i c o  que 

p r o d u c ía  l a  suma de e s t a s  dos  r e a c c i o n e s  s i n  c a t a l i z a r  l a s  r e a c c i o n e s  

p a r c i a l e s .  E l c o m p le jo  p r o t e i c o  c o m p re n d e r ía  una a c t i v i d a d  m a la to  

d e s c a r b o x i l a s a - d e s h i d r o g e n a s a  y una L - l á c t i c o  d e s h id r o g e n a s a  e s t r e c h a m e n te  

a s o c i a d a s ,  o b ie n  una a c t i v i d a d  m a la to  d e s h id r o g e n a s a ,  una a c t i v i d a d
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o x a l a t o  d e s c a r b o x i l a s a  y una a c t i v i d a d  L - l á c t i c o  d e s h id r o g e n a s a .  E s t u d io s  

r e a l i z a d o s  p o r  KRAUS e t  a l .  a p u n ta r o n  l a  p o s i b i l i d a d  de que e l  o x a l a c e t a t o  

y e l  p i r u v a t o  p u d i e r a n  p e rm a n ec e r  u n id o s  a l  c o m p le jo  m a l o l á c t i c o  d u r a n t e  e l  

c u r s o  de l a  r e a c c i ó n ,  y p o r  e l l o  no a p a r e z c a n  i n t e r m e d i e r i o s  l i b r e s  1164]- 

E s t a  h i p ó t e s i s  queda apoyada  p o r  l o s  r e s u l t a d o s  de l a  i n v e s t i g a c i ó n  de 

LONVAUD-FUNEL y STRÁSSER DE SAAD [2051 , en  l a  c u a l  o b s e rv a r o n  que* e l  NAD"* 

e r a  e s e n c i a l  p a r a  ] a  a c t i v i d a d  m a l d á c t i c a ,  a p e s a r  de que é s t e  no s e  

r e d u e l a .  Por o t r o  la d o  l o s  e s t u d i o s  c i n é t i c o s  que s e  r e a l i z a r o n  m o s t r a ro n  

que. e l  NAD"4- y l o s  i o n e s  Mn* 2  s e  u n ta n  p r im e ro  a l  c o m p le jo  e n z im á t i c o  y 

p o s t e r io r m e n t e  lo  h a c í a  e l  L -m a la to .  E s t a s  a u t o r a s  a p u n ta r o n  l a  p o s i b i l i d a d  

de que l a  p r o t e í n a  d e l  c o m p le jo  que une a l  m a la to  f u e r a  o l ig o m é r i c a .  E l 

s i t i o  a c t i v o  de l a  L - l a c t a t o  d e s h id r o g e n a s a  d e l  c o m p le jo  no s e r í a  a c c e s i b l e  

a l  p i r u v a t o  o a l  NADH a ñ a d id o s  a l  m edio , p u e s to  que no s e  o b s e rv a b a  

a c t i v i d a d  L - l á c t i c o  d e s h id r o g e n a s a  l i b r e ;  s ó l o  e r a  a c c e s i b l e  en  e l  i n t e r i o r  

d e l  c o m p le jo  e n z im á t i c o  a l o s  p r o d u c t o s -jie  r e a c c i ó n  c a t a l i z a d a s  b i e n  p o r  e l  

enzim a m á l ic o  o b i e n  p o r  l a  o x a l a t o  d e s c a r b o x i l a s a .

El .pape l  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en  e l  m e ta b o lism o  de l a s  

p r o p i a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  e s  una c u e s t i ó n  no r e s u e l t a  t o d a v í a .  Los 

t r a b a j o s  de SCHANDERL c i t a d o s  p o r  KUNKEE [1663 m u e s t ra n  que l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  no p r o p o r c i o n a  e n e r g í a  n i  tam poco p o d e r  r e d u c t o r  p a ra  l a  

c é l u l a ,  p o r  lo  c u a l  no h a b r í a  c r e c im i e n t o  a  e x p e n s a s  de e s t a  r e a c c i ó n .  S in  

embargo e s t a  c u e s t i ó n  e s t á  t o d a v í a  p o r  r e s o l v e r ,  ya que hay  a u t o r e s  que 

a f i rm a n  que e s  p o s i b l e  que t a n t o  e l  á c id o  m á l ic o  como e l  c í t r i c o  s e a n  

s u s t r a t o s  c a p a c e s  de s o p o r t a r  e l  c r e c i m i e n t o  de L. o e n o s  [843 . O t ro s  

i n v e s t i g a d o r e s  a p o r t a n  d a t o s  d i s t i n t o s :  PILONE y KUNKEE C2533 e n c u e n t r a n  

que e l  r e n d im ie n to  en  p e so  s e c o  p o r  mol de á c id o  L -m á l ic o  e s  de 1 .3 4  g en  

L eu con os toc  oenos  ML-34 en un medio c o m p le jo  s i n  c a r b o h i d r a t o s ;  s i n  embargo 

cuando em plean  un medio mínimo no o b s e rv a n  d i f e r e n c i a s  en  e l  c r e c im i e n t o  

con o s i n  l a  a d i c i ó n  de L -m á l ic o .  En e s t a  misma e x p e r i e n c i a  r e l a t a n  que no
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e s  s i g n i f i c a t i v o  e l  e f e t o  e s t i m u l a n t e  d e l  á c id o  m á l ic o  s o b r e  e l  c r e c im i e n t o  

en  p r e s e n c i a  de g lu c o s a ,  y a  que l o s  r e n d im ie n to s  que s e  o b t e n í a n  en un 

medio g lu c o s a d o  con o s i n  á c i d o  m á l ic o  e r a n  muy s e m e j a n t e s  C2533. KAEDLER 

e t  a l .  tam b ié n  e n c o n t r a r o n  un co m p o r tam ien to  s i m i l a r  u t i l i z a n d o  l a  c e p a  de 

L . m e s e n te r o id e s  39 en un  e x p e r im e n to  s e m e ja n t e .  En resum en : no hay

e v i d e n c i a s  c l a r a s  de que e l  á c id o  m á l ic o  p ro d u z c a  un i n c r e m e n t io  en  b iom asa  

en l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .

S in  embargo, s í  que p a r e c e  que t i e n e  c i e r t a  i n f l u e n c i a  s o b r e  l a  t a s a  

de c r e c im i e n t o .  En p r i n c i p i o  se  pensé  que e r a  d e b id o  a  un aum ento  d e l  pH, 

lo  c u a l  m e jo rab a  l a s  c o n d ic i o n e s  de c r e c im i e n t o ;  s i n  embargo, e x p e r i e n c i a s  

l l e v a d a s  a cabo a pH óp tim o  en  un medio s i n t é t i c o ,  m o s t ra b a n  un in c re m e n to  

en  l a  t a s a  de c r e c i m i e n t o  cuando en s u  c o m p o s ic ió n  s e  h a l l a b a  p r e s e n t e  e l  

á c id o  m á l ic o  [1683 . I n c l u s o  a l o s  pHs b a jo s  d e l  v in o ,  l a  e s t i m u l a c i ó n  e s  

n o t a b l e ,  o b s e rv á n d o s e  que e l  c r e c im i e n t o  en  un v in o  a l  que s e  a ñ a d ió  á c id o  

L -m á l ic o  e r a  más r á p i d o  que en  e l  v in o  c o n t r o l  cuyo pH e r a  más a l t o  que e l  

que c o n t e n í a  m á l ic o .  S in  embargo, e l  in c re m e n to  d e l  pH p a r e c e  que s í  t i e n e  

que v e r  con e l  r e n d i m ie n to ,  e l  c u a l  e s  mayor a  pHs más e le v a d o s .  E s t a s

o b s e r v a c io n e s  m u e s t ra n  una f u n c ió n  b i o l ó g i c a  p a ra  l a  f e r m e n ta c ió n

m a l o l á c t i c a :  e s t i m u l a r  l a  t a s a  de c r e c im i e n t o .  S in  embargo, perm anece  

o s c u ro  e l  mecanismo se g ú n  e l  c u a l  e l  á c id o  m á l ic o  p ro d u c e  e s t e  e f e c t o  

[ 1663.

Se pueden  e n c o n t r a r  d i s t i n t a s  t i p o s  de e n z im as  m a l o l á c t i c o s  en  l a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  a i s l a d a s  de v in o s  [1883 . En l a  m ay o r ía  de l a s - c e p a s  e l  

enzim a e s  c o n s t i t u t i v o :  más d e l  60% de b a c i l o s  homo y h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  y 

más d e l  80% de l o s  c o c o s  homo y h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  l o  p r e s e n t a n  

c o n s t i t u t i v o .  El r e s t o  t i e n e  e n z im as  i n d u c i b l e s :  e l  enz im a s e  s i n t e t i z a

s ó lo  cuando s e  s i t ú a  a  l a  c é l u l a  en un medio con á c id o  m á l ic o .  La in d u c c ió n

d e l  enzim a m a l o l á c t i c o  r e q u i e r e  b i o t i n a  y una f u e n t e  de c a rb o n o  C1663. 

NATHAE usó l a  in d u c c ió n  e n z im á t i c a  p a ra  p u r i f i c a r  e l  enzim a y s e p a r a r l o  de



l a  o x a l a c e t a t o  d e s c a r b o x i l a s a  en  t r e s  b a c t e r i a s  m a l o l á c t i c a s  [1663 . E l l a  

e n c o n t r ó  que e l  á c id o  m á l ic o  i n d u c í a  ambas a c t i v i d a d e s ;  s i n  embargo e l  

á c id o  o x a l a c é t i c o  s ó l o  i n d u c í a  l a  a c t i v i d a d  o x a l a c e t a t o  d e s c a r b o x i l a s a .  

E x i s t e n  c i e r t a s  d i f e r e n c i a s  e n t r e  l a s  c e p a s  r e s p e c t o  a l a  c o n c e n t r a c i ó n  

mínima de á c id o  m á l ic o  que s e  r e q u i e r e  p a r a  l a  in d u c c ió n  e n z im á t i c a .  E s to  

t i e n e  un i n t e r é s  e s p e c i a l  p a r a  l o s  e n ó lo g o s .  A s í ,  c e p a s  que r e q u i e r e n  una 

a l t a  c o n c e n t r a c i ó n  de á c id o  m á l ic o  p a r a  l a  in d u c c ió n  d e l  enz im a m a l o l á c t i c o  

no pod rán  l l e v a r  a  cabo  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  en  v in o s  con  b a jo  

c o n te n id o  en e s t e  á c id o .  La p r e s e n c i a  de e s t e  t i p o  de b a c t e r i a s  e x p l i c a r í a  

l a s  s i t u a c i o n e s  en  que l o s  v in o s  so n  b io ló g ic a m e n te  e s t a b l e s  t r a s  una 

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  in c o m p le ta .  S i  l a  b a c t e r i a  que comenzó l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e s  e l im in a d a  p o r  t r a s i e g a  o f i l r a c i ó n  a n t e s  de 

a c a b a r  e s t e  p r o c e s o ,  y p o s t e r i o r m e n t e  s e  i n s t a l a n  b a c t e r i a s  con  e le v a d o  

um bral de á c id o  m á l ic o  p a r a  l a  s í n t e s i s  d e l  enz im a, e l  v in o  p e rm a n ec e rá  

e s t a b l e  C1663.

1 . 2 . 3 . -  FACTORES QUE INFLUYEN EN LA FERMENTACION MALOLACTICA.

Los f a c t o r e s  que a f e c t a n  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  son  l o s  mismos 

que a f e c t a n  a l  c r e c i m i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  [1743 . Así tenem os que 

e l  pH, l a  t e m p e r a t u r a ,  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de e t a n o l ,  de S02 , de C02  d e l  

medio, de á c id o  m á l ic o ,  de á c id o  c í t r i c o ,  de s u c c í n i c o ,  t a r t á r i c o ,  l o s  

p o l i f e n o l e s  y o t r a s  s u s t a n c i a s  m i n e r a l e s  en e l  v in o ,  a s í  como l a

c o m p e te n c ia  con o t r o s  m ic ro o rg a n ism o s ,  a f e c t a n  a l a  c o n c lu s i ó n  de l a

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  ya que so n  l o s  que r e g u l a n  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s

b a c t e r i a s  r e s p o n s a b l e s  de e s t e  fenómeno. E s t a s  b a c t e r i a s  s ie m p re  s e  b a i l a n  

en e l  m osto, p e ro  en  número t a n  b a jo  que s i  no e n c u e n t r a n  c o n d ic i o n e s  

f a v o r a b l e s  de c r e c im i e n t o  s e r á n  i n c a p a c e s  de r e a l i z a r  l a  f e r m e n ta c ió n
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m a l o l á c t i c a .

LAFON-LAFOUECADE [1 7 2 ,  1743 ha e s t u d i a d o  qué f a c t o r e s  a f e c t a n  l a

a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a ,  d e f i n i d a  como t a l  y no como d e p e n d ie n te  d e l  

c r e c im i e n t o  b a c t e r i a n o .  P a r a  e l l o  u t i l i z ó  e l  método de i n o c u l a c i ó n  con  

e le v a d a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de c é l u l a s  no p r o l i f e r a n t e s .  E s t a s  c é l u l a s  

a c tu a b a n  como un e x t r a c t o  c ru d o  de e n z im as  que l l e v a b a  a  cabo  r á p id a m e n te  

l a  d e g ra d a c ió n  d e l  á c id o  m á l ic o .  Según e s t a  a p ro x im a c ió n  o b se rv ó  que l o s  

mismos f a c t o r e s  que i n f l u y e n  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  r e p e r c u t e n  en  l a  

a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a ;  s i n  embargo, l o s  u m b ra le s  de i n h i b i c i ó n  o e f i c a c i a  

óp t im a  e r a n  d i s t i n t o s .  El pH e s  uno de l o s  p r i n c i p a l e s  f a c t o r e s  que 

i n f l u y e n  en e l  c r e c im i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s ,  y s i n  embargo l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  puede r e a l i z a r s e  a pHs más b a j o s  que a q u é l l o s  que i n h ib e n  e l  

c r e c im i e n t o .  Así p o r  e je m p lo  L eu con os toc  g r a c í l e  Cf 34 ( a c tu a lm e n te  

L eu con os toc  oenos ) e n c u e n t r a  d i f i c u l t a d e s  en  c r e c e r  en  medio s i n t é t i c o  a 

pH=3.0, y no c r e c e  en  a b s o l u t o  en v in o ;  s i n  embargo s í  ‘r e a l i z a  l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a  e s t e  pH en  medio s i n t é t i c o  con  un p o r c e n t a j e  de 

d e g ra d a c ió n  de á c id o  m á l ic o  de h a s t a  un 90% [1743 . En un a r t í c u l o  p o s t e r i o r  

[1723 e s t a  a u t o r a  e n c u e n t r a  que p a r a  b a c i l o s  e l  pH óp tim o  de l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  s e  s i t ú a  e n t r e  3 .5  y 4 .0 .  O bserva  ta m b ié n  que un 

pH=3.0 p r á c t i c a m e n te  i n h ib a  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  y que pHs 

s u p e r i o r e s  a 4 .5  suponen  una d i s m in u c ió n  de e s t a  a c t i v i d a d .  En c u a l q u i e r  

ca so  e l  e f e c t o  de l o s  d i s t i n t o s  pHs s o b r e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  

depende de l a s  c e p a s .  Los c o c o s  r e a l i z a n  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a  un 

pH más b a jo  p o r  té rm in o  medio que l o s  b a c i l o s ;  e s t e  p r o c e s o  e s  p o r  r e g l a  

g e n e r a l  más r á p i d a  conform e aum enta  e l  pH en  e l  i n t e r v a l o  de pH de 3 .0  a

4 .0 ,  y lu eg o  d ism inuye  d r á s t i c a m e n t e .  O tro  a s p e c t o  que hay que t e n e r  en  

c u e n ta  de e s t e  f a c t o r  e s  l a  m uérte  que p ro d u ce  en  l a s  c é l u l a s  b a c t e r i a n a s  

i n o c u l a d a s  en v in o .  A pH más b a jo  e l  p o r c e n t a j e  de m uerte  in m e d ia ta  de l a  

c é l u l a  e s  mayor [3443. No hay in f o r m a c ió n  a l  r e s p e c t o  de cómo e l  pH
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m o d i f i c a  l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a ,  aunque e s  de s u p o n e r  que a f e c t a  a l  

f u n c io n a m ie n to  de l o s  e n z im as  im p l ic a d o s  en  e s t a  r e a c c i ó n .

La i n f l u e n c i a  que t i e n e  e l  e t a n o l  s o b r e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e s  

n e g a t i v a .  La t a s a  de c r e c i m i e n t o  d ism in u y e  conform e aum enta  l a  

c o n c e n t r a c i ó n  de a l c o h o l .  S in  embargo e l  um bra l  de i n h i b i c i ó n  depende  de l a  

c e p a  [1 7 2 ,  3 4 4 ] ,  de l a  c o m p o s ic ió n  d e l  medio C1743, y de l o s  v a l o r e s  de pH 

y t e m p e r a t u r a  [3443 . Según LAFON-LAFOUECADE [1743 l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  

de L. g r a c í l e  en  medio s i n t é t i c o  no s e  a l t e r a  h a s t a  a l c a n z a r  un 11% de 

a l c o h o l .  Con 12% de e t a n o l  s e  t r a n s f o r m a  e l  56% de á c id o  m á l ic o ,  y con e l

13% de e t a n o l  s ó l o  un 12%. De c u a l q u i e r  manera e x i s t e n  c e p a s  muy a c t i v a s

que s ó l o  p r e s e n t a n  n i v e l e s  de i n h i b i c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  p o r  

enc im a d e l  13% de e t a n o l .  El e f e c t o  que e l  e t a n o l  pueda  t e n e r  s o b re  l a  

f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  e s  como en  e l  c a s o  d e l  pH l a  i n h i b i c i ó n  de l o s  

e n z im as  de l a  t r a n s f o r m a c i ó n  d e l  á c id o  m á l ic o  [3443.

La t e m p e r a t u r a  a f e c t a  a l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  como a c u a l q u i e r  

o t r a  r e a c c i ó n  b io q u ím ic a :  a mayor t e m p e r a t u r a  m a ja r  v e lo c i d a d  de

d e g r a d a c ió n .  LAFON-LAFDUECADE [1723 e n c o n t r ó  que p a r a  un mismo p e r io d o  de 

t ie m p o  l a  d e g r a d a c ió n  de á c id o  m á l ic o  a 22°C y a 25°C e r a  d e l  77%, a 30°C 

d e l  93%, y a 35°C d e l  95%.. La t e m p e r a t u r a  ó p t im a  p a r a  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  s e  s i t ú a  a l r e d e d o r  de l o s  35°C, t e m p e r a t u r a  b a s t a n t e  s u p e r i o r  a  

l a  t e m p e r a t u r a  ó p t im a  de c r e c im i e n t o .  S in  embargo l a  t e m p e r a t u r a  tam b ié n  

a g ra v a  l o s  e f e c t o s  n e g a t i v o s  d e l  pH y d e l  e t a n o l ,  con lo  c u a l  en  un medio

a l c o h ó l i c o  á c id o  l o s  e f e c t o s  n e g a t i v o s  que e s t o s  t i e n e n  s o b re  l a

f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  s e  ven in c re m e n ta d o s  [2433 i

L as  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  so n  mucho más s e n s i b l e s  a l  S02 , t a n t o  l i b r e  

como com binado, que l a s  l e v a d u r a s  [1893 . La p r e s e n c i a  d e l  S0 2  en e l  v in o  

im p l ic a  un e q u i l i b r i o ,  d e p e n d ie n te  d e l  pH, e n t r e  l a  fo tm a  m o le c u la r  y l o s  

io n e s  s u l f i t o  y b i s u l f i t o  d e n t r o  de l a  p o r c ió n  l i b r e .  A pHs más b a jo s  

e x i s t e  una mayor c o n c e n t r a c i ó n  de S02  m o le c u la r .  A p e s a r  de que t o d a s  l a s
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f o r n a s  en l a s  que s e  e n c u e n t r a  e l  S02  en  e l  v in o  t i e n e n  a c t i v i d a d

a n t i m i c r o b i a n a ,  l a  más a c t i v a  e s  l a  form a m o le c u la r  [5 4 ,  30 6 ] ,  E l  S0 2  a c tú a  

t a n t o  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  c é l u l a s  (10 Eg/1 de S02  l i b r e  o 30 mg/1 

de S02  combinado p e r t u r b a n  g rav em en te  e l  d e s a r r o l l o ) ,  como s o b r e  l a  

a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a ,  aunque en  e s t e  c a s o  s e  r e q u i e r e n  m ayores  c a n t i d a d e s  

de SQ2  l i b r e  o combinado p a r a  i n h i b i r l a  t o t a l m e n t e .  La a c t i v i d a d  

m a l o l á c t i c a  en  un medio s i n t é t i c o  d ism in u y e  en un 13% en  p r e s e n c i a  de 20 

mg/ 1  de Sü2  l i b r e ,  en  un 50% con  50 mg/1, y s e  i n h ib e  t o t a l m e n t e  con  100 

mg/1 [1743 . El um bral de s e n s i b i l i d a d  depende  de l a  e s p e c i e ,  d e l  pH, y 

ta m b ié n  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  d e l  in ó c u lo :  a  mayor c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r ,  l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  s e  ve menos i n h i b i d a  [ 1723. El mecanismo de 

i n h i b i c i ó n  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  p a r e c e  s e r  l a  o x i d a c i ó n  de l o s  g ru p o s  

d i s u l f u r o  d e l  enzim a m á l ic o  p o r  p a r t e  d e l  S02  l i b r e .  El io n  b i s u l f i t o

i n h i b i r í a  i n d i r e c t a m e n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  ya que s e  combina con 

e l  a c e t a l d e h í d o  n e c e s a r i o  p a ra  l a  r e o x i d a c i ó n  de l o s  c o e n z im a s  r e d u c i d o s  

[1663 .

E l C0-. a c tú a  i n d i r e c t a m e n t e  s o b re  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  ya que 

f a v o r e c e  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  y c o n s e c u e n te m e n te  l a  

v e lo c i d a d  de d e g ra d a c ió n  d e l  á c id o  m á l ic o  [2 6 ,  31, 175, 3443.

Los á c i d o s  a c é t i c o ,  c í t r i c o ,  L - l á c t i c o ,  s u c c í n i c o  y t a r t á r i c o  e j e r c e n  

una l i g e r a  i n h i b i c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  La más m arcada  e s t á  

p r o d u c id a  p o r  e l  á c id o  l á c t i c o .  E s t a  i n h i b i c i ó n  puede c o n s i d e r a r s e  como.un 

c o n t r o l  r e t r o a c t i v o  p o r  e l  p ro d u c to  f i n a l  de una  r e a c c i ó n  s o b r e  e l  enzim a 

que l o  c a t a l i z a  (1723 . LOFVAUD-FUITEL [2043 e n c u e n t r a  que t a n t o  e l  á c id o  

L - l á c t i c o  como e l  á c id o  oxámico so n  i n h i b i d o r e s  no c o m p e t i t i v o s ,  m ie n t r a s

que e l  r e s t o  de á c i d o s  d e l  v in o  ( s o b r e  to d o  c í t r i c o ,  s u c c í n i c o  y

t a r t á r i c o ) ,  son  i n h i b i d o r e s  c o m p e t i t i v o s .  La a f i n i d a d  d e l  enzim a 

m a l o l á c t i c o  p o r  e s t o s  s u s t r a t o s  e s  muy p róx im a  a l a  d e l  m a la to ,  y l a  u n ió n  

de l o s  mismos im pide l a  t r a n s f o r m a c i ó n  m a l o l á c t i c a .
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La c o n c e n t r a c i ó n  i n i c i a l  de  á c id o  m i l i c o  ta m b ié n  puede  i n f l u e n c i a r  e l  

d e s a r r o l l o  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en  e l  c a s o  de a q u e l l a s  b a c t e r i a s  

que t e n g a n  un enzim a m a l o l á c t i c o  i n d u c i b l e  C166] .  A s í ,  aún  en  e l  c a s o  de 

e l e v a d o s  i n ó c u l o s  de c é l u l a s  p r o l i f e r a n t e s ,  s i  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de á c id o  

m á l ic o  e s  i n f e r i o r  a  l a  n e c e s a r i a  p a r a  l a  in d u c c ió n  d e l  enz im a, l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  no s e  p r o d u c i r á .  P o r  o t r a  p a r t e ,  de l o s  t r a b a j o s  

de BRÉCHOT e t  a l .  [45]  s e  d e s p re n d e  que c o n c e n t r a c i o n e s  de á c id o  m á l ic o  

s u p e r i o r e s  a 40 mM r e t r a s a n  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .

LAFON-LAFOURCADE [172] t a m b ié n  e s t u d i ó  e l  e f e c t o  que c i e r t a s  

s u s t a n c i a s  m in e r a l e s  y a lg u n o s  com ponen tes  p o l i f e n ó l i c o s  t e n í a n  s o b r e  e l  

d e sen c a d e n am ien to  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  Observó que l o s  

e n r i q u e c i m ie n t o s  c an  m a t e r i a s  m in e r a l e s ,  s o b r e  to d o  Mg y Mn, no t e n í a n  

a c c ió n  p o s i t i v a .  T en iendo  en  c u e n ta  que e s t o s  m in e r a l e s  so n  c a t a l i z a d o r e s  

de l a  r e a c c i ó n  m a l o l á c t i c a ,  l a  f a l t a  de a c t i v a c i ó n  con l a  a d i c i ó n  de l o s  

mismos se  debe a que e l  medio de e n sa y o  ya l o s  c o n t e n í a  como c o n ta m in a n te s ,  

a l  menos en l a s  c a n t i d a d e s  m ínim as r e q u e r i d a s .  Los p o l i f e n o l e s  e n s a y a d o s  

p o r  LAFDE-LAFOURGADE [172] no t e n í a n  n in g ú n  e f e c t o  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  

m a l o l á c t i c a ,  e x c e p to  e l  á c id o  g á l i c o  que en  c o n c e n t r a c i ó n  de 1 g /1  m o s t ra b a  

una im p o r ta n te  i n h i b i c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .

Por ú l t im o ,  vamos a  c o n s i d e r a r  e l  p a p e l  que t i e n e  l a  c o m p e te n c ia  e n t r e  

l o s  m ic ro o rg a n ism o s  s o b re  e l  d e s e n c a d e n a m ie n to  de l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a .  Es b i e n  c o n o c id a  l a  c a p a c id a d  de c i e r t a s  l e v a d u r a s  p a r a  

p r o d u c i r  S02 [ 3 1 ] .  El e f e c t o  que e s t e  a n t i s é p t i c o  t i e n e  s o b r e  e l

c r e c im i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  y s o b r e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  

ya ha s i d o  d e s c r i t o  con a n t e r i o r i d a d ,  y e x p l i c a  e l  que b a c t e r i a s  no 

p r o l i f e r a n t e s  s e a n  in c a p a c e s  de r e a l i z a r  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  en  

v in o s  fe rm e n ta d o s  p o r  c i e r t a s  c e p a s  de l e v a d u r a s .  E l d e s c u b r im ie n to  de l a  

e x i s t e n c i a  de b a c t e r i ó f a g o s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  [321] puede  e x p l i c a r  

tam b ién  l a s  d i f i c u l t a d e s  de r e a l i z a c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .
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1 . 2 . 4 . -  CONTROL DE LA FERMENTACION MALOLACTICA.

Dado e l  c a r á c t e r  a m b iv a le n te  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  e s  

n e c e s a r i o  c o n o c e r  l a  form a de p o t e n c i a r l a  e n  a q u e l l o s  c a s o s  en  que s e  

d e s e e ,  y de i n h i b i r l a  en  a q u e l l o s  o t r o s  en  que s e  ju z g u e  como p e r j u d i c i a l .  

Los m étodos  de c o n t r o l  so n  l o s  s i g u i e n t e s :

1 . - Estimulación del crecimiento de la flora autóctona. P a r a  e l l o  l o s  

n i v e l e s  de S02 no deben s o b r e p a s a r  l o s  40 -50  mg/1 [1 7 0 ,  1893, e l  pH debe 

s e r  mayor de 3 .2  [6 2 ,  2823, y l a  t e m p e r a t u r a  de l o s  v in o s  debe e s t a r  e n t r e  

16°C y 25°C [2 6 ,  2823. Kay que t e n e r  t a m b ié n  p r e s e n t e  que un p ro lo n g a d o

c o n t a c t o  con  l a s  h e c e s  d e l  v in o  f a v o r e c e  l a  l i b e r a c i ó n  de n u t r i e n t e s  d e b id o  

a l a  l i s i s  de l e v a d u r a s  [9 9 ,  118, 166, 178, 2743. GUILLOTJX-BENATIER y

CIOLFI [1453 han  m o s trad o  cómo d i s t i n t o s  e x t r a c t a s  de l e v a d u r a  e s t i m u l a n  

t a n t o  e l  c r e c i m i e n t o  como l a  r e a l i z a c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  de 

l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  También un in c re m e n to  d e l  c o n te n id o  en  C02 de l o s  

v in o s  t i e n e  un e f e c t o  p o s i t i v o  s o b r e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  [893 , a s í  

como una m a c e ra c ió n  l a r g a  con l o s  h o l l e j o s ,  ya que é s t o  da l u g a r  a  l a  

e x t r a c c i ó n  de f a c t o r e s  que e s t i m u l a n  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  

l á c t i c a s  [2 6 ,  1663; un b a jo  c o n te n i d o  en a l c o h o l ,  menos de un 14% ( v / v ) t 

tam b ié n  f a v o r e c e  e l  c r e c i m i e n t o  de l a  f l o r a  a u tó c t o n a .  La c o m p e te n c ia  con 

l e v a d u r a s  ta m b ié n  puede i n t r o d u c i r  un f a c t o r  n e g a t i v o  p a r a  l a  c o n s e c u c ió n  

de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a .  E s to  s e  d'ebe a l  g a s t o  de s u s t a n c i a s  

n u t r i t i v a s  p o r  l a s  l e v a d u r a s ,  y t a m b ié n  p o r  l a  p r o d u c c ió n  de m e t a b o l i t o s  

que i n h ib e n  e l  c r e c i m i e n t o  b a c t e r i a n o ,  como e l  S02 [1213 , p r o t e í n a s  [893 y 

á c id o s  g r a s o s  [1813 .

2 .- Inoculación con vino que ya ha realizado la fermentación maloláctica.
En c i e r t o s  v i n o s  . la  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  puede e s t i m u l a r s e
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i n o c u l á n d o lo s  con v i n o s  que ya han  l l e v a d o  a cabo  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a .  La p r i n c i p a l  d e s v e n t a j a  de e s t e  método e s  que e x i s t a  a lg ú n  

v in o  que e sp o n tá n e a m e n te  r e a l i c e  e s t a  f e r m e n ta c ió n ,  y que l a s  b a c t e r i a s  d e l  

v in o  u t i l i z a d o  como in ó c u lo  s e a n  c a p a c e s  de c r e c e r  e n  e l  v in o  que va a s e r

in o c u la d o .  A u to re s  como VETSCH [893 han  o b s e rv a d o  una  im p o r ta n t e  m uerte  de

c é l u l a s  cuando un v in o  e s  in o c u la d o  en o t r o .  Por e l l o ,  puede  s e r  n e c e s a r i o  

i n o c u l a r  g r a n d e s  vo lúm enes  de v in o  con l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  

r e a l i z a d a ,  y é s t o  puede r e s u l t a r  poco p r á c t i c o .  CASTIEO e t  a l .  [623

s u g i e r e n  un in ó c u lo  d e l  5%, m i e n t r a s  que KUEKEE [1663 rec o m ie n d a  d e l  15% a l

50%. Las d i f i c u l t a d e s  p r á c t i c a s  que o c a s io n a  l a  i n o c u l a c i ó n  de g r a n d e s  

volúm enes pueden  s e r  s u b s a n a d o s  p o r  i n o c u l a c i ó n  con l a s  h e c e s ,  o con  l a s  

c é l u l a s  o b t e n i d a s  p o r  f i l t r a c i ó n  [213 o c e n t r i f u g a c i ó n ,  a  p a r t i r  de un v in o  

con f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en  p r o c e s o  de r e a l i z a c i ó n .

3 . -  Inoculación con cepas coaerciales o de laboratorio. L as v e n t a j a s  de 

e s t e  método son  un m ejo r  c o n t r o l  s o b r e  e l  t ie m p o  y l a  v e l o c i d a d  de l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  y s o b re  l o s  a rom as y s a b o r e s  d e l  v in o .  Muchos 

a u t o r e s  han d e s c r i t o  l a  e s t i m u l a c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  p o r  

i n o c u l a c i ó n  de c e p a s  b a c t e r i a n a s  [2 5 ,  27, 29 , 42, 62, 102, 118, 120, 125,

167, 170, 172, 174, 178, 200, 249, 251, 254, 255, 3413. E s t o s  e s t u d i o s  han  

l l e v a d o  a l  d e s a r r o l l o  de v a r i a s  c e p a s  c o m e r c i a l e s  de b a c t e r i a s  m a l o l á c t i c a s  

[893 , y han r e v e l a d o  que a lg u n o s  f a c t o r e s  t a l e s  como l a s  c o n d ic i o n e s  de 

p r e c u l t i v o  y e l  momento en  que s e  r e a l i z a  l a  i n o c u l a c i ó n  a f e c t a n  a l  

c r e c im i n e t o  de l a s  c é l u l a s  y a l  d e s e n c a d e n a m ie n to  de l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a .  Cuando l o s  e n ó lo g o s  d e s e a n  i n o c u l a r  s u s  p r o p i a s  b a c t e r i a s  

s e l e c c i o n a d a s ,  l o s  p r i n c i p a l e s  c r i t e r i o s  p a r a  l a  s e l e c c i ó n  de c e p a s  son : 

una t o l e r a n c i a  a l  e t a n o l  s u p e r i o r  a l  15%, una  t o l e r a n c i a  a l  S02 s u p e r i o r  a 

50 mg/1, c a p a c id a d  de c r e c im i e n t o  a  pH=3.0, c a p a c id a d  p a r a  c r e c e r  a  l a s

b a j a s  t e m p e r a t u r a s  p r o p i a s  de l a  bodega  ( e n t r e  10°C y 15°C), p ro d u c c ió n  de 

c a r a c t e r í s t i c a s  o r g a n o l é p t i c a s  a d e c u a d a s  en  v in o ,  buena  r e s i s t e n c i a  a l
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a ta q u e  p o r  b a c t e r i ó f a g o s ,  e i n c a p a c id a d  p a r a  p r o d u c i r  gomas y m u c í la g o s  

e x t r a c e l u l a r e s  [ 8 9 ] .  En e s t e  s e n t i d o ,  DELFINI [993 a m p l ía  e s t o s  c r i t e r i o s  

h a s t a  un t o t a l  de 21 a  f i n  de s e l e c c i o n a r  l a  b a c t é r i a  m a l o l á c t i c a  i d e a l .

Muchos a u t o r e s  han  o b s e rv a d o  una  m u er te  r á p i d a  e im p o r ta n te  de 

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  cuando s e  i n o c u l a n  d i r e c t a m e n t e  en  v in o ,  de manera que 

n i v e l e s  i n i c i a l e s  de in& culo  de 10e a  10e c é l u l a s  p o r  m i l i l i t r o  d ism in u y en  

h a s t a  10 a 103 c é l u l a s / m l  t r a s  l a  i n o c u l a c i ó n  11993. T a l p é r d i d a  de 

v i a b i l i d a d  s e  debe  a  que e l  v in o  r e p r e s e n t a  un a m b ie n te  h o s t i l  d e b id o  a  su  

pH b a jo ,  a l  c o n te n id o  en  a ló o h o l  (10% o m ás) ,  a  l a  p r e s e n c i a  de S02 , a l  

b a jo  n i v e l  de n u t r i e n t e s  [1663 , y a  l a  p r e s e n c i a  de com pues to s  

a n t i m i c r o b i a n o s  como c i e r t o s  f e n o l e s .  Se han  p r o p u e s to  v a r i o s  m étodos de 

p r e c u l t i v o  de c é l u l a s  a f i n  de e v i t a r  l a  p é r d i d a  de v i a b i l i d a d .  Los m edios 

que s e  r e c o m ie n d a n  p a r a  e l  p r e c u l t i v o  de c é l u l a s  s e  b a s a n  g e n e ra lm e n te  en  

ju g o  de uva , que c o n t i e n e  e x t r a c t o  de l e v a d u r a ,  y o c a s io n a lm e n te  Tween 80 

[27 , 1663. HAYMAK y MOITK [1483 e n c o n t r a r o n  que e l  m étodo de p r e c u l t i v o  

puede a f e c t a r  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  l a  c a p a c id a d  de l o s  m ic ro o rg a n is m o s  p a r a  

c r e c e r  y d e g r a d a r  e l  á c id o  m á l ic o .  E l l o s  com probaron  que e l  c r e c i m i e n t o  de 

L eu co n o s to c  oen os  en  v in a  s e  p o t e n c i a b a  s i  s e  l e  p r e c u l t i v a b a  p re v ia m e n te  

en un medio con ju g o  de uva que c o n t e n í a  e n t r e  e l  40% y e l  80% de v in o .  S in  

embargo, e l  in c re m e n to  de l a  t a s a  de c r e c i m i e n t o  e s t a b a  c o r r e l a c i o n a d a  

n e g a t iv a m e n te  con l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a ,  de form a que l a  t a s a  de 

d e g r a d a c ió n  de á c id o  m á l ic o  en  v in o  d i s m i n u ía  l i n e a lm e n te  a  mayor c o n te n id o

d e l  v in o  en  e l  medio de p r e c u l t i v o .

Las b a c t e r i a s  m a l o l á c t i c a s  pueden  i n o c u l a r s e  en  l o s  s i g u i e n t e s  

momentos de l a  v i n i f i c a c i ó n :  a n t e s  de l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a ,  d u r a n te  

l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a ,  y t r a s  l a  f i n a l i z a c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  

a l c o h ó l i c a .  La i n o c u l a c i ó n  a n t e s  d e l  i n i c i o  de l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  

se  ha p r o p u e s to  dado que l a s  b a c t e r i a s  t i e n e n  una mayor p r o b a b i l i d a d  de

v i v i r  en  un medio c a r e n t e  de a l c o h o l ,  y además con mayor c a n t i d a d  de
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n u t r i e n t e s  que t o d a v í a  no han  s i d o  a g o ta d o s  p o r  l a s  l e v a d u r a s  [ 1 6 6 ] . '  

BEELKAR (1982) y BEELMAR y KURKEE (1985) e n c o n t r a r o n  que l a  i n o c u l a c i ó n  de 

l a s  b a c t e r i a s  p re v ia m e n te  a  l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  r e s u l t a b a  en  una 

t e r m i n a c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a n t e s  d e l  f i n a l  de l a  

f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  [8 9 3 . O t r o s  i n v e s t i g a d o r e s  han  o b s e rv a d o  s ó l o  un 

pequeño  c r e c i m i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  m a l o l á c t i c a s  cuando s e  i n o c u l a n  a n t e s  

d e l  i n i c i o  de l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  [1 2 5 ,  1783. T a l  i n h i b i c i ó n  debe 

d e b e r s e  a  l a  e l e v a d a  c o n c e n t r a c i ó n  i n i c i a l  de S02 y a  l a  c a r e n c i a  de

c i e r t o s  n u t r i e n t e s  n e c e s a r i o s  p a r a  l a s  b a c t e r i a s  que pueden  s e r

p r o p o r c io n a d o s  p o r  l a  a u t o l i s i s  de l e v a d u r a s  [1663 . Aunque BEELMAR [893 no 

in fo rm a  de que haya  e f e c t o s  n e g a t i v o s  a s o c i a d a s  a  l a  i n o c u l a c i ó n  de 

b a c t e r i a s  a n t e s  d e l  i n i c i o  de l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a ,  e n  o t r o  t r a b a j o  

[283 s e ñ a l a  l a  e x i s t e n c i a  de una c o m p e te n c ia  e n t r e  l e v a d u r a s  y b a c t e r i a s  

l á c t i c a s  ( c r e c i d a s  en un medio s i n t é t i c o ) ,  l a  c u a l  p ro v o ca  una d i s m in u c ió n  

d e l  c r e c i m i e n t o ,  una a c e l e r a c i ó n  de l a  f a s e  de m uerte  y una d i s m in u c ió n  de 

l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  de e s t a s  ú l t i m a s .  E s t a s  o b s e r v a c io n e s  c o in c i d e n  

con l a s  de LAFOR-LAFOURCADE e t  a l .  [1783 , q u i e n e s  e n c u e n t r a n  que en  mosto

no s u l f i t a d o  y a pH=3.3, e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  l e v a d u r a s  e r a  i n h i b i d o  p o r

l a  i n o c u l a c i ó n  de L eu con os toc  oen os  a  un n i v e l  de 107 u f c /m l .  L as  b a c t e r i a s  

p a r e c e  s e r  que d e g ra d a n  a z ú c a r  d e l  m osto  y p ro d u ce n  n i v e l e s  s u p e r i o r e s  a 

l o s  n o rm a le s  de D ( - ) - l á c t i c o  y a c e t a t o .  LAFOR-LAFOURCADE c o n c lu y e  que , 

aunque l a  i n o c u l a c i ó n  c o n ju n t a  de l e v a d u r a s  y b a c t e r i a s  puede l l e v a r  a  una 

más r á p i d a  f i n a l i z a c i ó n  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a ,  é s t o  supone  unos 

r i e s g o s  a s o c i a d o s .  S i  l a  f e r m e n ta c ió n  de l a s  l e v a d u r a s  s e  r e t r a s a ,  l a s  

b a c t e r i a s  m e ta b o l i z a n  l o s  a z ú c a r e s  d e l  v in o  y p ro d u ce n  n i v e l e s  i n a c e p t a b l e s  

de á c i d o  a c é t i c o .  E s t o s  p ro b le m as  d e s a c o n s e j a n  l a  i n o c u l a c i ó n  de b a c t e r i a s  

l á c t i c a s  a n t e s  d e l  f i n a l  de l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a .

La i n o c u l a c i ó n  de b a c t e r i a s  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  ha s i d o  

l l e v a d a  a cabo  p o r  GALLARDEE [1 253 . En e s t e  e s t a d i o  l a  b a c t e r i a  no
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e x p e r im e n ta  e l  e f e c t o  de e l e v a d a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de e t a n o l ,  y e l  S02 l i b r e  

i n i c i a l  s e  ha r e d u c id o  p o r  l a  fo rm a c ió n  de com pues to s  de co m b in ac ió n  

p r o d u c id o s  p o r  e l  m e tab o lism o  de l a s  l e v a d u r a s .  S in  embargo e l  a n ta g o n ism o  

e n t r e  l e v a d u r a s  y b a c t e r i a s  puede r e s t r i n g i r  e l  d e s a r r o l l o  de e s t a s  ú l t i m a s  

en  a lg u n a s  o c a s i o n e s  [ 2 8 ] .

La v e n t a j a  de l a  i n o c u l a c i ó n  a l  f i n a l  de l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  

[125 , 1661 e s  que l a s  b a c t e r i a s  t i e n e n  a s u  a l c a n c e  n u t r i e n t e s  n e c e s a r i o s  

p r o v e n i e n t e s  de l a  a u t o l i s i s  de l e v a d u r a s  C28, 1213. S i n  embargo l a  

c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l  en  e s t e  momento e s  máxima y e l l o  puede r e t r a s a r  l a  

c o n c lu s i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  [1783 .

Ho s e  puede  p u e s  e s t a b l e c e r  de m anera  t a x a t i v a  c u á l  e s  e l  m ejor  

momento p a r a  l a  i n o c u l a c i ó n  de l a s  b a c t e r i a s ,  ya que s ie m p re  e x i s t i r á n  

v e n t a j a s  e i n c o n v e n i e n t e s .  E s te  momento d e p e n d e rá  de l a  c o m p o s ic ió n  d e l  

m osto, de l a  cep a  de l e v a d u r a ,  y de l a s  t é c n i c a s  de v i n i f i c a c i ó n .

4 . -  U t i l i z a c i ó n  de c é l u l a s  o e n z im as  in m o v i l i z a d o s .  LAFQU-LAFOUPCADE [1723 

e s t a b l e c i ó  que c é l u l a s  no p r o l i f e r a n t e s  de L eu co n o s to c  o en o s  en e l e v a d a  

c o n c e n t r a c i ó n  (de 10e a 107 u f c / m l ) ,  p o d ía n  p r o d u c i r  una r á p i d a  d e g ra d a c ió n  

d e l  á c id o  m á l ic o .  lío s e  r e q u i e r e  p u e s  que l a s  c é l u l a s  c r e z c a n ,  y é s t a s  

pueden a c t u a r  como una p r e p a r a c i ó n  c ru d a  de enzim a c o n te n id o  en c é l u l a s  

e n t e r a s .  De e s t a  manera l a  d e s a c i d i f i c a c i ó n  o c u r r e  s i n  m o d i f i c a c ió n  de l o s  

arom as, ya  que é s t o s  s e  deben  a l  m e ta b o lism o  de l a s  c é l u l a s  en  c r e c im i e n t o .  

Tal o b s e r v a c ió n  ha i n t r o d u c i d o  l a  p o s i b i l i d a d  de una d e s a c i d i f i c a c i ó n  

c o n t i n u a  de v in o  que p a s e  a  t r a v é s  de s o p o r t e s  con  c é l u l a s  o enz im as  

a i s l a d o s ,  in m o v i l i z a d o s .  Los t r a b a j o s  de LEE y PACK (1980) [1643 m u es tra n  

que c é l u l a s  de L eu co n s to c  oenos  i n m o v i l i z a d a s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  no 

m o s t ra b a n  a c t i v i d a d  cuando  s e  i n o c u la b a n  en  v in o  b la n c o  con  12° a l c o h ó l i c o s  

y un c o n te n i d o  en  S02 de 50 a  100 mg/1. E l f a l l o  en  l a  d e g r a d a c ió n  d e l  

á c id o  m á l ic o  en e s t e  c a so  puede e s t a r  r e l a c i o n a d o  con l a  i n h i b i c i ó n  d e l  

enzim a m a l o l á c t i c o ,  o de p e rm e asa s  a s o c i a d a s ,  p o r  e l  S02 o p o r  e l  e t a n o l .
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S in  embargo s i  l a s  c é l u l a s  i n m o v i l i z a d a s  s e  in c u b a b a n  en  m osto  de u v a s  

b l a n c a s  con una c o n c e n t r a c i ó n  d e l  0 a 50 mg/1 de S02f s i  que h a b ía  una  

d e g ra d a c ió n  d e l  á c id o  m á l ic o  cuya  e x t e n s i ó n  ib a  d e l  50% a l  36% 

r e s p e c t i v a m e n t e .  ROSSI y CLEHEBTI [291] e n c o n t r a r o n  una d e g r a d a c ió n  d e l  75% 

de á c id o  m á l ic o  en  m osto , u t i l i z a n d o  c é l u l a s  i n m o v i l i z a d a s  de L e v co n o s to c  

oenos. TOTSÜKA y HARA (1981) £89] co m pararon  l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  en  

v in o s  de c é l u l a s  de L eu con os toc  m e s e n te r o id e s ,  t a n t o  i n m o v i l i z a d a s  como 

l i b r e s ;  l l e g a r a n  a l a  c o n c lu s i ó n  de que  l a s  c é l u l a s  i n m o v i l i z a d a s  m an te n ía n  

m ejo r  que l a s  l i b r e s  su  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  cuando  s e  l a s  s o m e t ía  a  

c o n d ic i o n e s  de a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de a l c o h o l ,  pH b a jo  y a l t o  c o n te n id o  

en S02 , a s í  como a lo  l a r g o  de v a r i o s  p a s e s  p o r  v in o  [ 8 9 ] .  Los i n t e n t o s  de 

d e s a c i d i f i c a r  e l  v in o  u t i l i z a n d o  e l  enzim a m a l o l á c t i c o  i n m o v i l i z a d o  en 

g e l e s ,  no han t e n i d o  é x i t o  h a s t a  e l  p r e s e n t e ,  p ro b a b le m e n te  a  c a u s a  de l a  

p é r d id a  de a c t i v i d a d  d e l  mismo a l  pH d e l  v in o  y p o r  l a  n e c e s i d a d  d e l  EAD* 

[ 8 9 ] .

En resum en, l a s  c é l u l a s  i n m o v i l i z a d a s  pueden  o f r e c e r  v a r i a s  v e n t a j a s  

p a ra  l a  d e s a c i d i f i c a c i ó n  de un v in o  como son :  o p e r a c io n e s  s u c e s i v a s ,  mayor 

t o l e r a n c i a  a v in o s  de a l t o  c o n te n id o  en  e t a n o l  y S02 y b a jo  pH, m ejor 

c o n t r o l  s o b re  l a  d u r a c ió n  y e x te n s i ó n  de l a  d e s a c i d i f i c a c i ó n  y a u s e n c i a  de 

l o s  e f e c t o s  d e l  c r e c i m i e n t o  b a c t e r i a n o  en e l  v in o .  Las d e s v e n t a j a s  de e s t e  

método in c lu y e n  l a  p o s i b i l i d a d  de c o n ta m in a c ió n  m ic r o b ia n a  de l o s  

r e a c t o r e s ,  t r a n s f e r e n c i a  de é s t a  a l  v in o ,  p é r d i d a  de a c t i v i d a d  en 

o p e r a c io n e s  p r o lo n g a d a s ,  y e sca p e  de c é l u l a s  i n m o v i l i z a d a s  a l  v in o .

5 . -  Inhibición de la fermentación maloláctica. La i n h i b i c i ó n  de l a

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e s  tam bién  una  t é c n i c a  de c o n t r o l  n e g a t i v o  que se  

u t i l i z a  cuando no e s  a c o n s e j a b l e  que  s e  p ro d u z c a  e s t e  p r o c e s o .  La

i n h i b i c i ó n  se  c o n s ig u e  e s t a b l e c i e n d o  a q u e l l a s  c o n d ic i o n e s  que r e s t r i n j a n  o 

d e te n g a n  e l  c r e c im i e n t o  b a c t e r i a n o .  T ía les c o n d ic i o n e s  p o d r í a n  s e r :  e l

m a n te n im ie n to  d e l  pH d e l  v ino  en v a l i e re s  i n f e r i o r e s  a 3 .2 ,  e l  p o s e e r  una
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c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l  s u p e r i o r  a l  14%, una b a j a  t e m p e r a t u r a  de 

a lm a ce n a m ie n to ,  un a j u s t e  d e l  S02 t o t a l  a  n i v e l e s  s u p e r i o r e s  a  50 mg/1 

C189], un t r a s i e g o  r á p i d o  y p o s t e r i o r  c l a r i f i c a c i ó n  t r a s  l a  f e r m e n ta c ió n  

a l c o h ó l i c a  [1663 , una r e d u c c ió n  de l a  m a c e ra c ió n  con  h o l l e j o s  y  d e l  

p r e n s a d o  en c a l i e n t e  C253, l a  p a s t e u r i z a c i ó n  [1663 , y l a  f i l t r a c i ó n  

e s t e r i l i z a n t e .  O t r o s  i n v e s t i g a d o r e s  han in fo rm a d a  que han  c o n se g u id o  

i n h i b i r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  p o r  a d i c i ó n  de a l t o s  n i v e l e s  de á c id o  

f u m á r ic o  [249 , 2553. O t r o s  c o m pues to s  q u ím ic o s  que i n h ib e n  e l  c r e c im i e n t o  

de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  s o n e l  á c id o  s ó r b i c o  y l o s  á s t e r e s  d e l  p - h i d r o x i  

b e n z o a to ,  p e ro  su  e f e c t i v i d a d  b a jo  c o n d ic i o n e s  i n d u s t r i a l e s  no s e  ha 

i n v e s t i g a d o  s u f i c i e n t e m e n t e .  S in  embargo, e l  m e tab o lism o  d e l  á c id o  s ó r b i c o  

p o r  l a s  b a c t e r i a s  d e l  á c id o  l á c t i c o  s e  ha a s o c i a d o  con e l  d e s a r r o l l o  de 

o l o r e s  a g e r a n i o l  [175 , 2763.

1 . 3 . -  OBJETIVOS DEL TRABAJO.

Los a s p e c t o s  d e l  t r a b a j o  de i n v e s t i g a c i ó n  que a c o n t i n u a c i ó n  van a 

p r e s e n t a r s e ,  e s t á n  encam inados  a  c o n o c e r  e l  c o m p o r tam ie n to  de l a s  c e p a s  de 

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  a i s l a d a s  d u r a n t e  l a  campaña 1983-1984. El c o n o c im in e to  

de s u s  c a r a c t e r í s t i c a s  nos  p e r m i t i r á  l a  s e l e c c i ó n  p o s t e r i o r  de a q u e l l a s  

c e p a s  que d e m u e s tre n  p o s e e r  m ejo r  a p t i t u d  p a r a  l l e v a r  a  cabo l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en v in o s .  E s te  t r a b a j o  t i e n e  como meta e l  c o n o c e r  

de qué manera se  puede a s e g u r a r  e l  c r e c i m i e n t o  y / o  l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  

de l a s  b a c t e r i a s ,  a f i n  de e s t a b l e c e r  un p r o t o c o l o  de a c t u a c i ó n  que p e r m i ta  

s o l v e n t a r  l o s  p ro b le m a s  de e x c e s o  de a c i d e z  y p o b re z a  en arom as que en 

c i e r t o s  v in o s  de l a  D.O. U t ie l -R e q u e n a  s e  v i e n e n  dando.
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S e c u e n c ia lm e n te ,  l o s  o b j e t i v o s  que s e  han  p r o p u e s to  e n  e s t o s  t r a b a j o s  

han  s id o :

1 . -  E s t a b l e c e r  l a  capacidad de degradación de &cido milico p o r  p a r t e  de l a s  

c e p a s .  P a r a . e s t e  f i n  s e  u t i l i z ó  un medio s i n t é t i c o  que n o s  m o s t r a s e  l a  

a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  de l a s  c e p a s  en  c o n d ic i o n e s  ó p t im a s .

2 . -  El e s t u d i a r  l a  i n f l u e n c i a  que c i e r t o s  factores fleico-qul micos t e n í a n  

s o b re  e l  d e s e n c a d e n a m ie n to  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en  v in o .  P a ra  

s o l v e n t a r  e s t e  p rob lem a  s e  e n s a y a r o n  t o d a s  l a s  v a r i a b l e s  s o b re  un mismo

t i p o  de v in o  a f i n  de e v i t a r  r e s u l t a d o s  e r r ó n e o s  d e b id o s  a  l a  mayor o menor

” f e r m e n t a b i l i d a d ” de l o s  v in o s .  LAFOK-LAFOURCADE [1743 e s t a b l e c e  que en e l  

v in o  e x i s t e n  s u s t a n c i a s  d e s c o n o c id a s  a c tu a lm e n te  que so n  c a p a c e s  de

p o t e n c i a r ,  c am b iar  o i n h i b i r  l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  -de l a s  b a c t e r i a s  

l á c t i c a s .  A e s t a  c a r a c t e r í s t i c a  e s  a  l o  que e l l a  denomina ” f e r m e n t a b i l i d a d ” 

de l o s  v in o s .  También s e  u t i l i z a r o n  en  e s t a  s e r i e  de e n s a y o s  i n ó c u l o s

e le v a d o s  de c é l u l a s  no p r o l i f e r a n t e s ,  a  f i n  de e v i t a r  p ro b le m as

r e l a c i o n a d o s  con e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  c e p a s  en  v in o  [1723 .

Los f a c t o r e s  f í s i c o - q u í m i c o s  que s e  e n s a y a ro n  f u e r o n  e l  pH, l a  

t e m p e r a tu r a ,  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l ,  l a  c a n t i d a d  de S02 , y l a  

p r o p o r c ió n  d e l  C02 en l a  a tm ó s f e r a  de in c u b a c ió n .  Se e l i g i e r o n  e s t o s

p a rá m e t r o s  po rque  so n  l o s  que más i n f l u e n c i a  t i e n e n  s o b re  e l  c r e c im i e n t o  y

s o b re  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  C31, 42, 172, 174, 1753, y además po rque

son  l o s  p a rá m e t r o s  más s u s c e p t i b l e s  de m o d i f i c a c ió n  p o r  p a r t e  d e l  e n ó lo g o ,  

E s to  t i e n e  una g r a n  i m p o r ta n c ia  cuando s e  p r e t e n d e  l l e v a r  a  l a  p r á c t i c a  l o s  

r e s u l t a d o s  de l a  i n v e s t i g a c i ó n  r e a l i z a d a  en  e l  l a b o r a t o r i o .

3 . -  El t e r c e r  o b j e t i v o  fu e  d e t e r m i n a r  l a  influencia del pH sobre el 
crecimiento de l a s  b a c t e r i a s .  Se ensayó  un ra n g o  de pHs que ib a  d esd e

pH=3.0 h a s t a  3 .5  en  v in o ,  dado que e s  a  pHs b a j o s  donde i n t e r e s a  que e s t a s  

b a c t e r i a s  se  d e s a r r o l l e n  C89, 1003.
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4.- El e s t u d i o  d e l  efecto de distintos niveles de inóculo s o b r e  l a  d u r a c ió n  

de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  c o n s t i t u y ó  o t r o  de l o s  p u n to s  a  r e s o l v e r  en  

e l  p r e s e n t e  t r a b a j o .

5 . -  El ü l t im o  o b j e t i v o  que n o s  p ro p u s im o s  fu e  e v a l u a r  qué e f e c t o  t e n í a  l a  

adaptación progresiva a pHs bajos en  v in o  s o b r e  e l  c r e c im i e n t o  y l a  r a p i d e z  

de r e a l i z a c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .

2 . -  MATERIAL Y METODOS.

2 . 1 . -  MEDIOS DE CULTIVO.

Medio C.

Medio MES.

Medio MLO.

Medio a g a r  MRS.

Medio a g a r  MLO.

La c o m p o s ic ió n  de l o s  m edios de c u l t i v o  p r e c e n d e n te s  s e  h a l l a

e s p e c i f i c a d a  en  e l  A p a r ta d o  2 . 5 . 3  d e l  C a p í tu l o  I I .

Vino.
El v in o  u t i l i z a d o  en  l a  mayor p a r t e  de l a s  e x p e r i e n c i a s  e r a  un v in o

r o sa d o  p r o c e d e n te  de uv as  Bobal v e n d im ia d a s  en  l a  campaña 1984-1985. E s te

v in o  nos  fu e  p r o p o rc io n a d o  por l a  C o o p e r a t iv a  V i n í c o l a  de Requena. En l a s
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e x p e r i e n c i a s  e n  l a s  que s e  u t i l i z a r o n  o t r o s  t i p o s  de v in o s ,  e l  o r ig e n  y 

c a r a c t e r í s t i c a s  p a r t i c u l a r e s  de l o s  mismos s e  e s p e c i f i c a n  a l  d e s c r i b i r  l o s  

e n sa y o s .

Al v in o  o r i g i n a r i o  de l a  C o o p e r a t iv a  V i n í c o l a  de Requena, s e  l e  

s o m e t ió  en e l  l a b o r a t o r i o  a un p r o c e s o  de c l a r i f i c a c i ó n ,  T r a s  l a

c l a r i f i c a c i ó n ,  s e  s e p a r ó  p o r  d e c a n t a c i ó n  l a  p o r c ió n  c l a r a  s u p e r i o r  de l a

que c o n te n í a  e l  s e d im e n to  a r r a s t r a d o  p o r  l o s  c l a r i f i c a n t e s .  La p o r c i ó n  de 

v in o  c l a r i f i c a d o  s e  f i l t r ó  p o r  t i e r r a s  K i e s e l g u r  (M erck), y p o s t e r io r m e n t e  

se  e s t e r i l i z ó  p o r  f i l t r a c i ó n  a t r a v é s  de membrana M i l l i p o r e  de 0 .4 5  pm de 

tamafío de p o ro .  T r a s  e s t o s  t r a t a m i e n t o s ,  e l  v in o  se  a lm acenó a 4°C h a s t a  e l  

momento de su  u t i l i z a c i ó n .  A e s t e  v in o  l e  denominamos v in o  b a s e  (VB>, y s u s

c a r a c t e r í s t i c a s  s e  exponen en  l a  T ab la  35.

2 . 2 . -  CLARIFICACION DE LOS VINOS.

A l o s  v i n o s  s e  l e s  so m e t ió  a  un p r o c e s o  de c l a r i f i c a c i ó n  con  dos 

f i n a l i d a d e s :  l a  p r im e ra  e r a  e l  p o d e r  l l e v a r  a  cabo  l a  f i l t r a c i ó n

e s t e r i l i z a n t e  s i n  l o s  p ro b le m as  de c o lm a ta c ió n  in m e d ia ta  de l o s  f i l t r o s  p o r  

c a u s a  de l a s  m a t e r i a s  en s u s p e n s ió n .  El segundo  o b j e t i v o  e r a  c o n s e g u i r  l a  

e s t a b i l i z a c i ó n  d e l  v in o ,  e v i t a n d o  de e s a  manera p r e c i p i t a c i o n e s  o 

e n tu r b i a m ie n t o s  p o s t e r i o r e s ,  que d i f i c u l t a r a n  l a  o b s e r v a c ió n  d e l  

com por tam ien to  de l o s  m ic ro o rg a n ism o s  sem brados  e n  é l .

La c l a r i f i c a c i ó n  se  r e a l i z ó  con b e n t o n i t a  y g e l a t i n a .  El empleo y l a  

a c t i v i d a d  de l a  b e n t o n i t a  ya ha s i d o  com entada  p re v ia m e n te  en  e l  A partado  

2 . 2 . 4 . 2  d e l  C a p í tu l o  I . La g e l a t i n a  s e  u t i l i z a  p a r a  p r e c i p i t a r  l a s  

s u s t a n c i a s  t á n i c a s  o x id a d a s  y c o n d e n sa d a s ,  y de e s t a  form a s e  c o n s ig u e  

m e jo ra r  e l  c o l o r  y e l  s a b o r  13313. Cada v in o  r e q u i e r e  unas  d o s i s  d i s t i n t a s
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de c l a r i f i c a n t e s  s e g ü n  s u  c o m p o s ic ió n  y c a r a c t e r í s t i c a s  C229, 3313. P o r  

e l l o  lo  p r im e ro  que s e  n e c e s i t a  e s  l a  d e te r m in a c ió n  de l a s  d o s i s  Óptim as de 

g e l a t i n a  y b e n t o n i t a  que c l a r i f i q u e n  a l  máxima s i n  a l t e r a r  l a s  c u a l i d a d e s  

d e l  v in o .  La d e t e r m i n a c i ó n  de l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  ó p t im a s  s e  r e a l i z ó  

e n say an d o  d i f e r e n t e s  c a n t i d a d e s  de ambos c l a r i f i c a n t e s  p a r a  una c a n t i d a d  de 

v in o  d e te r m in a d a .

La g e l a t i n a  s e  p r e p a r ó  a l  1% ( p / v ) , d i s o l v i é n d o l a  e n  agua  d e s t i l a d a  a

50°C y a c i d u l a d a  con  3 -4  g o t a s  de HC1 p o r  l i t r o  p a r a  f a c i l i t a r  l a  

d i s o l u c i ó n .  La b e n t o n i t a  s e  p r e p a r ó  a l  2% ( p / v ) ,  d e já n d o s e  h i d r a t a r  d u r a n t e  

24 h o r a s ;  p o s t e r i o r m e n t e  s e  d i l u y e  en  agua  h a s t a  una c o n c e n t r a c i ó n  f i n a l  

d e l  1 0 % ( p /v ) .

P a ra  e l  e n s a y o ,  s e  p r e p a r a r o n  5 p r o b e t a s  de 250 mi de c a p a c id a d  con 

250 mi de v in o  a l a s  c u a l e s  s e  l e s  a ñ a d ie r o n  l a s  s i g u i e n t e s  c a n t i d a d e s  de 

c l a r i f i c a n t e s :

T ra s  l a  a d i c i ó n  s e c u e n c i a l  de g e l a t i n a  y b e n t o n i t a ,  s e  a g i t ó  b ie n  l a  

m ezcla  y s e  d e jó  r e p o s a r  d u r a n t e  24 -48  h o r a s .  Al cabo  de e s t e  t iem p o  se  

exam inaron  l a s  p r o b e t a s .  Se e l i g i e r o n  a q u e l l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de g e l a t i n a  

y b e n t o n i t a  que h a b ía n  lo g ra d o  una mayor p r e c i p i t a c i ó n  s i n  a l t e r a r  e l  

c o l o r ,  s a b o r  u o l o r  d e l  v in o .  E s t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  f u e r o n  l a s  que s e  

em p learon  p o s t e r i o r m e n t e  en l a  c l a r i f i c a c i ó n  de to d o  e l  v in o  a  t r a t a r ,  y 

e r a n  600 mg/ 1  de b e n t o n i t a  y 80 mg/ 1  de g e l a t i n a .

N2 de p r o b e t a  
1 
2

mi dé g e l a t i n a
0 . 10 
0. 15 
0 . 20  
0 .2 5  
0 .3 5

0 .5
1 . 0
1 .5  
2 . 0
2 .5

mi de b e n t o n i t a

4
5
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2 . 3 . -  FILTRACION POR TIERRAS Y FILTRACION ESTERILIZANTE.

P a ra  l a  f i l t r a c i ó n  p o r  t i e r r a s  empleamos h a r i n a  f ó s i l  de d ia to m e a s  

t i p o  K i e s e l g ü r l t  (M erck). E s t a s  h a r i n a s  f i l t r a n  p o r  t a m i z a j e ,  y l o s  

e s t r a t o s  de c i e r t o  e s p e s o r  son  a d s o r b e n t e s  ta m b ié n  C229I. El f i l t r o  de

t i e r r a s  s e  p r e p a r ó  de l a  s i g u i e n t e  m anera:

1 . -  En una p r o b e t a  de 250 mi s e  c o lo c ó  un volumen de 75 mi de K i e s e l g ü r l t  y

agua h a s t a  c o m p le ta r  l o s  250 mi. Se a g i t ó  b ie n .

2 . -  Se c o r t a r o n  d o s  c i r c u i o s  de p a p e l  de f i l t r o  que a c o p la s e n  en  e l  

i n t e r i o r  de un embudo B üchner. El embudo s e  a j u s t ó  a  un K i t a s a t o  c o n e c ta d o  

a una bomba de v a c io .  Uno de l o s  c í r c u l o s  de p a p e l  de f i l t r o  s e  c o lo c ó  

d e n t r o  d e l  embuda, hum edec iéndose  • con agua d e s t i l a d a .  Se v e r t i ó  l a

s u s p e n s ió n  de t i e r r a s  y s e  c o n e c tó  l a  bomba de v a c ío .  S ob re  e l  e s p e s a r  de

t i e r r a s  co m p ac tad as  y l i b r e s  de agua s e  c o lo c ó  e l  o t r o  c í r c u l o  de p a p e l  de

f i l t r o .

3 . -  Se pasó e l  v in o  a t r a v é s  d e l  f i l t r o  de t i e r r a s ,  d e se c h á n d o se  l o s  

p r im e ro s  150-200 mi.

T ra s  e s t a  p r im e ra  f i l t r a c i ó n ,  a l  v in o  s e  l e  so m e t ió  a una f i l t r a c i ó n

e s t e r i l i z a n t e  a t r a v é s  de membrana M i l l i p o r e  de 0 .4 5  pm de d iá m e tr o  de

p o ro . La f i l t r a c i ó n  s e  h iz o  m e d ia n te  v a c ío .

2 . 4 . -  ACTIVIDAD DEGRADADORA DEL ACIDO MALICO EN MEDIO SINTETICO.

Se u t i l i z ó  e l  medio C, a d ic i o n a d o  de 10 g /1  de á c id o  L -m á l ic o ,  p a ra  

o b s e r v a r  l a  c a p a c id a d  d e g ra d a d o ra  de e s t e  á c id o  que p r e s e n t a b a n  l a s  c e p a s  

a i s l a d a s  p o r  n o s o t r o s .  E s te  e n say o  s e  r e a l i z ó  t a n t o  en c o n d ic i o n e s  de 

a e r o b i o s i s  como de a n a e r o b i o s i s ,  a f i n  de o b s e r v a r  s i  é s t o  i n f l u í a  en  l a
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velocidad de degradación.
i

Los l a c t o b a c i l o s  s e  c r e c i e r o n  e n  MRS y l o s  c o c o s  h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  

en MLO, de 24 a 72 h o r a s  a  28°C. Dos s e r i e s  de t u b o s  con 10 mi de medio C 

s e  se m b ra ro n  co n  un in ó c u lo  d e l  1%. Una s e r i e  de l o s  t u b o s  se  incubó  a  28°C 

en a e r o b i o s i s  y o t r a  a  28°C en  cám ara  de a n a e r o b i o s i s  con  un  90% de IT2  y  un 

10% de C02 . La. d in á m ic a  de d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o  L -m á l ic o  s e  obse rvó  

tomando m u e s t r a s  a  l o s  1, 2, 5, 18 y 36 di a s  desde  l a  i n o c u l a c i ó n .  Las 

m u e s t ra s  r e c o g i d a s  s e  c r o m a to g r a f i a r o n  s o b r e  p a p e l ,  s e g ú n  l a  t é c n i c a  ya 

d e s c r i t a  en  e l  A par tado  2 .4 .1 6  d e l  C a p í tu l o  I I .

2 . 5 . -  ESTANDARIZACIOí DE LOS IFOCULOS.

P a ra  l a  r e a l i z a c i ó n  de n u e s t r o s  e n s a y o s  fu e  n e c e s a r i o  b u s c a r  un método 

que nos  p e r m i t i e s e  t r a b a j a r  s ie m p re  con  l a  misma c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r .  

P a ra  e l l o  e s t a b l e c i m o s  l a  s i g u i e n t e  m e to d o lo g ía  de t r a b a j o .

Las c e p a s  s e  h a c ía n  c r e c e r  t r e s  v e c e s  s u c e s i v a s  en  medio MRS o MLO a 

2S°C d u r a n te  1-3  d í a s ,  según  l a  v e lo c i d a d  de c r e c im i e n t o  c a r a c t e r í s t i c a  de 

cada  ce p a .  El c u l t i v o  c r e c i d o  en l a  t e r c e r a  s ie m b ra  s e  c e n t r i f u g a b a  a 4000 

rpm en una c e n t r í f u g a  de sob rem esa  Kokusan d u r a n te  20 m in u to s .  Se e l im in a b a  

e l  s o b re n a d a n te  y e l  s e d im e n to  s e  r e s u s p e n d í a  en  s u e r o  f i s i o l ó g i c o  e s t é r i l  

a pH=5.0, v o lv ié n d o s e  a c e n t r i f u g a r  en  l a s  mismas c o n d ic i o n e s .  T r a s  

e l i m i n a r  e l  s o b r e n a d a n te ,  e l  s e d im e n to  se  r e c o g í a  con 1 - 2  mi de s u e ro n

f i s i o l ó g i c o  e s t é r i l .  E s t a  s u s p e n s ió n  se  d i l u í a  con agua en un tu b o  de l a s

mismas c a r a c t e r í s t i c a s  que l o s  que p o s t e r i o r m e n t e  s e  f u e r o n  a e m p le a r  en 

l a s  r e s p e c t i v a s  p r u e b a s ,  de forma que se  o b t u v i e r a  una d e n s id a d  ó p t i c a

e q u i v a l e n t e  a l  p u n to  2 de l a  e s c a l a  de McFARLAFD. El volumen a f íad id o  de l a  

s u s p e n s ió n  c e l u l a r  o r i g i n a l  p a r a  l l e g a r  a e s t a  d e n s id a d  Ó p t ic a ,  e r a  e l
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mismo que s e  em p leaba  p o s t e r i o r m e n t e  p a r a  l a  i n o c u l a c i ó n  de l a s  d i s t i n t a s  

p r u e b a s .

A f i n  de o b s e r v a r  qué r e l a c i ó n  e x i s t í a  e n t r e  e l  p u n to  2 de l a  e s c a l a  

McFARLAID y l a  c a n t i d a d  . de c é l u l a s  v i a b l e s  p r e s e n t e s  en  e l  in ó c u lo ,  s e  

ob tuvo  una s u s p e n s ió n  de e s t a s  c a r a c t e r í s t i c a s ,  s e  d i lu y ó  c o n v e n ie n te m e n te ,  

y s e  sembró p o r  d u p l i c a d o  en  p l a c a s  de a g a r  MRS o MLO, in c u b á n d o s e  d u r a n t e  

3 -6  d í a s  a  2 8 °C. Al cabo  de e s t e  t iem p o  s e  r e a l i z ó  e l  r e c u e n to  de l a s  

c o l o n i a s  y e l  e s t a b l e c i m i e n t o  de l a  e q u i v a l e n c i a  e n t r e  ambas e s c a l a s .

2 . 6 . -  CUAITIFICACIOIT DE LA DEGRADACIOM DEL ACIDO MALICO.

P a ra  l a  c u a n t i f i c a c i ó n  de i a  d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o  L -m á l ic o  p o r  p a r t e  

de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  s e  empleó un e n say o  e n z im á t i c o  b a sa d o  en  l a  

o x id a c ió n  d e l  á c id o  L -m á l ic o  a  o x a l a c e t a t o  m ed ia n te  e l  enzim a m a la to -  

d e s h id rD g e n a s a .  E s t a  o x id a c ió n  p ro d u ce  1TADH+H'*' en  c a n t i d a d  p r o p o r c i o n a l  a 

l a  c o n c e n t r a c i ó n  de L -m a la to  p r e s e n t e  en  e l  m edio, cuya  a p a r i c i ó n  puede 

s e g u i r s e  e s p e c t r o f o to m é t r i c a m e n t e  1323. P a ra  l a  r e a l i z a c i ó n  de e s t e  en sayo  

s e  empleó e l  s i s t e m a  e n z im á t i c o  de d e te r m in a c ió n  de á c id o  L - m á l ic o  de 

B oehringer-M anheim  C393.

Las c e p a s  s e  se m b ra ro n  en medio C a d ic i o n a d o  de 10 g de á c id o  

L -m á l ic o ,  y en  e l  v in o  b a s e  e s t é r i l .  Los vo lúm enes  que s e  em p le a ro n  p a ra  

e s t e  en sayo  f u e r o n  de 15 mi p o r  tu b o ,  y l o s  t u b o s  t a n t o  de v in o  como de 

medio s e  sem b ra ro n  con una  c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r  c o r r e s p o n d i e n t e  a l  p u n to  2  

de l a  e s c a l a  McFARLAMD.

Al cabo  de 24 L o ra s ,  7 d í a s  y 30 d í a s  s e  tom aron  m u e s t r a s  d e l  medio C 

y d e l  v in o  b a se  i n o c u la d o s  y s e  r e a l i z a r o n  d e t e r m i n a c i o n e s  e n z i m á t i c a s  de 

su  c o n te n id o  en á c id o  L -m á l ic o .  También s e  d e te rm in ó  l a  c a n t i d a d  de á c id o
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L -m á l ic o  p r e s e n t e  en  l o s  c o n t r o l e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  s i n  s e m b ra r .  E l á c id o  

L -m á l ic o  d e g ra d a d o  p o r  l a s  c e p a s  a  l o  l a r g o  d e l  t iem p o  s e  o b tu v o  p o r  

d i f e r e n c i a  e n t r e  l a  c o n c e n t r a c i ó n  o r i g i n a l  d e l  medio s i n  i n o c u l a r  y  l a  

h a l l a d a  en  l a s  d i f e r e n t e s  m u e s t r a s .

2 . 7 . -  DESARROLLO DE LA FERMENTACION MALOLACTICA A DISTINTOS pHs.

Se e n s a y a r o n  10 v a l o r e s  de pH d esd e  3 .1  a  4 .0  con i n t e r v a l o s  de 0 .1 .  

La m o d i f i c a c ió n  d e l  pH s e  l l e v ó  a cabo  u t i l i z a n d o  HC1 y NaOH 0 .1 ,  1 y 10 M 

[553 . T r a s  a j u s t a r  l o s  v a l a r e s ,  l o s  v i n o s  s e  d e ja b a n  r e p o s a r  d u r a n t e  dos  

h o r a s ,  a l  cabo  de l a s  c u a l e s  s e  v o l v í a  a m ed ir  e l  pH y a j u s t a r  de nuevo 

c a so  de s e r  n e c e s a r i o  [1993 . T r a s  e l  a j u s t e  e l  v in o  se  e s t e r i l i z ó  p o r  

f i l t r a c i ó n  y s e  r e p a r t i ó  en tu b o s  de h e m ó l i s i s ,  a  r a z ó n  de 3 mi p o r  tu b o ;  

E s to s  t u b o s  s e  s em b ra ro n  con una c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r  e q u i v a l e n t e  a l  p u n to  

2 de l a  e s c a l a  McFARLAND. La d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o  L -m á l ic o  s e  s i g u i ó  p o r  

c r o m a to g r a f í a  en  p a p e l  (A partado  2 .4 . 1 6  d e l  C a p í tu l o  I I ) .  Las m u e s t r a s  s e  

tom aron  a  l o s  2, 4, 6 , 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 y 63 d í a s .

2 . 8 . -  DESARROLLO DE LA FERMENTACION MALOLACTICA A DIVERSAS CONCENTRACIONES 

DE ETANOL.

Con e s t a  p ru e b a  s e  t r a t ó  de d e t e r m i n a r  l a  c o n c e n t r a c i ó n  máxima de 

e t a n o l  a l a  c u a l  s e  p o d ía  p r o d u c i r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  P re v ia m en te  

e l  pH d e l  v in o  s e  a j u s t ó  a 3 .5  en  l a  form a e s p e c i f i c a d a  en  e l  A p ar tad o  2 .7  

de e s t e  C a p í tu l o .  Se e n s a y a ro n  l a s  s i g u i e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  de e t a n o l  en
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% < v /v ) : 13, 14, 15, 16 y 20, además de l a  que o r i g i n a r i a m e n t e  p r e s e n t a b a  

e l  v in o  (12%). El aumento d e l  g ra d o  a l c o h ó l i c o  d e l  v in o  b a se  s e  c o n s ig u ió  

a ñ a d ie n d o  e t a n o l  a b s o l u t o  h a s t a  o b t e n e r  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  a d e c u a d a s  

[1333 . La d e te r m in a c ió n  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  f i n a l  de e t a n o l  en  e l  v in o  s e  

r e a l i z ó  u t i l i z a n d o  e l  s i s t e m a  e n z im á t i c o  de B oeh ringer-M anhe im  [403 , La 

e s t e r i l i z a c i ó n ,  e l  r e p a r t o ,  y l a  i n o c u l a c i ó n  de e s t o s  v i n o s ,  a s í  como e l  

s e g u im ie n to  de l a  d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o  L -m á l ic o ,  s e  r e a l i z a r o n  de i g u a l  

forma que en  A par tado  2 .7  de e s t e  C a p í tu l o .

2 . 9 . -  DESARROLLO DE LA FERMENTACIOH MALOLACTICA A DIVERSAS COffCEFTRACIOlíES

DE S02 .

Se i n v e s t i g ó  e l  e f e c t o  que c o n c e n t r a c i o n e s  de S02  t o t a l  t e n í a n  s o b re  

l a  c o n s e c u c ió n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  E s t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  f u e r o n  

de 100, 150 y '200 mg/1, además de l a  que o r i g i n a r i a m e n t e  p r e s e n t a b a  e l  v in o  

b a s e ,  y que e r a  de 50 mg/1. Las c a n t i d a d e s  de S02  t o t a l  e s p e c i f i c a d a s ,  s e  

c o n s ig u i e r o n  m ed ia n te  l a  a d i c i ó n  de m e t a b i s u l f i t o  p o t á s i c o .  Una 

c o n c e n t r a c i ó n  d e te rm in a d a  de m e t a b i s u l f i t o  p o t á s i c o  en  s o l u c i ó n  á c id a  

p roduce  l a  m itad  de SO^.; p o r  e l l o  debe a d i c i o n a r s e  a l  d o b le  de l a  

c o n c e n t r a c i ó n  que querem os o b te n e r  [3 313 . El pH d e l  v in o  se  a j u s t ó  a 3 .5  

p re v ia m e n te  a l a  a d i c i ó n  d e l  m e t a b i s u l f i t o  p o t á s i c o .  La com probac ión  de l o s  

n i v e l e s  de SD^ t o t a l  y l i b r e  s e  r e a l i z ó  m ed ia n te  t i t u l a c i ó n  io d o m é t r i c a ,  

según  l a  m e to d o lo g ía  e x p l i c a d a  en  e l  A p a r ta d o  2 .4 .1 2  d e l  C a p í t u l o  I I .  T ra s  

l o s  a j u s t e s  de pH e l  v in o  s e  e s t e r i l i z ó ,  r e p a r t i ó ,  in o c u ló  y s e  l e  s i g u i ó  

l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  según  lo  d e s c r i t o  en e l  A p a r ta d a  2 .7  de e s t e  

Capí t u l o .
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2 . 1 0 . -  DESARROLLO DE LA FERMEBTACIOM KALOLACTICA A DISTINTAS TEMPERATURAS.

Se e n s a y a ro n  l a s  s i g u i e n t e s  t e m p e r a t u r a s :  10, 15, 18, 22 y 25°C. E s t a s  

t e m p e r a t u r a s  a p e s a r  de s e r  i n f e r i o r e s  a  l a  d e s c r i t a  como ó p t im a  p a r a  l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  [172 , 174 ] ,  com prenden e l  ra n g o  de t e m p e r a t u r a s

que s e  e n c u e n t r a n  en  l a s  b o d e g a s ,  d e p e n d ie n d o  de su  l o c a l i z a c i ó n  y d e l  

momento en  que se  p ro d u z c a  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  Al v in o  d e s t i n a d o  a 

e s t a  p ru e b a  s e  l e  a j u s t ó  e l  pH a 3 .5  co n  HC1 y STaOH, como ya d e s c r ib im o s  en  

a l  A p ar tad o  2 .7  de e s t e  C a p í tu l o .  La e s t e r i l i z a c i ó n ,  e l  r e p a r t o ,  l a  

i n o c u l a c i ó n  y e l  s e g u im ie n to  de e s t o s  v in o s  s e  r e a l i z ó  as im ism o de i g u a l  

form a que en A p ar tad o  2 .7  de e s t e  C a p í tu l o ,  y l o s  tu b o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  s e  

s i t u a r o n  en e s t u f a s  y baños  a j u s t a d o s  a ‘ l a s  t e m p e r a t u r a s  d e s c r i t a s .

2 . 1 1 . -  DESARROLLO DE LA FERMEFTACIOF MALOLACTICA A DISTINTAS 

CONCEUTRACIOirES DE COz EJ¡ LA ATMOSFERA.

Se e s t u d i ó  l a  i n f l u e n c i a  que s o b r e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  t e n í a  

l a  c o n c e n t r a c i ó n  de C0Z en l a  a tm ó s f e r a  de i n c u b a c ió n  de l a s  m u e s t r a s .  P a ra  

e l l o ,  s e  e l i g i e r a n  c u a t r o  c o n c e n t r a c i o n e s  de C0Z a  e n s a y a r :

P ru e b a C o n c e n t r a c ió n  en  7»
N2

1

2
3
4

75
50
25

0

25
50
75

100
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El pH de l o s  v in o s  de e s t a  p ru e b a  s e  a j u s t ó  a  3 . 5  y é s t o s  s e  

e s t e r i l i z a r o n ,  r a p a r t i e r o n  e i n o c u l a r o n  e n  l a  form a d e s c r i t a  en  e l  A par tado  

2 .7  de e s t e  C a p i tu l o .  Los t u b o s  i n o c u l a d o s  s e  s i t u a r o n  d e n t r o  de  cám aras  de 

a n a e r o b i o s i s  (Oxoid) p r o v i s t a s  de un s i s t e m a  de e n t r a d a  y s a l i d a  de g a s e s  y  

de un manómetro, m e d ia n te  e l  c u a l  s e  c o n t r o l a b a n  l a s  c a n t i d a d e s  de g a s e s  

i n t r o d u c i d o s .  En t o d o s  l o s  c a s o s  s e  a ñ a d ía  una pequeña  s o b r e p r e s i ó n  de H2 , 

aprox im adam ente  d e l  2% d e l  t o t a l .  E l H2  t e n i a  l a  f i n a l i d a d  de r e a c c i o n a r  

con  l o s  r e s t o s  de 0 2  que q u e d a se n  en  l a  cám ara ,  dando H2 0; e s t a  r e a c c i ó n  s e  

f a c i l i t a b a  p o r  l a  p r e s e n c i a  de un c a t a l i z a d o r  i n c o r p o r a d o  en  e l  e q u ip o  de 

l a s  cám aras .  A n tes  de e s t a b l e c e r  l a  a tm ó s f e r a  d e f i n i t i v a  en  l a s  cám a ra s ,  s e  

e l im in a b a  l a  a tm ó s fe r a  norm al m ed ia n te  un a p o r t e  de y s a l i d a  c o n t in u a  

m ed ia n te  v a c ío ,  r e a l i z á n d o s e  de e s t a  fo rm a un la v a d o  d u r a n te  unos 5 

m in u to s .  D en tro  de l a  cám ara  s e  i n t r o d u c í a  un i n d i c a d o r  de a n a e r o b i o s i s  

com puesto  p o r  1 /3  de g lu c o s a  a l  6 %, 1 /3  de NaOH 0 .0 0 6  B, y 1 /3  de a z u l  de 

m e t i l e n o  a l  0.015% [ 1 4 7 ] .  E s te  i n d i c a d o r  s e  i n t r o d u c í a  en  e s t a d o  r e d u c id o ,  

poseyendo  en e s t e  c a so  un a s p e c t o  i n c o l o r o .  La a p a r i c i ó n  de c o l o r  a z u l  

s e ñ a l a r í a  que s e  h a b r í a n  p e r d id o  l a s  c o n d ic i o n e s  de a n a e r o b i o s i s .  De e s t a  

form a, pudimos c o n t r o l a r  que to d o  e l  e n say o  s e  r e a l i z a b a  en  p e r f e c t a s  

c o n d ic io n e s .  Los v in o s  f u e r o n  p r e p a r a d o s ,  in o c u la d o s  y a n a l i z a d o s  p a r a  v e r  

l a  d e s a p a r i c i ó n  d e l  á c id o  L -m á l ic o ,  en  l a  fbrm a d e s c r i t a  en  e l  A partado  

- 2 .7 .

2 . 1 2 . -  ENSAYO CONTROL.

Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en l o s  e n s a y o s  d e s c r i t o s  en  l o s  A p a r ta d o s  

2 .7 ,  2 .8 ,  2 .9 ,  2 .1 0  y 2 .1 1  de e s t e  C a p í tu l o ,  s e  com pararon  a l o s

c o n s e g u id o s  en  un en say o  c o n t r o l  r e a l i z a d o  en v in o  b a se  e s t é r i l  a pH=3.5,
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con u n a s  c o n c e n t r a c i o n e s  o r i g i n a l e s  de e t a n o l  de 12% (v /v )  y 50 mg/1 de

S0 .2 , a  25°C y en  a tm ó s f e r a  no rm al.  Los t u b o s  de e s t e  en sayo  s e  i n o c u la r o n  

en  l a  form a ya d e s c r i t a  en  e l  A p ar tad o  2 . 7 ,  con  cad a  una de l a s  c e p a s  

e n s a y a d a s .  La f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  s e  obse rv ó  en l o s  mismos p l a z o s  y 

con  l a  misma t é c n i c a  que s e  d e s c r i b e  en  e l  A p a r ta d o  2 .7  de e s t e  C a p í tu lo .

2 . 1 3 . -  OBSERVACION DEL CRECIMIENTO EN VINO A DISTINTOS pHs.

En e s t e  e x p e r im e n to  s e  q u i s o  o b s e r v a r  l a  c a p a c id a d  de c r e c im i e n t o  de 

l a s  c e p a s  que , p re v ia m e n te  c u l t i v a d a s  en  medio s i n t é t i c o ,  s e  in o c u la b a n  en  

v in o .  P a ra  e l l o  s e  e n s a y a r a n  d i v e r s o s  v a l o r e s  de pH que ib a n  d esd e  3 .1  a

3 .5 .  No s e  e n s a y a r a n  v a l a r e s  s u p e r i o r e s ,  ya que n o s  i n t e r e s a b a  s e l e c c i o n a r  

c e p a s  que c r e c i e s e n  a pHs i n f e r i o r e s  a  3 .5 .  Al mismo t ie m p o  que 

obse rvábam os  e l  c r e c im i e n t o ,  seg u íam o s  l a  marcha de l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a .

Se r e a l i z ó  l a  o b s e r v a c ió n  d e l  c r e c im i e n t o  en v in o  p o r  v a r i o s  

p r o c e d im ie n to s ,  a  f i n  de d e te r m in a r  c u á l  e r a  e l  más adecuado  y r á p id o .  En 

p r ie m r  lu g a r  s e  e n s a y a ro n  m étodos de r e c u e n to  de c é l u l a s  t o t a l e s ,  como e l  

r e c u e n to  m ic r o s c ó p ic o  y e l  r e c u e n to  m ed ia n te  un c o n ta d o r  de p a r t í c u l a s  

( C o u l te r  C o u n te r  ZH). E s to s  dos  m étodos t e n í a n  l a  v e n t a j a  de m ed irn o s  e l  

número t o t a l  de c é l u l a s ,  t a n t o  de a q u é l l a s  en  f a s e  de c r e c i m i e n t o  a c t i v o ,  

como a q u é l l a s  que no f u e r a n  c a p a c e s  de r e p r o d u c i r s e ,  l a s  c u a l e s  p o d ían  

m an ten er  t o d a v í a  i n t a c t o  e l  s i s t e m a  e n z im á t i c o  r e s p o n s a b le  de l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .

En segundo  l u g a r  l le v a m o s  a cabo  un s e g u im ie n to  d e l  c r e c im i e n t o  p o r  

m edidas  e s p e c t r o f o t a m é t r l e a s ,  o b se rv a n d o  e l  in c re m e n to  de l a  a b s o r b a n c ia  a 

650 nm, con c u b e t a s  de 0 .1  cm de p a so  de lu z .  El a p a r a t o  u t i l i z a d o  fu e  de
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l a  c a s a  Beckman, modelo DU-7. E s te  método r e s u l t a b a  a t r a c t i v o  dada  su  

f a c i l i d a d  de manejo y l a  r a p i d e z  en  l a  o b t e n c ió n  de r e s u l t a d o s .

En t e r c e r  l u g a r  empleamos un método de r e c u e n to  de c é l u l a s  v i a b l e s  en  

p l a c a s  de a g a r  MRS y a g a r  MLO. E s te  método p e rm i te  l a  i n v e s t i g a c i ó n  d e l  

número de c é l u l a s  c a p a c e s  de r e p r o d u c i r s e  y c r e c e r  en  un v in o  o en  un medio 

s i n t é t i c o .  Las p l a c a s  p a r a  e l  r e c u e n to  s e  s e m b ra ro n  con  l a  m u e s t ra  d i l u i d a  

de form a a d ecu ad a  a r a z ó n  de 0 .2  mi p o r  p l a c a .  La s ie m b ra  f u e  en 

s u p e r f i c i e ,  y e l  in ó c u lo  se  e x te n d i ó  m ed ia n te  un a s a  de D ig r a ld s k y .

De l a s  47 c e p a s  a i s l a d a s  s e  e l i g i e r o n  28 d e b id o  a s u  e l e v a d a  c a p a c id a d  

p a r a  d e g r a d a r  e l  á c id o  m á l ic o  en  medio s i n t é t i c o  (T ab la  3 6 ) .  E s t a s  c e p a s  s e  

c r e c i e r o n  p re v ia m e n te  en medio s i n t é t i c o  (MRS p a ra  L a c t o b a c i l l u s  y c e p a s  no 

i d e n t i f i c a d a s ,  y MLO p a r a  L. o en o s) ,  s e g ú n  l a  m e to d o lo g ía  e x p u e s t a  en  e l  

A p a r ta d o  2 .5  de e s t e  C a p í tu l o .  T ra s  o b t e n e r  un buen c r e c i m i e n t o ,  s e  sembró 

cada  cepa  en t u b o s  con  v in o  a pHs de 3 .1 ,  3 .2 ,  3 .3 ,  3 .4  y 3 .5  según  l a  

m e to d o lo g ía  d e s c r i t a  en  e l  A p a r ta d a  2 .5 .  Se e l i g i ó  e l  pH como f a c t o r  de 

e s t u d i o  d e b id o  a l a s  s i g u i e n t e s  r a z o n e s :  e l  pH s e l e c c i o n a  e l  número de 

e s p e c i e s  c a p a c e s  de c r e c e r  en v in o  [72 , 90, 3443; e l  pH l i m i t a  e l

c r e c im i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  [2 6 ,  27, 31-, 42, 62, 90, 145, 175,

200, 276, 290, 3443 ; l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  r e s u l t a  más c o n v e n ie n te  

p a ra  v in o s  de pH b a jo  [2 6 ,  27, 29, 31, 42, 62, 89, 155, 175, 1993.

Se tom aron  m u e s t r a s  sem analm en te  p a r a  r e c u e n t o s  m ic r o s c ó p ic o s ,  p a ra  e l  

c o n ta d o r  de p a r t í c u l a s ,  m ed ic ió n  de l a  a b s o r b a n c i a  y r e c u e n t o  en  p l a c a .  A 

p a r t i r  d e l  momento en  e l  que s e  d e t e c t a b a  i n i c i o  d e l  c r e c i m i e n t o ,  l a s  

m u e s t r a s  s e  tomaban cada  2  d í a s .
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2 . 1 4 . -  ADAPTACION PROGRESIVA DE LOS CULTIVOS AL VINO Y A pHs BAJOS.

De l a s  c e p a s  c a p a c e s  de c r e c e r  en  v in o  t r a s  s u  i n o c u l a c i ó n  d esd e  de

medio s i n t é t i c o ,  s e  r e a l i z ó  un e s t u d i o  de l a  i n f l u e n c i a  que t e n í a n

s u c e s i v o s  p a s e s  p o r  v in o  s o b r e  l a  d in á m ic a  de su  c r e c i m i e n t o  y s o b r e  su

a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a .  También se  o b se rv ó  l a  i n f l u e n c i a  que e l  n i v e l  de 

i n ó c u lo  t e n í a  s o b re  e l  d e s a r r o l l o  m ic ro b ia n o .

P a ra  e l l o  s e  p r e p a r ó  v in o  a pHs de 3 .1 ,  3 . 2 ,  3 . 3 ,  3 . 4  y 3 .5 ,  y s e  

r e p a r t i ó ,  t r a s  s u ’ e s t e r i l i z a c i ó n  p o r  f i l t r a c i ó n ,  en  t u b o s  de 15 x  150 mm a 

r a z ó n  de 10 mi p o r  tu b o ,  y en  tu b o s  de h e m ó l i s i s  can  3 mi p o r  tu b o .

A p a r t i r  de l o s  t u b o s  con 20 mi de v in o  d e l  e n s a y o  2 .1 3  que 

p r e s e n t a b a n  c r e c im i e n t o  y que h a b la n  c o m p le ta d o  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  

a pHs más b a jo s ,  s e  sembró en  tu b o s  con  10 mi de v in o  a l  mismo v a l o r  de pH, 

y  en l o s  tu b o s  con  3 mi a  pH i g u a l  e i n f e r i o r e s .  Las i n c u b a c io n e s  s e  

r e a l i z a r o n  a 25°C h a s t a  un máximo de 140 d í a s .  En e l  tu b o  con 10 mi se  

s e g u ía  e l  c r e c im i e n t o  y l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  y en  l o s  t u b o s  con 3 

mi e l  d e s a r r o l l o  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  ú n ic a m e n te .  El i n ó c u lo  s e  

a ñ a d ió  en ambos c a s o s  a l  1 0 % y 1 % d e l  volumen e x i s t e n t e  en  e l  tu b o  y p o r  

d u p l ic a d o .  La marcha de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  s e  r e a l i z ó  p o r  

c r o m a to g r a f í a  en p a p e l .
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3 . -  RESULTADOS Y DISCUSION.

3 . 1 . -  OBSERVACION DE LA CAPACIDAD DE DEGRADACION DEL ACIDO L-MALICO Y 

CUANTIFICACION DE LA MISMA.

La f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  e s  uno de l o s  p ro b le m a s  más d i f í c i l e s  de 

r e s o l v e r  en  l a  v i n i f i c a c i ó n  de l o s  v in o s .  Ya hemos h a b la d o  en  e s t e  C a p í tu l o  

de l a s  v e n t a j a s  e i n c o n v e n i e n t e s  de l a  misma, y s i  s e  d e c id e  que l o s  v in o s  

de una d e te r m in a d a  zona  in c re m e n ta n  s u  c a l i d a d  con e l  d e s a r r o l l o  de l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  hay v a r i o s  m étodos  p a r a  p o t e n c i a r l a  ( v e r  A partado  

1 . 2 .4  de e s t e  C a p í t u l o ) .

La in d u c c ió n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  puede e f e c t u a r s e  m ed ian te  

l a  e s t i m u l a c i ó n  de l a  f l o r a  n a t u r a l  p r e s e n t e  en l o s  m o sto s  [6 2 ,  118, 2853,

o p o r  i n o c u l a c i ó n  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  p r o c e d e n te s  de un v in o  que ya l a

haya r e a l i z a d o  [213 . S in  embargo, e s t a s  p r á c t i c a s  t i e n e n  como p r i n c i p a l

i n c o n v e n ie n t e  e l  que no s e  puede p r e d e c i r  l a  c a l i d a d  f i n a l  d e l  p r o d u c to ,

p u e s to  que no se  conoce  n i  a l o s  m ic ro o rg a n is m o s  n i  a l a s  a c t i v i d a d e s

m e t a b ó l i c a s  de l o s  mismos. E s ta  form a de p o t e n c i a r  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  no e s t á  e x e n ta  de c i e r t o s  r i e s g o s ,  ya que además puede  fo m e n ta r

e l  c r e c im i e n t o - de c e p a s  no a d e cu a d a s .

A p e s a r  de que RANKINE [2733 no c o n s i d e r a  j u s t i f i c a d a  l a  i n o c u l a c i ó n

d e ’ c u l t i v o s  p u r o s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  l a  mayor p a r t e  de l a s

i n v e s t i g a c i o n e s  a c t u a l e s  s e  c e n t r a n  en  l a  c a r a c t e r i z a c i ó n  de c e p a s  que 

l l e v e n  a cabo  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  y p o t e n c i e n  l a  c a l i d a d  d e l  v in o  

[27 , 71, 148, 168, 178, 2533.

T ra s  e l  a i s l a m i e n t o  y l a  i d e n t i f i c a c i ó n  de l a s  c e p a s  de b a c t e r i a s  

l á c t i c a s  d u r a n t e  l o s  m u é s t re o s  de 1983 n o s  p la n te a m o s ,  a l  i g u a l  que l o s



282

a u t o r e s  a n t e r i o r m e n t e  c i t a d o s ,  l a  c a r a c t e r i z a c i ó n  de l a s  mismas con f i n e s  

e n o ló g i c o s .  D en tro  de e s t a  c a r a c t e r i z a c i ó n  e s tu d ia m o s  s u s  c o m p o r ta m ie n to s  

m e ta b ó l i c o s ,  a s i  como s u s  r e s p u e s t a s  f i s i o l ó g i c a s  a d i v e r s o s  p a rá m e t r o s  

f l s i c o - q u l m i c o s .

Una de l a s  p r im e r a s  c u e s t i o n e s  que n o s  p la n te a m o s  fu e  l a  c a p a c id a d  de

d e g r a d a r  á c id o  L -m á l ic o  que p o s e í a n  n u e s t r a s  b a c t e r i a s ,  ya  que no t o d a s  l a s

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  son  c a p a c e s  de u t i l i z a r l o  [ 4 7 ] .  E s te  p u e s  s e r í a  e l  p a so

p r e v i o  p a r a  r e a l i z a r  una s e l e c c i ó n  de l a s  c e p a s  con l a s  c u a l e s  t u v ié r a m o s

que t r a b a j a r .  La e x p e r i e n c i a  s e  l l e v ó  a cabo  en un medio s i n t é t i c o  (medio

C), a d ic io n a d o  de á c id o  L -m á l ic o  a r a z ó n  de 10 g / 1 .  La d e g r a d a c ió n  de e s t e

á c id o  se  ensayó  t a n t o  en  c o n d ic i o n e s  a e r o b i a s  como a n a e r o b i a s ,  a  f i n  de

o b s e r v a r  s i  e x i s t í a n  d i f e r e n c i a s  en ambas c i r c u n s t a n c i a s .  Se ensayó  una

a tm ó s fe r a  de n i t r ó g e n o  y C02 , s ig u i e n d o  l a s  i n d i c a c i o n e s  de c i e r t o s  a u t o r e s

que o p in a n  que e l  C02  p o t e n c i a  e l  c r e c i m i e n t o  de c i e r t a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s

[ 3 í , 323, 325 ] .  En e s t e  s e n t i d o ,  BENDA [3 1 ]  com enta  l a s  e x p e r i e n c i a s  que

MAYER l l e v ó  a cabo  con  e s p e c i e s  de L euconostoc .  MAYER o b se rv ó  que e s t a s

e s p e c i e s  e ra n  in c a p a c e s  de c r e c e r  en a tm ó s f e r a  de n i t r ó g e n o  p u ro  s i n  C02 ;

s i n  embargo, cuando u t i l i z a b a  una a tm ó s f e r a  m ix ta  com puesta  de n i r t ó g e n o

más 10% de c a r b ó n ic o ,  s e  f a v o r e c í a  -el c r e c im i e n t o .  En e l  s e n t i d a  o p u e s to  
#

STAKEE [323] y STAMER y STOYLA [324] a p u n ta n  en  s u s  t r a b a j o s  que a lg u n a s  de 

e s t a s  b a c t e r i a s  p r e s e n t a n  r e s p u e s t a s  p o s i t i v a s  a l a s  c o n d ic i o n e s  a e r ó b i c a s ,  

y R1BÉREAU-GAY0N [282] a f i r m a  que l a  a i r e a c i ó n  f a c i l i t a  e l  c r e c im i e n t o  de 

l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .

En l a  T ab la  33 se  puede o b s e r v a r  l a  d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o  L -m á l ic o  en  

a e r o b i o s i s  y a n a e r o b i o s i s  a  lo  l a r g o  de 36 d í a s .  De l a s  47 c e p a s  e n s a y a d a s ,  

15 p r e s e n t a b a n  mayor v e lo c i d a d  de d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o  L -m á l ic o  e n  

am b ie n te  a n a e r o b io ,  una en am b ie n te  a e r o b i o ,  y a l  r e s t o  l e  r e s u l t a b a  

i n d i f e r e n t e  l a  a tm ó s fe r a  en  l a  que s e  r e a l i z a b a  e l  e n say o .  Po r  e s p e c i e s  

e n c o n tram o s  que L eu con os toc  oenos  y L a c t o b a c i l l u s  h í l g a r d l i  so n  l a s  que
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mayor número de r e s p u e s t a s  p o s i t i v a s  p r e s e n t a n  a l a  a n a e r o b i o s i s .  En 

r e l a c i ó n  con é s t o ,  RIBÉREAU-GAYON [2823 , GANDIEl C1263 y GARVIE [1333 3ian 

in fo rm ado  d e l  e f e c t o  b e n e f i c i o s o  d e l  C02  s o b r e  L eu co n o s to c  oenos.  P o r  o t r a  

p a r t e ,  GARVIE [473 e s t a b l e c e  que e s t a  ú l t i m a  e s p e c i e  p r e f i e r e  c o n d ic i o n e s  

r e d u c t o r a s ,  y ROGOSA [473 a f i r m a  que una a tm ó s f e r a  con  e l  5% de C02  o más 

f a v o r e c e  e l  a i s l a m i e n t o  y e l  c r e c i m i e n t o  de L a c t o b a c i l l u s  h i l g a r d i i .  A 

p e s a r  de que é s t a s  so n  l a s  t e n d e n c i a s  g e n e r a l e s ,  e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  de 

co m p o r tam ien to  e n t r e  l a s  c e p a s .  Asi e n c o n tra m o s  e n t r e  L. h i l g a r d i i  una g ra n  

h e te r o g e n e id a d :  de 10 c e p a s  a i s l a d a s ,  4 s e  m o s t ra b a n  i n d i f e r e n t e s  a l a  

a tm ó s f e r a  e n r i q u e c i d a  en  C02 , m ie n t r a s  que e l  r e s t o  s e  e n c o n t r a b a n  

f a v o r e c i d a s .

De l a s  d a s  c e p a s  c l a s i f i c a d a s  como L eu con os toc  p a r a m e s e n te r o id e s ,  una 

( C l l )  p a r e c í a  p r e f e r i r  c o n d ic i o n e s  a e r o b i a s  p a r a  e l  a ta q u e  a l  á c id o  

L -m á l ic o ,  m ie n t r a s  que a l a  o t r a  l e  e r a  i n d i f e r e n t e .  GARVIE [4 7 ,  1333 ha

d e s c r i t o  a e s t a  e s p e c i e  como " a n a e r o b i a  f a c u l t a t i v a " ,  l o  c u a l  no e x c lu y e  

que a lg u n a s  p o c a s  c e p a s  p r e f i e r a n  c o n d i c i o n e s  r e d u c t o r a s  p a r a  c r e c e r  y 

d e s a r r o l l a r  su  m e ta b o lism o . R e s p e c to  a l o s  b a c i l o s  h e t e r o f e r m e n t a t i v o s  

L a c t o b a c i l l u s  c e l l o b i o s u s  y L a c t o b a c i lu s  b r e v í s , n in g u n o  de l o s  a u t o r e s  

c o n s u l t a d o s  han d e s c r i t o  que e l  c r e c i m i e n t o  de l o s  mismos s e  vea  p o te n c i a d o  

en a n a e r o b i o s i s  y con C02 , a n t e s  a l  c o n t r a r i o :  L. b r e v i s  p a re c e  que ve

f a v o r e c id o  su  c r e c im i e n t o  en  c o n d ic i o n e s  de a g i t a c i ó n  ( e s  d e c i r ,  a e r ó b i c a s )  

[3233 . En n u e s t r o  c a s o  s i n  embargo l a  d e g r a d a c ió n  de L -m á l ic o  p o r  p a r t e  de 

L. b r e v í s  p a re c e  s e r  i n d e p e n d ie n t e  de l a  c o m p o s ic ió n  de l a  a tm ó s f e r a  (T ab la  

3 3 ) .  S ob re  e l  e f e c t o  que l a  a n a e r o b i o s i s  e j e r c e  s o b r e  L a c t o b a c i l l u s  

f r u c t i v o r a n s ,  no hemos e n c o n t r a d o  más r e f e r e n c i a  que l a  de ROGOSA [473 , 

q u ie n  a s e g u r a  que e l  C02  f a c i l i t a  e l  a i s l a m i e n t o  i n i c i a l  de e s t a  e s p e c i e  a  

p a r t i r  de s u s  h á b i t a t s  n a t u r a l e s .  S in  embargo, no h a b la  d e l  e f e c t o  de e s t e  

g a s  s o b re  s u  c r e c im i e n t o  o s o b re  e l  m e tab o lism o  de a z ú c a r e s  o á c id o s  

o r g á n ic o s .  En n u e s t r o  c a s o ,  no hemos v i s t o  i n f l u e n c i a  n i  p o s i t i v a  n i
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n e g a t i v a .  Las 10 c e p a s  a i s l a d a s  de L. p la n ta ru m  s e  m o s t ra b a n  i n d i f e r e n t e s  a  

l a  a tm ó s f e r a  de c u l t i v o .  E n t r e  l a s  c e p a s  que no c o n segu im os  c l a s i f i c a r ,  

t r e s  de e l l a s  <B32, M12, C45) d e g ra d a n  e l  á c id o  m á l ic o  a lg o  más r á p id a m e n te  

en  c o n d ic i o n e s  a n a e r o b i a s ,  y e l  r e s t o  l o  a t a c a  de i g u a l  manera t a n t o  e n  

a e r o b i o s i s  como en a n a e r o b i o s i s .

A p a r t i r  de l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s ,  hemos pod ido*com probar  que t o d a s  

l a s  c e p a s  e n s a y a d a s  m u e s t ra n  c a p a c id a d  de t r a n s f o r m a r  e l  á c id o  L-m álicD  e n  

L - l á c t i c o ,  aunque s e  a p r e c i e n  d i f e r e n c i a s  de a c t i v i d a d  t a n t o  e n t r e  l a s  

e s p e c i e s  como e n t r e  l a s  c e p a s .  Las e s p e c i e s  más a c t i v a s  son  L. oen os , L. 

parameseiiterDid.es  y L. p la n ta ru m , que a l  cabo  de 7 d í a s  d e g ra d a r o n  

com ple tam en te  l o s  10 g /1  de á c id o  L -m á l ic o  en  e l  medio. P a ra  L. oen os  l a

u t i l i z a c i ó n  de e s t e  á c id o  e s  un c a r á c t e r  taxonóm ico  que l a  s e p a r a  de l a s  

o t r a s  e s p e c i e s  d e l  g é n e ro  L eu co n o s to c  [4 7 ,  133, 3 1 6 ] .  Según e l  " B e r g e y 's  

Manual o í  D e te rm in a t iv e  B a c t e r i o l o g y ” [ 4 7 ] ,  tam b ié n  d e l  10 a l  90% de l a s  

c e p a s  de L. p a r a m e s e n te r o id e s  •so n  c a p a c e s  de d e g r a d a r  e l  á c id o  m á l ic o .  Las 

c e p a s  C l l  y M il,  a i s l a d a s  p o r  n o s o t r o s  y p e r t e n e c i e n t e s  a  e s t a  ^ e sp e c ie ,  

f e r m e n ta ro n  e f i c a z m e n te  l a  t o t a l i d a d  de e s t e  á c id o  en  e l  medio de c u l t i v o .  

E s te  r e s u l t a d o  c o n c u e rd a  con l o  h a l l a d o  p o r  CHEU e t  a l .  [ 8 6 ] ,  q u i e n e s  

a i s l a r o n  una cepa  de L. p a r a m e s e n te r o íd e s  t e r m e n ta d o r a  de á c id o  L -m á l ic o .  

Todas l a s  c e p a s  de L. p la n ta ru m  d e g ra d a b a n  c om ple tam en te  e s t e  á c id o ;  e s t a  

c a p a c id a d  p r o p ia  de e s t a  e s p e c i e  ha s i d o  comprobada en num erosos e s t u d i o s  

[19 , 79, 8 6 , 211, 2 66 ] .  L. f r u c t i v o r a n s  t a m b ié n  fe rm e n tó  l a  t o t a l i d a d  d e l  

á c id o  L -m á l ic o  d e l  medio, aunque t a r d ó  7 d í a s  más en  f i n a l i z a r  que l a  t r e s  

e s p e c i e s  a n t e r io r m e n t e  nom bradas. El g ru p o  de c e p a s  no a s i g n a d a s  a n in g u n a  

e s p e c i e ,  tam b ié n  dem ostró  p o s e e r  una e le v a d a  c a p a c id a d  m a l o l á c t i c a ,  

e x i s t i e n d o  c e p a s  que d e g ra d a b a n  l a  t o t a l i d a d  d e l  á c id o  en 24 h o r a s ,  y o t r a s  

en 48 h o r a s  (T ab la  33 ) .  Las e s p e c i e s  más i n a c t i v a s  f u e r o n  L. c e l l o b i o s u s  y 

L. h i l g a r d i i , aunque d e n t r o  de e s t a  ú l t i m a  e s p e c i e  l a  cep a  32 lo g ró  

t r a n s f o r m a r  l a  t o t a l i d a d  d e l  á c id o  L -m á l ic o  a l  cabo de 5 d í a s .  L.
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c e l l o b i o s u s ,  aunque i n i c i ó  l a  d e g r a d a c ió n  de e s t e  á c id o  no f u e  capaz  de 

c o m p l e t a r l a .  CHE® e t  a l .  C863 a i s l a r o n  una  c e p a  de e s t a  e s p e c i e  que 

f e rm e n ta b a  t o t a l m e n t e  e s t e  á c id o ,  p e ro  hay  que t e n e r  en c u e n ta  que e l  medio 

p o r  e l l o s  em pleado c o n t e n í a  1 .3 5  g / 1  de á c i d o  L -m á l ic o ,  y e l  n u e s t r o  10 

g /1 .  Una e s p e c i e  que p r e s e n t a  b a s t a n t e  h e t e r o g e n e i d a d  r e s p e c t o  de s u  

a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  e s  L. b r e v í s : de l a s  7 c e p a s  a i s l a d a s ,  3 d e g ra d a ro n

com ple tam en te  l o s  10 g /1  de á c id o  L -m á l ic o  a l  cabo  de 7 d í a s ,  m i e n t r a s  que 

e l  r e s t o  no f u e  c a p az  de t r a n s f o r m a r  e s t a  c a n t i d a d  a l  cabo  de 36 d í a s .

En un p r i n c i p i o ,  nos  s o r p r e n d ió  l a s  d i f e r e n c i a s  en  l a s  c a p a c id a d e s  

d e g r a d a d o r a s  de l a s  c e p a s  d e n t r o  de una e s p e c i e ;  s i n  embargo, a l  c o n s u l t a r  

l o s  t r a b a j o  de RADLER y BRttHL [266] y CHE® e t  a l .  [ 8 6 ] hemos e n c o n t r a d o  que 

d e n t r o  de l a  misma e s p e c i e ,  e x i s t e n  c e p a s  que  c a r e c e n  de a c t i v i d a d  f r e n t e  a  

a lg u n o s  á c id o  o r g á n i c o s ,  m ie n t r a s  que o t r a s  c e p a s  s í  l a  p o se en .  Así p o r  

e je m p lo  e x i s t e n  c e p a s  de L. oenos  i n c a p a c e s  de m e t a b o l i z a r  e l  g lu c o n a to  

[ 2 6 6 ] ,  m ie n t r a s  v a r i a s  c e p a s  de L. b r e v i s  y L a c t o b a c i l l u s  buchneri  

f e rm e n ta n  g l u c o n a to  p e ro  no d e s c a r b o x i l a n  m a la to  [ 2 6 6 ] .  P o r  o t r o  la d o ,  CHE® 

e t  a l .  [ 8 6 ] tam b ié n  h a n ’ o b se rv a d o  d i f e r e n c i a s  e n t r e  c e p a s  de una misma 

e s p e c i e  r e s p e c t o  a l  p o r c e n t a j e  de u t i l i z a c i ó n  de á c id o  L -m á l ic o  v í a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  En e l  e s t u d i o  de e s t o s  a u t o r e s  [863 s e  compara l a  

c a p a c id a d  de d e g r a d a c ió n  de á c id o  L -m á l ic o  e n t r e  v a r i a s  c e p a s  

p e r t e n e c i e n t e s  a 7 e s p e c i e s ,  o b s e rv á n d o s e  d i f e r e n c i a s  en  l a  c a p a c id a d  de 

d e g ra d a c ió n  de e s t e  á c id o  e n t r e  c e p a s  de 4 de l a s  e s p e c i e s .  N u e s t r a s  

p r o p i a s  o b s e r v a c io n e s  y l a s  de l o s  a u t o r e s  a n t e r i o r m e n t e  c i t a d o s ,  nos  

l l e v a n  a c o n c l u i r  que l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  e s  un c a r á c t e r  l ig a d o  a  l a  

cep a ,  y que podemos e n c o n t r a r  to d a  una s e r i e  de g r a d a c io n e s  d e n t r o  de cada  

e s p e c i e .  La c a p a c id a d  de d e g ra d a r  á c id o  m á l ic o  s e  e n c u e n t r a  muy e x te n d id a  

e n t r e  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  a l  i g u a l  que l a  de d e g r a d a r  á c id o  c í t r i c o ;  

s i n  embargo RADLER y BRtiHL [2663 s e ñ a l a r o n  que e n t r e  l a s  c e p a s  que e l l o s  

a i s l a r o n  e s  más f r e c u e n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  d e l  á c id o  L -m á l ic o  que l a  d e l



286

cítrico. Esto también ocurre con nuestros aislamientos (Tablas 31 y 33).
La c u a n t i f i c a c i ó n  de l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  s e  r e a l i z ó  t a n t o  en  

medio s i n t é t i c o  como en  v in o .  P a ra  p o d e r  e f e c t u a r  c o m p a ra c io n e s  e n t r e  l a s  

a c t i v i d a d e s  de cada  c e p a ,  e r a  n e c e s a r i o  e s t a n d a r i z a r  l a  c a n t i d a d  de c é l u l a s  

que in o cu lá b am o s  en  c a d a  en say o .  Dada l a  h e t e r o g e n e i d a d  de l o s  t ie m p o s  de 

g e n e r a c ió n  en l a s  d i f e r e n t e s  c e p a s ,  op tam os p o r  i n o c u l a r  a  una  misma 

d e n s id a d  ó p t i c a .  Un método s e n c i l l o  c o n s i s t í a  en  u t i l i z a r  l a  denom inada 

e s c a l a  HcFAKLAHD, en l a  c u a l  e x i s t e n  una s e r i e  de t u b o s  de d e n s id a d  ó p t i c a  

c r e c i e n t e .  Dentro* de e s t a  e s c a l a  s e  e l i g i ó  e l  p u n to  2 ( e l  mismo con  que s e  

i n o c u la b a  l a  t i r a  API 50 CHL en l a  f e r m e n ta c ió n  de c a r b o h i d r a t o s )  a  f i n  de 

o b t e n e r  un e le v a d o  número de c é l u l a s  en  e s t a d o  no p r o l i f e r a n t e ,  p a r a  e v i t a r  

l a s  d i f e r e n c i a s  que s e  p u d i e r a n  g e n e r a r  en f u n c ió n  de l a s  d i s t i n t a s  t a s a s  y 

e s t a d o s  de c r e c im i e n t o .  P a ra  com probar que r e a l i z á b a m o s  i n o c u l a c i o n e s  con 

ig u a l  número de c é l u l a s  v i a b l e s ,  h ic im o s  r e c u e n t o s  en  p l a c a  p o r  d u p l i c a d a  

de l o s  i n ó c u l o s  a s e m b ra r .  Los r e s u l t a d o s  s e  pueden  o b s e r v a r  en  l a  T a b la  

34. En l a  mayor p a r t e  de l o s  c a s o s ,  ob tu v im o s  u n a s  10® u f c /m l ,  t a n t o  p a r a  

c ocos  como p a r a  b a c i l o s .  Como l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p r e s e n t a b a n  b a s t a n t e  

hom ogeneidad, d e c id im o s  e m p le a r  e s t e  s i s t e m a  p a r a  l a  d e te r m in a c ió n  de l a  

a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a .

Las c a r a c t e r í s t i c a s  d e l  v in o  b a se  en  e l  c u a l  s e  c u a n t i f i c ó  l a

a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a ,  s e  exponen en l a  T a b la  35. En l a  T ab la  36 s e  pueden

a p r e c i a r  l o s  r e s u l t a d a s  o b t e n i d o s  en l o s  e n s a y o s  de c u a n t i f i c a c i ó n  de l a  

d e g ra d a c ió n  d e l  á c id o  L -m á l ic o  a lo  l a r g o  d e l  t ie m p o . En e s t a  T a b la  s e

c o n f i rm a n  l o s  r e s u l t a d o s  de l a  T a b la  33 en  l a  que s e  e x p re s a n  l o s

r e s u l t a d o s  de l a  d e g r a d a c ió n  m ed ia n te  método c u a l i t a t i v o  (A p a rta d o  2 . 4 . 1 6  

d e l  C a p í t u l o  I I ) .  Todas l a s  c e p a s  e n s a y a d a s  m o s trab a n  a c t i v i d a d  f e m e n ta d o ra  

d e l  á c id o  L -m á l ic o  en  medio s i n t é t i c o ,  aunque s e  p o d ía n  a p r e c i a r  

d i f e r e n c i a s  t a n t o  en  l a  v e l o c i d a d ,  como en l a  c a p a c id a d  de d e g ra d a c ió n .  Así 

observam os que l a s  e s p e c i e s  c a p a c e s  de d e g r a d a r  l a  t o t a l i d a d  de á c id o
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« 42 114 84 1 0 ' * 5 . 0 x 1 0 ®

L. p a r a a e s e n t e r o i d e s «11 38 49 1 0 - * 2 . 2 x 1 0 *
L. f r u c t i v o r a n s « 43 35 48 1 0 - * 2 . 1 x 1 0 *

B49 44 47 1 0 - * 2 . 3 x 1 0 ®
L. c e l l o b i o s u s 34 38 35 1 0 - * 1 . 8 x 1 0 ®
L. b r e v i s 33 113 123 1 0 - * 5 . 9 x 1 0 ®

37 57 54 1 0 - * 2 . 8 x 1 0 ®
3 8 45 60 1 0 - * 2 . 6 x 1 0 ®
T i l 86 88 1 0 - * 4 . 4 x 1 0 ®
TI 2 83 86 1 0 - * 4 . 2 x 1 0 ®

L. h i l g a r d i i 32 97 93 1 0 - * 4 . 8 x 1 0 ®
91 29 34 1 0 - * 1 . 8 x 1 0 ®
93 82 60 1 0 - * 3 . 6 x 1 0 ®
161 80 60 1 0 - * 3 . 5 x 1 0 ®
162 33 38 1 0- * 1 . 8 x 1 0 ®
163 30 2 2 1 0 - * 1 . 3 x 1 0 ®
B22 74 49 1 0- * 3 . 1 x 1 0 ®
61 68 72 1 0 - * 3 . 5 x 1 0 ®
67 85 87 1 0 - * 4 . 3 x 1 0 ®

L. p l an t ar un B l l 47 61 1 0 - * 2 . 7 x 1 0 ®
B12 •40 33 1 0 - * 1 . 8 x 1 0 *
B13 53 53 1 0 - * 2 . 7 x 1 0 *
22 48 81 1 0 - * 3 . 2 x 1 0 *

S p .  no d e t e r m i n a d a B44 58 70 1 0 - * 3 . 2 x 1 0 ®
B31 51 63 1 0 - * 2 . 9 x 1 0 ®
B32 34 58 1 0 - * 2 . 3 x 1 0 *
B24 51 50 1 0 - * 2 . 6 x 1 0 ®
«12 38 47 1 0 - * 2 . 1 x 1 0 *
31 68 78 1 0 - * 3 . 7 x 1 0 ®
C43 45 53 1 0 - * 2 . 5 x 1 0 ®
C4S 125 129 1 0 - * 6 . 4 x 1 0 ®

T a b l a  3 4 . -  R e l a c i ó n  e n t r e  l a  D. D.  c o r r e s p o n d i e n t e  a l  p u n t o  2 
de  l a  e s c a l a  HcFARLANO y e l  n ú a e r o  d e  u f e / n i  o b t e n i d o  p a r a  
c a d a  c e p a .  Los  a e d i o s  e a p l e a d o s  f u e r o n  a g a r  HLO e n  e l  c a s o  d e  
c e p a s  de  Leuconostoc  oenos ,  y a g a r  HRS e n  e l  r e s t o  d e  l o s  
c a s e s .  L a s  p l a c a s  s e  s e u b r a r o n  p o r  d u p l i c a d o  con  0 . 2  e l  de  l a  
d i l u c i ó n  i n d i c a d a  d e  una  s u s p e n s i ó n  c o n  u n a  D.O.  a p r o x i m a d a  a l  
p u n t o  2 d e  l a  e s c a l a  HcFARLAND. " R l "  y  *R2* c o r r e s p o n d e n  a l  
r e c u e n t o  de  c a d a  u na  d e  e s t a s  p l a c a s .



Características del vino base <VB>

P H 3. 03
Alcohol (%, v/v) 12. 0
S0s total (mg/l) 50
S O s  libre <mg/l) 16
Acidez total Cg/1 en tartárico) 7. 19
Acidez volátil <g/1 en acético) 0 . 33
Acido málico (g/1) 2. 15

Tabla 35.- Características del vino base 
empleado en los estudios sobre la 
influencia de distintos parámetros sobre 
la fermentación maloláctica y sobre el 
crecimiento de bacterias lácticas en vino.



E s g e c i e  Cega D í a s  _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ -- -  --

L. oenos

L. p a r a n e s e n t e r o i d e s

L. f r u c t i v o r a n s  
L. c e l l o b i o s u s  
L. b r e v i s

L. h i l g a r d i i

L. p l an t ar o n

S p .  no d e t e m n a d a

172 7 . 5 1
T46 6 . 7 0
641 7 . 5 6
66 8 . 8 0
H41 6 . 4 2
H42 6 . 8 4
c u 9 99
m i 9 . 9 8
B49 5 . 5 5
34 1 . 9 2
33 9 . 3 5
35 0 . 1 0
36 1 . 1 0
37 2 . 0 1
36 0 . 5 7
T i l 9 . 9 9
T12 9 . 6 6
32 8 . 1 0
39 1 . 7 0
91 0 . 8 1
93 1
161 0 . 8 0
162 1 . 0 5
163 1 . 0 0
B22 1 . 9 6
61 1 . 5 3
67 2 . 6 3
611 9 . 9 8
B12 9 . 8 8
B13 9 . 9 9
22 9 . 7 6
24 9 . 9 9
25 9 . 9 5
27 9 . 9 9
614 9 . 9 2
615 9 . 9 9
616 9 . 8 6
B44 9 . 9 9
B31 9 . 9 9
832 9 . 9 9
B24 9 . 9 8
H12 9 . 9 9
31 9 . 9 9
C43 9 . 8 2
C45 3 . 9 0

9 . 9 9 1 0 . 0 0
9 . 9 9 1 0 . 0 0
9 . 9 9 1 0 . 0 0
9 . 9 9 1 0 . 0 0
9 . 1 5 9 . 9 7
9 . 8 5 1 0 . 0 0

1 0 . 0 0 1 0 . 0 0
1 0 . 0 0 1 0 . 0 0

9 . 3 6 9 . 9 9
3 . 5 0 6 . 2 2
9 . 9 3 1 0 . 0 0
3 . 9 7 7 . 1 5
3 . 6 4 5 . 8 0
4 . 3 0 6 . 3 6
3 . 9 7 6 . 6 5

1 0 . 0 0 1 0 . 0 0
9 . 9 9 1 0 . 0 0
9 . 9 6 1 0 . 0 0
3 . 9 0 6 . 4 1
2 . 4 0 4 . 7 8
2 . 4 4 6 . 2 7
3 . 4 0 5 . 6 0
2 . 5 0 7 . 0 3
3 . 5 4 6 . 7 0
4 . 0 2 8 . 9 3
2 . 4 4 6 . 1 7
5 . 3 6 8 . 9 6

1 0 . 0 0 1 0 . 0 0
1 0 . 0 0 1 0 . 0 0
1 0 . 0 0 1 0 . 0 0

9 . 9 9 1 0 . 0 0
1 0 . 0 0 1 0 . 0 0
1 0 . 0 0 1 0 . 0 0
1 0 . 0 0 1 0 . 0 0
1 0 . 0 0 1 0 . 0 0
1 0 . 0 0 1 0 . 0 0
1 0 . 0 0 1 0 . 0 0
1 0 . 0 0 1 0 . 0 0
1 0 . 0 0 1 0 . 0 0
1 0 . 0 0 1 0 . 0 0
1 0 . 0 0 1 0 . 0 0
1 0 . 0 0 1 0 . 0 0
1 0 . 0 0 1 0 . 0 0

9 . 9 9 1 0 . 0 0
9 . 3 4 9 . 9 0

T a b l a  36 -  D e g r a d a c i ó n  a l o  l a r g o  d e l  t i e m p o  d e  á c i d o  L - n á l i c o  
en  h e d i ó  C a d i c i o n a d o  de  10 g / 1  de  á c i d o  L - h á l i c o .  A t n ó s f e r a  
a e r o b i a .
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m á lic o  más r á p id a m e n te  so n  L. p lan tarum , L. p a r a m e s e n te r o id e s ,  y l a  mayor 

p a r t e  d e l  g rupo  de c e p a s  no e s p e c i f i c a d a s .  Algo más l e n t a s  en  l a  

d e g ra d a c ió n ,  aunque ig u a lm e n te  e f i c a c e s ,  so n  l a s  c e p a s  de L. oenos, L. 

f r u c t i v o r a n s  (cepa  B49), l a s  c e p a s  33, T i l  y T12 de L. b r e v í s ,  y l a  c e p a  32 

de L . h i l g a r d i i .  T odas  e l l a s ,  a l  cabo  de 7 d í a s  h a b ía n  d e g ra d a d o  t o t a l m e n t e  

e l  á c id o  L -m á l ic o .  Las c e p a s  menos e f i c a c e s  p e r t e n e c í a n  a l a s  e s p e c i e s  L. 

b r e v i s  y L. h i l g a r d i i .  En v in o ,  c a s i  n in g u n a  cep a  fu e  ca p az  de d e g r a d a r  l o s  

2 .1 5  g /1  de á c id o  L -m á l ic o  que é s t e  c o n t e n í a :  t a n  s ó l o  d o s  c e p a s  de l a

e s p e c i e  L. oenos  CM41 y G6 ). Aunque l o s  d a t o s  de d e g r a d a c ió n  en v in o  no 

quedan  r e f l e j a d o s  en  l a  T a b la  36, M41 m e ta b o l i z ó  2 .1 2  g /1  de á c id o  L -m á l ic o  

c o n te n id o  en  e l  v in o  en a p e n a s  24 h o r a s ,  m ie n t r a s  que G6  d eg rad ó  0 .7 9  g /1  

a l  cabo de 7 d í a s ,  no o b s e rv á n d o s e  r e s t o s  de e s t e  á c id o  en v in o  a l  cabo  de 

30 d í a s .  Las d i f e r e n c i a s  en l a  c a p a c id a d  de d e g r a d a r  e l  á c id o  L -m á l ic o  en 

v in o  y en  medio s i n t é t i c o  no son  de e x t r a ñ a r .  E l medio s i n t é t i c o ,  c o n t i e n e  

to d o s  l o s  n u t r i e n t e s  n e c e s a r i o s  p a r a  l a  c é l u l a ;  s u  pH e s  de 4 .8  ( e n t r a n d o  

en e l  r a n g o  óp tim o de pH p a r a  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  C175, 2823) y c a r e c e  

de i n h i b i d o r e s  d e l  c r e c im i e n t o .  S in  embargo, e l  v in o  c o n s t i t u y e  un medio 

mucho más h o s t i l  p a r a  e l  c r e c im i e n t o  y p a r a  l a  a c t i v i d a d  m e ta b ó l i c a  de l a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  E l n i v e l  r e d u c i d o  de n u t r i e n t e s  y f a c t o r e s  de 

c r e c im i e n t o ,  e l  pH b a jo ,  y l a  p r e s e n c i a  de i n h i b i d o r e s  como e l  S0 2  y e l  

e t a n o l  en v in o s  h e c h o s ,  p rovocan  una p é r d i d a  de l a  v i a b i l i d a d  de l a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  cuando é s t a s  s e  i n o c u la n  en  v in o  C113, 172, 199, 3283,

a s í  como l a  d i s m in u c ió n  de l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  en un 90% o más C185, 

3413.
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3 . 2 . -  EFECTO DE DIVERSOS PARAMETROS SOBRE LA CONSECUCION DE LA FERMENTACION 

MALOLACTICA EN VINO.

En e s t e  C a p i tu l o  s e  e s t u d i a  e l  e f e c t o  que d i v e r s o s  p a r á m e t r o s  t i e n e n

s o b re  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  en  v in o .  Los f a c t o r e s  e s t u d i a d o s  lian

s id o :  pH, c o n c e n t r a c i ó n  de S02 , c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l ,  p r o p r o q ió n  de C02

en l a  a tm ó s f e r a  de i n c u b a c ió n ,  y t e m p e r a t u r a  a  l a  que s e  som eten  l o s  

m ic ro o rg a n ism o s .  Es de t o d o s  c o n o c id a  l a  g r a n  i n f l u e n c i a  que e s t o s  

p a rá m e t r o s  t i e n e n  s o b re  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s :  a f e c t a n  t a n t o  a l

c r e c i m i e n t o  como a l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a ;  s i n  embargo r e p e r c u t e n  más 

d r á s t i c a m e n t e  s o b re  e l  p r im e ro  que s o b re  l a  s eg u n d a  C1743. Se r e a l i z ó  e l  

e s t u d i o  u t i l i z a n d o  g r a n d e s  i n ó c u l o s  de c é l u l a s  en  e s t a d o  e s t a c i o n a r i o ,  a  

f i n  de e v i t a r  que e l  e f e c t o  de l o s  p a r á m e t r o s  e s t u d i a d o s  s o b re  e l

c r e c im i e n t o  e n m a sc a ra se  l o s  r e s u l t a d o s  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  Las 

a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  c e l u l a r e s ,  segón  LAFON-LAFOURCADE 11723 pueden  l l e v a r  

a cabo una r á p i d a  d e g r a d a c ió n  de á c id o  m á l ic o ,  a c tu a n d o  como un e x t r a c t o  

c ru d o  de enzim a. De e s t a  manera s e  puede e s t u d i a r  l a  a c t i v i d a d  de e s t e  

" e x t r a c t o  c ru d o ' 1 de enz im a s i n  l o s  p ro b le m a s  que s e  a s o c i a n  a l  c r e c im i n e t o  

de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  La i n f l u e n c i a  de e s t o s  p a r á m e t r o s  s e  ha

o b se rv a d o  en r e l a c i ó n  a l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  d e s a r r o l l a d a  p o r  cadá  cep a  

en e l  e n sa y o  c o n t r o l  (v e r  Apardao 2 .1 2  de e s t e  C a p í t u l o ) .

3 . 2 . 1 . -  INFLUENCIA DEL pH SOBRE LA FERMENTACION MALOLACTICA.

Muchas a u t o r e s  han e s t u d i a d o  e l  e f e c t o  que e s t e  p a rá m e t r o  t i e n e  s o b r e  

e l  c r e c im i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  [2 7 ,  126, 155, 213, 2903 y s o b r e

l a  t a s a  de f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  [4 2 ,  6 8 , 69, 155, 167, 172, 174, 199,

2533 .
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En l a  T a b la  37 s e  exponen  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en  e l  e n sa y o  de 10

pHs d i s t i n t o s  en  v in o .  En e s t a  T a b la  s e  puede o b s e r v a r  que de l a s  42 c e p a s

e n s a y a d a s ,  n in g u n a  fu e  c a p a z  de a t a c a r  a l  á c id o  m á l ic o  p o r  d e b a jo  de pH=3.3 

en l a s  c o n d ic i o n e s  de e n s a y o  que s e  d e f i n i e r o n .  Tan s ó l o  5 c e p a s  ( e l  11.9% 

d e l  t o t a l )  a t a c a r o n  e l  á c i d o  m á l ic o  a pH=3.3, p e ro  ú n ica m en te  dos  de e l l a s  

f u e r o n  c a p a c e s  de d e g r a d a r l o  t o t a l m e n t e .  A pH=3.4, 11 c e p a s  l o

m e t a b o l i z a r a n  p e r o  s ó l o  6  l o g r a r o n  c o n su m ir  to d o  e l  m á l ic o  d e l  medio. E í  

número de c e p a s  c a p a c e s  de r e a l i z a r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  fu e

in c re m e n tá n d o s e  conform e aumentábamos e l  pH, de m anera que a v a l o r e s  de 

pH=4.0 f u e r o n  30 l a s  c e p a s  que h a b la n  r e a l i z a d o  l a  f e r m e n ta c ió n

m a l o l á c t i c a ,  de l a s  c u a l e s  una no lo g ró  a c a b a r l a  t o t a l m e n t e .

Hemos e n c o n t r a d o  c e p a s  que no f u e r o n  c a p a c e s  de i n i c i a r  l a

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a  n inguno  de l o s  pHs e n s a y a d o s ,  a p e s a r  de que l a

mayor p a r t e  de l a s  mismas p o d ía n  c r e c e r  a pH=3.7 en  medio s i n t é t i c o ;  s ó lo  

l a s  dos  c e p a s  de l a  e s p e c i e  L. p a r a m e s e n te r o ld e s  e r a n  i n c a p a c e s  de c r e c e r  a  

e s e  pH en medio s i n t é t i c o ,  d e t e c t á n d o s e  c r e c i m i e n t o  s ó l o  a pH=4.2 en  d ic h o  

medio. S in  embargo, ya hemos h a b la d o  a n t e s  que e l  co m p o r tam ie n to  de l a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  en  medio s i n t é t i c o  y en  v in o  d i f i e r e  mucho. S i

c o n s id e ra m o s  dos n i v e l e s  de pH d i f e r e n t e  en  un medio s i n t é t i c o  y en  v in o ,  

e l  e f e c t o  que e s t e  p a rá m e t r o  t e n g a  s o b r e  e l  d e s a r r o l l o  o l a  a c t i v i d a d  de l a  

f l o r a  l á c t i c a ,  s e  d e b e rá  ú n ic a m e n te  a l a  d i s t i n t a  c o n c e n t r a c i ó n  de p r o to n e s  

en  e l  c a so  d e l  medio s i n t é t i c o ,  m i e n t r a s  que en  e l  v in o ,  además de é s t o  hay

que c o n s i d e r a r  o t r o s  f a c t o r e s .  Uno de e l l o s  e s  e l  pH, que i n f l u y e  s o b r e  e l

e q u i l i b r i o  de l a s  d i s t i n t a s  fo rm as  en l a s  c u a l e s  s e  e n c u e n t r a  e l  S02  en  e l  

v in o ,  aum entando l a  p r o p o r c ió n  de l a  form a con  más a c t i v i d a d  a n t i m i c r o b i a n a  

[2 4 ,  54, 189, 3063. O tro  de l o s  f a c t o r e s  e s  que a l  e x i s t i r  e t a n o l  en  e l

v in o ,  l a  d i s m in u c ió n  de pH hace  que e l  e f e c t o  n e g a t i v o  que é s t e  e j e r c e

s o b r e  l a  v i a b i l i d a d  de l a s  c é l u l a s  s e  in c re m e n te  [1263 . Es p o r  e l l o  que l a s .  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  s i t u a d a s  a l  mismo pH en  medio s i n t é t i c o  y en  v in o ,



E s g e c i e   _ _ _ _  Cepa  pH_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
n T r n ”T r 'T r ’T r ’T7’’T¿’’"3T’Tó‘

L. oenos  171 -  -  nc  + ( 6 )  + £ 2 )  + ( 2 )  + ( 2 )  + ( 2 )  + ( 2 )  + ( 2 )
172 -  -  + ( 3 5 )  + ( 2 1 )  + ( 2 )  + ( 2 )  + ( 2 )  + ( 2 )  + ( 2 )  + ( 2 )
T46 - - nc
641 - - nc
56 - - nc
ML-34 - - -

M41 - - -

«42 - - -
L. p a r a n e s e n t e r o i d e s  C U - - -

MU - - -
L. f r u c t i v o r a n s M43 - - -

B49 - - -
i .  c e l l o b i o s u s 34 - - -
L. b r e v i s 33 - - -

35 - - -
36 - - -
37 - - -
38 - - -
T i l - - -
T12 - - -

L. h i l g a r d i i 32 - - -
39 - - -
SI  * - - -
93 - - -
161 - - -
162 - - -
163 - - -

B22
A i

- - -
0 t *
67 - - -

L. plantarut: 811 - - -
812 - - -
8 13 ' - - -

22 - - -

S p .  no d e t e r m i n a d a 844 - - -

831
832

- - -

** m
824 - - -

MI 2 - - -

31 - - -
C43 - - -

C45 - - -

+ C42) + ( 3 5 )  + ( 3 5 )  + ( 2 ) + ( 2 ) +C2) + ( 2 )
nc + ( 2 1 )  + ( 1 4 )  + ( 2 ) + ( 2 ) + ( 2 ) + ( 2 )
nc + ( 2 8 )  + ( 2 8 )  + ( 1 4 ) + ( 6 ) + ( 1 ) + ( 1 4  )a
i i i t t + ( 4 ) + ( 4 )
nc + ( 2 8 )  + ( 2 8 )  + ( 2 ) + ( 2 ) + ( 2 ) + ( 2 )
+ ( 3 5 ) + ( 2 8 ) + ( 2 8 )  + ( 2 ) + ( 2 ) + ( 2 ) + ( 2 )

-
-

-
-

-

i nc

_ _ + ( 2 1 ) + ( 1 4 ) + ( 1 4 ) + ( 7 ) + C7)
- - - - + ( 1 4 ) + ( 7 ) + ( 7 )
- + ( 3 5 ) + ( 2 8 ) + ( 1 4 ) + ( 1 4 ) + ( 1 ) + ( 1 )
_ • • _ • _

+ ( 5 )  + ( 6 )  +CS)  + ( 6 )  + ( 6 )  + ( 4 )
- +(42) +(29) +(29) +(14) + ( 1 4 ) + ( 7 )
- + ( 5 6 ) + (42) + ( 3 5 ) + ( 3 5 ) +(18) + ( 1 8 )
- - - +(42) +(42) + ( 3 5 ) + ( 2 8 )
- - - - - - + ( 3 5 )
- + (4) + (4) + ( 4 ) + ( 2 ) + ( 2 ) + ( 2 )
- - - - + ( 6 ) + ( 2 ) + ( 2 )
- - - + ( 2 8 )

co0*4 +(4) + ( 2 )
- - - +(4) + (4) +(4) + ( 2 )
- - + ( 3 5 )  +(4) + (4) + ( 2 ) + ( 2 )
- - +(14) + ( 2 ) + ( 2 ) + ( 2 ) + ( 2 )
- - + ( 3 5 )  + ( 6 ) +(6) + ( 2 ) + ( 2 )
- - +(6) + (6) + (4) +C2) + ( 2 )
- - + (6) + ( 6 ) +(6) + ( 2 ) + ( 2 )
- - - + ( 2 8 ) + (14) + (6) + (6)
+(28) + ( 2 1 )  +(14) + ( 6 ) + ( 6 ) + ( 4 ) +C2)
+ ( 2 ) + C2) + ( 2 ) + ( 2 ) + ( 2 ) + ( 2 ) + ( 2 )
t + (4) +(4) + ( 2 ) + ( 2 ) + ( 2 ) + ( 2 )

T a b l a  3 7 . -  I n f l u e n c i a  d e !  pH e n  l a  c o n s e c u c i ó n  de  l a  f e r i i e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a .  El  
e n s a y o  se  r e a l i z ó  e n  un v i n o  c on  l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  q u e  s e  m u e s t r a n  e n  l a  T a b l a  3 5 .  
* - *  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  no r e a l i z a d a  t r a s  53  d í a s ,  " i "  f e r m e n t a c i ó n  i n i c i a d a  a l  
c a b o  de 63 d í a s  " n c *  f e r m e n t a c i ó n  a v a n z a d a  t r a s  53 d í a s .  * t "  t r a z a s  de  á c i d o  s á l i c o  
d e spué s  de 63 d í a s  *+" f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  c o m p l e t a ;  e n t r e  p a r é n t e s i s  e l  
número .je d í a s  que t a r d ó  en c o m p l e t a r s e .  *a" i n ó c u l o  con  c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r  menor  
que en e l  r e s t o .
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p o se en  mayor a c t i v i d a d  m e ta b ó l i c a  en  e l  p r im e ro  que en  e l  segundo .

S i  e s tu d ia m o s  e n  l a  T a b la  37 qué e s p e c i e s  e r a n  l a s  que p r e s e n t a b a n  

a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  a  pHs b a j o s ,  c o n c lu i r e m o s  que L eu co n o s to c  oen os  y l a s  

c e p a s  31, C43 y C45 f u e r o n  l a s  ú n i c a s  c a p a c e s  de r e a l i z a r  l a  f e r m e n ta c ió n

m a l o l á c t i c a  p o r  d e b a jo  de pH=3.5. E l l í m i t e  i n f e r i o r  de pH a l  c u a l  s e

deg radó  á c id o  L -m á l ic o  fu e  de pH=3.3; s ó l o  l a s  c e p a s  C43 y 172 l o g r a r o n

d e g r a d a r  l a  t o t a l i d a d  de e s t e  á c id o ,  aunque en  d i s t i n t o s  i n t e r v a l o s  de 

t iem p o : C43 c o m p le tó  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en  4 d í a s  m i e n t r a s  que 172 

l o  h i z o  e n  35 d í a s .

C o n s id e ra n d o  que l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  e s  in v e r s a m e n te  p r o p o r c i o n a l  

a l  t ie m p o  que t a r d a  e n  r e a l i z a r s e  l a  f e r m e n t a c i ó n  d e l  á c id o  m á l ic o  C167], 

observam os que p a r a  c a d a  cepa  é s t a  e s  menor a  medida que d e s c i e n d e  e l  pH; 

e s  d e c i r ,  e l  número de d í a s  que se  r e q u i e r e n  p a r a  c o m p le ta r  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  e s  mayor c u a n to  más b a jo  e s  e l  pH (T a b la  37 , d a t o s  e n t r e  

p a r é n t e s i s ) .  E s ta  .m e to d o lo g ía  p a r a  o b s e r v a r  l a  t a s a  de f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  ya fu e  s e g u id a  p o r  KUEKEE [1673 y BOUSBOURAS y KÜJTKEE [423 . 

KUMEE [1673 e n c o n t r ó  que l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e r a  más r á p i d a  a pHs 

más e le v a d o s ;  s i n  em bargo, no o r b s e r v ó  c o r r e l a c i ó n  e n t r e  e l  pH y l a  

v e lo c i d a d  de r e a l i z a c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a  pH i n f e r i o r  a

3 .5 .  Tampoco r e s u l t a b a  muy c l a r a  l a  r e l a c i ó n  e n t r e  e l  t ie m p o  de r e a l i z a c i ó n

de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  y e l  pH p o r  encim a de 3 .7 .  S in  embargo,

BOUSBOURAS y KUEKEE [423 e n c o n t r a r o n  que e l  t iem p o  de f i n a l i z a c i ó n  de l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  d i s m in u ía  s ie m p re  en  f u n c ió n  d e l  aum ento  de pH. 

Las d i f e r e n c i a s  en  l o s  r e s u l t a d o s  e n t r e  e l  e s t u d i o  de KUEKEE [1673 y e l  

r e a l i z a d o  p o s t e r i o r m e n t e  p o r  BOUSBOURAS y KUNKEE C423, pueden  d e b e r s e  a  que 

KUITKEE o b se rv ó  e l  e f e c t o  d e l  pH s o b r e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  

u t i l i z a n d o  m ostos  de d i s t i n t o  o r ig e n  p a r a  cad a  pH, con lo  c u a l  no s o la m e n te  

v a r i a b a  e l  pH s i n o  ta m b ié n  l a  c o m p o s ic ió n  d e l  m edio, y p o s ib le m e n te  l a  

f e r m e n t a b i 1id a d  d e l  mismo [1743. S in  embargo, en  e l  e s t u d i o  r e a l i z a d o  en
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1972 [ 4 2 ] ,  s e  en sayó  l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  en  un s ó l o  t i p o  de m osto , a l

c u a l  s e  l e  v a r i a b a  e l  pH; de e s t a  m anera l a  tánica  v a r i a b l e  que s e  i n t r o d u j o  

en  l a  e x p e r i e n c i a  fu e  e l  pH. N u e s t ro s  r e s u l t a d o s  n o s  m u e s t ra n  v a r i o s  c a s o s  

en  l o s  que una vez  s o b re p a s a d o  un um bral de pH c a r a c t e r í s t i c o  p a r a  cada  

ce p a ,  e l  t ie m p o  que t a r d a  en  r e a l i z a r s e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e s  

s ie m p re  e l  mismo y no d ism in u y e  conform e aum enta  e l  pH, como l e s  o c u r r í a  a 

BOUSBOURAS y KÜJTKEE.

O t r o s  a u t o r e s  han  e s t im a d o  l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  s ig u i e n d o  

m e to d o lo g ía s  d i s t i n t a s  a  l a s  de KÜJTKEE [1763 , BOUSBOURAS y KÜJTKEE [423 , y 

l a  n u e s t r a ;  a s í  IZUAGBE e t  a l .  [1553 c o n s id e r a n  e l  e f e c t o  d e l  pH s o b r e  l a  

t a s a  de d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o  m á l ic o  en  f u n c i ó n  d e l  t ie m p o .  E s t o s  a u t o r e s  

e s t u d i a r o n  e l  c o m p o r tam ie n to  de v a r i a s  c e p a s  de L. o en o s , o b sé rv a n d o  en  

t o d a s  e l l a s  una d i s m in u c ió n  en  l a  t a s a  de f e r m e n ta c ió n  d e l  á c id o  L -m á l ic o  a 

medida que d i s m i n u ía  e l  pH d e l  medio de c u l t i v o  (medio s i n t é t i c o  a d ic io n a d o  

de ju g o  de u v a ) .  La d i s m in u c ió n  de l a  t a s a  de f e r m e n ta c ió n  e r a  mayor en  l a s  

c e p a s  de c o l e c c i ó n  KL-34 y PSU-1 que en  l a s  c e p a s  a i s l a d s  p o r  e l l o s  mismos 

en l o s  v in o s  de Orégón. E s t e  r e s u l t a d o  e s  muy i n t e r e s a n t e ,  ya que en 

n u e s t r a s  e x p e r i e n c i a s  hemos e n c o n t r a d o  que l a  cepa  de c o l e c c i ó n  HL-34 

e n say a d a  j u n t o  con l a s  a i s l a d a s  de v i n o s  de l a  zona  U t ie l - R e q u e n a ,  e r a  

menos e f e c t i v a  en l a  d e g ra d a c ió n  d e l  á c id o  L -m á l ic o .  E s ta  cep a  r e a l i z a b a  l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a  pHs s u p e r i o r e s  a l  r e s t o  de c e p a s  de L. o en o s , y 

de una form a menos e f e c t i v a  y más l e n t a  (T a b la  3 7 ) .  La s u p e r i o r i d a d  de l a s  

c e p a s  r e c i é n  a i s l a d a s  de v in o  f r e n t e  a  l a s  c e p a s  de c o l e c c i ó n  p a r a  l l e v a r  a 

cabo  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  ha  s i d o  d e m o s t ra d a  en  l o s  t r a b a j o s  de 

BEELMAN e t  a l .  [273 y de IZUAGBE e t  a l .  [1553 . E s t e  co m p o r tam ie n to  puede 

d e b e rs e  a  que l a s  c e p a s  c o n s e r v a d a s  l a r g o  t ie m p o  s o b r e  m edios  de c u l t i v o  

r i c o s  p i e r d e n  l a  c a p a c id a d  de d e g r a d a r  e l  á c id o  m á l ic o  en  c o n d ic i o n e s  más 

r e s t r i c t i v a s  como so n  l a s  d e l  vi-no.
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CLEKEFTI [ 6 8 ] ,  CLEMEFTI y VIFTI [ 6 9 ] ,  y ROSSI y CLEMENTI [290] nos  

m u e s t ra n  e n  s u s  t r a b a j o s  e l  e f e c t o  que e l  pH t i e n e  s o b re  l a  a c t i v i d a d  

m a l o l á c t i c a  de t r e s  e s p e c i e s  en m osto s  y v in o s .  E s tu d ia n  e s t e  e f e c t o  s o b r e  

c é l u l a s  en c r e c im i e n t o  y s o b r e  c é l u l a s  en  f a s e  e s t a c i o n a r i a .  En e s t e  ú l t im o  

c a s o  e n sa y a n  l a  i n f l u e n c i a  d e l  pH s o b r e  g r a n d e s  i n ó c u l o s  o s o b r e  c é l u l a s  

i n m o v i l i z a d a s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a .  En t o d o s  l a s  c a s o s  o b s e rv a n  una 

d i s m in u c ió n  de l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  a  medida que d ism in u y e  e l  pH; 

tam b ié n  e s t o s  a u t o r e s  han  l l e g a d o  a l a  c o n c lu s i ó n  de que l a s  m ayores  

e f i c i e n c i a s  en l a  d e g r a d a c ió n  d e l  á c i d o  m á l ic o  s e  c o n s e g u ía n  en  l a s  

p r im e r a s  h o r a s ,  d ism in u y en d o  a c o n t i n u a c i ó n .  E s to  puede e x p l i c a r s e  s i  

tenem os en c u e n ta  l a  e l e v a d a  m o r t a l i d a d  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  cuando s e  

i n o c u l a n  en  v in o  [113 , 172, 199, 32 8 ] .  En l o s  p r im e ro s  momentos l a s  c é l u l a s  

m a n t ie n e n  su  a c t i v i d a d  m e ta b ó l i c a  y so n  c a p a c e s  de d e g r a d a r  g r a n  p a r t e  d e l  

á c id o  m á l ic o .  A m edida que p a s a  e l  t ie m p o  e s  menor e l  número de c é l u l a s  

v i v a s ,  y p o r  t a n t o  d ism in u y e  l a  t a s a  de f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  S ó lo  

a q u e l l a s  c é l u l a s  que han  p o d id o  s u p e r a r  l a s  c o n d ic i o n e s  d e l  v in o  s e r á n  l a s  

que c r e z c a n  y t r a n s f o r m e n  e l  á c id o  m á l ic o  a l  cabo  de c i e r t o  t ie m p o  [ 2 0 0 ] . .

LAFOE-LAFOURCADE [172] ha e s t u d i a d o  e l  e f e c t o  de d i v e r s o s  p a rá m e t r o s  

s o b re  l a  t a s a  de d e g r a d a c ió n  de á c id o  L -m á l ic o  en medio s i n t é t i c o  

u t i l i z a n d o  e l e v a d a s  c o n c e n t r a c i o n e s  c e l u l a r e s .  De s u s  r e s u l t a d o s  s e  

d e s p re n d e  que cada  cepa  t i e n e  un pH óp tim o  de a c t u a c i ó n  d e l  enzim a m á l ic o ,  

aum entando l a  d e g ra d a c ió n  d e l  á c id o  L -m á l ic o  a  medida que aum enta  e l  pH 

h a s t a  que se  a l c a n z a  un máximo, lu eg o  e s t a  t a s a  s e  m an t ie n e  o d ism inuye  s i  

e l  pH s ig u e  aum entando. La i n f l u e n c i a  d e l  pH s o b re  l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  

e s  d e p e n d ie n te  de l a  cepa ,  no de l a  e s p e c i e  ya que d o s  de l a s  c e p a s  de 

L eu co n o s to c  o ín o s  y una de L eu co n o s to c  g r a c i l e  ( a c tu a lm e n te  e s t a s  a n t i g u a s  

e s p e c i e s  s e  denom inan L eu con os toc  oenos)  t i e n e n  un c o m p o r tam ie n to  muy 

d i s t i n t o  en f u n c ió n  d e l  pH. E s to s  r e s u l t a d a s  c o r r o b o r a n  en  g ra n  p a r t e  l o s  

o b t e n i d o s  por  n o s o t r o s ,  a p e s a r  de que LAFON-LAFOURCADE e s t u d i a  e l  e f e c t o
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d e l  pH en medio s i n t é t i c o  y n o s o t r o s  l o  h ic im o s  en  v in o .  E ncontram os una 

c o n s i d e r a b l e  h e t e r o g e n e i d a d  en e l  co m p o r tam ie n to  de l a s  c e p a s  de una  misma 

e s p e c i e  y t a m b ié n  e n c o n tra m o s  u m b ra le s  de pH a p a r t i r  de l o s  c u a l e s  no 

aum entaba  l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a .  N o s o t ro s  no pudimos o b s e r v a r  e l  e f e c t o  

i n h i b i d o r  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  que p r e s e n t a b a n  v a l o r e s  de pH 

s u p e r i o r e s  a 4 [172 ]  p u e s to  que no f u e r o n  p ro b a d o s .

S i  tenem os en  c u e n ta  que so n  l o s  v in o s  de pH b a j o  l o s  que más 

d i f i c u l t a d e s  p r e s e n t a n  p a r a  e l  c r e c i m i e n t o  y l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  de 

l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  hemos de s e l e c c i o n a r  a q u e l l a s  c e p a s  c a p a c e s  de 

a c t u a r  a  e s o s  pH b a j o s .  P o r  e l l o ,  pensam os que l a s  c e p a s  más i n t e r e s a n t e s  

de e n t r e  t o d a s  l a s  que hemos a i s l a d o ,  s e r i a n  a q u é l l a s  que r e a l i z a r a n  l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a  l o s  pH más b a j o s ,  e s  d e c i r  l a s  c e p a s  

p e r t e n e c i e n t e s  a L eu co n o s to c  oenos  y l a s  c e p a s  31, C43 y C45. S in  embargo, 

l a s  c e p a s  i n c a p a c e s  de d e g r a d a r  l a  t o t a l i d a d  d e l  á c id o  m á l ic o  en  e l  medio 

no deben  s e r  r e c h a z a d a s  ya  que hay a u t o r e s  que o p in a n  que l a  p r e s e n c i a  de 1  

6  2  g / 1  de á c id o  m á l ic o  p r o p o r c io n a  v i n o s  más e q u i l i b r a d o s  y de c a r á c t e r  

más a f r u t a d o  que a q u é l l o s  en  que e s t e  á c id o  ha s i d o  co m p le tam en te  deg rad ad o  

[ 89] .

Por o t r a  p a r t e  tampoco hay  que e l i m i n a r  l a  p o s i b i l i d a d  de t r a b a j a r  con 

a q u e l l a s  c e p a s  que s ó l o  r e a l i z a n  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  p o r  encim a de 

pH 3 .5 ,  ya que o b s e r v a c io n e s  no p r e s e n t a d a s  en  T a b la s  han c o n f i rm a d o  l a  

a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  de e s t a s  c e p a s  cuando l a  i n o c u l a c i ó n  de l o s  v i n o s  se  

r e a l i z a b a  a mayor c o n c e n t r a c i ó n  de l a  que s e  u t i l i z ó  en e s t a s  e x p e r i e n c i a s .  

Con i n ó c u l o s  m ayores  a 10® u f c /m l  t o d a s  l a s  c e p a s  de L eu co n o s to c  oen os  

f u e r o n  c a p a c e s  de d e g r a d a r  t o t a l m e n t e  e l  á c id o  L -m á l ic o  d e l  v in o  en  24 

h o r a s  y a  pH 3 .1 .  De i g u a l  form a s u c e d í a  con L a c t o b a c i l l u s  p la n ta ru m  y con 

t o d a s  l a s  c e p a s  de a d s c r i t a s  a  n in g u n a  e s p e c i e .  Las e s p e c i e s  más i n a c t i v a s :  

L e u c o n o s to c  p a ra m e se n te ro id .e s , L a c t o b a c i l l u s  f r u c t i v o r a n s ,  L a c t o b a c i l l u s  

c e l l o b i o s u s  y L a c t o b a c i l l u s  b r e v í s  r e b a j a b a n  c o n s id e r a b l e m e n te  su  pH um bral
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de a ta q u e  a l  á c id o  m á l ic o  a medida que s e  aum entaba l a  c o n c e n t r a c i ó n  de

c é l u l a s  en  e l  v in o  in o c u la d o .  El e f e c t o  d e l  n i v e l  de i n ó c u lo  s o b r e  e l

t ie m p o  que t a r d a  en  r e a l i z a r s e  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  ha s i d o  d e s c r i t o

p o r  KUKKEE 1 1673 . E s t e  a u t o r  o b s e rv a  una  d i s m in u c ió n  c o n s i d e r a b l e  en  e l

t ie m p o  de r e a l i z a c i ó n  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  cuando  em plea  un

in ó c u lo  10 v e c e s  mayor. LAFON-LAFOURCADE C1743 tam b ié n  nos  h a b la  de l a

d i f i c u l t a d  de i n d u c i r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  cuando  s e  u t i l i z a n

i n ó c u l o s  pequeños,  y CLEMEITTI y VIBTI [693 in fo rm a n  que aum entando l a

p r o p o r c ió n  de b a c t e r i a s  i n m o v i l i z a d a s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  desde  1 / 2 0  a

1 /4  l a  d e g ra d a c ió n  d e l  á c id o  m á l ic o  s e  a c e l e r a  c o n s id e r a b l e m e n te .  El e f e c t o

que t i e n e  e l  n i v e l  de i n ó c u lo  s o b r e  l a  r a p i d e z  de l a  d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o

L -m á l ic o  pudimos c o m p ro b a r lo  en  n u e s t r a s  e x p e r i e n c i a s .  La cepa  G6  m o s t ra b a

a pH 3 .9  una a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  muy e le v a d a .  En 48 h o r a s  d e g ra d a b a

t o t a l m e n t e  e l  á c id o  L -m á l ic o  d e l  v in o ,  s i n  embargo a pH 4 .0  s e  t a r d a b a  14

d í a s  en  c o m p le ta r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  E s te  r e t r a s o  s e  deb ió  a que

e s t e  tu b o  s e  in o c u ló  con  una menor c o n c e n t r a c i ó n  de c é l u l a s  p o r  e r r o r .  Las

e x p e r i e n c i a s  que d e t a l l a r e m o s  más a d e l a n t e  c o r r o b o r a n  e s t a  a f i r m a c ió n .  Es

in d u d a b le  pues  que s i  querem os t r a b a j a r  con c e p a s  menos a c t i v a s  en  l a

d e g ra d a c ió n  de á c id o  L -m á l ic o  a pH b a j o s ,  p e ro  que t e n g a n  i n t e r é s  po rque
0

m ejoren  l a s  c u a l i d a d e s  o r g a n o l é p t i c a s  de l o s  v in o s ,  s e  deben  u t i l i z a r  

i n ó c u l o s  más e le v a d o s .  E xcep tuando  L a c t o b a c i l l u s  f r u c t i v o r a n s  ( a n t ig u a m e n te  

L a c t o b a c i l l u s  t r i c h o d e s ) , que e s  c o n s id e r a d o  un m ic ro o rg a n ism o  p e r j u d i c i a l  

en l o s  v in o s  [124 , 1603 p o rq u e  aum enta  l a  a c id e z  v o l á t i l  y l a  f i j a  y

p ro d u ce  m a n i to l  [2703 , a lg u n a s  c e p a s  de L a c t o b a c i l l u s  b r e v i s , de 

L a c t o b a c i l l u s  p la n ta ru m  y de L a c t o b a c i l l u s  h i l g a r d i i  pueden  s e r n a s  ú t i l e s  

s i  sabem os e m p lea r  s u s  c a p a c id a d e s  con l a  m e to d o lo g ía  a d e cu a d a ,  ya que 

c e p a s  de e s t a s  e s p e c i e s  en o t r o s  e s t u d i o s  han  p ro d u c id o  v i n o s  j u z g a d o s  con  

a l t a  p u n tu a c ió n  [893 ; c o n c re ta m e n te  L a c t o b a c i l l u s  b r e v i s  e s  una de l a s  

e s p e c i e s  p r e f e r i d a s  a l a  h o ra  de r e a l i z a r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  [148 ,
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251] .

3 . 2 . 2 . -  IIFLUERCIA DEL RIVEL DE SO* SOBRE LA FERMERTACIOR KALOLACTICA

El S02  e s  un p r o d u c to  am p liam en te  u t i l i z a d o  en  E n o lo g ía  como 

a n t i o x i d a n t e  y como c o n t r o l a d o r  d e l  d e s a r r o l l o  de l e v a d u r a s  "s a l v a j e s ” y 

b a c t e r i a s .  Se han l l e v a d o  a  cabo  num erosos  e s t u d i o s  s o b r e  e l  e f e c t o  que e l  

S02  t i e n e  s o b re  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  [2 4 ,  54, 6 8 , 69 , 119, 172, 174, 199, 

221, 290, 3063. De t o d a s  l a s  fo rm a s  en  que e l  S02  s e  p r e s e n t a  en l o s  v in o s  

s ó l o  l a  form a m o le c u la r  e s  d i r e c t a m e n t e  a c t i v a  s o b re  e l  s i s t e m a  m e ta b ó l i c o  

de l a s  b a c t e r i a s ,  p ro b a b le m e n te  p o r  o x i d a c i ó n  de g r u p o s  d i s u l f u r o  de l a s  

p r o t e í n a s  [1663.

En l a  e x p e r i e n c i a  que hemos r e a l i z a d o  hemos p r e t e n d i d o  v e r  e l  e f e c t o  

que d o s i s  c r e c i e n t e s  de S0 2  t o t a l  t e n í a n  s o b r e  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a .  

lío hemos d e s l i g a d o  en  l o s  r e s u l t a d o s -  (T a b la  38) l a  p o r c i ó n  de S02  l i b r e  y 

SO-, combinado po rque  a p e s a r  de l a s  t e o r í a s  que d e f i e n d e n  l a  t o t a l  

i n o c u id a d  d e l  S02  en  form a com binada, FORRACHOR [1193 a f i r m a  que l a  

c a n t i d a d  de S02  combinado e s  c a p az  de i n h i b i r  e l  c r e c i m i e n t o  de una 

b a c t e r i a ,  y e l  g ra d o  de i n h i b i c i ó n  v a r í a  s e g ú n  l a  c e p a .  O t r o s  a u t o r e s  como 

CARR [543 y LAFOR-LAFOURCADE [1 7 2 , 1743 han e s t u d i a d o  l a  i n f l u e n c i a  que e l  

S02  l i b r e  y combinado t i e n e n  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s .  A 

p a r t i r  de s u s  o b s e r v a c io n e s  LAFOR-LAFOURCADE e s t a b l e c e  que l a s  dos  fo rm as ,  

l i b r e  y com binada d e l  S02 , t i e n e n  e f e c t o  i n h i b i d o r ,  y que e l  n i v e l  de 

i n h i b i c i ó n  depende de l a  cepa  b a c t e r i a n a .  E s t a b l e c i d o  p u e s ,  que l a s  dos  

f r a c c i o n e s  t i e n e n  p o d e r  i n h i b i d o r  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  y l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  [1743 muchos a u t o r e s  e s t u d i a n  e l  e f e c t o  que e l  Sü 2  t o t a l  t i e n e  

s o b re  e s t o s  dos  fenóm enos [5 4 ,  6 8 , 199, 213, 218, 2903. Los r e s u l t a d o s  que 

n o s o t r o s  hemos o b te n id o  a l  e n s a y a r  c u a t r o  c o n c e n t r a c i o n e s  de S0 2  s e  exponen
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en  l a  T a b la  38. Las c o n c e n t r a c i o n e s  e s c o g i d a s  c u b re n  e l  ra n g o  de d o s i s  que 

norm alm ente  s e  em plean  en  l a  D.O. U t ie l - R e q u e n a .  Al no d i s p o n e r  de v in o  s i n  

SO*, e l  e f e c t o  de l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  c r e c i e n t e s  de e s t e  p r o d u c to  s e  

comparó con e l  que e j e r c e n  l o s  50 mg/1 de S0 2  t o t a l  que p r e s e n t a  e l  v in o

d e l  e n sa y o  c o n t r o l  (A partado  2 .1 2  de e s t e  C a p í t u l o ) .  Todas l a s

c o n c e n t r a c i o n e s  de SO* s e  han p ro b ad o  en  v in o  a j u s t a d o  a  pH 3 .5 ,  con  l o  

c u a l  e v i tá b a m o s  l a s  v a r i a c i o n e s  en  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de S0 2  m o le c u la r  [2 4 ,  

54, 3063. Se a n a l i z ó  e l  d e s e n c a d e n a m ie n to  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a

d u r a n t e  63 d í a s  o b s e rv á n d o s e  que s o la m e n te  una de l a s  c e p a s  e n s a y a d a s ,  l a  

cepa  C43 e r a  capaz  de r e a l i z a r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a  l a

c o n c e n t r a c i ó n  de 100 mg/1 (T a b la  38) p e ro  con un r e t r a s o  de 47 d í a s

r e s p e c t o  a l  e n sa y o  e s t á n d a r .  E s t a  i n h i b i c i ó n  t a n  d r á s t i c a  de l a

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  puede e x p l i c a r s e  p o rq u e  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  no 

p ro d u cen  a c e t a l d e h í d o ,  como l a s  l e v a d u r a s ,  ca p az  de com bina r  e l  S02  y  de

e s t a  form a i n a c t i v a r l o .  P o r  e l l o ,  e l  e f e c t o  d e l  S02  s o b r e  c u l t i v o s  p u r o s  de

b a c t e r i a s  es% mucho más m arcado que s o b r e  c u l t i v o s  m ix to s  b a c t e r i a s -

l e v a d u r a s .  S i ,  como o c u r r e  en  n u e s t r o  c a s o ,  l a  a d i c i ó n  de S02  s e  hace  en un 

v in o  ya t e rm in a d o  y l i b r e  de l e v a d u r a s ,  b a s t a  una s u l f i t a c i ó n  mínima p a ra  

b lo q u e a r  l a  i n t e r v e n c i ó n  de l a  f l o r a  m a l o l á c t i c a  [ 1 2 6 ] .  El r e t r a s o  de l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  que s e  p ro d u c e  en  l a  cepa  C43 puede t e n e r  dos  

e x p l i c a c i o n e s .  Una de e l l a s  s e  b a sa  en  l a  p o s i b i l i d a d  de que l o s  100 mg/1 

de S02  a ñ a d id o s  a l  v in o  no maten a l a s  c é l u l a s ,  s i n o  s ó l o  l a s  i n a c t i v e n  e 

im pidan l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  [ 1 1 9 ] .  A lo  l a r g o  d e l  t ie m p o  s e

p r o d u c i r í a  una p é r d i d a  de Sü2  t o t a l  p o r  e v a p o r a c ió n  y o x id a c ió n ,  lo  que

d i s m i n u i r í a  l a  p r e s i ó n  s e l e c t i v a  s o b re  l a s  b a c t e r i a s  y p o s i b i l i t a r í a  que a

un d e te rm in a d o  n i v e l  de c o n c e n t r a c i ó n  r e c u p e r a s e n  su  a c t i v i d a d  y r e a l i z a s e n  

l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  O t r a  e x p l i c a c i ó n  p o s i b l e  e s  que l o s  100 mg/1 

de S02  en e l  v in o  m atasen  a l a  mayor p a r t e  de l a  p o b l a c i ó n  b a c t e r i a n a

d e ja n d o  s ó l o  u n a s  p o c a s  c é l u l a s  r e s i s t e n t e s  a d i c h a  c o n c e n t r a c i ó n .  E s t a s



E s p e c i e Cepa _ s o a .. (mg/1)_____
50*" 100 T í o

i1 o1 04 
1 1

L. oenos 171 4 - - -
172 + - - -
T46 t - - -
641 + - - -
66 4 - - -
f lL-34 i - - -
H4i 4 - - -
«42 4 - - -

L. p a r a u e s e n t e r o i d e s C l l - - - -
«11 - - - -

L. f r u c t i v o r a n s «43 - - - -
B49 - - - -

L. c e l l o b i o s u s 34 - - - -
L. b r e v i s 33 - - - -

35 - - - -
36 - - - -
37 - - - -
38 - - -
T i l - - - -
T12 - - - -

L. h i l g a r d i i 32 4 - - -
39 - - - -
91 - - - -
93 - - - -
161 4 - - -
162 * - - -
163 4 - - -
8 22 - - - -
61 - - - -
G7 4 - - -

L. p l a n t a r u i¡ B11 - - - -
B12 - - - -
B13# - - - -
22  ' - - - -

S p .  no  d e t e r m i n a d a B44 - - - -
B31 - - - -
B32 - - - -
B24 - - - -
«12 - - - -
31 4 - - -
C43 4 4 ( 4 7 ) - -
C45 4 •

T t b l i  3 8 . -  E f e c t o  d e  l a  c o n c e n t r a c i ó n  d e  S 0 2 t o t a l  s o b r e  l a  
c o n s e c u c i ó n  de  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  t r a s  63  d í a s  de  
i n c u b a c i ó n .  ^ E n s a y o  e s t á n d a r .  f e r m e n t a c i ó n  no r e a l i z a d a ,  " i "  
f e r m e n t a c i ó n  i n i c i a d a  " t *  t r a z a s  de  á c i d o  m á l i c o .  "+* 
f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  c o m p l e t a ;  e n t r e  p a r é n t e s i s  e l  t i e m p o  e n  
d í a s  que  s e  r e t r a s ó  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  r e s p e c t o  d e l  
t i empo que t a r d ó  e n  r e a l i z a r s e  e n  e l  e n s a y o  e s t á n d a r .
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c é l u l a s  s e  m u l t i p l i c a r í a n  en  e l  v in o  h a s t a  a l c a n z a r  una c o n c e n t r a c i ó n  

c e l u l a r  s u f i c i e n t e  p a ra  p e r m i t i r  l a  t o t a l  d e g ra d a c ió n  d e l  á c id o  m á l ic o .

Es d i f í c i l  h a c e r  una  c o m p a rac ió n  d i r e c t a  e n t r e  l o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  

p o r  l o s  d i v e r s o s  a u t o r e s  y l o s  n u e s t r o s ,  ya  que l a s  c o n d ic i o n e s  

e x p e r i m e n t a l e s ,  l o s  m ic ro o rg a n is m o s ,  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de S0 2  y  l o s  m éto d o s  

a n a l í t i c a s  u t i l i z a d o s  e r a n  d i f e r e n t e s  en c a d a  c a s o .  S in  embargo vamos a 

t r a t a r  de o f r e c e r  una v i s i ó n  de l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p o r  l o s  d i f e r e n t e s  

i n v e s t i g a d o r e s  a l o  l a r g o  d e l  t ie m p o . FOREACHOIT t 1193 e s t u d i ó  e l  e f e c t o  que 

t e n í a  e l  S02  l i b r e  y e l  com binada s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  de L a c t o b a c i l l u s  

h i l g a r d i i , L eu co n o s to c  m e s e n te r o id e s  y  L a c t o b a c i l l u s  a r a b in o s u s  ( s inón im o  

de L a c t o b a c i l l u s  p la n ta ru m ) .  E s te  a u t o r  e n c o n t r ó  que L eu con os toc  

m e s e n te r o id e s  y L a c t o b a c i l l u s  h i l g a r d i i  descomponen l a s  c o m b in a c io n e s  d e l  

a c e t a l d e h i d o  con e l  S0 2  l i b e r a n d o  S0 2  l i b r e  en e l  medio. E s to  p ro v o ca b a  l a  

i n h i b i c i ó n  d e l  c r e c i m i e n t o  en  ambas e s p e c i e s .  La i n h i b i c i ó n  e r a  más a c u s a d a  

en  L eu con os toc  m e s e n te r o id e s  que en  L a c t o b a c i l l u s  h i l g a r d i i .  E s to  s e  d e b ía  

a que L a c t o b a c i l l u s  h i l g a r d i i  e r a  más r e s i s t e n t e  a l  SD2  l i b r e .  L. 

a r a b in o s u s  consumí a . menos a c e t a l d e h i d o  y l i b e r a b a  menos S02 , con  lo  c u a l  

r e s u l t a b a  menos a f e c t a d o  s u  c r e c i m i e n t o .  LAFQE-LAFOURCADE [1 7 2 , 174, 1893 

e s t u d i ó  l a s  a c c i o n e s  d e l  S02  l i b r e  y combinado s o b r e  l a  f e r m e n ta c ió n  

l á c t i c a  de l o s  a z ú c a r e s ,  s o b re  e l  c r e c i m i e n t o ,  y s o b re  l a  v i a b i l i d a d  de l a s  

b a c t e r i a s .  Por o t r a  p a r t e ,  e s t u d i ó  e l  e f e c t o  i n h i b i d o r  d e l  SO-, s o b r e  l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  u t i l i z a n d o  p a r a  e l l o  e l e v a d a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de 

c é l u l a s .  El ensayo  d e l  e f e c t o  b a c t e r i c i d a  de ambas f r a c c i o n e s  s e  r e a l i z ó  

con  l a s  e s p e c i e s  L eu con os toc  g r a c i l e , P e d lo c o c c u s  c e r e v i s l a e ,  L a c t o b a c i l l u s  

h i l g a r d i i  y  S t r e p to b a c te r iu m  , y h a l l ó  que e r a n  muy s e n s i b l e s  a l  S02  l i b r e .  

Los c o c o s  p r e s e n t a b a n  mayor s e n s i b i l i d a d  a l  S02  l i b r e  que l o s  b a c i l o s ,  

m ie n t r a s  que e l  S02  combinado e r a  más e f e c t i v o  f r e n t e  a  L. h i l g a r d i i  que 

f r e n t e  a l o s  c o c o s  [1893 . E s ta  s e n s i b i l i d a d  de L. h i l g a r d i i  f r e n t e  a l  S0 2  

combinado c o n t r a s t a  con l o s  r e s u l t a d o s  de FORRACHOfl [1193 , en l o s  c u a l e s  42
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ppm de S02  combinado ( c a n t i d a d  s u p e r i o r  a  l a  em pleada  p r  LAFOJT-LAFOURCADE) — 

no d i s m in u ía n  a p e n a s  e l  c r e c i m i e n t o  de e s t e  m ic ro o rg a n ism o . La d i f e r e n c i a  

e n t r e  l o s  r e s u l t a d o s  de e s t o s  a u t o r e s  r e s p e c t a  a  L. h i l g a r d i i  puede 

e x p l i c a r s e  en  f u n c ió n  de l a s  d i s t i n t a s  s e n s i b i l i d a d e s  de l a s  c e p a s  

e n s a y a d a s ,  o en f u n c ió n  de l o s  pHs em pleados  en  l o s  m ed ia s  u t i l i z a d o s .  

LAFOU-LAFOURCADE empleó un ra n g o  de pHs que ib a  de 3 .0  a 3 .4  [1 8 9 ] ,

m ie n t r a s  que FORTACHON ensayó  un pH de 4 .2  [ 1 1 9 ] ;  e s t o  puede h a c e r  que l a

f r a c c i ó n  m o le c u la r  d e l  S02  s e a  más im p o r ta n t e  en  e l  p r im e r  c a s o  que en 

segundo , y p o r  e l l o  l a  a c t i v i d a d  a n t i b a c t e r i a n a  ta m b ié n .  LAFON-LAFOURCADE 

[189] e s t a b l e c i ó  que t a n t o  e l  S02  l i b r e  como e l  S0 2  combinado t e n í a n

e f e c t o s  b a c t e r i c i d a s ,  aunque l a  f r a c c i ó n  com binada e r a  de a 1 0  v e c e s  menos

a c t i v a  que l a  l i b r e .  El S02 , t a n t o  en  s u  form a l i b r e  como com binada, 

ta m b ié n  p rovocó  l a  i n h i b i c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  de a z ú c a r e s  y d e l  

c r e c im i e n t o  b a c t e r i a n o .  En e s t e  ú l t im o  c a so  l a  a d i c i ó n  de 20 mg/1 de S02  

l i b r e  d ism inuyó l a  p o b l a c i ó n  de b a c t e r i a s  en  dos  ó r d e n e s  de m agn itud , y 

p o s t e r io r m e n t e  é s t a  comenzó a c r e c e r  con una t a s a  de c r e c i m i e n t o  a lg o  menor 

a l a  d e l  medio s i n  S02 . El e f e c t o  que s o b r e  l a  m u l t i p l i c a c i ó n  c e l u l a r  tu v o  

l a  a d i c i ó n  de S0 2  combinado fu e  una d i s m in u c ió n  de l a  t a s a  de c r e c im i e n t o  y 

de l a  p o b la c ió n  máxima [ 1.89] .

El S02  l i b r e  y combinado p ro v o ca  una i n h i b i c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  

m a x ü lá c t i c a  cuando s e  e n sa y a  s o b re  c é l u l a s  no p r o l i f e r a n t e s  C189]. El 

um bral de s e n s i b i l i d a d  v a r í a  según  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de c é l u l a s  no 

p r o l i f e r a n t e s  u t i l i z a d a .  A s í ,  p a ra  una misma c o n c e n t r a c i ó n  de S02  

combinado, l a  i n h i b i c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e s  mayor s i  se  

u t i l i z a  1 g /1  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  no p r o l i f e r a n t e s  que s i  s e  u t i l i z a n  5 

g /1  [ 1 7 2 ] .  El hecho de que LAFON-LAFOURCADE haya o b s e rv a d o  c i e r t a  a c t i v i d a d  

m a l o l á c t i c a  a l  a d i c i o n a r  100 mg/1 de S02  combinado o l i b r e  a l  v in o  [ 1 8 9 ] ,  

nos ha p l a n t e a d o  l a  c u e s t i ó n  de p o rq u é  en  n u e s t r o s  r e s u l t a d o s  no 

observábam os d e g ra d a c ió n  m a l o l á c t i c a  en  e s a  misma c o n c e n t r a c i ó n  de S02
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t o t a l .  E s te  r e s u l t a d o  puede e x p l i c a r s e  pensando  que l a  c o n c e n t r a c i ó n  

c e l u l a r  em pleada  p o r  n o s o t r o s  f u e r a  i n f e r i o r  a  l a  em pleada  p o r  e s t a  a u t o r a  

en  s u s  e x p e r i e n c i a s ,  p o r  mayor s e n s i b i l i d a d  de n u e s t r a s  c e p a s  o p o r  l a  

u t i l i z a c i ó n  de v i n o s  con d i f e r e n t e  f e r m e n t a b i l i d a d  í 1743.

En E spaña , l a s  e x p e r i e n c i a s  de IfíIGO e t  a l .  C1533 n o s  in fo rm a n  que l a

a d i c i ó n  de 30 mg/1 de S02  a  l o s  v i n o s  r e t r a s a  e l  c r e c i m i e n t o  y l a

d e g ra d a c ió n  d e l  á c id o  m á l ic o  en  5 d í a s ,  m i e n t r a s  que d o s i s  de 50 mg/1

p o s t e r g a n  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  de 30 a  35 d í a s .  S in  embargo, 

KARTIEIERE e t  a l .  [2183 han  e n c o n t r a d o  que 80 mg/1 de S0 2  t o t a l  no a f e c t a n  

dem asiado  a l  c r e c im i e n t o  b a c t e r i a n o  d u r a n t e  l a  v i n i f i c a c i ó n  t r a d i c i o n a l ,  n i  

tam poco a f e c t a  a l a  v e lo c i d a d  con  que s e  p ro d u c e  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  en  r e l a c i ó n  a v i n i f i c a c i o n e s  s i n  S02 . S in  embargo e s t o s  a u t o r e s  

a p u n ta b a n  que e l  e f e c t o  de l o s  80 mg/1 de S02  t o t a l  e s  b a s t a n t e  más a c u sa d o  

en l a  t e r m o v i n i f i c a c i ó n  C2183.

El t r a b a j o  de MAYER s o b r e  e l  e f e c t o  d e l  pH y d e l  S0 2  en  e l  c r e c im i e n t o  

de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  [2213 expone que 100 mg/1 de S02  combinado con 

a c e t a l d e h i d o  i n h i b i ó  t o t a l m e n t e  e l  d e s a r r o l l o  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  

i n c l u s o  en a u s e n c i a  t o t a l  de S02  l i b r e .

ROSSI y CLEKEFTI [2903 e s t u d i a r o n  e l  e f e c t o  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de S02  

t o t a l  s o b re  e l  c r e c im i e n t o  de L. o e n o s , P. c e r e v i s i a e  y L a c t o b a c i l l u s  

c a s e i .  E s te  en sayo  s e  l l e v ó  a cabo  en medio s i n t é t i c o  a b a se  de Jugo  de uva 

y a pH 5. Los a u t o r e s  o b s e rv a r o n  que  L e u c o n o s to c  o en o s  p r e s e n t a b a  una

i n h i b i c i ó n  c o m p le ta  d e l  c r e c im i e n t o  a  más de 25 ppm de S02  t o t a l ,  

P e d ío c o c c u s  c e r e v i s i a e  y L a c t o b a c i l l u s  c a s e i  m o s t r a ro n  una  i n h i b i c i ó n  mucho 

menos m arcada a c o n c e n t r a c i o n e s  de 150 y 200 ppm. En un e s t u d i o  p o s t e r i o r  

CLEMEUTI [683 i n v e s t i g ó  e l  e f e c t o  de d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de S0 2  s o b re  

l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  de c é l u l a s  no p r o l i f e r a n t e s  l i b r e s  o 

i n m o v i l i z a d a s .  Los r e s u l t a d o s  de e s t e  t r a b a j o  m u e s t ra n  que c o n c e n t r a c i o n e s ,  

c r e c i e n t e s  de S0 2  en e l  medio de c u l t i v o  no d i s m in u ía n  s i g n i f i c a t i v a m e n t e
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l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  de l a s  c é l u l a s  no p r o l i f e r a n t e s ,  lo  c u a l  c o n t r a s t a  

con  l o s  d a t o s  de LAFON-LAFOURCADE [ 1 7 2 ] .  La d i f e r e n c i a  en  l o s  r e s u l t a d o s  

debe  b u s c a r s e  en  que CLEMEFTI u t i l i z a  i n ó c u l o s  1000 v e c e s  más e l e v a d o s  que 

LAFON-LAFOURCADE y  p o r  e l l o  e l  um bral de s e n s i b i l i d a d  a l  S02  s e  e l e v a  [6 9 ,  

1723. CLEMEFTI y  VIFTI [69 ]  p o s t e r i o r m e n t e  s í  o b s e rv a r o n  un e f e c t o  n e g a t i v o  

de c o n c e n t r a c i o n e s  c r e c i e n t e s  de S02  en  v in o  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  

de L eu con os toc  oenos, F e d io c o c c u s  c e r e v i s i a e  y  L a c t o b a c i l l u s  c a s e i .  Es 

p o s i b l e  que en  e s t a  o c a s ió n  e m p le a se n  i n ó c u l o s  más b a j o s  o q u i z á s  l a  

r e a l i z a c i ó n  d e l  e n sa y o  en  v in o  y no en  medio s i n t é t i c o  dé r e s u l t a d o s  

d i s t i n t o s  a l o s  que e n c o n t r a r o n  un afío a n t e s .

LIU y GALLABDER [1993 e s t u d i a r o n  cómo a f e c t a b a  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de 

s ó l i d o s  s o l u b l e s  en  e l  c o n te n i d o  en  S02  de un v in o ,  y qué e f e c t o  t e n í a  e s t o  

en  l a  c o n s e c u c ió n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  E s to s  a u t o r e s  l l e g a n  a l a  

c o n c lu s i ó n  de que s e  a c e l e r a  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a mayor n i v e l  de 

s ó l i d o s  i n s o l u b l e s  en e l  m edio, d e b id o  a  que e s t o s  ú l t i m o s  f i j a r í a n  e l  S0 2  

p ro d u c id o  p o r  l a s  l e v a d u r a s  durante^  l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  e im p e d i r í a n  

que é s t e  a c t u a s e  s o b r e  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  También e s t a b l e c e n  e l  e f e c t o  

de d i s t i n t a s  d o s i s  de S0 2  s o b r e  e l  c r e c i m i e n t o  de L eu co n o s to c  oen os  PSU-1 

in o c u la d o  en m o s to -v in o  de 5 o B r ix  a d i s t i n t o s  pH [1993 . Las c o n c l u s i o n e s  

que s e  d e s p re n d e n  de e s t e  t r a b a j o  e s  que e l  e f e c t o  n e g a t i v o  d e l  S02  s o b re  

e l  c r e c im i e n t o  se  ve in c re m e n ta d o  a  pH i n f e r i o r e s  a 3 . 5  s i e n d o  b a s t a n t e  

s i m i l a r e s  l o s  e f e c t o s  a  pH 3 .5  y 3 .7 .  A pH 3 .3  l a  a d i c i ó n  de 50 y 75 ppm 

p ro v o ca b a  una c a í d a  d r á s t i c a  de l a  p o b l a c i ó n  de c in c o  ó r d e n e s  de m agn itud , 

desde  10 7  a 102 . S in  embargo, a  pH 3 .5  e s t a s  mismas d o s i s  s ó l o  p ro v o c a n  una 

c a í d a  de dos  o t r e s  ó r d e n e s  de m ag n i tu d .  De i g u a l  m anera a menor 

c o n c e n t r a c i ó n  de S0 2  en  e l  medio mayor r a p i d e z  en  l a  c o n s e c u c ió n  de l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .

A p e s a r  d e l  c a r á c t e r  h e te r o g é n e o  de t o d a  e s t a •in fo r m a c ió n ,  hay c i e r t o s  

h echos  que han s i d o  com probados p o r  v a r i o s  a u t o r e s ,  p o r  lo  que pueden
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g e n e r a l i z a r s e .  Así v a r i o s  a u t o r e s  han  e n c o n t r a d o  una mayor s e n s i b i l i d a d  a l  

S02  de l o s  c o c o s  f r e n t e  a  l o s  b a c i l o s  [119 , 189, 2 9 0 ] .  También e s  un hecho  

comprobado p o r  muchos i n v e s t i g a d o r e s  que t a n t o  e l  S02  l i b r e  como e l  S0 2  

com binado, a f e c t a n  n e g a t iv a m e n te  (aunque con  d i s t i n t o s  g r a d o s  de 

i n h i b i c i ó n )  a l  d e s a r r o l l o ,  a  l a  f e r m e n t a c i ó n  de a z ú c a r e s  y a  l a

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  [ 8 6 , 119, 174, 189], 

T an to  LAFON-LAFOURCADE [174] como CLEMENTI y VINTI [69 ]  han  e n c o n t r a d o  que 

e l  e f e c t o  n e g a t i v a  d e l  S0 2  s o b re  l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  de g r a n d e s  

i n ó c u l o s  de c é l u l a s  l i b r e s  o i n m o v i l i z a d a s ,  e s  t a n t o  menor c u a n to  mayor e s  

l a  c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r  en e l  i n ó c u lo .  P o r  ú l t i m o ,  e s  b i e n  c o n o c id o  e l

e f e c t o  s i n é r g i c o  d e l  pH y d e l  S02 ; muchos a u t o r e s  han  comprobado l a

p o t e n c i a c i ó n  d e l  e f e c t o  d e l  S02  a pHs b a jo s  [5 4 ,  6 8 , 69, 189, 2 0 0 ] .  No s e  

pueden e s t a b l e c e r  de form a g e n e r a l  c u á l e s  so n  l o s  n i v e l e s  de S0 2  que 

p ro v o ca n  l a  i n h i b i c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a  p a r t i r  de l o s  

r e s u l t a d o s  c i t a d o s  en  l a  b i b l i o g r a f í a ,  ya que é s t o s  dependen  de l a  

m e to d o lo g ía  s e g u id a  p o r  c a d a  a u t o r  y de l a s  c e p a s  e n s a y a d a s .  En e l  c a so  de 

que e l  i n v e s t i g a d o r  p r e t e n d a  s e l e c c i o n a r  c e p a s  r e s i s t e n t e s  a l  S0 2  con f i n e s  

p r á c t i c o s ,  d e b e rá  e n s a y a r  e s t a s  r e s i s t e n c i a s  en  l o s  m edios  en  l o s  que

p r e t e n d a  i n o c u l a r  p o s t e r i o r m e n t e ,  y a  l o s  pHs o r i g i n a l e s  de e s e  medio. 

S ig u ie n d o  e s t a  m e to d o lo g ía ,  n o s o t r o s  hemos e n c o n t r a d o  que l a  i n o c u l a c i ó n  de 

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  d i r e c t a m e n t e  de un medio de c u l t i v o  r i c o  a un v in o  con  

100 mg/1 de S02 , i n a c t i v a b a  l a  c a p a c id a d  m a l o l á c t i c a  de l a s  mismas.

3 . 2 . 3 . -  INFLUENCIA DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE ETANOL EN VINO SOBRE LA 

FERMENTACION MALOLACTICA.

O tro  de l o s  p a rá m e t r o s  que a f e c t a n  a l a  c a p a c id a d  de c r e c im i e n t o ,  a l a  

v i a b i l i d a d  de l a s  c é l u l a s ,  y a  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  e s  e l  e t a n o l .
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Es de t o d o s  c o n o c id o  e l  e f e c t o  a n t i s é p t i c o  de e s t e  p r o d u c to  y e l  e f e c t o  

i n h i b i d o r  que é s t e  e j e r c e  s o b r e  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .

La r e s i s t e n c i a  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  a l  e t a n o l  v a r í a  s e g ú n  l a s  

c e p a s ,  s i e n d o  e s t a  r e s i s t e n c i a  p o r  r e g l a  g e n e r a l  nrucho mayor e n  a q u e l l a s  

c e p a s  a i s l a d a s  de v i n o s  que en  l a s  a i s l a d a s  de u v a s  o m o s to s ,  aunque 

e x i s t e n  e x c e p c io n e s .  Ya expus im os  en  e l  C a p í t u l o  a n t e r i o r  que a  l o  l a r g o  de 

n u e s t r o s  m u é s t r e o s  s e  a i s l a r o n  c e p a s  e n  momentos a v a n z a d o s  de l a

f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a  que e r a n  i n c a p a c e s  de c r e c e r  con  1 0 % ( v /v )  de 

e t a n o l .

PEYJTAUD [238]  in fo rm a  que una c o n c e n t r a c i ó n  d e l  6 % ( v /v )  de e t a n o l  

d ism in u y e  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  en  un 2 2 %, m i e n t r a s  que un 

10% de a l c o h o l  l a  r e d u c e  en  un 40%. H a s ta  un n i v e l  de 11° a l c o h ó l i c o s  l a s

c é l u l a s  b a c t e r i a n a s  s e  ven  i n h i b i d a s  p e ro  perm anecen  v i v a s .  P o r  encim a de 

e s t a  c o n c e n t r a c i ó n  s ó l o  u n a s  p o c a s  c é l u l a s  so n  c a p a c e s  de s o b r e v i v i r  [2823. 

Los t r a b a j o s  de MARET y SOZZI [211 , 2123 n o s  m u e s t ra n  que e l  c r e c i m i e n t o  en  

p r e s e n c i a  de c a n t i d a d e s  d e l  1 0 % de e t a n o l  e r a  b a s t a n t e  g e n e r a l  e n t r e  l a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  que e l l o s  a i s l a r o n ,  p e ro  cuando s e  e l e v a b a  l a

c o n c e n t r a c i ó n  a l  15%, muchas c e p a s  de L. b r e v i s  y a lg u n a s  de P. c e r e v i s l a e  

y L. h i l g a r d i i  e r a n  i n c a p a c e s  de c r e c e r .  RIBÉREAU-GAYON [2823 e IfflGO e t  

a l .  [15 3 3 ,  o b s e r v a r o n  mayor r e s i s t e n c i a  en  l o s  b a c i l o s  que en  l o s  c o c o s  a 

e l e v a d a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de e t a n o l .  PEYNAUD [2383 nos  m u e s t ra  que un 6 % de 

e t a n o l  d ism in u y e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en  una p r o p o r c i ó n  que v a r í a  

d e l  6  a l  11%, y un 10% de e t a n o l  lo  hace  d e l  13 a l  30%, s i e n d o  l a s  más 

a f e c t a d a s  l a s  b a c t e r i a s  h e t e r o f e r m e n t a t i v a s .

N o s o t ro s  no hemos r e a l i z a d o  en e s t e  e s t u d i o  una e v a l u a c i ó n  de cómo e l  

e t a n o l  a f e c t a  a l  c r e c im i e n t o ,  s i n o  de cómo a f e c t a  a l a  a c t i v i d a d  

m a l o l á c t i c a  de c é l u l a s  no p r o l i f e r a n t e s  i n o c u l a d a s  en  v in o .  Los r e s u l t a d o s  

o b t e n id o s  nos  m u e s t ra n  (T ab la  39) que de l a s  16 c e p a s  c a p a c e s  de r e a l i z a r  

l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en e l  e n s a y o  c o n t r o l  ( 1 2 ° a l c o h ó l i c o s ) ,  8



E s p e c i e Cepa G r a d o  a l c o h ó l i c o
12* 13 14

. . . . . . .
" l 6 l o

L. oenos 171 + - - - . .

172 + - - - - -

T4G i - - - - -

641 + 4 4 4 4 -

66 + - - - - -

HL-34 nc - - - - -

H41 + 4 4 4 4 -

«42 + 4 4 ( 7 ) 4 ( 7 ) 4 ( 7 ) -
i .  p a r a n e s e n t e r o i d e s  C U - - - - - -

«11 - - - - - -
L. f r u c t i v o r a n s «43 - - - - - -

B49 - - - - - -
L. c e l l o b i o s u s 34 - - - - - -

L. b r e v i s 33 - - - - - -

35 - - - - - -
36 - - - - - -
37 - - - - - -

38 - - - - - -
T i l - - - - - -

T12 - - - - - -

L. h i l g a r d i i + - - - - -

39 - - - - - -

91 - - - -  . - -

93 - - - - -

161 + 4 4 4 4 -

162 4 - - - - -

163 4 4( 7) 4 ( 1 4 ) nr n r -

B22 - - - - - -

61 - - - - - -

67 4 4( 8 ) 4 ( 8 ) 4 ( 2 1 )  4 ( 4 2 ) -

L. p l ant ar un B11 - - - - - -
B12 - - - - - -
B13 - - - - - -
22 - - - - - -

Sp .  no  d e t e r m i n a d a B44 - - - - - -
DO i D¿ l - - - - - -

B32 - - - - - -

B24 - - - - - -

«12 - - - - - -
31 4 4 t - - -
C43 4 4 4( 2 ) 4 ( 2 ) 4( 10 ) -
C4S 4 - • • * *

T i b i a  3 9 . -  E f e c t o  d e  d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de  e t a n o l  e n  
v i n o  s o b r e  l a  c o n s e c u c i ó n  de  l a  f e r m e n t a c i ó n  n a l o l á c t i c a  t r a s  
63 d í a s  de  i n c u b a c i ó n .  ‘ E n s a y o  e s t á n d a r .  f e r m e n t a c i ó n  no 
r e a l i z a d a  " i "  f e r m e n t a c i ó n  i n i c i a d a ,  " n c "  f e r m e n t a c i ó n  
a vanzada  " t *  t r a z a s  de  á c i d o  m é l i c o .  " 4 "  f e r m e n t a c i ó n  
m a l o l á c t i c a  c o m p l e t a ;  e n t r e  p a r é n t e s i s  e l  t i e m p o  e n  d í a s  que  
se  r e t r a s ó  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  r e s p e c t o  d e l  t i e m p o  
que t a r d ó  en r e a l i z a r s e  e n  e l  e n s a y o  e s t á n d a r .  " nr "  
e x p e r i e n c i a  no r e a l i z a d a
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p o d ía n  e f e c t u a r l a  a 13° y 14°, m ie n t r a s  que s e i s  l a  l l e v a r o n  a cabo  con  

c o n c e n t r a c i o n e s  d e l  16% de e t a n o l ;  n in g u n a  de e l l a s  fu e  c a p az  de d e g r a d a r  

e l  á c id o  L -m á l ic o  a  L - l á c t i c o  con 20° de e t a n o l  en  v in o .

Las c e p a s  c a p a c e s  de r e a l i z a r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a  e l e v a d a s  

c o n c e n t r a c i o n e s  de e t a n o l  p e r t e n e c í a n  a l a s  e s p e c i e s  L. o en o s , L. h i l g a r d i i  

y  a l  g ru p o  de c e p a s  que no pudim os a d s c r i b i r  a  n in g u n a  e s p e c i e .  E s te  

r e s u l t a d o  e n t r a  d e n t r o  de l o  e s p e r a d o ,  ya que t a n t o  L. o en o s  como L. 

h i l g a r d i i  so n  e s p e c i e s  que s e  a i s l a n  de v i n o s  [ 2 4 8 ] ,  s i e n d o  v a r i o s  l o s  

a u t o r e s  que han in fo rm ado  de l a  e l e v a d a  r e s i s t e n c i a  de L. h i l g a r d i i  a l  

e t a n o l  [4 7 ,  211, 2 1 2 ] .  S i n  embargo, en  n u e s t r o  c a so  no t o d a s  l a s  c e p a s  de 

e s a s  e s p e c i e s  f u e r o n  c a p a c e s  de r e a l i z a r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  p o r  

encim a de l o s  12° a l c o h ó l i c o s .  E s t a  v a r i a b i l i d a d  e n t r e  c e p a s  ya  ha s i d o  

o b s e rv a d a  p o r  MARET y SOZZI [211 , 2 1 2 ] .  En dos  c e p a s  de L e u c o n o s to c  oen os  

no hemos o b se rv a d o  r e t r a s o  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  cuando s e  

e n sa y a b a n  c o n c e n t r a c i o n e s •s u p e r i o r e s  a  l o s  12° a l c o h ó l i c a s .  E s t o s  d a to s ,  en 

p r i n c i p i o ,  c o n t r a s t a n  con l o s  de LAFOR-LAFOURCADE [ 1 7 4 ] ,  q u ie n  e n c u e n t r a  

que a mayor c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l ,  d ism in u y e  l a  t a s a  de f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a .  P e ro  s i  observam os l o s  r e s u l t a d o s  e x p u e s to s  p o r  e l l a  en  un 

t r a b a j o  a n t e r i o r  [1723 , podemos v e r  que s i  e l  i n ó c u lo  e s  lo  s u f i c i e n t e m e n t e  

e le v a d o ,  e l  e f e c t o  que e l  e t a n o l  p o see  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  de l a  

c é l u l a s  e s  b a s t a n t e  menor. Es p o s i b l e  que l a  c o n c e n t r a c i ó n  de c é l u l a s  

em pleada  p o r  n o s o t r o s  haya s i d o  lo  s u f i c i e n t e m e n t e  g ra n d e ,  en  e l  c a so  de 

L eu con os toc  oenos, como p a r a  no o b s e r v a r  e l  e f e c t o  i n h i b i d o r  de l a s  a l t a s  

c o n c e n t r a c i o n e s  de e t a n o l  s o b re  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en  e s t a s  dos  

c e p a s .  S in  embargo, con l a  cepa  X42, hemos o b s e rv a d o  un r e t r a s o  de 7 d í a s  

en  l a  r e a l i z a c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  r e s p e c t o  a l  e n sa y o  c o n t r o l  

cuando  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l  s o b r e p a s a b a  l o s  13° a l c o h ó l i c o s .  

E v id e n te m e n te  e s t a  cepa  n e c e s i t a b a  mayor c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r  p a r a  no v e r  

a f e c t a d a  su  c a p a c id a d  m a l o l á c t i c a  po r  encim a de l o s  12° a l c o h ó l i c o s .  Hemos



304

p o d id o  o b s e r v a r  l o s  mismos c o m p o r ta m ie n to s  d e n t r o  de l a  e s p e c i e  

L a c t o b a c i l l u s  h i l g a r d i i ,  donde dos  c e p a s  (163 y G7) t a r d a b a n  más t ie m p o  en 

c o m p le ta r  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  conform e aum entaba  l a  c o n c e n t r a c i ó n  

a l c o h ó l i c a ;  s i n  embargo l a  c e p a  161 no s e  v e í a  a f e c t a d a  p o r  c a n t i d a d e s  

c r e c i e n t e s  de e t a n o l ,  r e a l i z a n d o  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  e n  e l  mismo 

i n t e r v a l o  de t ie m p o  que en  e l  e n say o  c o n t r o l .  D e n tro  d e l  g ru p o  de c e p a s  no 

a d s c r i t a s  a  n in g u n a  e s p e c i e ,  l a  c e p a  31 fu e  c a p az  de r e a l i z a r  l a  

f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  a  13° y 14° a l c o h ó l i c o s ,  p e ro  en  e s t e  “ú l t im o  c a so  

no pudo c o m p l e t a r l a  t o t a l m e n t e .  La c e p a  C43 r e a l i z ó  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  h a s t a  l o s  16° a l c o h ó l i c o s ,  p e ro  e l  t ie m p o  que t a r d ó  en 

c o m p l e t a r l a  aumentó en  f u n c ió n  d e l  in c re m e n to  en l a  c o n c e n t r a c i ó n  de 

a l c o h o l .

Como resum en  de e s t a s  o b s e r v a c io n e s  d i re m o s  que e l  e t a n o l '  e j e r c e  una 

a c c ió n  i n h i b i d o r a  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  como ya ha s id o  

d e m o s tra d o  p o r  v a r i o s  a u t o r e s  [1 7 2 , 174, 211, 212, 2383, p e ro  e l  e f e c t o  de

e s t e  p r o d u c to  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  de g r a n d e s  i n ó c u l o s  de c é l u l a s  no 

p r o l i f e r a n t e s ,  e s t á  en  f u n c ió n  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r  en  e s e  in ó c u lo  

[1743 . P od ríam os  p e n s a r  que c a d a  cepa  p r e s e n t a  una c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r  

d i s t i n t a  a l a  c u a l  c a n t i d a d e s  c r e c i e n t e s  de e t a n o l  no a f e c t a n  a l a  d u r a c ió n  

de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .

Un hecho  que m erece e s p e c i a l  a t e n c i ó n  e s  que l a s  c e p a s  161 y G7, que 

han m o s t ra d o  s e r  c a p a c e s  de r e a l i z a r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  con un 16% 

de e t a n o l  en  v in o ,  son  i n c a p a c e s  de c r e c e r  en  medio s i n t é t i c o  con  un 1 0 % de 

e t a n o l .  En e s t e  c a so  podemos o b s e r v a r  l a  d i s o c i a c i ó n  que e x i s t e  e n t r e  e l  

e f e c t o  d e l  e t a n o l  s o b r e  e l  c r e c im i e n t o  y s o b r e  l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  de 

c é l u l a s  no p r o l i f e r a n t e s .  El que e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  c é l u l a s  s e a  más 

s e n s i b l e  a l  e t a n o l  que l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  ha s i d o  comprobado po r  

LAFON-LAFOURCADE [ 1743 y p o r  PEYNAUD [2383 . No s e  d i s p o n e  de mucha 

b i b l i o g r a f í a  s o b re  l o s  mecanism os de i n h i b i c i ó n  d e l  e t a n o l  s o b r e  b a c t e r i a s
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l á c t i c a s ,  p e ro  b a sá n d o n o s  en  e l  e x t e n s o  t r a b a j o  de CASEY e INGLEDEV [59] 

s o b r e  s u  e f e c t o  en  l e v a d u r a s ,  podemos p e n s a r  que de i g u a l  m anera  que a c tú a  

s o b r e  v í a s  m e t a b ó l i c a s  de l e v a d u r a s ,  ta m b ié n  a c t u a r í a  s o b r e  l o s  de l a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  S i  l o s  e f e c t o s  que s e  p ro d u ce n  en  l e v a d u r a s  <ver 

A p a r ta d o  3 . 2 . 4  d e l  C a p í tu l o  I I )  so n  e x t r a p o l a b l e s  a b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  

puede e x p l i c a r s e  f á c i l m e n t e  que e l  e t a n o l  a f é c t e  más a l a  t a s a  de 

c r e c i m i e n t o  que a l a  t a s a  de f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  ya que e l  número y 

l a  s e n s i b i l i d a d  de l o s  p r o c e s o s  a f e c t a d o s  p o r  e l  e t a n o l  que i n t e r v i e n e n  en 

e l  c r e c i m i e n t o  e s  mayor. La a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  s e  v e r í a  de e s t a  forma 

a l t e r a d a  p o r  l a  i n h i b i c i ó n  de a q u e l l o s  e n z im as  que i n t e r v i e n e n  en  l a  misma 

[ 3 4 4 ] .

3 . 2 . 4 . -  INFLUENCIA DE DISTINTAS TEMPERATURAS SOBRE LA FERMENTACION 

MALOLACTICA.

La im p o r ta n c ia  de e s t e  f a c t o r  s o b r e  l a  m u l t i p l i c a c i ó n  b a c t e r i a n a  y 

s o b r e  l a  e v o lu c ió n  de l a s  f e r m e n t a c i o n e s  l á c t i c a s  e s  b i e n  c o n o c id a .  La 

m ayoría  de l a s  b a c t e r i a s  no pueden  c r e c e r  más que en un e s t r e c h o  ra n g o  de 

t e m p e r a t u r a s ,  y d e n t r o  de e s t a  zona l a  t e m p e r a t u r a  a c t ú a  s o b r e  l a  ‘v e lo c i d a d  

de c r e c im i e n t o ,  s o b r e  l a  v e lo c i d a d  de l a s  t r a n s f o r m a c i o n e s  m e t a b ó l i c a s ,  y 

ta m b ié n  s o b re  l a s  n e c e s i d a d e s  n u t r i c i o n a l e s  [ 2 8 2 ] .  Las b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

de v i n o s  son  m e s ó f i l a s  [ 2 8 2 ] .  Las t e m p e r a t u r a s  ó p t im a s  de c r e c im i e n t o ,  

s e g ú n  KUNKEE, p a ra  l a s  e s p e c i e s  d e l  g é n e ro  L eu co n o s to c  e s t á  e n t r e  20 y 

25°C, p a ra  P e d io co c c u s  c e r e v i s i a e  e n t r e  25 y 32°C, y p a r a  l a s  e s p e c i e s  de 

L a c t o b a c i l l u s  de 28°C a 37°C [ 1 6 6 ] .  R e s p e c to  a l  e f e c t o  de l a  t e m p e r a tu r a

s o b re  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  BENDA [31] a f i r m a  que e l  r e n d im ie n to  d e l  

p r o c e s o  e s  mayor a 20-25°C , m ie n ta r s  que LAFON-LAFOURCADE e s t a b l e c e  que l a  

t e m p e r a tu r a  óp tim a de f e r m e n ta c ió n  d e l  á c id o  m á l ic o  e s  de 35°C p a ra
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L e u c o n o s to c  g r a c i l e  [ 1 7 2 ] .  Según e s t a  ú l t i m a  a u t o r a ,  l a  a c t i v i d a d  

m a l o l á c t i c a  aum enta  con  l a  t e m p e r a t u r a  [ 174]. S in  embargo, l o s  r e s u l t a d o s  

que hemos o b te n id o  con n u e s t r a s  c e p a s  (T a b la  40) no s ie m p re  s i g u e n  e s t a  

r e g l a .  S i  e s t a b l e c e m o s  como r e f e r e n c i a  e l  t ie m p o  que t a r d a  en  r e a l i z a r s e  l a  

f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  a  25°C, obse rvam os que l a  a c t i v i d a d  de l a s  c é l u l a s  

no p r o l i f e r a n t e s  en  v in o  no s e  ve d i s m in u id a  en  l a  mayor p a r t e  de l o s  c a s o s  

p o r  t e m p e r a t u r a s  más b a j a s ;  e s  más, a  c i e r t a s  c e p a s  so n  i n c a p a c e s  de 

r e a l i z a r  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  en  e l  e n say o  c o n t r o l ,  una d i s m in u c ió n  

de t e m p e r a t u r a  l a s  c a p a c i t a  p a ra  e f e c t u a r l a .  E s te  e s  e l  c a so  de l a s  c e p a s  

B24, B31, B32, B44, B49, H12 y T i l ,  y de t o d a s  l a s  c e p a s  de L. p lan tarum .

D e n tro  de l a  e s p e c i e  L eu co n o s to c  o en os  l a  d i s m in u c ió n  de l a  

t e m p e r a t u r a  de 25 a  18°C no a l t e r ó  p a r a  nada  e l  t ie m p o  que t a r d a  en  

r e a l i z a r s e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en  t r e s  de l a s  c e p a s  de e s t a  

e s p e c i e ;  una t e m p e r a t u r a  de 15°C fu e  c a p az  de r e d u c i r  e s t e  t ie m p o  de 4 a 19 

d í a s  r e s p e c t o  a l  que demoró a 25°C. Una t e m p e r a t u r a  de 10°C a c e l e r ó  l a  

f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  en 5 de l a s  8  c e p a s ,  no a f e c t ó  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  de l a  cep a  KL-34, y d ism inuyó  l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  de o t r a s  

dos  c e p a s .

En e l  c a so  de L. h i l g a r d i i  s ó l o  una  cepa  aumentó l a  r a p i d e z  de l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a 22°C; e l  r e s t o  no s e  v ió  a f e c t a d o  p o r  e s t a  

t e m p e r a t u r a ,  p e ro  t e m p e r a t u r a s  más b a j a s  r e t r a s a n  o im p iden  que s e  c o m p le te  

l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a .  En c u a n to  a L. p lan tarum ,  t r e s  c e p a s  f u e r o n  

c a p a c e s  de r e a l i z a r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a  22°C, a  p e s a r  de que no 

c o n s i g u i e r o n  e f e c t u a r l a  a  25 en  e l  e n say o  c o n t r o l  (T ab la  4 0 ) ,  m i e n t r a s  que 

o t r a  (B13) l a  l l e v ó  a cabo  en un ran g o  más a m p l io  de b a j a s  t e m p e r a t u r a s  

(desde  15 a 22°C ). En e l  g rupo  de c e p a s  no a d s c r i t a s  a n in g u n a  e s p e c i e ,  5 

de l a s  8  f u e r o n  c a p a c e s  de c o m p le ta r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a  15, 18 y 

22°C (T ab la  4 0 ) ,  p e ro  no a 25 n i  a 10°C. P a ra  l a s  t r e s  c e p a s  r e s t a n t e s  de 

e s t e  g rupo  que p u d ie r o n  r e a l i z a r  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  a 25°C en e l



E s p e c i e . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Ce pa_  J e m p e r a t u r a J ' C ]
10 15 18 22 25*

L. oenos 171 nc + + + +
1 72 + ( - 7 ) + ( - 1 9 ) + 4 4
U í + + 4 +
641 + ( - 7 ) + ( - 4 ) + ♦ +
GE + ( - 1 4 ) + ( - 1 9 ) + 4 4
Í IL-34 nc 4 + 4 nc
1141 + ( - 2 5 ) + 4 4 4
« 4 2 + ( - 2 5 ) + + + 4

L. parar i s sen te roi da s  C l l nr n r nr nr -
«11 - - - - -

L. f r u c t i v o r a n s «43 - - - - -
B49 i + - - -

L. c e l l o b i o s u s 34 - - - - -
L. b r e v i s 33 - - - - - ■

3 5 - - - - -
36 - - - - -
37 - - - - -
38 - - - - -
T i l - nc + nc -
T12 - - - - -

L. h i l g a r d i i 32 + ( 2 1 ) + ( 1 4 ) + ( 7 ) 4 4
39 - - - - -
91 - - - - -
93 - - - - -
161 n r n r + ( 4 2 ) + ( - 7 ) 4
162 nc t t  . 4 4
163 nc t + ( 4 2 ) 4 4
E¡22 - - - -
61 - - - -
G7 n r n r + 4 4

L plantaru». B U - - - 4 -
B12 - - - + -
B13 - + 4 4 -
L L - ~

Sp .  no d e t e r m i n a d a 844 - + + 4 -
B31 - 4 + 4 -
B32 - 4 4 + -
B24 - + 4 4 -
«12 - + 4 4 -
31 + ( 1 2 ) + ( 2 ) 4 4 +
C43 + ( 1 7 ) + ( 2 ) 4 4 4
C45 + ( 2 1 ) + ( 2 ) + 4 4

T a b l a  4 0 -  E f e c t o  d e  d i s t i n t a s  t e m p e r a t u r a s  s o b r e  l a  c o n s e c u c i ó n  de  
l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  t r a s  63  d í a s  de  i n c u b a c i ó n .  * E n s a y o  
e s t á n d a r .  f e r m e n t a c i ó n  no r e a l i z a d a ,  " i "  f e r m e n t a c i ó n  i n i c i a d a .  
*nc* f e r m e n t a c i ó n  a v a n z a d a .  * t *  t r a z a s  d e  á c i d o  m á l i c o .  "+* 
f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  c o m p l e t a :  e n t r e  p a r é n t e s i s  e l  t i e m p o  en 
d í a s  que se r e t r a s ó  ( c i f r a s  p o s i t i v a s )  o a d e l a n t ó  ( c i f r a s  
n e g a t i v a s )  la  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  r e s p e c t o  a l  t i e m p o  q u e  t a r d ó  
en r e a l i z a r s e  en e l  e n s a y o  e s t á n d a r ,  “ n r "  e x p e r i e n c i a  no r e a l i z a d a .
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en sa y o  c o n t r o l ,  una d i s m in u c ió n  de t e m p e r a t u r a  h a s t a  18°C no a f e c t ó  n i  

p o s i t i v a  n i  n e g a t iv a m e n te  l a  d u r a c ió n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  S in  

embargo p o r  d e b a jo  de l o s  18°C l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  s e  r e t r a s ó

conform e d i s m in u ía  l a  t e m p e r a t u r a .  A p e s a r  de que l a  m ayoría  de l o s  a u t o r e s  

a f i r m a n  que l a  d i s m in u c ió n  de l a  t e m p e r a t u r a  f r e n a  l a  v e lo c i d a d  de l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  C31, 166, 175], no hay que c o n f u n d i r  e l  e f e c t o

s o b r e  e l  c r e c im i e n t o  (y c o n s ig u ie n te m e n te  s o b r e  l a  d u r a c i ó n  de l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ) ,  con e l  e f e c t o  s o b r e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  

en  s í  misma. Es c i e r t o  que l a  d i s m in u c ió n  de l a  t a s a  de c r e c im i e n t o  que s e  

o b t i e n e  con b a j a s  t e m p e r a t u r a s  p ro v o ca  e l  e n l e n t e c i m i e n t o  de l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  p e ro  no e s t á  t a n  c l a r o  que l a  f e r m e n ta c ió n

m a l o l á c t i c a  p o r  s í  misma s e  vea  d i s m in u id a .  La in fo r m a c ió n  que nos

p r o p o r c io n a  LAFOF-LAFOURCADE [1723 s o b re  l a  d i s m in u c ió n  de l a  a c t i v i d a d  

m a l o l á c t i c a  a t e m p e r a t u r a s  b a j a s  e s  muy p a r c i a l ,  ya que s ó l o  ha ensayado  

una c e p a  de l a  e s p e c i e  L eu con os toc  g r a c i l e , y además r e a l i z a  l a  e x p e r i e n c i a  

en  un medio s i n t é t i c o  a un pH s u p e r i o r  a l  n u e s t r o  y s i n  S02  n i  e t a n o l  en  e l  

mismo. En e s t a s  c i r c u n s t a n c i a s  l a  d i s m in u c ió n  de t e m p e r a t u r a  s ó l o  p r e s e n t a  

un e f e c t o  n e g a t i v o ,  ya que a l  no e x i s t i r  en e l  medio n in g ú n  t i p o  de 

i n h i b i d o r e s  l a  d i s m in u c ió n  de t e m p e r a t u r a  no r e p r e s e n t a  n in g u n a  v e n t a j a .  

KUBiKEE [ 166] a f i r m a  que hay que s e r  c a u t e l o s o s  a l  a s u m ir  que t e m p e r a t u r a s  

más b a j a s  p ro v o can  cam bios  en l a s  t a s a s  de f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  y de 

c r e c im i e n t o .  A p e s a r  de que l a  d i s m in u c ió n  de t e m p e r a t u r a  p rovoca  un 

d e c r e c im ie n t o  en l a  v e lo c i d a d  de l a s  r e a c c i o n e s  b io q u ím ic a s ,  c i e r t o s

a u t o r e s  p i e n s a n  que e s t e  e f e c t o  n e g a t i v o  s e  compensa en  e l  v in o  po rque  a 

b a j a s  t e m p e r a t u r a s  l o s  e f e c t o s  i n h i b i d o r e s  d e l  a l c o h o l ,  d e l  S0 2  y d e l  b a jo  

pH s é  ven f r e n a d o s  [3 1 ,  1263. S in  embargo no hay un a c u e rd o  t o t a l  r e s p e c t o  

a l  e f e c t o  n e g a t iv o  o p o s i t i v o  de l a  b a j a  t e m p e r a t u r a  s o b r e  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  d e l  v in o  . O tro s  a u t o r e s  p i e n s a n  que l a s  b a j a s  t e m p e r a t u r a s  

p o t e n c i a n  e l  e f e c t o  n e g a t i v o  d e l  e t a n o l  y e l  S02  [175 , 3443. De aquí que no
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e s t é  muy c l a r a -  l a  i n f l u e n c i a  que l a  t e m p e r a t u r a  e j e r c e  s o b re  l a  

f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a ;  p o s ib le m e n te  d e p e n d e rá  de l o s  m edios  y l a s  c e p a s  

que s e  e n s a y e n .  A p a r t i r  de n u e s t r o s  r e s u l t a d o s  podemos a f i r m a r  que hemos 

e n c o n t r a d o  t a n t o  c e p a s  cuya  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  s e  v ió  f r e n a d a  p o r  l a  

d i s m in u c ió n  de t e m p e r a t u r a  (T ab la  4 0 ) ,  como c e p a s  en  l a s  que l a  d e g ra d a c ió n  

d e l  á c id o  m á l ic o  s e  a c e l e r ó .  El hecho  de que L. oen os  s e  vea  más 

b e n e f i c i a d a  p o r  l a  d i s m in u c ió n  de t e m p e r a t u r a  que o t r a s  e s p e c i e s ,  e s  

p o s i b l e  que s e  deba  a  que e l  ran g o  de t e m p e r a t u r a s  ó p t im a s  de c r e c im i e n t o  

p a ra  e s t a  e s p e c i e  e s  de 18 a 24°C, m ie n t r a s  que L. h i l g a r d i i  y L. p la n ta ru m  

t i e n e n  ó p t im o s  e n t r e  30-35°C  [473 . El e f e c t o  n e g a t i v o  g e n e r a l i z a d o  de l a  

d i s m in u c ió n  de l a  t e m p e r a t u r a  en  l o s  m ic ro o rg a n is m o s  e s  menos d r á s t i c o  p a ra  

a q u e l l a s  e s p e c i e s  con c i f r a s  Ó ptim as m enores que p a r a  l a s  de ó p t im o s  más 

e l e v a d o s ,  m ie n t r a s  que e l  e f e c t o  p o s i t i v o  que supone l a  t e m p e r a t u r a  en  l a  

d i s m in u c ió n  de l a  a c c i ó n  i n h i b i d o r a  d e l  pH, S02  y e t a n o l  e s  s e m e ja n te  p a ra  

to d a  l a s  c e p a s .  D ependiendo d e l  g ra d o  de i n h i b i c i ó n  que e j e r z a n  Io s -  

com ponen tes  d e l  v in o  s o b r e  cad a  c e p a ,  l a  d i s m in u c ió n  de l a  t e m p e r a tu r a  

m e jo ra rá  en mayor o menor g rad o  l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  de l a s  mismas. 

Cuando l a  d i s m in u c ió n  de l a  t e m p e r a t u r a  e s  t a l  que l o s  p a s i b l e s  e f e c t o s  

p o s i t i v o s  que g e n e ra  [1263 quedan s u p e r a d o s  p o r  l o s  n e g a t i v o s ,  l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  s e  r e t r a s a r á ,  y p o s ib le m e n te  é s t o  s e a  lo  que han 

o b se rv a d o  l o s  a u t o r e s  que a f i r m a n  que l a  d i s m in u c ió n  de l a  t e m p e r a tu r a  

p ro v o ca  un d e s c e n s o  en  l a  t a s a  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  [175 , 2823.

3 . 2 . 5 . -  IHFLUEHCIA DE LA COFCEHTRACIOlí DE C02  SOBRE LA FERMEHTACIOH 

MALOLACTICA.

La i n f l u e n c i a  que t i e n e  l a  a i r e a c i ó n  s o b r e  l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  e s  

muy d i s c u t i d a .  Las b a c t e r i a s  l á c t i c a s  a i s l a d a s  de v i n o s  so n  a n a e r o b ia s
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f a c u l t a t i v a s  o m i c r o a e r ó f i l a s  C282]. C i e r t o s  a u t o r e s  o p in a n  que l a  

a i r e a c i ó n  f a c i l i t a  e l  d e s a r r o l l o  b a c t e r i a n o  [ 2 8 2 ] ,  m ie n t r a s  que o t r o s  

a f i r m a n  que L eu con os toc  o e n o s , m ic ro o rg an ism o  a s o c i a d o  e s t r e c h a m e n te  a l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  e s  in c a p a z  de c r e c e r  a e ró b ic a m e n te  en  medio 

s ó 1 id o  [ 1333.

V a r io s  a u t o r e s  han e s t u d i a d o  tam b ié n  e l  e f e c t o  e ' s t i m u l a t o r i o  que e l  

C0 . 2  t i e n e  p a r a  c i e r t a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  Así MAYER e n c o n tr ó  que l a s  

e s p e c i e s  d e l  g é n e ro  L eu co n o s to c  r e q u e r í a n  C02  p a r a  su  d e s a r r o l l o  [3 1 3 .  E s te  

a u t o r  e n c o n tr ó  que l a s  e s p e c i e s  de L eu con os toc  no c r e c í a n  en  a i r e  s i n  C02  o 

en  una a tm ó s f e r a  de n i t r ó g e n o  p u ro ,  m ie n t r a s  que s e  o b s e rv a b a  un f u e r t e  

c r e c im i e n t o  en una a tm ó s f e r a  de + 10% (v /v )  de C02  [313 . Los t r a b a j o s  de 

STAMEF. y STOYLA [3253 s o b re  L eu con os toc  c i t r o v o ru m  KL-34 (hoy L eu co n o s to c  

oenr<=, ML-34) m u e s t ra n  que c o n c e n t r a c i o n e s  c r e c i e n t e s  de C02  en  l a  a tm ó s f e r a  

de c u l t i v o  a c tú a n  s o b re  e l  d e s a r r o l l o  de e s t a  cepa  d ism in u y en d o  l a  f a s e  de 

l a t e n c i a ,  aunque l a  t a s a  de c r e c i m i e n t o  no s e  v e í a  a f e c t a d a  d u r a n t e  l a  f a s e  

e x p o n e n c ia l .  También v a r i a b a  l a  c a r g a  máxima d e l  c u l t i v o ,  ya que l a  

in c u b a c ió n  con a i r e  p r o d u c ía  un 2 0 % menos de masa c e l u l a r  que l a  in c u b a c ió n  

con  C02 . E s to s  a u t o r e s  a f i r m a n  que l a  a tm ó s f e r a  más a d e cu a d a  p a ra  e l  

c r e c im i e n t o  de L. c i t r o v o r u m  e s  a q u é l l a  que c o n t i e n e  un 100% de C02 , 

m ie n t r a s  que a tm ó s f e r a s  de H2  o de p u ro s  e r a n  menos f a v o r a b l e s  que una 

a tm ó s fe ra  de a i r e  norm al. Por e s t a  c a u s a  a f i r m a n  que l a  a n a e r o b i o s i s  no e s  

un r e q u e r im ie n t o  p a r a  su  c r e c im i e n t o  [3253.

P a ra  e l  a i s l a m i e n t o  de b a c t e r i a s  d e l  á c id o  l á c t i c o ,  s e  han  em pleado 

f re c u e n te m e n te  l a  a n a e r o b i o s i s  [1833 y a tm ó s f e r a s  e n r i q u e c i d a s  en  C0Z 

[3433 , y s e  ha e n c o n t r a d o  que l o s  r e q u e r i m i e n t o s  Óptim os de C02  d ependen  de 

c ad a  cepa  [3233. E s t e  e s  un hecho que tam b ié n  hemos p o d id o  com probar en  

n u e s t r a s  e x p e r i e n c i a s .  S i  e s tu d ia m o s  l a  T a b la  41 verem os que en  g e n e r a l  e l  

C02  a c tú a  como e s t i m u l a d o r  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  C o n c e n t r a c io n e s  

de h a s t a  e l  50% de C02  en  l a  a tm ó s fe r a  de c u l t i v o  norm alm ente  a c e l e r a n  l a
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f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a ,  m ie n t r a s  que c o n c e n t r a c i o n e s  s u p e r i o r e s  o no l a  

a f e c t a n  o l a  r e t r a s a n .  En e l  c a s o  de L eu con os toc  oen os  t o d a s  l a s  c e p a s  ven  

a d e l a n t a d a  l a  r e a l i z a c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en  p e r i o d o s  que 

van  de 2 a  14 d í a s .  La c e p a  ML-34, que en l a s  c o n d ic i o n e s  de e n s a y o  c o n t r o l  

s e  r e v e l ó  in c a p a z  de c o m p le ta r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  l a  l l e v ó  a cabo  

s i n  n in g u n a  d i f i c u l t a d  a l  a um en ta r  l a  p r o p o r c ió n  de C02  en  l a  a tm ó s f e r a .  En 

n in g u n a  de l a s  c e p a s  s e  o b se rv ó  una r e l a c i ó n  d i r e c t a  e n t r e  l a  a c e l e r a c i ó n  

de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  y e l  p r o g r e s iv o  in c re m e n to  d e l  C02 . Ya hemos 

h a b la d o  de que e l  C02  f a c i l i t a  e l  c r e c im i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  L á c t i c a s  a l  

a c o r t a r  e l  t ie m p o  de l a t e n c i a  [325] y p o r  t a n t o  a c e l e r a  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a ;  s i n  embargo e s t e  e f e c t o  no puede a p r e c i a r s e  cuando s e  t r a b a j a  

con c é l u l a s  no p r o l i f e r a n t e s ,  ya que en  e l l a s  no s e  da c r e c i m i e n t o .  A 

p a r t i r  de l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n id o s  con L eu con os toc  oen os  (T a b la  4 1 ) ,  no 

podemos a f i r m a r  que l a  a c t i v i d a d  d e l  enzim a m a l o l á c t i c o  s e  vea  p o te n c i a d a  

p o r  c a n t i d a d e s  c r e c i e n t e s  de C02 , ya que e l  t ie m p o  de a c e l e r a c i ó n  de l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  fu e  e l  mismo en  t o d a s  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  

e n s a y a d a s .  Las c e p a s  de L eu con so toc  f r u c t i v o r a n s  i n c a p a c e s  de r e a l i z a r  l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en  c o n d ic io n e s  e s t a n d a r d  l o g r a r o n  a c a b a r  l a  c a s i  

t o t a l i d a d  d é l  á c id o  L -m á l ic o  en e l  v in o  a l  s o m e te r lo  a  a t m ó s f e r a s  con  25 y 

50% de C02 . En l a  e s p e c i e  L. h r e v i s  n in g u n a  cepa  fu e  c a p a z  de l l e v a r  a  cabo 

l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en c o n d ic i o n e s  e s t a n d a r d ;  e l  e n r i q u e c i m i e n t o  de 

l a  a tm ó s f e r a  en  C02 , en g e n e r a l ,  t i e n e  poco e f e c t o  s o b r e  e s t a s  c e p a s :  no en 

vano p a re c e  que s e  d e s a r r o l l a n  m ejor  en  c o n d ic i o n e s  a e r ó b i c a s  [3233 . S in  

embargo una cepa  de e s t a  e s p e c i e  ve p o t e n c i a d a  su  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  en 

a tm ó s f e r a  de C02 , con una  c o n c e n t r a c i ó n  ó p t im a  d e l  25%; c o n c e n t r a c i o n e s  

m ayores de C02  son  menos e f e c t i v a s .  En l a  e s p e c i e  L. h i l g a r d i i  tam b ié n  

notam os e l  e f e c t o  b e n e f i c i o s o  d e l  C02 . Las c o n c e n t r a c i o n e s  que f a v o r e c e n  

más l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  son  25 y 50%, y c a n t i d a d e s  s u p e r i o r e s  o no 

a f e c t a n  l a  r a p i d e z  d e l  fenómeno o lo  r e t a r d a n .  D e n tro  de L. p la n ta ru m



E s p e c i e Ce pa_ C o n c e n t r a c i ó n _ d e _ C 0 2 _ ( X A. 
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75

1 1
O 

1 
o 

1 1 1 1

L. oenos 171 + 4 Í - 1 4 ) 4 Í - 1 4 ) 4 Í - 1 4 ) + ( - 1 4 )
172 + 4 ( - 7 ) 4 ( - 7 ) 4 ( - 7 ) 4 ( - 7 )
TAS 4 4 ( - 2 ) 4 ( - 2 ) 4 ( - 2 ) 4 ( - 2 )
641 + 4 ( - 6 ) 4 ( - 6 ) 4 ( - 6 ) 4 ( - 4 )
66 + 4 ( —4 ) 4 ( - 4 ) 4 ( - 4 ) 4
ML-34 i 4 4 4 4
H41 4 4 ( - 7 ) 4 ( - 7 ) 4 ( —7 ) 4 ( - 7 )
M42 4 4 ( - 4 ) + ( - 4 ) 4 ( - 4 ) 4 ( - 4 )

L.  p s r á m e s e n t e r o i d e s  C l l - - - - -
Mil - - - - -

L. f r u c t i v o r a n s K43 - - - - -
B49 - t t - -

L. c e l l o b i o s u s 34 - - - - -
L. b r e v i s 33 - - - - -

35 - - - - -
36 - - - - -
37 - - - - -
38 - - - - -
T i l - 4 nc nc nc
T12 - - - - -

L. h i l g a r d i i 4 4 ( - 3 8 ) 4 ( - 3 8 ) 4 4
91 - - - - -
93 - - - - -
161 4 4 ( - 3 5 ) 4 ( - 4 3 ) 4 ( 7 ) 4 ( 7 )
162 4 4 ( - 3 5 ) 4 ( - 5 0 ) 4 4
163 4 + ( - 5 0 ) + ( - 4 3 ) 4 4
822 - - - - -
61 - n r ' n r - 4
67 4 4 ( — 1 0 ) 4 ( — 1 0 ) 4 4

L. plantarutn B l l 4 4 4 t -
B12 - 4 4 t -
B13 - 4 4 4 -
L¿ - 4 4 . - -

S p .  no  d e t e r m i n a d a B44 - 4 4 - -
B31 - 4 4 - -
B32 - 4 4 - -
B24 - 4 4 - -
K12 - 4 4 - -
31 4 4 4 4 4
C43 4 4 4 4 4
C45 4 4 ( —2 ) 4 ( - 2 ) 4 4

T a b l a  4 1 . -  E f e c t o  de  d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  C02 e n  l a  a t m o s f e r a  
de  i n c u b a c i ó n  s o b r e  l a  c o n s e c u c i ó n  d e  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  t r a s  
63  d í a s  * E n s a y o  e s t á n d a r .  f e r m e n t a c i ó n  no r e a l i z a d a ,  " i *  
f e r m e n t a c i ó n  i n i c i a d a ,  " n c "  f e r m e n t a c i ó n  a v a n z a d a .  * t "  t r a z a s  de á c i d o  
m i l i c o  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  c o m p l e t a :  e n t r e  p a r é n t e s i s  e l
t i empo  en d í a s  q u e  s e  r e t r a s ó  ( c i f r a s  p o s i t i v a s )  o a d e l a n t ó  ( c i f r a s  
n e g a t i v a s )  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  r e s p e c t o  a l  t i e m p o  q u e  t a r d ó  e n  
r e a l i z a r s e  en e l  e ns ayo e s t á n d a r ,  “ n r "  e x p e r i e n c i a  no r e a l i z a d a .
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en c o n tra m o s  un e f e c t o  b e n e f i c i o s o  d e l  C02  a l  e n s a y a r  c o n c e n t r a c i o n e s  que 

van  d e l  25 a l  75%, aunque e s t a  ú l t i m a  f u e  menos e f i c a z  que l a s  dos  

a n t e r i o r e s .  D e n tro  d e l  g ru p o  de c e p a s  no a s ig n a d a s  a n in g u n a  e s p e c i e ,  

e x i s t e n  d o s  s u b g ru p o s  de c o m p o r ta m ie n to s  muy homogéneos e n t r e  e l l o s .  Las 

c e p a s  B24, B31, B32, B44 y M12, i n c a p a c e s  de r e a l i z a r  l a  f e r m e n ta c ió n

m a l o l á c t i c a  en  c o n d ic io n e s ,  e s t a n d a r d ,  l a  l l e v a r o n  a cabo  en a t m ó s f e r a s  con 

25 y 50% de C02 ; e s t a s  a tm ó s f e r a s  f u e r o n  ta m b ié n  l a s  más f a v o r a b l e s  p a r a  

C45, ya que a d e l a n t a r o n  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  d o s  d í a s ,  m i e n t r a s  que 

p a r a  l a s  c e p a s  C43 y 31 e l  aumento de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de C02  en  l a  

a tm ó s f e r a  n i  l a s  p e r j u d i c ó  n i  l a s  b e n e f i c i ó .

E l modo en  que e l  C02  a c tú a  s o b r e  l a s  c e p a s  a c e l e r a n d o  o r e t r a s a n d o  l a  

v e l o c i d a d  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e s  a lg o  s o b re  l o  c u a l  no tenem os 

r e f e r e n c i a s .  Los a u t o r e s  que han e s t u d i a d o  l a  i n f l u e n c i a  d e l  C02  s o b r e  l a s  

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  (KAYER [313 y STAKER y STOYLA [3 2 5 3 ) ,  han c a r a c t e r i z a d o  

e l  e f e c t o  de e s t e  com puesto  s o b re  e l  c r e c i m i e n t o  p e ro  no s o b r e  l a  a c t i v i d a d  

m a l o l á c t i c a .  STAMER y STOYLA no han p o d id o  e x p l i c a r  l a  a c t u a c i ó n  d e l  C02  

s o b re  l o s  m ecanism os que r e g u l a n  l a  ' d u r a c ió n  de l a  f a s e  de l a t e n c i a  [3253. 

A p a r t i r  de l o s  d a t o s  o b t e n i d o s  en e s t e  t r a b a j o  no podemos d e d u c i r  c u á l  e s  

l a  manera en  que e l  C02  a f e c t a  a l a  r a p i d e z  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .

S i  observam os l a  T a b la  33 verem os que l a  a tm ó s f e r a  a n a e r ó b ic a  

com puesta  de + 10% de C02  p rovoca  una a c e l e r a c i ó n  de l a  d e g r a d a c ió n  d e l  

á c id o  L -m á l ic o  en  dos e s p e c i e s  p r i n c i p a l m e n t e ,  L. oen os  y L. h i l g a r d i i , 

cuando s e  c u l t i v a n  en  medio s i n t é t i c o .  E s ta  a c e l e r a c i ó n  puede d e b e r s e  a l  

a c o r t a m i e n t o  de l a  f a s e  de l a t e n c i a  d e l  c r e c i m i e n t o  en  e s e  medio s i n t é t i c o ,  

de manera que en  medio con C02  l a s  c é l u l a s  i n o c u l a d a s  com ienzan  su  

c r e c im i e n t o  y m etab o lism o  más rá p id a m e n te  que l a s  que e s t á n  en  am b ie n te  

a e r o b i o ,  y p o r  e l l o  e s  más r á p i d a  l a  d e g ra d a c ió n  d e l  á c id o  L -m á l ic o .  Cuando 

e l  en sayo  s e  r e a l i z a  en  v in o ,  no podemos e x p l i c a r  que l a  d i s m in u c ió n  d e l  

t iem po  n e c e s a r i o  p a ra  l a  e l i m i n a c ió n  d e l  á c id o  m á l ic o  s e  deba  a l
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a c o r t a m ie n to  de l a  f a s e  de l a t e n c i a ,  ya  que en  e s t e  medio p r e v ia m e n te  a  l a  

f a s e  de l a t e n c i a  hay  o t r a  de m uerte  muy a c u s a d a  [113 , 199] .  Es p o s i b l e  que 

l a  p r e s e n c i a  de C02  en  e l  v in o  t e n g a  un e f e c t o  a m o r t ig u a d o r  de e s t a  m u er te ,  

y p o r  e l l o  a c e l e r e  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  r e s p e c t o  a l o s  e n s a y o s  

e s t a n d a r d .  S in  embargo no t o d a s  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de C02  t e n d r í a n  un 

e f e c t o  a m o r t ig u a d o r  b e n e f i c i o s o :  p a r a  ’ c i e r t a s  c e p a s ,  d e te r m in a d a s

c o n c e n t r a c i o n e s  de C02  p o d r ía n  p r o v o c a r  una  m uerte  t o d a v í a  mayor que l a s  

c o n d ic i o n e s  a e r o b i a s ,  y é s t o  e x p l i c a r í a  un r e t r a s a  en  l a  d e g r a d a c ió n  d e l  

á c id o  L -m á l ic o .  S i  l a  .v e lo c id a d  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  no s e  ve 

a l t e r a d a  e s  p o rque  p o s ib le m e n te  e l  C02  no t e n g a  e f e c t o  a m o r t ig u a d o r  p a ra  

e s a  c e p a ,  o que l a s  c o n d ic i o n e s  d e l  medio s e a n  t a n  d e s f a v o r a b l e s  que no 

puedan s e r  re m o n ta d a s  s u p e r a d a s  n i  s i q u i e r a  m e d ia n te  l a  a d i c i ó n  de C02 . De 

hecho e x i s t e n  c e p a s  que no dan nunca  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en  v in o  a 

lo  l a r g o  de l o s  e n s a y o s ;  p o s ib le m e n te  a lg u n o  de l o s  f a c t o r e s ,  o g ru p o  de 

f a c t o r e s  j u n t o s ,  e s  t a n  i n s u p e r a b l e  p a ra  e l l a s  que n i  una d i s m in u c ió n  de l a  

t e m p e r a t u r a ,  n i  un in c re m e n to  en  C02 , n i  un aum ento d e l  pH l o g r a n  que se  

r e a l i c e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en  v in o ,  aunque en  medio s i n t é t i c o  s í  

que f u e r o n  c a p a c e s  de d e g r a d a r  e l  á c id o  L -m á l ic o ;  s i n  embargo, o t r a s  c e p a s  

s í  han s i d o  c a p a c e s  de d e s a r r o l l a r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a l  v a r i a r  

a lg u n o  de e s t o s  v a l o r e s .

3 . 3 . -  OBSERVACION DEL CRECIMIENTO DE LAS BACTERIAS EN VINO.

Una vez  p ro b ad a  l a  c a p a c id a d  de d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o  L -m á l ic o  p o r  

n u e s t r a s  c e p a s  y l a  i n f l u e n c i a  d e l  pH, S02 , e t a n o l ,  t e m p e r a t u r a ,  y C02: 

s o b r e  e l  d e s e n c a d e n a m ie n to  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  nos  quedaba  p o r  

a v e r i g u a r  s i  e s t a s  c e p a s  e r a n  c a p a c e s  de c r e c e r  en v in o  con pHs b a jo s
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cuando se  i n o c u l a b a n  d i r e c t a m e n t e  a  p a r t i r  de un medio de c u l t i v o  

s i n t é t i c o .  P a ra  o b s e r v a r  e s t e  c r e c i m i e n t o  ensayam os v a r i o s  m étodos de 

r e c u e n to  ya d e f i n i d o s  e n  e l  A p a r ta d o  2 .1 3  de e s t e  C a p i tu lo .

3 . 3 . 1 . -  ELECCION DEL SISTEMA DE RECUENTO A EMPLEAR.

La r e a l i z a c i ó n  de l a s  p r u e b a s  de c r e c i m i e n t o  en  v in o  n o s  h iz o  

p l a n t e a r n o s  qué m étodo de r e c u e n t o  s e r l a  e l  más adecuado  p a r a  d e t e c t a r  e l  

d e s a r r o l l o  de l o s  m ic ro o rg a n is m o s  en  v in o .  Se e n s a y a r o n  d o s  m étodos de 

r e c u e n to  d i r e c t o s :  e l  r e c u e n t o  m ic r o s c ó p ic o  y e l  r e c u e n to  m e d ie n te  c o n ta d o r  

a u to m á t ic o  de p a r t í c u l a s ;  t a m b ié n  s e  s i g u i ó  e l  c r e c i m i e n t o  de l o s  

m ic ro o rg a n ism o s  sem b rad o s  en  v in o  m ed ie n te  m edidas  e s p e c t r o f o t o m é t r i c a s ;  

p o r  ú l t im o  se  r e a l i z ó  un r e c u e n t o  de c é l u l a s  v i a b l e s .

En p r im e r  l u g a r  i n te n ta m o s  s e g u i r  l a  e v o lu c i ó n  de l a s  p o b l a c i o n e s  de 

b a c t e r i a s  l á c t i c a s  m e d ia n te  l a  r e a l i z a c i ó n  de r e c u e n t o s  m ic r o s c ó p ic o s  de 

c é l u l a s  t o t a l e s ,  em pleando p a r a  e l l o  l a  cám ara  de THOMA. E s te  método fu e  

r á p id a m e n te  abandonado  p o r  r e s u l t a r  d i f í c i l  y f a l t o  de r i g o r ,  ya  que e l  

tamaño sumamente pequeño de a lg u n a s  e s p e c i e s  <L. o en o s , L. b r e v í s ,  e t c .  ) y 

l a s  a g r u p a c io n e s  de c é l u l a s  que p r e s e n t a b a n  l a s  mismas en  p a r e j a s  y 

c a d e n a s ,  h a c ía  muy d i f i c u l t o s a  l a  d e l i m i t a c i ó n  de cada  c é l u l a ,  con  lo  c u a l  

se  f a l s e a b a n  l o s  r e s u l t a d o s .  Las d i f i c u l t a d e s  de e s t e  método ya han s id o  

com en tadas  p o r  RIBÉREAU-GAYON. [2823 . S egu idam en te  s e  pasó  a u t i l i z a r  e l  

c o n ta d o r  a u to m á t ic o  de p a r t í c u l a s  " C o u l t e r  C o u n te r  ZM” . P a r a  c o n t a r

b a c t e r i a s  s e  r e q u i e r e  e l  u so  de a p e r t u r a s  muy p eq u eñ as ;  n o s o t r o s  empleamos

un tu b o  con a p e r t u r a  de 30^.m de d i á m e t r o ,  y l a s  d i f i c u l t a d e s  r e s i d í a n  en 

que dado e l  pequeño tam año d e l  o r i f i c i o  de e n t r a d a  de p a r t í c u l a s ,  é s t e  s e  

b lo q u e a b a  c o n s ta n te m e n te  con l a s  im p u re za s  d e l  e l e c t r o l i t o  y con l o s

a g re g a d o s  c e l u l a r e s ,  im p id ie n d o  e l  f l u j o  c o n t in u o  de l a  s o l u c i ó n  con l a
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s u s p e n s ió n  b a c t e r i a n a .  E s t e  hecho no s ó l o  h a c í a  p e r d e r  mucho t ie m p o  d u r a n te

l o s  r e c u e n t o s ,  s i n o  que tam b ié n  i n t r o d u c í a  f r e c u e n t e s  e r r o r e s  en e l

c o n t a j e .  Pero  no fu e  l a  ú n i c a  d i f i c u l t a d  que e n c o n tra m o s  en e s t e  s i s t e m a :  

dado e l  pequeño tam año de n u e s t r a s  b a c t e r i a s ,  a l  e s t a b l e c e r  l o s  l í m i t e s  de 

tam años  e n t r e  l o s  que e l  a p a r a t o  d e b ía  c o n t a r ,  podíam os c a e r  en  e l  e r r o r  de 

d e j a r  f u e r a  de l o s  l í m i t e s  a  l a  p o b l a c i ó n  de c é l u l a s  más p e q u e ñ a s ,  o b i e n  

c o n t a r  como c é l u l a s  a lg u n a s  p a r t í c u l a s  en  s u s p e n s ió n  o " r u i d o  de fondo" .  

O t r a  d e s v e n t a j a  a d i c i o n a l ,  a l  no t r a t a r s e  de c é l u l a s  a i s l a d a s  s i n o  que 

l a r g a s  c a d e n a s  en  l a  m ay o r ía  de l o s  c a s o s ,  e s  que tam poco e r a n  

c o r r e c ta m e n te  p r o c e s a d a s  p a r  e l  c a n t a d o r  de p a r t í c u l a s .  Po r  e s t o s  m o tiv o s  

tu v im o s  que d e s e c h a r  tam b ié n  e s t e  método de r e c u e n to .

S egu idam en te  s e  i n t e n t ó  e l  e s t u d i o  d e l  c r e c i m i e n t o  de b a c t e r i a s

l á c t i c a s  en v in o  u t i l i z a n d o  m ed idas  e s p e c t r o f o t o m é t r i c a s ,  o b se rv a n d o  e l  

in c re m e n to  de l a  a b s o r b a n c ia  a 650 nm con c u b e t a s  de 0 .1  cm de p a s o  de lu z .  

E s te  método a p r im e ra  v i s t a  r e s u l t a b a  además a t r a c t i v o  p o r  su  f a c i l i d a d  de 

manejo y l a  r a p i d e z  en l a  o b t e n c ió n  de r e s u l t a d o s .  S in  embargo tam poco nos  

fue  ú t i l  ya que d e b id o  a l  medio de c u l t i v o  que empleábamos (v in o )  y a l a  

g ran  d u r a c ió n  de l a s  i n c u b a c io n e s ,  e l  c o l o r  d e l  v in o  s e  a l t e r a b a  p o r

o x id a c ió n  de s u s  com pues to s  c o lo r e a d o s ,  e i n c l u s o  s e  p r o d u c ía n  

p r e c i p i t a c i o n e s .  E s t a s  v a r i a c i o n e s  de c o l o r  d e s v i r t u a b a n  l a s  m edias  

e s p e c t r o f o t o m é t r i c a s ,  a p e s a r  de que s ie m p re  s e  com paraban l a s  l e c t u r a s  con 

v i n o s  s i n  i n o c u l a r  s o m e t id o s  a l a s  mismas c o n d ic i o n e s  que e l  r e s t o  de l o s  

tu b o s  sem brados. Los v in o s  i n o c u l a d o s  s ie m p re  p r e s e n t a b a n  un mayor g rad o  de 

o x id a c ió n  que l o s  c o n t r o l e s  s i n  i n o c u l a r .  Tampoco s e  c o n s id e r ó  que é s t e  

f u e r a  un buen método p a r a  e s t u d i a r  e l  c r e c im i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

en  v in o .

Ante e s t a s  d i f i c u l t a d e s  optam os p o r  r e a l i z a r  un r e c u e n to  de c é l u l a s  

v i a b l e s  en p l a c a s  de a g a r  KRS o MLQ. P a ra  u t i l i z a r  e s t e  s i s t e m a  h a b ía  que 

a sum ir  p re v ia m e n te  dos f u e n t e s  de e r r o r :  un p rob lem a e s  que dado que l a s
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c é l u l a s  s e  a g ru p a n  en  c a d e n a s  o en  p a r e j a s ,  l a  p r e m is a  de que una  c o l o n i a  

v i e n e  fo rm ada  p o r  una  c é l u l a  no s e  cumple e n  t o d o s  l o s  c a s o s ;  o t r o  p rob lem a  

e s  que a lg u n a s  c é l u l a s  r e a lm e n te  v i a b l e s  no l l e g a n  a  m u l t i p l i c a r s e  y fo rm a r  

c o l o n i a s  [ 2 8 2 ] .  A p e s a r  de e s t a s  f u e n t e s  de e r r o r  y de s e r  un método 

t r a b a j o s o  y l e n t o  e n  l a  o b t e n c ió n  de r e s u l t a d o s ,  f u e  e l  que m ejo r  r e s p o n d ió  

a l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  d e l  e n say o  de c r e c i m i e n t o  en  v in o .  De hecho  muchos 

a u t o r e s  l o  han  em pleado p a r a  o b s e r v a r  l a  d in á m ic a  de l a s  p o b l a c i o n e s

l á c t i c a s  en  v in o  £72, 91, 2343 y en  medio s i n t é t i c o  [3353 .

Una v e 2  p u e s  que s e  e v a lu ó  l a  v a l i d e z  de c a d a  uno de e s t o s  m étodos,

e sco g im o s  e l  r e c u e n to  de v i a b l e s  en  p l a c a  p a r a  s e g u i r  l a  e v o lu c i ó n  de l o s

i n ó c u l o s  en  v in o .

3 . 3 . 2 . -  CRECIXIENTO DE LAS DISTINTAS CEPAS EN VINO.

P a ra  r e a l i z a r  e l  e n say o  de c r e c i m i e n t o  e n  v in o ,  de e n t r e  l a s  47 c e p a s  

a i s l a d a s  s e  e l i g i e r o n  a q u e l l a s  r e p r e s e n t a n t e s  de c a d a  una de l a s  e s p e c i e s  

que e r a n  más a c t i v a s  en  l a  d e g r a d a c ió n  d e l  á c id o  m á l ic o .  En e l  c a so  de 

L eu co n o s to c  o e n o s  y d e l  g ru p o  de e s p e c i e s  no i d e n t i f i c a d a s  s e  e n s a y a r o n  

t o d a s  l a s  c e p a s ,  p u e s to  que p o d ía n  p r e s e n t a r  i n t e r é s  a  l a  v i s t a  de l o s  

r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p r e v ia m e n te .

A p e s a r  de que l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e s p o n tá n e a  s e  p ro d u c e  a 

c o n s e c u e n c ia  de l a  p r o l i f e r a c i ó n  de p a r t e  de l a  m i c r o f l o r a  a s o c i a d a  a l a s  

uv as  y a l  e q u ip o  de bodega [3 1 ,  166, 175, 179, 185, 238, 245, 301, 341,

3443, l a s  c o n d ic i o n e s  que r i g e n  e s t a  p r o l i f e r a c i ó n  so n  d i f í c i l e s  de 

c o n t r o l a r .  Es p o r  e l l o  que l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  c o n t i n ú a  s i e n d o  un 

p ro c e s o  b a s t a n t e  a l e a t o r i o .  De aqu í  e l  i n t e r é s  que d e s p i e r t a  e l  p o d e r  

c o n t r o l a r  l a s  c o n d ic i o n e s  a d e c u a d a s  p a r a  p r o v o c a r ,  o en  su  c a s o  e v i t a r ,  e l  

d e s e n c a d e n a m ie n to  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .
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La p o t e n c i a c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a lo 'l 'á c t ic a  e s p o n tá n e a  y l a  s ie m b ra  

de v i n o s  con o t r o s  que ya l a  Lan r e a l i z a d o ,  so n  p r á c t i c a s  que c o n l l e v a n  e l  

r i e s g o  de que s e a  p ro v o c a d a  p o r  m ic ro o rg a n ism o s  poco a c o n s e j a b l e s .  O tro  

método de i n d u c i r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  menos a z a r o s o  e s  l a

i n o c u l a c i ó n  de c e p a s  p u r a s .  La v e n t a j a  que o f r e c e  e s t e  s i s t e m a  e s  que l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e s  c o n d u c id a  p o r  una cepa  de c a r a c t e r í s t i c a s

m e t a b ó l i c a s  y f i s i o l ó g i c a s  c o n o c id a s ,  r e d u c i é n d o s e  e l  r i e s g o  de que se

p ro d u zc a n  a l t e r a c i o n e s  i n d e s e a b l e s  C29, 89, 2763. Las p r i n c i p a l e s

d e s v e n t a j a s  de e s t e  método son  l a  d i f i c u l t a d  de l a  o b t e n c ió n  de b iom asa 

s u f i c i e n t e  p a ra  i n o c u l a r  g r a n d e s  volúm enes de v in o  [6 2 3 , y l a  p é r d i d a  de 

a c t i v i d a d  en e l  v in o  de l a s  c e p a s  m a n te n id a s  en  medio s i n t é t i c o  [1 5 5 ,  1853.

E s t a b l e c i d a s  ya l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  f i s i o l ó g i c a s  y m e t a b ó l i c a s  de 

n u e s t r a s  c e p a s ,  t a n t o  en medio s i n t é t i c o  como en v in o ,  e l  s i g u i e n t e  paso  a 

s e g u i r  c o n s i s t i ó  en e s t a b l e c e r  l a  c a p a c id a d  de c r e c i m i e n t o  que é s t a s

m o strab a n  a l  s e r  i n o c u l a d a s  desde  un medio s i n t é t i c o  a un v in o  .con pH 

i n f e r i o r  a 3 .5 .  Se e l i g i e r o n  e s t o s  v a l o r e s  de pH po rque  i n t e r e s a b a

s e l e c c i o n a r  c e p a s  que f u e r a n  c a p a c e s  de m u l t i p l i c a r s e  a  pHs b a j o s ,  ya que

l o s  %*inos que r e q u i e r e n  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  s u e l e n  t e n e r  v a l o r e s  de 

pH i n f e r i o r e s  a 3 .5 .  La c a p a c id a d  de c r e c i m i e n t o  de l a s  28 c e p a s  e n s a y a d a s  

se  m u es tra  en l a  T ab la  42. Como podemos o b s e r v a r  s ó lo  5 de l a s  28

c o n s ig u i e r o n  c r e c e r  en v in o :  de é s t a s  3 p e r t e n e c í a n  a L e u c o n o s to c  oenos

(G6 , H41, M42> y l a s  o t r a s  dos  CC43 y C45> a l  g rupo  de c e p a s  no

i d e n t i f i c a d a s .  E s ta  mayor c a p a c id a d  de c r e c i m i e n t o  de L e u c o n o s to c  oenos  en  

v in o  e s t á  am pliam en te  docum entada en  l a  b i b l i o g r a f í a  [2 6 ,  31, 62, 72, 90,

91, 99, 100, 115, 155, 170, 3443. En e s t e  s e n t i d o  DAVIS e t  a l .  [903

e n c o n t r a r o n  que en un v in o  a j u s t a d o  a pH=3.2 s ó l o  p r o l i f e r ó  L. oen os , 

m ie n t r a s  que en e l  mismo t i p o  de v in o  p e r o  a pH=3.7 s e  d e s a r r o l a b a n  

F e d io c o cc u s  p a r v u lu s  y L. c e l l o b i o s u s .  E s ta  o b s e r v a c ió n  c o n t r a s t a  con l o s  

r e s u l t a d o s  de ROSSI y CLEMEFTI [2903 , q u i e n e s  e n c o n t r a r o n  que una  cepa  de
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L eu con os toc  o e n o s  r e s u l t a b a  más s e n s i b l e  a f a c t o r e s  a d v e r s o s  (pH, S02 , 

t e m p e r a tu r a )  que una  c e p a  de P e d io c o c c u s  c e r e v i s i a e  o L a c t o b a c i l l u s  c a s e i t 

t a n t o  en  medio s i n t é t i c o  como en  mosto y v in o .

La cepa  M41 c r e c i ó  s o la m e n te  a pH 3 .5 ,  l a  cepa  G6  c r e c i ó  a pH 3 .5  y

3 .4 ,  y l a  c e p a  M42 l o  h i z o  h a s t a  un pH de 3 .3  (T a b la  4 2 ) .  La c e p a  M42 no 

c r e c i ó  a pH 3 .4  p e ro  s í  a  '3.3 y 3 .5 ;  e s t o  nos  hace  p e n s a r  e n  un e r r o r  

m e to d o ló g ic o  a l a  h o r a  de m an e ja r  l a s  m u e s t r a s .  Cuando s e  r e p i t i ó  e s t a  

e x p e r i e n c i a ,  s e  in o c u ló  con  una c a n t i d a d  dem asiado  e le v a d a  de c é l u l a s ,  con 

lo  que s e  lo g ró  l a  d e g r a d a c ió n  t o t a l  d e l  á c id o  m á l ic o  d e l  v in o  s i n  que s e  

o b s e rv a s e  c r e c i m i e n t o .  También e s  p o s i b l e  que en e s t e  c a s o  e l  e s t a d o  

f i s i o l ó g i c o  de l a s  c é l u l a s  d e l  i n ó c u lo  no f u e r a  e l  óp t im o , de modo que l a  

p o b la c ió n  no p u d i e r a  s u p e r a r  l a  m uerte  i n i c i a l  y no q u e d a ra n  

s u p e r v i v i e n t e s ,  aunque s í  un " e x t r a c t o  e n z im á t i c o  c ru d o ” que p e r m i t i e r a  e l  

d e se n c a d e n a m ie n to  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  [1743 . La d in á m ic a  d e l  

c r e c im i e n t o  de l a s  c e p a s  G6 , M41 y K42 se  p r e s e n t a  en l a s  F i g u r a s  46 a 48.

Las c e p a s  C43 y C45 c r e c i e r o n  a pH 3 .4  p e ro  no a 3 .5 .  A pH 3 .5  no se  

a p r e c ió  d e g ra d a c ió n  . d e l  á c id o  m á l ic o ,  p o r  l o  que l a  e x p l i c a c i ó n  más 

v e r o s í m i l  e s  que e l  i n ó c u l o  em pleado f u e r a  i n f e r i o r  d e b id o  a un e r r o r .  

E s t a s  c e p a s  c r e c i e r o n  d e s p u é s  de h a b e r  d e g rad ad o  e l  á c id o  m á l ic o  como 

c o n s e c u e n c ia  d e l  f u e r t e  i n ó c u lo  u t i l i z a d o  ( v e r  T ab la  4 2 ) .  E s t e  d e s a r r o l l o  

pudo d e b e rs e  a que l a  d e g r a d a c ió n  i n i c i a l  d e l  m á l ic o  d e s a c i d i f i c a r a  lo  

s u f i c i e n t e  e l  medio p a ra  p e r m i t i r  su  m u l t i p l i c a c i ó n .  El c r e c i m i e n t o  de l a s  

ce p a s  C43 y C45 se  m u e s t ra  en  l a s  F i g u r a s  49 y 50.

En to d o s  l o s  c a s o s  e n s a y a d o s  s e  p ro d u jo  un g ra n  d e s c e n s o  de l a  

v i a b i l i d a d  t r a s  l a  i n o c u l a c i ó n  en v in o  de l a s  c e p a s  c r e c i d a s  en  medio 

s i n t é t i c o  ( F ig u r a s  46 a 5 0 ) .  E s ta  m uerte  i n i c i a l  p r o d u c ía  d e s c e n s o s  de la  

p o b la c ió n  v i a b l e  de h a s t a  8  ó r d e n e s  de m agn itud  (F ig u ra  4 7 ) .  E s te  d e s c e n s o  

de l a  v i a b i l i d a d  ha s i d o  o b se rv a d o  p o r  o t r o s  a u t o r e s  [2 8 ,  42, 71, 89, 113,

155, 180, 2003, p e ro  en n in g ú n  c a s o  e s t e  d e s c e n s o  fu e  t a n  e le v a d o  como lo s



Cep a  I n ó c u l o  gH_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
3 _ ? 3 * 2 . . . . . . . . . . ¡ * 3 . . . . . . . . . . 5 7 1 . . . . . . . . . . . . 7 1

172 1.9x10® - - - - -

68 . 8.6x10® - - - 4 4
ML-34 1.8x10® - - - - -
T46 2.3x107 - - - - -

641 9.9x107 - - - - -

171 7.5x107 - - - - -

M42 4.3x10® - - + - 4
M41 6.6x10® - - - - 4
MI 2 2.8x10® - - - - -

632 2.9x10® - - - - -

B11 2.9x10® - - - - -

162 1.7x10® - - - - -

C45 9.2x10® - - - 4 -

043 7.3xÍ0® - - 4 -

612 2.9x10® - - - - -

31 4.2x10® - - - - -

tu 3.3x10® - - - - -

T12 5.0x10® - - - - -

B49 6.8x10® - - - - -

613 2.4x10® - - - - -

22 3.6x10® - - - - -

644 4.2x10® - - - - -

624 1.6x10® - - - - -

33 S.OxIO® - - - -* -

32 2.0x10® - - - - -

M43 1.9x10® - - - - -

631 6 . 8 x 1 0 ® - - - - -

Mil 2.3x10® - - - - -

TABLA 4 2 . -  C r e c i m i e n t o  e n  v i n o  a d i s t i n t o s  pHs d e  l a s  c e p a s  i n o c u l a d a s  a 
p a r t i r  de  m e d i o  s i n t é t i c o .  "♦ * c r e c i m i e n t o  p o s i t i v o .  c r e c i m i e n t o  
n e g a t i v o  t r a s  100 d í a s  de  e n s a y o .



Lo
g 

(*
+

1)
 

u
fc

/m
l

9

8

7

6

5

4

3

2

0

1 0 00 80 120 14020 40 60

T i e m p o  ( d í a s )
□ pH 3.4 *f pH 3.5

Figura 46.- Crecimiento de la cepa G6 en vino a pH - 3'4 y a pH = 3'5. El inóculo procedía de un precultivo 
en medio MLO.
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Figura 47.- Crecimiento de la cepa M41 en vino a pH - 3’5. El inóculo procede de un precultivo en medio MLO.
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Figura 48.- Crecimiento de la cepa M42 en vino a pH = 3’3 y a pH = 3'5. El inóculo procede de un precultivo 
en medio MLO.
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Figura 49.- Crecimiento de la cepa C43 en vino a pH = 3'4. El inóculo procede de un precultivo en medio MRS.
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Figura 50.- Crecimiento de la cepa C45 en vino a pH = 3*4. El inóculo procede de un precultivo en medio MRS.
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e n c o n t r a d o s  p o r  n o s o t r o s .  E s to  p o s ib le m e n te  e s  d e b id o  a l o s  d i f e r e n t e s  

m edios  de p r e c u l t i v o  em pleados  en o t r a s  e x p e r i e n c i a s  C27, 148, 1743, aunque

no son  d e s c a r t a b l e s  o t r o s  f a c t o r e s  como l a  c o m p o s ic ió n  d e l  v in o  o l a s

c o n d i c i o n e s  en  l a s  que s e  r e a l i z a  e l  c u l t i v o .  HAYMAE y HOJTK C1483 o b t e n í a n  

m e jo re s  c r e c i m i e n t o s  en  v in o  con p r e i n ó c u l o s  c u l t i v a d o s  en  ju g o  de uva 

a d ic i o n a d o  d e l  40 a l  80% de v in o ,  aunque l a  a c t i v i d a d  m a l o l á c t i c a  

d i s m in u y e r a  cuando  se  aum entaba  e l  p o r c e n t a j e  de v in o  en  e l  medio de 

p r e c u l t i v o .  Los m edios  u t i l i z a d o s  p o r  n o s o t r o s ,  MES y MLO, so n  m edios 

ó p t im o s  p a r a  e l  c r e c i m i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s ,  y e l  cam bio  t a n  

b r u s c o  de un medio r i c o  a o t r o  t a n  s e l e c t i v o  como e l  v in o  puede s e r  l a

c a u s a  de l a  g ra n  m uerte  i n i c i a l  p r e v i a  a  l a  a d a p ta c ió n  d e l  c u l t i v o  a l a s

n u e v a s  c o n d ic i o n e s .

T ra s  l a  f a s e  de m uerte  i n i c i a l  s e  p r o d u c ía  un p e r i o d o  de l a t e n c i a  que 

c o n d u c ía  a un c r e c i m i e n t o  e x p o n e n c ia l .  La d u r a c ió n  de l a  f a s e  de l a t e n c i a  

no s e  puede a p r e c i a r  c la r a m e n te  en l a s  F i g u r a s  d e b id o  a que no s e  tom aron  

s u f i c i e n t e s  m u e s t r a s  e n t r e  e l  p e r io d o  de m u er te  y l a  f a s e  de c r e c im i e n t o  

e x p o n e n c ia l ;  de t o d a s  fo rm as  podemos a p r e c i a r  que en  l a s  c e p a s  C43, G6 , M41 

y K42 é s t a  debe  de s e r  más c o r t a  que en  l a  C45. Las c u a t r o  p r im e r a s  t a r d a n  

e n t r e  18 y 25 d í a s  en com enzar l a  f a s e  e x p o n e n c ia l  ( F ig u r a s  46 a 49 ) ,  

m i e n t r a s  que C45 demoró 90 d í a s  (F ig u r a  5 0 ) .  Las c a u s a s  de e s t a s  

d i f e r e n c i a s  hay  que b u s c a r l a s  en  l a  d i s t i n t a  c a p a c id a d  de a d a p t a c i ó n  que 

p r e s e n t a n  l a s  c e p a s  cuando s e  l a s  i n o c u l a  de medio s i n t é t i c o  en  v in o .

En t o d o s  l o s  c a s o s  s e  a lc a n z a b a n  p o b l a c i o n e s  máximas de ÍO^-IO® u fc /m l  

( F ig u r a s  A6 a 5 0 ) .  E s te  n i v e l  p o b l a c i o n a l  p a r e c e  s e r  e l  um bral  máximo 

c a r a c t e r í s t i c o  d e l  c r e c im i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  en  v in o ,  p u e s  ha s id o  

d e s c r i t o  p o r  num erosos a u t o r e s  que o b s e rv a r o n  e l  d e s a r r o l l o  de e s t o s  

m ic ro o rg a n is m o s  en  e s t e  medio [2 8 ,  29, 71, 72, 83, 90, 91, 115, 175, 179,

199, 2173. Las c e p a s  C43, C45 y H41 m u r ie ra n  r á p id a m e n te  t r a s  a l c a n z a r  su

p o b la c ió n  máxima ( F ig u r a s  47, 49 y 5 0 ) ,  m ie n t r a s  que G6  y M42 se
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m a n tu v ie ro n  en  f a s e  e s t a c i o n a r i a  d u r a n t e  un p ro lo n g a d o  p e r i o d o  de t ie m p o  

( F ig u r a s  46 y 4 8 ) ,  p ro d u c ié n d o s e  a l  cabo  de 80 d í a s  una  a c e n tu a d a  f a s e  de 

m uer te  en  l a  cepa  G6 . Los r á p i d o s  d e c l i v e s  p o b l a c i o n a l e s  t r a s  l a  f a s e  

e x p o n e n c ia l  pueden  d e b e r s e  a  l a  t e m p e r a t u r a  a  l a  que s e  m a n te n ía n  l o s  v i n o s  

in o c u l a d o s .  LAFON-LAFOÜRCADE e t  a l .  [ 1793 e n c o n t r a r o n  que a una t e m p e r a t u r a  

de i n c u b a c ió n  de 26°C, t r a s  l a  f i n a l i z a c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  

s e  p r o d u c í a  una r á p i d a  d i s m in u c ió n  de l a  p o b l a c i ó n  que no s e  daba  a  

t e m p e r a t u r a s  más b a j a s .

lío s e  a p r e c i a r o n  d i f e r e n c i a s -  s i g n i f i c a t i v a s  en l a s  p o b l a c i o n e s  máximas 

a l c a n z a d a s  a d i s t i n t o s  pHs, p e ro  en  l a  c e p a  G6  l a  t a s a  de c r e c i m i e n t o  f u e  

mayor a un pH de 3 .5  que a pH 3 .4 ,  lo  que c o i n c i d e  con  lo  o b s e rv a d o  p o r  

o t r o s  a u t o r e s  [90 , 2003. S in  embargo, en  e l  c a so  de M42 se  o b se rv ó  un

c r e c i m i e n t o  s e m e ja n te  a pH 3 .3  que a 3 .5 .

3 . 3 . 3 . -  EFECTOS DE LA ADAPTACION PROGRESIVA AL VINO.

La e s t i m u l a c i ó n  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  con  c e p a s  p u r a s  

r e q u i e r e  g r a n d e s  i n ó c u l o s  c e l u l a r e s  t a n t o  s i  s e  u t i l i z a n  c é l u l a s  no 

p r o l i f e r a n t e s  £102, 172, 1743 como s i  s e  p r e t e n d e  h a c e r l a s  c r e c e r  en  v in o ,  

dada l a  p é r d i d a  de v i a b i l i d a d  que s e  p ro d u ce  a l  t r a n s f e r i r  l a s  c é l u l a s  

d e s d e  un medio s i n t é t i c o .  En e s t e  t r a b a j o  hemos i n t e n t a d o  e s t a b l e c e r  una 

m e to d o lo g ía  que p e r m i ta  l a  i n o c u l a c i ó n  de una  c e p a  s e l e c c i o n a d a  e v i t a n d o  e l  

u so  de g r a n d e s  i n ó c u l o s ,  y m in im izando  en lo  p o s i b l e  l a  p é r d i d a  de 

v i a b i l i d a d  que se  p ro d u ce  en  e l  v in o .  Se pensó que l a  a d a p t a c i ó n  de l a s  

c e p a s  m ed ia n te  s u c e s i v a s  r e s i e m b r a s  en  e l  v in o  p o d r í a  s e r  un método p a r a  

c o n s e g u i r  e s t o s  o b j e t i v o s .  Se e s t u d i ó  e l  e f e c t o  que e s t a  a d a p t a c i ó n  t e n í a  

t a n t o  s o b re  e l  c r e c im i e n t o  como s o b r e  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  P a ra  

e l l o ,  de e n t r e  l a s  5 c e p a s  c r e c i d a s  en v in o  a p a r t i r  d e l  p r e i n ó c u lo
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c u l t i v a d o  en medio s i n t é t i c o ,  s e  e l i g i e r o n  2 (G6  y M42) p a ra  r e a l i z a r  l o s  

e n s a y o s  de a d a p ta c ió n .  A p a r t i r  de e s t o s  p r im e ro s  c r e c i m i e n t o s  en  v in o ,  s e  

re s e m b ra ro n  dos  i n ó c u l o s  de c a d a  c e p a  con d i s t i n t a  número de c é l u l a s ,  a  f i n  

de e s t a b l e c e r  de que manera i n f l u í a  l a  c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r  en e l  

c r e c im e n to  y en l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a l o  l a r g o  de l a s  s u c e s i v a s  

r e s i e m b r a s  en v in o .  En t o d o s  l o s  c a s o s  s e  c o n s ig u ió  c r e c i m i e n t o  t a n t o  en  l a  

i n o c u l a c i ó n  a l  1 0 % como a l  1 %: l o s  r e s u l t a d o s  d e l  e f e c t o  de l a  a d a p ta c ió n  

s o b r e  e l  c r e c im i e n t o  s e  m u e s t ra n  en  l a s  F i g u r a s  51 a 54. E s to  s i g n i f i c a  que 

una s o l a  s ie m b ra  en v in o  p e r m i te  que un in ó c u lo  i n f e r i o r  a l  menos en  3 

ó r d e n e s  de m agnitud  s e a  s u f i c i e n t e  p a r a  d e s e n c a d e n a r  e l  c r e c im i e n t o  

( F ig u r a s  46, 48 y 51 a 5 4 ) .  En l a s  F i g u r a s  51 a 54 se  puede o b s e r v a r  que se  

p r o d u jo  un c o n s i d e r a b l e  d e s c e n s o  de l a  f a s e  de m uerte  i n i c i a l ,  a s í  como una 

a c e l e r a c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c l i c a ,  a  medida que aum entaba  e l  

número de r e s i e m b r a s  de v in o  a v in o :  e s t o  nos p e r m i te  a f i r m a r  que e x i s t e  

una a d a p ta c ió n  p r o g r e s i v a  de l a s  c e p a s .

Asimismo s e  c o n s t a t ó  un d i f e r e n t e  c o m p o r tam ien to  de e s t a s  c e p a s  en  l a s  

l a s e s  e s t a c i o n a r i a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a v in o s  i n o c u la d o s  con  c é l u l a s  

p r e c u l t i v a d a s  en medio s i n t é t i c o  o p r e c u l t i v a d a s  en  v in o .  En e s t e  ú l t im o  

c a s o  o no e x i s t i ó  f a s e  e s t a c i o n a r i a  o é s t a  fu e  s e n s i b l e m e n te  i n f e r i o r  

( F ig u r a s  46, 48, y 51 a 5 4 ) .  No s e  p o se e  e v i d e n c i a  a lg u n a  que a d e l a n t e  una 

e x p l i c a c i ó n  p a ra  e s t e  hecho. Una p o s i b l e  h i p ó t e s i s  c o n s i s t i r í a  en  que l a s  

c é l u l a s  c r e c i d a s  en  medio r i c o  a p o r t a r í a n  una s e r i e  de n u t r i e n t e s  a l  v in o ,  

l o s  c u a l e s  p e r m i t i r í a n  e l  m a n te n im ie n to  de l a  p o b l a c i ó n  máxima d u r a n te  un 

p e r io d o  de t iem po  más p ro lo n g a d o .

A p a r t i r  d e l  c u l t i v o  de G6  o b t e n id o  de l a  segunda  r e s i e m b r a  en  v in o ,  

se  sembró de nuevo en l a s  mismas c o n d ic i o n e s  de pH ( 3 .4 )  y a un v a l o r  de pH 

l ig e r a m e n te  i n f e r i o r  (3 .3 )  ( F ig u r a  5 2 ) ,  a f i n  de o b s e r v a r  qué e f e c t o  t e n í a  

una d i sm in u c ió n  d e l  pH en l o s  c u l t i v o s  a d a p ta d o s .  P a ra  ambos pHs l a  

i n o c u l a c i ó n  a l  1 0 % no d io  l u g a r  a una f a s e  de m uerte  i n i c i a l ,  n i  tampoco de
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c r e c i m i e n t o ,  s i n o  que s e  p ro d u jo  un l e n t o  d e c l i v e  de 1 $ p o b l a c i ó n  h a t a  un 

momento en e l  que e l  número de v i a b l e s  s e  r e d u j o  b ru sc a m e n te .  P o s ib le m e n te  

e l  i n ó c u lo  se  h a l l a b a  t a n  c e rc a n o  a l a  c a rg a  máxima d e l  s i s t e m a  que no 

h a b í a  c o n d ic io n e s  que p e r m i t i e r a n  l a  m u l t i p l i c a c i ó n  de l a s  c é l u l a s .

La d i s m in u c ió n  d e l  pH e n  una décim a a f e c t ó  t a n t o  a l a  m ag n i tu d  de l a  

m uer te  i n c i a l  como a l  t iem p o  de l a t e n c i a ;  e s t e  co m p o r tam ie n to  ya fu e  

o b se rv a d o  p o r  LIU y GALLARDEE [2 0 0 ] .  Eo s e  o b se rv ó  q u e . e l  pH a f e c t a r a  a l  

n i v e l  máximo a lc a n z a d o  p o r  l a  p o b l a c i ó n .  LIU y GALLAEDER C 2003 t a m b ié n  

e n c u e n t r a n  que a l o s  pHs p o r  e l l o s  e n s a y a d o s ,  e l  n i v e l  de p o b l a c i ó n  

a lc a n z a d o  e s  s i m i l a r .  S in  embargo, BEELMAE e t  a l .  [27 ]  h a l l a r o n  que a pHs 

m enores  se  o b t e n í a n  p o b l a c i o n e s  máximas i n f e r i o r e s .  Las d i s c r e p a n c i a s  con  

e s t o s  ú l t im o s  a u t o r e s  pueden  e x p l i c a r s e  po rque  e l l o s  r e a l i z a r o n  s u s  

e x p e r i e n c i a s  en  medio s i n t é t i c o ,  p o r  lo  que no so n  r e s u l t a d o s  d i r e c t a m e n t e  

c o m p a ra b le s  con l o s  o b t e n i d o s  en  v in o .  F in a lm e n te  observam os que c u a n to  más 

b a jo  fu e  e l  pH d e l  v in o ,  más a c e n tu a d o  f u e  e l  d e c l i v e  de l a  p o b la c ió n  t r a s  

h a b e r  c r e c id o .  LAFON-LAFOURCADE e t  a l .  [1793 s e ñ a l a n  que e l  pH e s  uno de 

l o s  f a c t o r e s  r e s p o n s a b l e s  de l a  m uerte  c e l u l a r  t r a s  l a  r e a l i z a c i ó n  de l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .

Jinchos a u t o r e s  han in fo rm ado  que l o s  e f e c t o s  n e g a t i v o s  de c i e r t o s  

com ponentes  d e l  v in o  s o b re  l a s  c é l u l a s ,  son  menos a c u s a d o s  con 

c o n c e n t r a c i o n e s  c e l u l a r e s  e l e v a d a s .  E o s o t r o s  hemos comprobado 

e x p e r im e n ta lm e n te  e s t e  hecho r e a l i z a n d o  una s e r i e  de c u r v a s  de c r e c im e n to  

con d i s t i n t o s  n i v e l e s  de in ó c u lo  ( F ig u r a s  51 a 5 4 ) .  En t o d o s  l o s  c a s o s  

e n s a y a d o s ,  s e  ha o b se rv a d o  que l a  m u er te  i n i c i a l  t r a s  l a  i n o c u l a c i ó n  en 

v in o  e s  mayor c u a n to  menor e s  e l  i n ó c u lo  u t i l i z a d o .  T an to  e s  a s í  que en 

a lg u n a  o c a s ió n  no ha l l e g a d o  a p r o d u c i r s e  e l  e f e c t o  de m uerte  cuando s e  

em pleaban  in ó c u lo s  e le v a d o s  ( F ig u r a  5 2 ) .  Una p o s i b l e  e x p l i c a c i ó n  s e  b a s a r í a  

en l a  e x i s t e n c i a  de un c i e r t o  e f e c t o  de " p r o t e c c i ó n  mutua" e n t r e  l a s  

c é l u l a s  a l  au m en tar  e l  número g l o b a l  de l a s  mismas. También e s  p o s i b l e  que
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l a  a c c i ó n  de l o s  i n h i b i d o r e s  s e  d i s p e r s e  más e n t r e  un mayor número de 

o rg a n is m o s .

Además de e n s a y a r  e l  e f e c t o  que l a  p r e a d a p ta c i ó n  t e n i a  s o b r e  e l  

c r e c i m i e n t o  en  v in o  de l a s  c e p a s  G6  y M42, tam b ié n  r e a l i z a m o s  con  e l l a s  

u n a s  p r u e b a s  p a r a  d e t e r m i n a r  de qué manera a f e c t a b a  e s t a  p r e a d a p t a c i ó n  a l a  

r a p i d e z  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a ,  y  a l a  p o s i b i l i d a d  de r e a l i z a r l a  a  

pHs p r o g r e s iv a m e n te  i n f e r i o r e s .  Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d a s  en e s t o s  e n s a y o s  

s e  m u e s t ra n  en  l a s  T a b l a s  43 y 44. A p a r t i r  de l a s  mismas obse rvam os  qye 

hay  una a c e l e r a c i ó n  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a ,  p a r a  un mismo v a l o r  de

pH, a lo  l a r g o  de l o s  s u c e s i v o s  p a s e s  p o r  v in o .  Por o t r a  p a r t e ,  l a

a d a p t a c i ó n  p r e v i a  p e r m i t i ó  r e b a j a r  e l  um bral mínimo de pH a l  c u a l  l a s  

c é l u l a s  f u e r o n  c a p a c e s  de r e a l i z a r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .  En e s t a s  

e x p e r i e n c i a s  t a m b ié n  s e  ha c o r r o b o r a d o  l a  i n f l u e n c i a  d e l  n i v e l  de i n ó c u lo  

u t i l i z a d o :  a mayor c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r ,  mayor r a p i d e z  en  l a  c o n s e c u c ió n  

de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a .  Asimismo s e  ha c o n s t a t a d o  que e l  pH a l  que 

s e  han c u l t i v a d o  p r e v ia m e n te  l a s  b a c t e r i a s  i n f l u y e  en e l  c o m p o r tam ie n to  

p o s t e r i o r  de l a s  misma: l o s  i n ó c u l o s  o b t e n i d o s  de v in o  a pH 3 .5  t a r d a r o n

más que a q u é l l o s  p r o c e d e n t e s  de v in o  a pH 3 .3 ,  en  l l e v a r  a cabo  l a

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a pH 3 .3 .

Hay un hecho  que r e l a c i o n a  l a  c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r  d e l  i n ó c u lo  con  l a  

c a p a c id a d  de a d a p t a c i ó n  de l a s  c e p a s  a l  v in o .  E s t a  r e l a c i ó n  c o n s i s t e  en  que 

con un i n ó c u l o  más e le v a d o  e x i s t e  una mayor p r o b a b i l i d a d  de que en  l a  

p o b la c ió n  haya  c é l u l a s  c a p a c e s  de a d a p t a r s e  a l - n u e v o  medio a n t e s  de que l e s  

s o b re v e n g a  l a  m u e r te .  E s t a s  c é l u l a s  s e r á n  l a s  que com iencen  a c r e c e r  en  l a  

p o b la c ió n .  S in  embargo, l a  a d a p ta c ió n  a l  v in o  no e s  una r e s p u e s t a  d e l  to d o  

o n ada , s i n o  que p a r e c e  e x i s t i r  una g r a d a c ió n  en l a  misma. Por e l l o ,  s e  

o b s e rv a  que cuando  s e  t r a n s f i e r e  un in ó c u lo  c r e c i d o  en v in o  a o t r o  v in o  

s e m e ja n te ,  t o d a v í a  s e  o b s e r v a  una  f a s e  de m u er te ,  aunque e s t a  vez  más 

r e d u c id a .  E s to  s e  debe a que l a  p o b la c ió n  r e i n o c u l a d a  en v in o  no s e  h a l l a



Origen inóculo Inoculación Tieapo (días)
Hedió Concentración Hedió " “ pH Concentración 10 "20 "15''¡ó'■'¡0"So” 7¡¡“15"15""Toó
«LO 4.1 Vino 1 3.S 8.60x10® . . . 4 4 4 4 4 4 4

Vino 1 3.4 8.60x10® - - - 4 4 4 4 4 4 4

Vino 1 3.4 1.05x107 Vino 2 3.4 101 - - 4 4 4 4 4 4 4 4
11 - - - 4 4 4 4 4 4 4

Vino 2 3.4 5.00x106 Vino 3 3.4 101 - - ♦ 4 4 4 4 4' 4 4
11 - - - 4 4 4 4 4 4 4

3.3 101 
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X
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4 4
X
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X

4
X

3.2
I l  

101 
1 t

T T

i

T

nc
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nc
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nc
T

nc

3.1
1 I 

101
11

Vino 3 3.3 2.50x107 Vino 4 3.3 101 + + + 4 4 4 4 4 4 4
11 - + ♦ 4 4 4 4 4 4 4

3.2 101 t + 4 4 4 4 4 4 4 4
11 nc

3.1 101 nc t t t t t t t t t
11

T t b l a  4 3 . -  A d a p t a c i ó n  p r o g r e s i v a  a l  v i n o  d e  l a  c e p a  66  y s u  i n f l u e n c i a  s o b r e  l a  v e l o c i d a d  de  
r e a l i z a c i ó n  de  l a  f e r a e n t a c i ó n  a a l o l á c t i c a  a d i s t i n t o s  p Hs .  " V i n o  1"  v i n o  d i r e c t a m e n t e  i n o c u l a d o  a 
p a r t i r  de  c u l t i v o  c r e c i d o  e n  a e d i o  s i n t é t i c o .  * Vi n o  2* v i n o  i n o c u l a d o  a p a r t i r  d e l  V i n o  1 .  " V i n o  3* 
i d e a  a p a r t i r  d e l  V i n o  2 .  " V i n o  4"  i d e a  a p a r t i r  d e l  V i n o  3 .  f e r a e n t a c i ó n  a a l o l á c t i c a  c o m p l e t a d a .

feraentación aaloláct ica no realizada,  ' i*  feraentación iniciada.  "nc* feraentación aaloláct ica 
avanzada. ' t N trazas de ácido Bélico en el vino.



d r i c e n  i n ó c u l o I n o c u l a c i ó n T i e a p o  ( d í a s )
Med i o ” 5 ” C o n c e n t r a c i ó n  Medi o ~ C o n c e n t r a c i ó n  10 ~ 2 0 ‘ ~30 " ¡ r i o ¿ 0  70~ ir» 100

«LO 4 . 8 i Vi n o  1 3 . 5 4 . 3 5 x 1 0 8 nc nc t 4 4 4 4 4 4 4
Vi n o  1 3 . 3 4 . 3 5 x 1 0 ® t t t 4 4 4 4 4 4 4

V i n o  1 3 . 5 2 . 6 0 x 1 0 7 Vi n o  2 3 . 3 IOS - - t 4 4 4 4 4 4 4

3 . 2
I k

IOS _ _ _ j 4 4 4 4 4
1S

3 . 1 IOS
1S

Vi n o  1 3 . 3 3 . 5 0 x 1 07 Vino 2 3 . 3 IOS . - 4 4 4 4 4 4 4 4
1S - - - 4 4 4 4 4 4 4

3 . 2 IOS - - - t  4 4 4 4 4 4
1S 4 4 4

3 . 1 IOS - - - -  - i  i i i i
1S

V i n o  2 3 . 3 7 . 5 0 x 1 0 6 Vi no  3 3 . 3 IOS - + 4 4 4 4 4 4 4 4

1S - - + 4 4 4 4 4 4 4

3 . 2 IOS
1 f

- - - t 4 4 4 4 4 4

3 . 1
I X

IOS - - - j i  nc nc  ♦ 4
1S

Tabla 44.- Adaptación progresiva al vino de la cepa M42 y su influencia sobre la velocidad de 
realización de la feraentación aaloláct ica a d is t in tos  pHs. 'Vino 1* vino directaaente inoculado a 
par t i r  de cultivo crecido en aedio s inté t i co .  'Vino 2* vino inoculado a par t i r  del Vino 1. 'Vino 3* 
idea a par t i r  del Vino 2. 'Vino 4* idea a par t i r  del Vino 3. *+* feraentación aaloláct ica coapletada. 
' - '  feraentación aaloláct ica no realizada,  ' i '  feraentación iniciada,  'nc* feraentación aaloláct ica 
avanzada, ' t "  trazas de ácido aálico en el vino.
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t o t a l m e n t e  a d a p ta d a  a l  mismo: l a  a d a p ta c ió n  e s  p r o g r e s i v a ,  y debe  a f e c t a r  

t a n t o  a m ecanism os de r e s i s t e n c i a  a f a c t o r e s  i n h i b i d o r e s  d e l  v in o ,  como a 

l a s  c o n d i c i o n e s  de a c t u a c i ó n  de l o s  e n z im as  im p l ic a d o s  e n  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a .  P o r  e s o  l o s  p r e i n ó c u l o s  c r e c i d o s  a pHs d i s t i n t o s  d e l  que 

p r e s e n t a  e l  v in o  donde s e  r e a l i z a  e l  i n ó c u lo ,  n e c e s i t a n  más t ie m p o  p a ra  

a d a p t a r s e  que l o s  p r e i n ó c u l o s  c r e c i d o s  a l  mismo pH, y como c o n s e c u e n c ia  

t a r d a n  más en  r e a l i z a r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a .
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Vamos a  h a c e r  s e g u id a m e n te  un pequeño resum en  co n  l a s  p r i n c i p a l e s  

c o n c l u s i o n e s  a  l a s  que hemos p o d id o  l l e g a r  a  p a r t i r  de l o s  d a t o s  

p r e s e n t a d o s  en  e s t e  t r a b a j o .

R e s p e c to  a l  p r im e r  o b j e t i v o  que n o s  p la n te a m o s ,  que e r a  e l  

c o n o c im ie n to  de l a  f l o r a  a s o c i a d a  a  l o s  m osto s  de l a  D .0. U t i e l - R e q u e n a ,  

d i re m o s  que en  e l l o s  e n c o n tra m o s  t r e s  t i p o s  de m ic ro o rg a n ism o s :  b a c t e r i a s  

l á c t i c a s ,  l e v a d u r a s  y mohos. A p e s a r  de que in te n ta m o s  e l  r e c u e n t o  de

b a c t e r i a s  a c é t i c a s ,  no c onsegu im os  a i s l a r l a s  en  n in g u n a  de l a s  m u e s t r a s  

p r o c e s a d a s .

L as b a c t e r i a s  l á c t i c a s  s e  h a l l a b a n  e n  m osto s  s i n  s u l f i t a r ,  y en

c o n c e n t r a c i o n e s  que v a r i a b a n  e n t r e  ÍOS'-IO* c é l u l a s  p o r  m i l i l i t r o .  Las

e s p e c i e s  p r e s e n t e s  en  e s t a  F a se  e r a n  L. b re v is, L. c e llo b ío su s , L. 

h ilg a r d .l l, L. p lantarum, L. param esen tero!des y l a s  c e p a s  31 y JÍ12, l a s  

c u a l e s  no pudim os i d e n t i f i c a r .  Las d i f e r e n c i a s  en  e l  t i p o  de e s p e c i e s  

h a l l a d a s  en  l o s  d i s t i n t o s  m ostos  s e  deben  a  l a  m e to d o lo g ía  de a i s l a m i e n t o  

em pleada . Las l e v a d u r a s  s e  h a l l a b a n  p r e s e n t e s  en  m osto s i n  s u l f i t a r  en

n i v e l e s  de 10B- 1 0 e u f c / m l ,  y l a s  e s p e c i e s  más c a r a c t e r í s t i c a s  en  e s t a  Fase  

son  Candida pu lcherrim a, Candida s t e l l a t a , Kloeckera a p is , P lch ia  k lu y v e r í, 
Saccharomyces c e r e v ís ía e y l a  ” l e v a d u r a  n e g r a ” Aureobasidium  p u llu la n s . 

E n tre  e l l a s  S. c e r e v is ia e s e  h a l l a  en  una p r o p o r c i ó n  s e m e ja n te  o i n f e r i o r  

a l  r e s t o .  Se han  a i s l a d o  c i e r t a s  e s p e c i e s  en  m ostos  de l a  C o o p e r a t iv a  San 

Pedro  que no s e  e n c o n t r a b a n  en l o s  m ostos  de l a  E s c u e la  de V i t i c u l t u r a  y 

E n o lo g ía :  Hansenula anómala, P ich ia  membranaefaciens y Sporobolomyces

roseus. P or o t r o  la d o ,  l a s  e s p e c i e s  Kluyveromyces therm o to lerans, 
Torulaspora d e lb rv e c k ll y Saccharomyces k lu y v e r í s o l o  s e  a i s l a r o n  en  m ostos  

de l a  E s c u e la  de V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía .  La b a j a  f r e c u e n c i a  de a p a r i c i ó n  de 

e s t a s  e s p e c i e s ,  i n c l u s o  en  m ostos  p r o c e d e n t e s  de l o s  mismos v i ñ e d o s ,  no n o s  

p e r m i te  a s e g u r a r  que s e a n  e s p e c i e s  a s o c i a d a s  a  una l o c a l i d a d  c o n c r e t a .  Dado 

que su  c o n c e n t r a c i ó n  e s  b a j a  y v a r i a b l e ,  e s t a s  l e v a d u r a s  s o l o  s e  ven
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r e p r e s e n t a d a s  en  a q u e l l a s  m u e s t r a s  en  l a s  que  s u  n i v e l  p o b l a c i o n a l  e s  más 

a l t o .

lío tenem os e v i d e n c i a s  que apoyen  l a  e x i s t e n c i a  de d o s  t i p o s  d i s t i n t o s  

de a s o c i a c i o n e s  de l e v a d u r a s  en  l o s  m ostos  de l a  C o o p e r a t iv a  S. P e d ro  y en  

l o s  l a  E s c u e la  de V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía .  Tampoco hemos d e t e c t a d o  

d i f e r e n c i a s  en  l a s  p o b l a c i o n e s  l e v a d u r i f o r m e s  en  m osto s  p r o c e d e n te s  de 

d i s t i n t a s  v a r i e d a d e s  de uva c u l t i v a d a s  en  un mismo v iñ e d o  y v i n i f i c a d a s  en  

l a  E s c u e la  de V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía .  La d i s m in u c ió n  d e l  número de e s p e c i e s  

que observam os en  1983 r e s p e c t o  a  1982 en  l a  C o o p e r a t iv a  San P e d ro ,  s e  

e x p l i c a  p o r  l a  m o d i f i c a c ió n  de l a  m e to d o lo g ía  de a i s l a m i e n t o ,  y p o r  l a  

a l e a t o r i e d a d  en  l a  a p a r i c i ó n  de c i e r t a s  e s p e c i e s ;  e s t o  ú l t i m o  p ro v o c a b a  que 

s e  l a s  h a l l a s e  r a r a m e n te  i n c l u s o  e n  m o s to s  p r o c e d e n te s  de una misma 

ve n d im ia .

La b i b l i o g r a f í a  c o n s u l t a d a  [2 2 ,  75, 77, 115, 131, 140, 141, 142, 161,

'* 219, 220, 224, 236, 237, 258 , 261, 262 , 287, 289 , 298, 304, 3203 nos

m u e s t ra  l a  e x i s t e n c i a  de d i s t i n t a s  a s o c i a c i o n e s  y d i s t i n t a s  f r e c u e n c i a s  

r e l a t i v a s  de e s p e c i e s  de l e v a d u r a s  p r e s e n t e s  en  m osto s  de l a s  d i s t i n t a s  

z o n a s  v i n í c o l a s .  S in  embargo, hay  una s e r i e  de e s p e c i e s  comunes en  l a  mayor 

p a r t e  de l o s  a i s l a m i e n t o s  e s t u d i a d o s ;  e n t r e  e s a s  e s p e c i e s  comunes s e  

e n c u e n t r a n  l a s  que n o s o t r o s  hemos a i s l a d o  m a y o r i t a r i á m e n te  en  l a  D. 0 . 

U t ie l - R e q u e n a .  Las d i f e r e n c i a s  más n o t a b l e s  e n t r e  n u e s t r o  d a t o s  y l o s  de 

o t r o s  a u t o r e s  e s  que é s t o s  e n c u e n t r a n  K. a p icu la ta como m a y o r i t a r i a  en 

m ostos  f r e s c o s ,  m ie n t r a s  que n o s o t r o s  d e te c ta m o s  K. ap is . O tr a  d i f e r e n c i a  

e s  que m ie n t r a s  que en  o t r a s  z o n a s  s e  ha d e t e c t a d o  M. pulcherrim a n o s o t r o s  

a i s l a m o s  C. pulcherrim a , que e s  e l  e s t a d o  i m p e r f e c to  de l a  p r im e r a .  También 

hemos a i s l a d o  K. ja p ó n ica , e s t a d o  i m p e r f e c to  de H. v a llb y e n s is , e s p e c i e  que 

s e  ha h a l l a d o  en  F r a n c i a  y en  a lg u n a s  z o n a s  de España de form a o c a s i o n a l .  

O t r a  e s p e c i e  que a p a r e c í a  en  n u e s t r o s  a i s l a m i e n t o s  e s  T. d e lb r u e c k ii , l a  

c u a l  o t r o s  a u t o r e s  han a i s l a d o  con e l  nombre de S. ro se i. L as d i f e r e n c i a s



326

en  l a s  m i c r o f l o r a s  de d i s t i n t a s  r e g i o n e s  s e  deben  muchas v e c e s  a  l a  

a p a r i c i ó n  de e s p e c i e s  de e s c a s a  r e p r e s e n t a c i ó n  en  e l  t o t a l  de l a  p o b la c ió n :  

a  e l l o  s e  debe  l a  a l e a t o r i e d a d  de s u s  a i s l a m i e n t o s .

Los mohos so n  m ic ro o rg a n is m o s  p r e s e n t e s  en  l o s  m o s to s  en  c a n t i d a d e s  

s e m e j a n t e s  a  l a s  l e v a d u r a s  CIO^-IO* u í c / m l ) .  S in  embargo, no s e  d e t e c t a n  

d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a ;  en  e l  c a s o  de que s e  a í s l e n  d u r a n t e  l a  

misma hay  que a c h a c a r  s u  a p a r i c i ó n  a  l a  p r e s e n c i a  de p o b l a c i o n e s  r e s i d u a l e s  

o, e s p o r a s ,  ya  que l a s  c o n d ic i o n e s  a n a e r o b i a s ,  e l  S02 , y  e l  aum ento  de 

e t a n o l ,  im p iden  s u  c r e c i m i e n t o  d u r a n t e  l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a .

O tro  o b j e t i v o  que nos  p ro p u s im o s  en  e s t e  t r a b a j o  f u e  e l  e s t u d i o  de l a  

e v o lu c i ó n  de l o s  p a r á m e t r o s  f í s i c o - q u í m i c o s  en  f u n c i ó n  d e l  s i s t e m a  de 

v i n i f i c a c i ó n  em pleado. La c o n c l u s i ó n  a  l a  que l le g a m o s  t r a s  a n a l i z a r  l o s  

d a to s ,  e s  que e l  s i s t e m a  BIDOJTE p r o p o r c i o n a  una d i s m in u c ió n  de l a  

t e m p e r a t u r a  máxima de f e r m e n t a c i ó n  de unos 4°C. E s t a  d i s m in u c ió n  i m p l ic a  un 

mayor r e n d i m ie n to  en  e t a n o l  a l  r e d u c i r  l a s  p é r d i d a s  p o r  e v a p o r a c ió n  y a l  

f a v o r e c e r  l a  p r o d u c c ió n  d e l  mismo p o r  p a r t e  de l a s  l e v a d u r a s .  La a p l i c a c i ó n  

d e l  s i s t e m a  BIDOEE d ism in u y e  l a  p é r d i d a  de a c id e z  t o t a l  y de c o l o r ,  y hace  

que l a  f r a c c i ó n  l i b r e  d e l  S0Z s e a  más e l e v a d a  en  r e l a c i ó n  a l  S02  t o t a l  que 

en  e l  s i s t e m a  t r a d i c i o n a l ;  e s t o  t i l t im o  hace  que l a s  f e r m e n t a c i o n e s  e s t é n  

más p r o t e g i d a s  de o x i d a c i o n e s  o a t a q u e s  m ic r o b ia n o s .  E l s i s t e m a  BIDOITE 

p e rm i te  f in a l m e n te  una l i g e r a  r e d u c c ió n  de l a  a c i d e z  v o l á t i l  o b t e n i d a

d u r a n te  l a  f e r m e n ta c ió n ,  a  p e s a r  de que no s e  o b t i e n e n  d i f e r e n c i a s  

a l t a m e n te  s i g n i f i c a t i v a s .

Las v e n t a j a s  que p r e s e n t a  l a  v i n i f i c a c i ó n  con b a j a s  t e m p e r a t u r a s  so n

l a s  mismas que l a s  d e s c r i t a s  p a r a  e l  s i s t e m a  BIDOJTE, aunque  más a c e n t u a d a s ;

p o r  e je m p lo ,  l a  mayor p r o d u c c ió n  de e t a n o l  que hemos o b s e rv a d o  e n  l a s

v i n i f i c a c i o n e s  e s t u d i a d a s  s e  a l c a n z a  en  T e m p ra n i l lo ,  e l  c u a l  s e  fe rm e n tó  a 

19°C.
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La e v o lu c i ó n  que s i g u i ó  l a  p o b l a c i ó n  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  a  l o  l a r g o  

de l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  f u e  s ie m p re  e s e n c i a l m e n t e  l a  misma, 

i n d e p e n d ie n te m e n te  de que e l  s i s t e m a  de v i n i f i c a c i ó n  em pleado  f u e r a  e l  

t r a d i c i o n a l  d e l  BIDONE. E l número i n i c i a l  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  p r e s e n t e s  

en  l o s  m o s to s  d i s m in u ía  d u r a n t e  l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  a  n i v e l e s  t a n  

b a j o s ,  que i n c l u s o  a  v e c e s  no s e  d e t e c t a b a n .  Al f i n a l  de l a  f e r m e n t a c i ó n  

a l c o h ó l i c a  hubo un a  pequeña  r e c u p e r a c i ó n  de l a  p o b l a c i ó n  l á c t i c a  d e b id a  a l  

c r e c i m i e n t o  de l a s  c e p a s  más r e s i s t e n t e s  a l  S02 , a l  e t a n o l  y a  l a  

c o m p e te n c ia  con l e v a d u r a s .  E s t a s  b a c t e r i a s  r e s i s t e n t e s  c r e c í a n  a l  f i n a l  de 

l a  f e r m e n t a c i ó n  a l c o h ó l i c a  a  e x p e n s a s  de l o s  n u t r i e n t e s  l i b e r a d o s  p o r  l a  

l i s l s  de l a s  l e v a d u r a s  m u e r ta s .  A p a r t i r  de a q u í  obse rvam os  d o s  

c o m p o r ta m ie n to s  d i s t i n t o s  en  r e l a c i ó n  con  e l  n i v e l  de s u l f i t a c i ó n  de l o s  

v in o s :  en  a q u é l l o s  que c o n te n í a n  mayor c o n c e n t r a c i ó n  de S02  t o t a l ,  e l

pequeño c r e c i m i e n t o  que s e  d i o  t r a s  l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a ,  no f u e  l o  

s u f i c i e n t e m e n t e  r á p i d o  como par*a que s e  a l c a n z a r a  l a  c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r  

n e c e s a r i a  p a r a  e l  d e s e n c a d e n a m ie n to  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a n t e s  de 

l o s  f r i o s  o t o ñ a l e s .  La a d i c i ó n  de S02  t r a s  e l  p r im e r  t r a s i e g o  r e d u j o  

t o d a v í a  más l a s  p o s i b i l i d a d e s  de c r e c i m i e n t o  de e s t a s  b a c t e r i a s .  S i n  

embargo, e n  l o s  m osto s  menos s u l f i t a d o s  ( l o s  v i n i f i c a d o s  en  l a  E s c u e la  de 

V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía ) ,  e l  c r e c im i e n t o  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  fu e  muy 

r á p i d o ,  y p e r m i t i ó  que s e  a l c a n z a r a n  n i v e l e s  p o b l a c i o n a l e s  s u f i c i e n t e s  p a r a  

p r o d u c i r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a n t e s  d e l  p r im e r  t r a s i e g o .  La 

e v o lu c ió n  de l a s  e s p e c i e s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n  f u e  

muy s e m e ja n te  en  t o d o s  l o s  c a s o s :  de t o d a s  l a s  e s p e c i e s  que a p a r e c í a n  e n  

m ostos s i n  s u l f i t a r ,  t a n  s ó l o  e n c o n trá b a m o s  L. h i l g a r d i i  y  v a r i a s  e s p e c i e s  

no i d e n t i f i c a d a s  (B24, B31, B32) en  p l e n a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a .  Como

caso  n o t a b l e  en c o n tram o s  L. p la n ta r u m  ( e s p e c i e  m a y a r i t a r i a m e n te  a s o c i a d a  a  

m ostos f r e s c o s )  en  mosto de Bobal en f e r m e n ta c ió n .  La r a z ó n  de s u  p r e s e n c i a  

e x c l u s i v a  e n  e s t o s  m osto s  debemos b u s c a r l a  en  l a  a u s e n c i a  de S02  en  e s t a
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vinificación.
Las e s p e c i e s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s  que a p a r e c í a n  en  v i n o s  a c a b a d o s  

f u e r o n  L. f r u c t iv o r a n s, L. h i lg a r d i i, L. oenos y d o s  c e p a s  no i d e n t i f i c a d a s  

(C43 y C45). Toda e s t a  e v o lu c i ó n  de e s p e c i e s  p a r e c e  o b e d e c e r  a  una  

s e l e c c i ó n  de a q u e l l a s  más r e s i s t e n t e s  a  l a s  c o n d ic i o n e s  d e l  v in o ,  p e ro  

ta m b ié n  e s  p o s i b l e  que a lg u n a s  de l a s  c e p a s  a i s l a d a s  e n  d e te r m in a d a s  f a s e s  

s e  h a l l e n  como p o b l a c i o n e s  r e s i d u a l e s  no p r o l i f e r a n t e s ,  p r o c e d e n t e s  de 

e t a p a s  a n t e r i o r e s . .

R e s p e c to  a  l a  e v o lu c i ó n  de e s p e c i e s  de l e v a d u r a s  a  l o  l a r g o  de l a  

f e r m e n ta c ió n ,  é s t a s  s e  e n c u e n t r a n  en  m o s to s  f r e s c o s  en  c o n c e n t r a c i o n e s  

i n i c i a l e s  de 1 0 e- 1 0 6  u f c /m l ,  y com ienzan  a  c r e c e r  en  e s t e  m edio h a s t a  

a l c a n z a r  p o b l a c i o n e s  de 107 - 1 0 e u f c /m l .  Se o b s e rv a  que m i e n t r a s  que en  

m osto  s i n  s u l f i t a r  e l  número de e s p e c i e s  e r a  muy e le v a d o ,  t r a s  l a  a d i c i ó n  

de S0 2  y e l  com ienzo de l a  f e r m e n ta c ió n  e s t a  h e te r o g e n e i d a d  s e  r e d u c e  

d r á s t i c a m e n t e ,  quedando como e s p e c i e  c o n d u c to r a  de l a  f e r m e n t a c i ó n  S. 

c e re v is ia e . V a r ia s  r a z a s  o v a r i e d a d e s  de e s t a  e s p e c i e  s e  a i s l a r o n  a  l o  

l a r g o  d e l  p ro c e s o  f e r m e n t a t i v o ,  p e ro  no pudim os d e f i n i r  t e n d e n c i a s  en  l a  

s u c e s i ó n  de e s t a s  v a r i e d a d e s .  Unas v e c e s  una s o l a  v a r i e d a d  r e a l i z a b a  to d a  

l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a ,  m i e n t r a s  que e n  o t r o s  c a s o s  s e  a s o c i a b a n  dos  o 

t r e s  p a r a  l l e v a r l a  a  cabo . La a s o c i a c i ó n  más común de v a r i e d a d e s  en  1982 en  

l a  C o o p e r a t iv a  San P ed ro  fu e  S. c e r e v is ia e v a r .  c e re v ls la e -S . c e r e v is ia e  

v a r .  bayanus, m ie n t r a s  que e n  1983 fu e  S. c e r e v is ia e v a r .  c e r e v is ia e -S .  

c e r e v is ia e v a r .  c h e v a lle r l . En l a s  f e r m e n t a c i o n e s  s e g u i d a s  en  l a  bodega de 

l a  E s c u e la  de V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía  no f u e r a n  f r e c u e n t e s  l a s  a s o c i a c i o n e s ,  

p r e s e n t á n d o s e  norm alm ente  s o l a  una  de l a s  v a r i e d a d e s  a  l o  l a r g o  de l a  

f e r m e n ta c ió n ,  o tam b ié n  una s u c e s i ó n  de v a r i e d a d e s  en  l u g a r  de una 

a s o c i a c i ó n .  La v a r i e d a d  más f r e c u e n t e  en  t o d a s  l a s  v i n i f i c a c i o n e s  ha s i d o  

S. c e r e v is ia e v a r .  c e re v is ia e , s e g u id a  de S. c e r e v is ia e v a r .  c h e v a lie r i .
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La p r e s e n c i a  de una  u o t r a  v a r i e d a d  e s  e x p l i c a b l e  e n  f u n c i ó n  de 

d i s t i n t a s  t a s a s  de c r e c i m i e n t o  y  m ayores  v e n t a j a s  e n  l a  c o m p e te n c ia  p o r  

n u t r i e n t e s .  Hemos d e s e c h a d o  que l a  s e n s i b i l i d a d  a l  e t a n o l  s e a  l a  

r e s p o n s a b le  de e s t e  fenóm eno, p u e s to  que l a s  d i s t i n t a s  v a r i e d a d e s  a p a r e c e n  

a l o  l a r g o  de t o d a  l a  f e r m e n ta c ió n ,  y s u  p r e s e n c i a  no s e  r e s t r i n g e  a u nas  

d e te r m in a d a s  e t a p a s .  G en e ra lm en te  e s  Saccharanyces c e r e v is ia e v a r .  

c e r e v is ia e l a  que s e  h a l l a  en  v in o s  t r a s e g a d o s ,  a  p e s a r  de que a l  f i n a l  de 

l a  f e r m e n ta c ió n  e s t a  v a r i e d a d  c o e x i s t e  con  o t r a s  t a l e s  como S. c e r e v is ia e  

v a r .  capensis, S. c e r e v is ia e v a r .  bayanus y S. c e r e v is ia e v a r .  c h e v a lie r i .  

Es p o s i b l e  que e s t a s  ú l t i m a s  v a r i e d a d e s  s e  vean  más a f e c t a d a s  p o r  l a  

a d i c i ó n  de S02  p o s t e r i o r  a l  t r a s i e g o  que s u f r i e r o n  l o s  v i n o s  a n t e s  de 

r e a l i z a r s e  e l  ú l t im o  m u e s t re o .

El e s t u d i o  de l a  i n f l u e n c i a  que t i e n e n  l o s  d i s t i n t o s  s i s t e m a s  de 

v i n i f i c a c i ó n  s o b re  l a  e v o lu c i ó n  de l a  m i c r o f l o r a ,  n o s  ha  p e r m i t i d o  o b s e r v a r  

que l o s  cam bios  i n t r o d u c i d o s  p o r  e l  s i s t e m a  BIDOJTE s o n  más de c a r á c t e r  

c u a n t i t a t i v o  que c u a l i t a t i v o .  La e v o lu c ió n  de l a s  e s p e c i e s  a  lo  l a r g o  de l a  

f e r m e n ta c ió n  t r a d i c i o n a l  y de l a  f e r m e n t a c i ó n  p o r  e l  s i s t e m a  BIDOHE fu e  

e s e n c i a lm e n te  l a  misma. S in  embargo, s i  e s tu d ia m o s  e l  número t o t a l  de 

l e v a d u r a s  v i a b l e s  d u r a n t e  l a  f e r m e n ta c ió n ,  o b s e rv a re m o s  que con  e l  s i s t e m a  

BIDOJTE s e  l o g r a  m an te n e r  un c r e c i m i e n t o  c o n t i n u o  de l a  p o b l a c i ó n  de 

l e v a d u r a s  d u r a n t e  t o d a  l a  f e r m e n ta c ió n ,  m i e n t r a s  que con  e l  s i s t e m a  

t r a d i c i o n a l  e l  máximo p o b l a c l o n a l  s e  a l c a n z a  en l o s  p r im e r o s  d i  a s ,  

d ism inuyendo  lu eg o  e l  número de c é l u l a s  v i a b l e s .  El ‘ m a n te n im ie n to  de 

p o b l a c i o n e s  v i a b l e s  más a l t a s  y d u r a n t e  más t ie m p o  puede s e r  una r a z ó n  que 

apoye l a  o b t e n c ió n  de r e n d i m ie n to s  más e l e v a d o s  en  l a  t r a n s f o r m a c i ó n  de 

a z ú c a r e s  p o r  e l  s i s t e m a  BIDOJTE.

Con r e s p e c t o  a l a s  v i n i f i c a c i o n e s  r e a l i z a d a s  con  poco c o n te n i d o  en  S02  

y a b a j a  t e m p e r a t u r a  (E s c u e la  de V i t i c u l t u r a  y E n o lo g ía ) ,  hemos de a f i r m a r  

que l a s  a d i c i o n e s  de S02  de 100 mg/1 f u e r o n  s u f i c i e n t e s  p a r a  e l i m i n a r  l a
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f l o r a  " s a l v a j e " ,  p e ro  no l o g r a r o n  im p e d ir  l a  i n f e c c i ó n  p o s t e r i o r  p o r  

Saccharoaycodes lu d w ig ii. L as v i n i f i c a c i o n e s  r e a l i z a d a s  con  70 mg/1 de S02  

p r e s e n t a r o n  más p ro b le m a s ,  ya  que no c o n s i g u i e r o n  e l i m i n a r  e s p e c i e s  como 

Candida s t e l l a t a  y Kloeckera a p is , y no i m p i d i e r o n  l a s  c o n ta m in a c io n e s  de 

o r ig e n  exógeno con  K loeckera japón ica y P ich ia  g n ill ie r m o n d ii . La 

v i n i f i c a c i ó n  s i n  S02  no e l i m i n a b a  a  l a s  e s p e c i e s  " s a l v a j e s "  h a s t a  e l  f i n a l  

de l a  f e r m e n ta c ió n  a l c o h ó l i c a ,  y  además l o s  m o s to s  en  f e r m e n ta c ió n  e r a n  

s u s c e p t i b l e s  de c o n ta m in a c io n e s .

O t r a  de l a s  m e ta s  a  c o n s e g u i r  con  e s t e  t r a b a j o  f u e  e l  e s t a b l e c i m i e n t o  

de una m e to d o lo g ía  a d e c u a d a  p a r a  e l  a i s l a m i e n t o  y  c l a s i f i c a c i ó n  de 

b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  £ 1  método de a i s l a m i e n t o  p o r  e n r i q u e c i m ie n t o  fu e  

in a d e c u a d o  p a r a  o f r e c e r  una  v i s i ó n  r e a l  de l a s  e s p e c i e s  que c o n s t i t u í a n  l a s  

p o b l a c i o n e s  de b a c t e r i a s  l á c t i c a s .  E s to  f u e  muy e v i d e n t e  cuando en  l a s  

m u e s t r a s  e x i s t í a n  e s p e c i e s  de c r e c i m i e n t o  muy r á p i d o  j u n t o  a  o t r a s  de 

c r e c i m i e n t o  muy l e n t o .  Las p r im e r a s  p r o l i f e r a r o n  r á p id a m e n te  en  e l  medio 

s i n t é t i c o ,  c o n s t i t u y é n d o s e  en  p o b l a c i ó n  d o m in a n te  e im p id ie n d o  e l  

d e s a r r o l l a  de l a s  más l e n t a s .  La e x i s t e n c i a  de L. p lan tarvm en  l a s  m u e s t r a s  

im p e d ía  e l  a i s l a m i e n t o  de o t r a s  e s p e c i e s ;  s i n  embargo, s i  é s t a  no s e  

p r e s e n t a b a ,  y e l  r e s t o  p o s e í a n  t a s a s  de c r e c i m i e n t o  p a r e c i d a s ,  s e  o b t e n í a  

un mayor número de e s p e c i e s  en  un mismo a i s l a m i e n t o .

A p e s a r  de l a s  o p i n io n e s  e n  c o n t r a  de l a  c l a s i f i c a c i ó n  de b a c t e r i a s  

l á c t i c a s  b a sa d a  en  l a  tax o n o m ía  " o f i c i a l "  ( " B e rg e y ’s  Manual o f  

D e te r m in a t iv e  B a c t e r io l o g y "  y " B e rg e y ’ s  Manual o f  S y s t e m a t i c  B a c t e r i o l o g y " ) 

l a  u t i l i z a c i ó n  de e s t a s  c l a v e s  n o s  p e r m i t i ó  c l a s i f i c a r  l a  mayor p a r t e  de 

l a s  b a c t e r i a s  a i s l a d a s  de v in o s .  S o lam en te  ocho c e p a s  q u e d a ro n  s i n  

a d s c r i b i r  a  n in g u n a  e s p e c i e ,  y é s t o  s e  d e b ió  a  l a  f a l t a  de r e s u l t a d o s  

c l a r o s  más que a  d e f e c t o s  de l a s  c l a v e s .

E l empleo dé l a  t i r a  API 50 CHL p r o p o rc io n ó  r e s u l t a d o s  muy c l a r o s  con  

l a  g ra n  m ay a r ía  de c e p a s  p e r t e n e c i e n t e s  a  L a c to b a c illv s , y tam b ié n  en e l
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c a s o  de L. param esentero ides. S in  embargo e s t e  s i s t e m a  m i n i a t u r i z a d o  no fu e  

muy e f i c a z  p a r a  l a  d e t e r m i n a c i ó n  d e l  p a t r ó n  de f e r m e n ta c ió n  de 

c a r b o h i d r a t o s  de L. oenos. E s ta  e s p e c i e ,  de l e n t o  c r e c i m i e n t o  y b a j a

a c t i v i d a d  m e ta b ó l i c a ,  m o s t ra b a  m e jo r  s u s  c a p a c i d a d e s  f e r m e n t a t i v a s  cuando 

s e  e n s a y a b a  en  e l  medio s e m l s ó l l d o  de GARVIE C1333.

La c a r a c t e r i z a c i ó n  f i s i o l ó g i c a  y m e t a b ó l i c a  de l a s  b a c t e r i a s  l á c t i c a s  

a i s l a d a s  en  e s t e  t r a b a j o  e v id e n c ió  que t o d a s ,  e x c e p to  L. param esen tero ides, 
e r a n  c a p a c e s  de c r e c e r  a  pH 3 .7  e n  m edio s i n t é t i c o .  Todas s e  d e s a r r o l l a r o n  

en  un i n t e r v a l o  de t e m p e r a t u r a s  e n t r e  10 y 37°C, p e ro  s o la m e n te  a q u é l l a s  

p e r t e n e c i e n t e s  a  L. p lantarum l o g r a r o n  h a c e r l o  a  45°C. El c r e c i m i e n t o  con 

10% de e t a n o l  fu e  p o s i t i v o  en  t o d a s  l a s  c e p a s  de L. c e llo b io su s, L.

fr u c t ív o r a n s  L. plantarum , L. oenos, y e n  l a s  c e p a s  no i d e n t i f i c a d a s .  El

r e s t o  de l a s  e s p e c i e s  p r e s e n t a b a n  h e t e r o g e n e i d a d  r e s p e c t o  de e s t e  c a r á c t e r .  

S i  n o s  f i j a m o s  en  l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  m e t a b ó l i c a s  de l a s  e s p e c i e s  a i s l a d a s  

p o r  n o s o t r o s ,  verem os que n in g u n a  de n u e s t r a s  c e p a s  e s  c a p az  de m e t a b o l l z a r  

n i  e l  g l i c e r o l  n i  e l  á c id o  t a r t á r i c o ,  l o  c u a l  l a s  e x c lu y e  d e l  g ru p o  de a l t o  

r i e s g o  de p e l i g r o s i d a d  que d e f i n e  RAIKIEE [ 2 7 7 ] .

Por  o t r o  l a d o ,  DELFIST p i e n s a  que  l a  b a c t e r i a  l á c t i c a  i d e a l  s e r i a  

a q u e l l a  que e n t r e  o t r a s  c a r a c t e r í s t i c a s ,  f e r m e n ta s e  h o m o lá c t ic a m e n te  l a  

g lu c o s a  y f r u c t o s a .  La ú n i c a  e s p e c i e  que cumple e s t a  p re m isa  e n t r e  l a s  

a i s l a d a s  p o r  n o s o t r o s  e s  L. plantarum. E v id e n te m e n te ,  s i  l a  g lu c o s a  y l a

f r u c t o s a  so n  d e g ra d a d a s  h o m o lá c t ic a m e n te ,  l a  p r o d u c c ió n  de á c id o  a c é t i c o  a 

p a r t i r  de l a  misma e s  menor y además no s e  p ro d u ce  m a n l to l .  S in  embargo, 

l a s  e s p e c i e s  h o m o lá c t i c a s  pueden  p r o d u c i r  á c id o  a c é t i c o  a  p a r t i r  de o t r o s  

s u s t r a t o s ,  como l a s  p e n to s a s .

Las e s p e c i e s  más a c t i v a s  f r e n t e  a  l o s  c a r b o h i d r a t o s  f u e r o n  L. 

c e llo b io su s, L. plantarum, L . param esen tero ides y l a  c e p a  31. Todas e s t a s  

so n  c a p a c e s  de f e r m e n ta r  x l l o s a  y r i b o s a ,  m i e n t r a s  que l a  L - a r a b in o s a  e s  

d e g ra d a d a  p o r  t o d a s  menos p o r  l a  c e p a  31. E s t a  c a r a c t e r í s t i c a  l a s  h a r í a
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p a r e c e r  p e l i g r o s a s  ya que PEYIAUD e t  a l. [2823 in fo rm a n  que l a  f e r m e n ta c ió n  

de l a s  p e n to s a s  da l u g a r  a  un in c re m e n to  de  l a  a c id e z  v o l á t i l .  DELFIHI [993 

c o n s i d e r a  que l a  b a c t e r i a  m a l o l á c t i c a  i d e a l  no debe  f e r m e n t a r  p e n to s a s .  La 

ú n i c a  e s p e c i e  de e n t r e  l a s  que hemos a i s l a d o  que cumple e s t e  r e q u i s i t o  e s  

L. fr u c tiro r a n s , p e ro  e s t a  e s p e c i e  s e  c o n s i d e r a  p e r j u d i c i a l  p o r  muchos 

a u t o r e s  £3, 5, 893, dado  que p ro d u ce  un in c re m e n to  t a n t o  de l a  a c i d e z  f i j a  

como de l a  a c id e z  v o l á t i l  en  e l  v in o  12703.

Las c e p a s  más i n a c t i v a s  f r e n t e  a  l o s  c a r b o h i d r a t o s  r e s u l t a r o n  s e r  L. 

f r u c t iv c r a n s , L. h ilg a rd .il y L. oenos. L. h i lg a r d i i p o d r í a  s e r  una cep a  

i n t e r e s a n t e  cuando s e  d e s e e  i n o c u l a r  c u l t i v o s  p u r o s  en  e l  v in o ,  ya  que no 

a t a c a  n i  a l  á c id o  c í t r i c o  n i  a l  á c id o  t a r t á r i c o ,  y e n t r e  l a s  p e n t o s a s  no 

a t a c a  a  l a  L - a r a b in o s a  que e s  l a  que m a y o r i t a r i á m e n te  s e  e n c u e n t r a  en  e l  

v in o .  Las c e p a s  G41 y G6  tam poco a t a c a n  e s t e  a z ú c a r  y además tampoco 

f e rm e n ta n  l a  x i l o s a ,  p o r  l o  que ta m b ié n  p o d r í a n  s e r  a d e c u a d a s .  En r e a l i d a d  

no e x is te *  una b a c t e r i a  m a l o l á c t i c a  i d e a l ,  ya que n in g u n a  cumple 

e s t r i c t a m e n t e  t o d a s  l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  n e c e s a r i a s  p a r a  s e r l o .  S in  embargo, 

c o n o c ie n d o  e l  m e ta b o lism o  y l a  f i s i o l o g í a  de l a s  mismas s e  pueden  

e s t a b l e c e r  l a s  c o n d ic i o n e s  en  l a s  que pueden  a c t u a r  con  un e le v a d o  margen 

de s e g u r i d a d  en l a  p ro d u c c ió n  de un v in o  de c a l i d a d .  A s í ,  no e l e g i r í a m o s  

p a r a  r e a l i z a r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  en  v in o s  a c a b a d o s  a a q u e l l a s  

c e p a s  in c a p a c e s  de c r e c e r  a  pH=3.7 n i  con  10% de e t a n o l .  S in  embargo, e l  

que t e n g a n  un m e ta b o lism o  h o m o lá c t ic o  o h e t e r o l á c t i c o  no e s  t a n  im p o r ta n te  

s i  e l  v in o  c a r e c e  de h e x o s a s  f e r m e n t a b l e s .  P o r  o t r o  l a d o ,  e l  m etabo lism o  

d e l  á c id o  c í t r i c o  puede p r o d u c i r  á c id o  a c é t i c o ,  p e ro  ta m b ié n  a c e t o í n a  y 

d i a c e t i l o ,  l o s  c u a l e s  en  c a n t i d a d e s  a d e c u a d a s  m e jo ran  l a  c a l i d a d  

o r g a n o l é p t i c a  de un v in o .

Todas l a s  c e p a s  que hemos a i s l a d o  so n  c a p a c e s  de d e g r a d a r  e l  á c id o  

L -m á l ic o ,  s ie n d o  l a s  más a c t i v a s  f r e n t e  a  é l  £. c e llo b io s u s, L. plantarum, 

L, oenos, L. param esenteroides y e l  g ru p o  de c e p a s  no i d e n t i f i c a d a s .
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La c a p a c id a d  de l l e v a r  a  cabo  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  e n  v in o  s e  

ve i n f l u e n c i a d a  p o r  v a r i o s  f a c t o r e s  como e l  pH, S02 , t e m p e r a t u r a  y l a  

c o n c e n t r a c i ó n  de C02  en  l a  a tm ó s f e r a  de i n c u b a c ió n .  A p e s a r  de que s e  puede 

g e n e r a l i z a r  e l  e f e c t o  que c a d a  uno dé  e s t o s  f a c t o r e s  e j e r c e  s o b r e  c a d a

e s p e c i e ,  e s  e v i d e n t e  que a  n i v e l  de c e p a  e x i s t e n  c o m p o r ta m ie n to s

p a r t i c u l a r e s  que deben  s e r  t e n i d o s  e n  c u e n ta .  Así p o r  e je m p lo ,  l a s  e s p e c i e s  

que r e a l i z a n  l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  a  pHs más b a j o s  en  form a de 

c é l u l a s  no p r o l i f e r a n t e s  so n  L. o e n o s  y  l a s  c e p a s  C43, C45 y  31; s i n

em bargo d e n t r o  de L. o e n o s  tenem os  c e p a s  que no l o g r a n  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  más que a  pH -3 .9  ( v e r  T a b la  3 7 ) ,  o c e p a s  que a c t ú a n  mucho más 

r á p id a m e n te  que o t r a s  en  l a s  mismas c o n d i c i o n e s .  El e f e c t o  que e j e r c e  e l  

SQ2  s o b r e  l a s  c e p a s  y l a s  e s p e c i e s  s í  e s  b a s t a n t e  g e n e r a l :  e x c e p to  l a  c e p a  

C43, e l  r e s t o  e s  in c a p a z  de r e a l i z a r  l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  cuando e l  

c o n te n i d o  t o t a l  de S0 2  en  e l  v in o  e s  de 100 mg/1. Las e s p e c i e s  más

t o l e r a n t e s  a l  a l c o h o l  f u e r o n  t a m b ié n  L. oenos ,  L. h i l g a r d i i ,  y d e n t r o  de

c e p a s  no i d e n t i f i c a d a s  C43 y 31 . D ependiendo  de l a s  c e p a s ,  l a  t o l e r a n c i a  a l  

a l c o h o l  s e  m a n i f i e s t a  s i n  a l t e r a r  l a  r a p i d e z  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  

(como e r a  e l  c a so  de G41, M41 y 161) o r e t r a s a n d o  e l  fenómeno s i n  l l e g a r  a 

i n h i b i r l o  (como en  e l  c a s o  de C43, M42, G7 y 16 3 ) .  E s t a s  d i f e r e n c i a s  pueden  

s e r  e x p l i c a d a s  como r e s i s t e n c i a  de l o s  e n z im as  de l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  a  l a  d e s n a t u r a l i z a c i ó n  p o r  e l  e t a n o l ,  o p o r  r e s i s t e n c i a  de l a s  

c e p a s  a l  e f e c t o  a n t i s é p t i c o  d e l  mismo. L as  t e m p e r a t u r a s  b a j a s ,  en  c o n t r a  de 

l o  que a f i r m a n  muchos a u t o r e s ,  no han  d i s m in u id o  l a  v e l o c i d a d  de l a  

f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a ,  s i n o  que en  a lg u n o s  c a s o s  l a  han a c e l e r a d o .  E s te  

c o m p o r tam ie n to  no d e s a f í a  l a s  l e y e s  f í s i c o - q u í m i c a s ,  ya que e l  e f e c t o  

b e n e f i c i o s o  de l a s  t e m p e r a t u r a s  b a j a s  debe  b u s c a r s e  en  que en  e s a s  

c o n d i c i o n e s  l o s  e f e c t o s  n e g a t i v o s  d e l  pH y d e l  e t a n o l  quedan  f r e n a d o s .  E l 

e f e c t o  f i n a l  de l a  t e m p e r a t u r a  va a  d e p e n d e r  p o r  un l a d o  de l a  a c c ió n  que 

t e n g a  s o b r e  l o s  p r o c e s o s  b io q u ím ic o s ,  y p o r  o t r o  del* e f e c t o  p r o t e c t o r
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frente a los inhibidores del vino; de esta forma el resultado final será 
característico de cada cepa. La temperatura en algunos casos carece de 
efecto, pero a veces una disminución en la misma es capa2 de hacer posible 
la fermentación maloláctica cuando a temperaturas superiores no puede 
efectuarse; en el caso opuesto una disminución de la temperatura en varios 
grados puede ocasionar o el retraso o la imposibilidad de completar la 
fermentación maloláctica. En general, las cepas más adecuadas para trabajar 
a bajas temperaturas son G6, G41, M41, H42 y 172, pertenecientes todas
ellas a Leuconostoc oenos. En el caso de L. h í lg a r d i l y L. p lantarum, no es 
recomendable bajar de los 22°C. Para las cepas C43, C45 y 31, las
temperaturas por debajo de los 18°C ya retrasan la fermentación 
maloláctica, mientras que para el resto de cepas no identificadas el rango 
óptimo para efectuar la fermentación maloláctica se sitúa entre 15 y 22°C, 
lo cual las hace adecuadas para trabajar en condiciones de bodega.

El C02 en general ha mostrado un efecto positivo, acelerando la 
fermentación maloláctica en la mayarla de las cepas que la realizaban en 
condiciones control; también ha hecho posible que cepas que no la producían 
en estas condiciones, la llevasen a cabo en atmósferas más ricas en C02. 
Los niveles más adecuados de C02 en la atmósfera dependen de la cepa. En 
algunos casos, como en el de Leuconostoc oenost existe una cantidad mínima 
de C02 que permite acelerar el proceso (en este caso del 25%) pero un 
aumento en la atmósfera no mejora los rendimientos. Sin embargo en otras 
especies si que hemos observado comportamientos distintos en función de las 
concentraciones de C02: en general, las cantidades de hasta el 50% de C02 
aceleran la fermentación maloláctica, y las concentraciones mayores o no 
afectan a la velocidad del proceso o la disminuyen. El modo en que actúa el 
C02 sobre la fermentación maloláctica es algo que desconocemos. Este 
producto podría actuar protegiendo a las células de la muerte observada al 
inocular el vino, o puede que active ciertos enzimas implicados en la
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f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ;  é s t o  e x p l i c a r í a  l a  a c e l e r a c i ó n  d e l  p r o c e s o ,  p e ro  

l a  v a l i d e z  de e s t a s  h i p ó t e s i s  queda p o r  com probar.

Es p o s i b l e  que t o d o s  l o s  p a r á m e t r o s  que  hemos p ro b a d o  no a f e c t e n  t a n  

s ó l o  a  l o s  e n z im as  r e s p o n s a b l e s  de l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a ,  s i n o  

t a m b ié n  a  l a  t a s a  de v i a b i l i d a d  de l a s  b a c t e r i a s  en  v in o :  menor m o r t a l i d a d  

s i g n i f i c a r í a  mayor r a p i d e z  en  l a  f i n a l i z a c i ó n  de l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a ,  s i n  n e c e s i d a d  de que l o s  p r o p i o s  e n z im as  de l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  s e  v i e r a n  im p l ic a d o s .

De l a s  28 c e p a s  s e m b ra d as  en  v in o  a pH i g u a l  o i n f e r i o r  a  3 . 5 ,  s ó l o  5 

c e p a s  p u d ie r o n  c r e c e r ;  3 de e l l a s  p e r t e n e c í a n  a  L. o e n o s  (G6 , H41 y M42> y 

o t r a s  2 no han p o d id a  s e r  i d e n t i f i c a d a s  <C43 y C45>.

E n t r e  l a s  c e p a s  c a p a c e s  de c r e c e r  e n  v in o  a  pHs b a j o s ,  C43 p a r e c e  s e r  

l a  más i n t e r e s a n t e ,  p u e s to  que además e s  l a  ú n i c a  que r e a l i z a  l a  

f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  a  c o n c e n t r a c i o n e s  de SOs t o t a l  de 1 0 0  m g/1 , a s í  

como a  c o n c e n t r a c i o n e s  de e t a n o l  de h a s t a  e l  16%. E l i n c o n v e n i e n t e  que 

p r e s e n t a  e s t a  cep a  e s  que p ro d u ce  d e x t r a n o  a  p a r t i r  de l a  s a c a r o s a ,  l o  c u a l  

puede  p ro v o c a r  l a  a l t e r a c i ó n  denom inada • 'g ra sa "  d e l  v in o  [ 5 ,  2 7 7 ] .

Por e l  c o n t r a r i o ,  C45 no p r e s e n t a  t a n t a s  v e n t a j a s ,  y a  que s u  

c r e c i m i e n t o  en  v in o  e s  mucho más l e n t o  y no puede r e a l i z a r  l a  f e r m e n ta c ió n  

m a l o l á c t i c a  a  c o n c e n t r a c i o n e s  de S02  t o t a l  s u p e r i o r e s  a  50 mg/1, n i  a  

c o n c e n t r a c i o n e s  de e t a n o l  s u p e r i o r e s  a 1 2 ° a l c o h ó l i c o s .

Las c e p a s  más i n t e r e s a n t e s ,  p o r  t a n t o ,  so n  l a s  p e r t e n e c i e n t e s  a L. 

o e n o s , y e n t r e  t o d a s  e l l a s  JÍ41 p a r e c e  t o l e r a r  b i e n  l o s  16° a l c o h ó l i c o s  y 

l a s  b a j a s  t e m p e r a t u r a s .

En e s t e  t r a b a j o  s e  ha  o b s e rv a d o  l a  i n f l u e n c i a  que  d i f e r e n t e s  n i v e l e s  

de in ó c u lo  t i e n e n  s o b r e  l a  c o n s e c u c ió n  de l a  f e r m e n t a c i ó n  m a l o l á c t i c a  y 

s o b r e  e l  c r e c im i e n t o  de l a s  c e p a s  en  v in o ,  l l e g a n d o  a  l a  c o n c l u s i ó n  de que 

l a  f e r m e n ta c ió n  m a l o l á c t i c a  s e  p ro d u ce  a v a l o r e s  de pH más b a j o s  y con 

mayor r a p i d e z  c u a n to  mayor e s  l a  c o n c e n t r a c i ó n  c e l u l a r  d e l  i n ó c u lo .  Con
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respecto al crecimiento, la utilización de inóculos elevados reduce el 
fenómeno de muerte inicial y adelanta la entrada en fase exponencial de los 
cultivos sembrados en vino. Otra conclusión a la que hemos llegado en el 
presente trabajo, es que la preadaptación de las bacterias en vino tiene un 
efecto beneficioso en la obtención del crecimiento y de la fermentación 
maloláctica, siendo necesarias menores concentraciones celulares que cuando 
se inocula directamente de medio sintética en vino.
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1.- Se ha demostrado que tanto el sistema de vinificación BIDOEE como los 
sistemas que emplean bajas temperaturas son más adecuados que la 
vinificación tradicional, ya que proporcionan mayor rendimiento en 
etanol, mayor proporción de S02 libre, y menor pérdida de acidez total 
y de color.

2.- Los sistemas miniaturizados API 20 C y API 20 C Aux no resultan 
adecuados por si solos para la clasificación de las levaduras del 
vino. Esto se debe a que se basan en pocas pruebas, los resultados no 
siempre son fiables, y no permiten la realización de incubaciones 
prolongadas cuando éstas son necesarias. Se recomienda la utilización 
de los métodos clásicos con el máximo número de pruebas posibles.

3.- La flora levaduriforme asociada a los mostos estudiados de la D. O. 
Utiel-Requena está constituida mayoritariamente por las especies 
Candida p u lc h e rr im a , Candida s t e l l a t a , K lo e c k e ra  a p i s , P ic h ia  k l v y v e r i  

y S acch arom yces c e r e v i s i a e .  También es de destacar la presencia de 
A u reo b a sid iu w  p u l lu la n s, aunque actualmente no se la considera 
perteneciente al grupo de levaduras.

4.- Eo se han observado diferencias en la flora levaduriforme mayoritaria 

asociada a los mostos de dos vendimias sucesivas. Sin embargo, en 1982 
se detectó una mayor aparición de especies ocasionales. Eo se aprecian 
tampoco diferencias notables en las asociaciones de levaduras 
presentes en mostos de distintas variedades de uva o de diversas 
localidades dentro de la misma zona.

5.- Los distintos sistemas y tratamientos de vinificación influyen en la 
dinámica de las poblaciones microbianas, tanto cuantitativa como
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cualitativamente. Aquellos sistemas que disminuyen las temperaturas de 
fermentación, permiten el mantenimiento de poblaciojes viables durante 
más tiempo. Las vinificaciones con dosis bajas de S02 (70 mg/1 o 
inferiores), no eliminan las levaduras “salvajes”, y son además 
susceptibles de contaminaciones exógenas.

6.- La especie que conduce la fermentación alcohólica en los mostos 
estudiados es S a c c h a ra a y ce s  c e r e v i s i a e .  Diversas variedades de esta 
especie se suceden a lo largo de la vinificación, presentándose 
asociadas en algunas ocasiones y aisladas en otras. El aislamiento de 
cada una de estas variedades no se restringió a una etapa determinada 
de la fermentación.

7.- El sistema de enriquecimiento para el aislamiento de bacterias 
lácticas no proporcionó una representación exacta de las especies que 
constituyen las poblaciones de mostos y vinos.

8.- El sistema API 50 CHL se mostró adecuado para evidenciar el patrón de 
fermentación de carbohidratos de la mayoría de bacterias lácticas 
aisladas, pero no para L. oenos.

9.- Las especies de bacterias lácticas que se encontraron asociadas a 
mostos sin sulfitar fueron L. b r e v i s , L. c e l l o b io s u s , L. h i l g a r d i i ,  L. 

p la n ta ru m  y  L. p a r a o a s e n te r o ld e s .  Durante la fermentación alcohólica 
se aisló L. h i l g a r d i l t y una vez finalizada ésta se hallaron además L. 

f r v c t l v o r a n s  y L. oenos. Esta última es la responsable de la 
fermentación maloláctlca en varios de los vinos analizados. También se 
detectaron varias cepas durante toda la vinificación, que no pudieron 
ser asignadas a ninguna especie de las descritas en la bibliografía.
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10.- Todas las cepas bacterianas aisladas en este trabajo son capaces de
fermentar el ácido málico; sin embargo ninguna consiguió metabolizar 
el ácido tartárico. El ácido fumárico también fue degradado por la
gran mayoría de las cepas, mientras que el ácido cítrico sólo fue
utilizado por la mitad de las mismas.

11.- La capacidad característica de cada cepa de realizar la fermentación
maloláctica se ve afectada negativamente por pHs bajos, por
concentraciones de S02 total superiores a 50 ag/1, y por
concentraciones de etanol superiores al 12% (v/v). Las bajas
temperaturas y atmósferas enriquecidas en C02 pueden potenciar el 
desarrollo de la fermentación maloláctica.

12.- Sólo 5 de las 28 cepas bacterianas ensayadas fueron capaces de crecer 
en vino a un pH igual o inferior a 3.5.

13.- En las inoculaciones de bacterias lácticas en vinos, la concentración
celular del inóculo influye en la magnitud de la fase de muerte 
Inicial, en la velocidad con que se realiza la fementación
maloláctica, y en el umbral mínimo de pH al cual cada cepa es capaz de
realizarla.
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