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INTRODUCCION

Durante la camparia 85-86, se anali-
zaron 92 muestras de mostos, corres-
pondientes a-diversas zonas de la co-
marca, pudiendo generalizar, que la
concentracion de acido L-malico, es
aproximadamente un 40 % de los aci-
dos totales.

Por esta razon, y probablemente por
los meétodos de elaboracion utilizados,
la fermentacion malolactica, es un pro-
ceso aleatorio, que cuando ocurre de
forma espontanea, suele coincidir, con
el aumento de las temperaturas de pri-
mavera.

Sabiendo que el acido L-malico, con-
fiere al vino un sabor agrio, aspero y
duro, conocido camo «verdor», y que el
acido lactico, es mas estable microbio-
logicamente, consideramos la fermenta-
cion malolactica, como tm proceso que
mejora la calidad de los caldos (tinto
directo), dando suavidad al gusto y ar-
monia al producto.

El trabajo se fundamenta, en el aisla-
miento, en la variedad bobal, de tres
cepas (73, 77 y 6162), de bactenas lacti-
cas, que pertenecen a la familia Strepto-
coccacea (segun Bergey's Manual Deter-
minative of Bacteriology), dichas cepas,
han sido ensayadas, en vino tinto direc-
to (volimenes de 20 1), procedente de
bobal, con 2,41 g/l de acido L-malico,
comparando la actividad fermentativa y
aparicion de productos secundarios,
con Leuconostoc oenos (stirter comer-
cial), utilizando un testigo como refe-
rencia. Posteriormente se ha provocado
la fermentacion malolactica, en un vo-
lumen de 1.500 1, cuyo inoculo estaba
formado por las tres cepas autoctonas
anteriormente citadas.

* (Comunicacion presentada, en la Primera Reu-
mon Nacional de Biotecnologia, celebrada en la
Universidad de Leon. julio 1986.)

MATERIAL Y METODOS

Las uvas pertenecen a la variedad
bobal, proceden del término de San
Juan (Requena), de excelente estado sa-
nitario.

El mosto obtenido, tenia una densi-
dad (D3J) de 1.090, y acidez total, ex-
presada en tartdrico, de 7,3 g, de la
cual, 2,41 g/l corresponde al acido L-
malico.

Se adiciono al mosto (previo a la fer-
mentacion alcoholica), 10 g/hl de anhi-
drido sulfuroso.

Se hicieron dos elaboraciones parale-
las, con dos remontados diarios:

1. Se obtuvo aproximadamente 100
| de vino (tinto directo).

2. Se obtuvo aproximadamente
1.500 1 de vino (tinto directo).

Las bacterias lacticas, utilizadas en la
experiencia, han sido tres cepas autoc-
tonas (73, 77 y 6162), aisladas en dife-
rentes puntos de la comarca, en vino de
la variedad bobal, pertenecen a la fami-
lia Streptococcaceae (segin Bergey's
Manual of Determinative Bacteriology).
La actividad fermentativa de estas ce-
pas, fue ensayada, en el laboratorio, en
medio nutritivo sintético, con una con-
centracion de 3 g/l de acido L-malico,
comprobando la total degradacion del
mismo. El starter comercial utilizado es
Leuconostoc oenos.

La analitica utilizada ha sido la si-
guiente:

— D33, densidad a 20°C, referida a
la del agua, tomando para ésta un
valor de 1.000 g/cc.

— Grado alcoholico, por destilacion.

— Anhidrido sulfuroso (total y libre),
método de Paul.

— Acidez volatil real, método Garcia
Tena.

— Acidez total, por volumetria.

— Acido malico, método cualitativo
por cromatografia de papel.

— Acido L-malico, método enzimati-
co cuantitativo de Boehringer.

— Acido lactico, método quimico.

— Acido tartarico, método semicuan-
titativo de Merck.

— Alcoholes superiores, por croma-
tografia de gases con cromatogra-
fo Varian, modelo 3700.

— Medida de crecimiento bacteriano,
por absorbancias. en espectrofoto-
metro Varian, modelo 634.

— Medida de pH. con pH-metro Ra-
diometer Copenhagen 82.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el vino obtenido en la primera
elaboracion (100 1), descubado a 1.030
de densidad. se establecieron cinco ex-
periencias al finalizar la fermentacion
alcoholica, cada una con un volumen
de 20 |, de la siguiente forma:

1. Volumen testigo, no fue inocula-

do.

2. Volumen inoculado con bacterias
lacticas, cepa 73.

3. Volumen inoculado con bacterias
lacticas, cepa 77.

4. Volumen inoculado con bacterias
lacticas, Leuconostoc oenos (star-
ter comercial).

5. Volumen inoculado con bacterias
lacticas, cepa 6162.

Todos los recipientes, se mantuvieron
cerrados, en las mismas condiciones, y a
20 °C de temperatura.

Durante la fermentacion malolactica,
se efectuaron medidas de pH. es un da-
to inmediato, para comprobar la evolu-
c10n, de la degradacion del acido L-ma-
lica.

Uno de los productos secundarios
que pueden aparecer, cOmo consecuen-
cia del metabolismo bacteriano, y de
gran importancia, es el acido acético,
por csta razon tienen interes, los sucesi-
vos controles de acidez volatil (no es
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Grafico 1. e Textigo, x Cepa 73, O Cepa 77, O Cepa comercial
{ Leuconostoc oenos). ® Cepa 6167

Evolucién de los valores de pH, durante la fermeatacién
malolictica, corresponden estos valores al grifico 1

TABEA |

35 Dias

conyeniente que un vino sobrepase la
cantidad de | g/l, expresada en acido
acético), y en esta circunstancia, radica
la importancia, de elegir una cepa bac-
teriana adecuada.

La experiencia se inicié el 8 de octu-
bre, concluyendo a los 35 dias.

Esporadicamente se hicieron croma-
tografias de papel, para. observar la
evclucion del acido L-malico, al finali-
zar la experiencia, sc realizo una valora-
¢ion cuantitativa.

El grifico 1 muestra el aumento pau-
latino del pH. Se inicia la fermentacion
con un valor de 3,32, y para el acido L-
malico degradado, aparecen valores de
3,54 y 3,55. Hay que destacar la mayor
rapidez de la cepa 6162, que habia con-
cluido la degradacién a los 26 dias.

En la scgunda elaboracién, con volu-
men aproximado de 1.500 I, se descubo
a 1.030 de densidad, al finalizar la fer-
mentacion alcohélica, se inoculd, con
las tres cepas de bacterias lacticas
autéctonas el 27 de octubre, a los 20
dias, el acido L-malico habia sido de-
gradado totalmente, ¢l vino se mantuvo
aproximadamente a 20°C de tempera-
tura.

Se realizaron el mismo tipo de medi-
das y controles, que en la experiencia
anterior.

El diagrama de barras, expresa la re-
lacién de acido L-malico no degradado,
y acido lactico producido. Segun la es-
tequiometria, de los 2,41 g/ de L-mali-
co que contenia el vino, debe aparecer
1,61 g de lactico, la mayor cantidad

TABLA 2

Evolucién de los valores de acidez volitil resl, expresada en

g/l de dcido acético, se inicia la fermentacién malolictica con

0,18 g/l, y akanza valores de 0,40 y 0,50 g/l, el maximo
valor lo presentd el testigo con 0,65 g/l

Di Dias
R ol 6 12 21 26 30 k1] Expaiiencsd 0 6 12 21 26 30 38
1 1
Testigo 332 0332 334 33 14 336 339 Testigo 018 020 025 025 033 037 065
2 2
Cepa 73 332 336 341 342 346 348 353 Cepa 73 018 023 025 029 029 032 040
3 3
Cepa 77 332 337 342 345 347 349 354 Cepa 77 018 019 025 029 029 032 050
4 4
Leucomostoc 332 335 336 336 333 340 34} Leuconostoc 018 019 025 025 025 031 040
oenos oenos
5 . 5
Cepa 6162 332 340 344 34T IS8 — - Cepa 6162 018 020 025 025 040 — —

62



g/1
—
1
2 o
1.
Testigo ‘ Egpa 73 Eepa 77 Leuconos Rpa 162 Volumen —_—
oenos 1500

l Acido L-malico D Acido lactico

Experiencias Leuco Vol.
m Restion Lo R Ceon 71 oenos Copa 6162 1500

Grado
alcohélico 11,11 1175 11,59 11.03 11.40 12.40
TABLA 3>
Anhidrido
Estos valores corresponden al sulfuroso 10 102 10.5 102 10.1 10.3
volumerrde 1.500 1, el valor de Libre mg/1
pH: al finalizar la fermentacién
maloldctica, coincide con la Anhidrido
expaiencia realizada en "im sulfuroso k! 70 70 70 70.5 69
lugar. Los valores de acidez Total mg/l
volitil pricticamente no varian Asides fotal
g/l en acido 6,90 5.70 5.60 6.15 540 5.60
tartarico
Dias pH A. volitil real Acidez volatil
en icido 0.65 0,40 0.50 0.40 0.40 033
0 337 0.20 ﬁﬂéﬁco
2 338 0,21
8 3,40 022 4 3.55 3154
12 147 027 pH 339 153 3.54 343 . 5
20 3.54 033 Acetaldehido
5
— ‘ mg/l 54,1 55 57 60,2 55 61,6
i E-malies 138 0 0 109 0 0
formada. puede venir de la degradacion
de azucares residuales o acidos como el Acido lactico 0.58 1.66 1,65 0.81 230 1.94
citrico o succinico. La desaparicion del
acido L-malico en el testigo puede ha- Acido
ber ocurrido por precipitacion de sales, tartarico 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 150
o por accion de las levaduras, en la fer- a1
meiacion 3lc0ho!u::a. : Alcoholes En los alcoholes cromatografiados, no se aprecian difercncias
Los datos analiticos, al concluir las superiores significativas. :

experiencias,son:
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CONCLUSIONES

Hemos comprobado que cualquiera
de las tres cepas autoctonas han degra-
dado completamente el acido L-malico,
sin embargo la cepa comercial, no lo ha
conseguido, en las mismas condiciones,
lo cual viene a corroborar, la opinion
de numerosos autores, acerca del mejor
comportamiento de las cepas autocto-
nas sobre las comerciales o de colec-
cion. ‘

Respecto al aumento de la acidez vo-
latil, que experimentan los vinos, en el
transcurso de la fermentacién malolac-
tica es normal, son valores totalmente
correctos, ademas, dicha acidez, puede
aumentar después del primer trasiego,
sobretodo por descomposicion del aci-
do citrico en acido acetico, y cuando
ésta fermentacion, ocurre de forma es-
pontanea, en los meses de primavera,
suele alcanzar valores de 0,60 y 0,70 g/l.

Ouro resultado significativo, fue el
analisis organoléptico; se organizaron
tres paneles de cata diferentes:

— Comité de cata del Consejo Regu-
lador de la Denominacion de Ori-
gen Utiel-Requena.

€4

— Panel formado por técnicos de la
zona.

— Panel formado por técnicos del
sector de la exportacion.

Todos coincidieron, en la mayor sua-
vidad proporcionada, por la accién de
las bacterias lacticas ensayadas, las
muestras con fermentacion malolactica
realizada, se consideraron, vinos de ca-

lidad, no sucedi6 asi, con aquellas que

contenian acido L-malico, porque resul-
taron, de sabor aspero y acido al pala-
dar.

El vino ensayado con la cepa comer-
cial, presenté menor intensidad de aro-
mas que cualquicra de los ensayados
con cepas autdctonas, y entre éstas, hay
que destacar la accion de la cepa 6162,
no solo por la mayor intensidad, sino,
por la mayor persistencia de aromas.

Asi pucs, la fermentacion malolactica ~

inducida, ademas de conferir, una serie
de cualidades organolépticas deseadas,
influir en la formacion del «bouquet»,
porque acelera la oxidacion de la mate-
nia colorante, ofrece una gran ventaja, si
¢l vino se destina a crianza, no sélo por

el aumento de estabilidad, también, por
haber reducido ostensiblemente el tiem-
po, adelantamos de cinco a seis meses.
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