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RESUMEN

En el presente estudio se ha
analizado la evolucion del name-
ro total de bacterias lacticas asi
como la sucesion de las distintas
especies durante la vinificacion.
Se tomaron muestras de mostos
rosados procedentes de la varie-
dad Bobal y de la variedad Tem-
pranillo.

En ambos casos se observa
una disminucion del numero ini-
cial de bacterias lacticas y luego
una posterior recuperacion. sien-
do ésta muy pequenia en el caso
de Bobal por contener una dosis
mas elevada de SQ,, y mucho
mayor en el caso de Tempranillo
donde se logra completar la fer-
mentacion malolactica. En mos-
tos frescos se encontro una gran
variedad de especies, sin embar-
go conforme progresa la fermen-
tacion-se produce una seleccion,
siendo Leuconostoc oenos y Lac-
tobacillus hilgardii los que se ais-
laban en vinos terminados con o
sin fermentacion malolactica en
marcha.

teria. and then an increase. This
rise was very little in Bobal fer-
menting must because its SO,
concentration was greater than
in the Tempranillo one. Howe-
ver, in Tempranillo the popula-
tion increase was very high and
allowed the malolactic fermenta-
tion. There was a species selec-
tion during the fermentation. Leu-
conostoc oenos and Lactobaci-
llus hilgardii being the only spe-
cies that we isolated in finished
wines with or without malolactic
fermentation.

SUMARY

This study shows the evolution
of the lactic acid bacteria popu-
lation, and the succesion of diffe-
rent species throughout the fer-
mentation process. We sampled
rosé musts obtained {from Bobal
and Tempranillo varieties.

In both kinds of fermentation
we observed' an initial decrease
in the numbers of lactic acid bac-

INTRODUCCION

Las bacterias lacticas son importan-
tes en el proceso de vinificacion dado
que afectan a la calidad del vino. con
las implicaciones economicas que de
ello se derivan. Esto se debe especial-
mente a que son las responsables de
que se dé en éste un fenomeno de gran
interés: la fermentacion malolactica
(F.M.).

La F.M. es un proceso que consiste
en la degradacion del acido L-malico a
L-lactico y CO,. La fermentacion malo-
lactica se considera beneficiosa por tres
razones: descenso de la acidez, aumento
de la complejidad organoléptica del vi-
no y mayor estabilidad microbiologica
(2).

Las bacterias lacticas forman parte
de la microflora natural del mosto. es-
tando presentes inicialmente en baja
concentracion (3.4.5). Si las circunstan-
cias son favorables para su crecimiento,
creceran en el vino hasta alcanzar una
poblacton suficiente para dar lugar a
una F.M. espontanea. Sin embargo. en
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algunas ocasiones. la F.M. puede tardar
considerablemente en producirse (1)
Resulta de gran importancia resolver
esta incertidumbre en el comienzo de la
F.M. debido a las pérdidas economicas
que puede ocasionar una mala estabili-
zacion microbiologica. Esto ha genera-
do gran interés en la investigacion de
métodos de induccion de la F.M. por
inoculacion de cultivos puros seleccio-
nados.

En la region Utiel-Requena se produ-
cen vinos de elevada acidez. en los que
existen dificultades para que se produz-
ca una F.M. espontanea. De aqui la
necesidad de estudiar métodos que per-
mitan controlar v potenciar el proceso.

Con el objeto de intentar una mejora
en la calidad de los vinos de la Denomi-
nacion Origen Utiel-Requena. nuestra
linea de trabajo estudio la evolucion de
la flora malolactica a lo largo del proce-
so de vinificacion.

MATERIAL Y METODOS

Aislamiento vy recuento

Se realizaron muestreos a lo largo de
la vinificacion de un vino rosado proce-
dente de uvas de la variedad Bobal. pre-
dominante en esta Denominacion de
Origen. El muestreo se llevo a cabo a lo
largo de la vinificacion en las siguientes
fases:

Fase I: Densidad de entrada. Mosto
sin sulfitar.

Fase II: Densidad relativa a 20 C
1.040.

Fase I11: Densidad relativa a 20 C
1.020.

Fase 1V: Densidad relativa a 20 C
1.000.
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Fase V: Muestra de vino tras el pri-
mer trasiego y adicion de 20 mg/l SO,

Asimisino, se tomaron muestras de la
vinificacion de otro vino rosado proce-
dente de la variedad de uva Temprani-
llo. El muestreo se llevo a cabo en las
siguientes fases:

Fase I: Densidad dc entrada. Mosto
sin sulfitar.

Fase II: Densidad relativa a 20 °C
1,040.

Fase III: Densidad relativa a 20°C
1,000.

Fase IV: Muestra tomada inmedia-
tamente antes del primer trasiego.

Fase V: Muestra de vino tras el pri-
mer trasiego y adicion de 20 mg/l SO,.

Se eligid como sistema de aislamiento
el de enriquecimiento en tubo. Para ello
se utilizd medio MRS modificado (6)
adicionado de pimaricina (7). Dado que
interesaba saber la evolucion del nume-
ro de microorganismos a lo largo de la
fermentacion, y que el enriquecimiento
no lo permite, incorporamos a este sis-
tema el recuerdo de microorganismos
por la técnica del Namero Mas Proba-
ble (NMP) (8) en medio selectivo. Se
prepararon tubos con MRS modifica-
do. Las muestras de mostos y vinos se
diluyeron convenientemente y se sem-
bro 1 ml de las diluciones en los tubos
con el medio por triplicado. Se incuba-
ron a 28°C de 3 a 5 dias. La presencia
de bacterias lacticas se detectd por cre-
cimiento en los tubos. Se confirmo su
existencia por observacion microscopi-
ca y siembra en placa de MRS a 28°C
y en anacrobiosis.

Identificacién

De todas las colonias obtenidas en
cada placa se escogieron aquellas que
reunian las siguientes condiciones:

A) Morfologia bacteriana bacilar o
cocdcea.

B) Inmovilidad.

C) Gran positivo.

D) Catalasa negativo.

Estas bacterias se consideraron bac-
terias lacticas y se conservaron en agar
MRS semisolido (Oxoid) y se liofiliza-
ron.

La clasificacion de las cepas aisladas
se realizo siguiendo los criterios del
«Bergey's Manual of Sistematic Bacte-
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riology» (9) y de Sharpe (10). Debido al
hecho de que las cepas provenian de
mostos y vinos, se¢ completd la caracte-
rizacion de las mismas utilizando aque-
llas pruebas utilizadas por otros autores
que han aislado bacterias lacticas a par-
tir de las mismas fuentes (11,12).

RESULTADOS Y DISCUSION

La bibliografia consultada nos mues-
tra que a lo largo de la vinificacion se
produce una evolucion del nimero y de
las especies. Las experiencias realizadas
por nosotros en las variedades Bobal y
Tempranillo han corroborado estas ob-
servaciones. .

En mostos recién estrujados y sin sul
fitar (Fase I), de las dos variedades cita-
das (Figuras 1 y 2), s¢ encontraron can-
tidades moderadas de bacterias lacticas.
En cuanto a especies, en uno de los tan-
ques muestreados de la variedad Bobal
(N2) se encontraron, Unicamente, cepas

pertenecientes a la especie Lactobacillus
plantarum, mientras que en muestras
tomadas en la misma fase pero en otro
tanque de fermentacion (N3), aparecie-
ron solamente lactobacilos heterofer-
mentativos: Lactobacillus brevis, Lacto-
bacillus hilgardii, Lactobacillus cellobio-
sus y una especie todavia no identifica-
da de Lactobacillus. De la misma forma,
en el mosto de Tempranillo sdlo encon-
tramos dos cepas pertenccientes a la
especie Lactobacillus brevis (Tabla 1).
Esto podria ser debido a que el medio
de enriquecimiento utilizado favorecia
el crecimiento de aquellas especies pre-
dominantes, impidiendo asi el desarro-
llo de las restantes.

Durante la fermentacion alcoholica
(Fases II y III) e} numero de baterias
lacticas descendid notablemente en am-
bos casos (Figuras 1 y 2). Concreta-
mente, en la Fase Il tanto de Bobal
como de Tempranillo no fue posible
realizar ningun aislamiento en placa ya
que el numero de bacterias lacticas era

TABLA 1

Especies halladas en las distintas variedades de uva a lo largo
de las diferentes fases de vinificacién

Variedad

de uva Cepa Especie Fase
Bobal N2-2 Lactobacillus plantarum I
N2-4 Lactobacillus plantarum
N2-5 Lactobacillus plantarum
N2-7 Lactobacillus plantarum
N3-1 Lactobacillus sp.
N3-2 Lactobacillus hilgardii
N3-3 Lactobacillus brevis
N3-4 Lactobacillus cellobiosus
N3-5 Lactobacillus brevis
N3-6 Lactobacillus brevis
N3-7 Lactobacillus brevis
N3-8 Lactobacillus brevis
N3-9 Lactobacillus hilgardii
N9-1 Lactobacillus hilgardii [
N9-3 Lactobacillus hilgardii
Ni6-1 Lactobacillus hilgardii v
N16-2 Lactobacillus hilgardii
N16-3 Lactobacillus hilgardii
N17-1 Leuconostoc oenos v
N17-2 - Leuconostoc oenos
Tempranillo Templ-1 Lactobacillus brevis [
Templ-2 Lactobacillus brevis
TemplV-6 Leuconostoc oenos v
Bobal Gl Lactobacillus hilgardii Vino terminado
G7 Lactobacillus hilgardii
G6 Leuconostoc oenos
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Figura 1. Evolucion del numero de bacterias ldcticas en la vinificacién del mosto Bobal. Los muestreos
se realizaron en fermentadores diferentes para cada fase, por ello la representacion es discontinua.
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Figura 2. Evolucion del nuimero de bacterias ldcticas de un tanque de fermentacion durante la
vinificacion del mosto Tempranillo. En la fase [11 no se¢ pudo realizar muestreo. La FM se dio durante la
fase 1V.
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sumamente bajo. Algo semcjante fue
observado por Costello et al. (5). En la
Fase 111 no se pudo realizar el muestreo
de Tempranillo, y en Bobal se dio una
predominancia de Lactobacillus hilgar-
dii, no apareciendo ninguna cepa de
otra especie (Tabla 1).

Al final dc la fermentaciona alcohdlica
(Fase IV) se encontraron diferencias en
cuanto al numero y especies halladas en.
Tempranillo y Bobal. Mientras en Tem-
pranillo el namero de bacterias lacticas
aumentd considerablemente alcanzéan-
dose del orden de 10° células/ml (Figu-
ra 2), en Bobal se encuentran en nume-
ro muy bajo. En Tempranillo se produ-
jo la F.M. en este momento, mientras
en Bobal no se dio. Por otro lado, la
especie predominante, y que por tanto,
es muy probable que llevara a cabo la
F.M. en Tempranillo, era Leuconostoc
oenos. En Bobal, en cambio, predomi-
naron cepas de Lactobacillus hilgardii
(Tabla 1).

En el ultimo muestreo realizado,
tras el primer trasiego y con una nueva
adicion de SO, (Fase V), en Bobal apa-
rece la especie Leuconostoc oenos en
muy bajo namero (Figura 1), desapare-
ciendo Lactobacillus hilgardii. En Tem-
pranillo no se detecto presencia de bac-
terias lacticas en est® fase (Figura 2).

En vino terminado de la variedad
Bobal se aislaron tres cepas, dos de
ellas pertenecientes a Lactobacillus hil-
gardii y la restante a Leuconostoc penos.

Al igual que las levaduras, las bacte-
rias lacticas, aunque en menor numero
que aquéllas, se encuentran representa-
das en el mosto por una gran variedad
de especies con mayor o menor predo-
minancia de organismos homo o hete-
rofermentativos dependiendo del tipo
de.vino e incluso de la region de origen
(14). Segin avanza la fermentacion al-
coholica se produce una seleccion de
especies de bacterias lacticas (15), pro-
vacada por las condiciones desfavora-
bles del medio (concentracion de etanol,

SO, anadido. competencia con levadu-
ras, etc.), en favor de las especies que
resisten mejor dichas condiciones (L.
hilgardii y L. ocenos) (16.2).

La distinta evolucion observada en
Bobal es atribuible al tratamiento a que
se sometio el mosto. Se anadieron 120
mg/l de SO,. lo que resulto en un des-
censo muy considerable del numero de
células en comparacion con el mosto de
Tempranillo donde solo se anadieron
70 mg/l. Esto pone de manifiesto el
efecto inhibidor que ejerce el SO, sobre
la F.M. (15).

A pesar de que muchas especies de
bacterias lacticas son capaces de reali-
zar la F.M., y de hecho se ha descrito
que la realizan en ciertas regiones, Leu-
conostoc oenos esta considerada como
la bacteria malolactica por excelencia,
bien porque generalmente es la que lle-
va a cabo la F.M. (1,6,17.2). bien por-
que las especies de Lactobacillus y Pe-
diococcus que en ocasiones la realizan.
se encuentran asociadas con enfermeda-
des del vino que se pueden dar despues
de esta fermentacion. Asi. en Temprani-
llo encontramos un elevado numero de
bacterias lacticas durante la F.M. que
corresponden a L. oenos: sin embargo.
en el muestreo del vino terminado (serie
G), encontramos tanto L. hilgardii (aso-
ciada con enfermedades del vino) como
L. oenos. Esto esta en concordancia con
lo establecido por Maret y Sozzi (19).
Resultados obtenidos posteriormente
en laboratorio nos indican que la cepa
de L. oenos fue el microorganismo res-
ponsable de la F.M. en este vino. va
que resulto ser mas activa a la hora de
realizar dicha fermentacion que las
otras dos cepas, que resultaron practi-
camente inactivas. Por otra parte, es de
seialar que este vino obtuvo el primer
premio en un concurso de vinos rosa-
dos valencianos, por lo que pensamos
que la presencia de Lactobacillus hilgar-
dii, en este caso al menos. no ha provo-
cado ninguna enfermedad.
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