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La verdadera sabiduria esta en reconocer la propia ignorancia.

Socrates.
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ABREVIATURAS
ADI arginina deiminasa
ADN acido desoxirribonucleico
ARN acido ribonucleico
ATP adenosin 5'trifosfato
B. Botrytis
BL bacterias lacticas
CE carbamato de etilo
cél/mL células/mililitro
CEP carbamato de etilo potencial
CK carbamato quinasa
cm centimetros
DEDC dietil dicarbonato
DL dosis letal
DMSO dimetilsulféxido
DO densidad Optica
et al. et altri
FA fermentacion alcohdlica
FAO Food and Agriculture Organization
FDA Food and Drug Administration
FFA final de fermentacion alcoholica
FFML final de fermentacion malolactica
FML fermentacion malolactica
g gramo
a/kg gramo/kilogramo
g/L gramo/litro
GC/EM cromatografia de gases/espectrometria de masas
HPLC High Performance Liquid Chromatography
INCAVI Institut Catala de la Vinyai el Vi
kg kilogramo
L litro

Lactobacillus

A longitud de onda
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Lc. Leuconostoc

LCBO Liquor Control Bord of Ontario
Mg/Kg microgramos/kilogramo

Mg/l microgramos/litro

mg/kg miligramos/kilogramo

mg/L miligramos/litro

mL mililitros

mL/L mililitros/litro

N Normal

ng/kg nanogramos/kilogramo

ng/mL nanogramos/mililitro

nm nanometros

NOPA nitrégeno asimilable por OPA

0. Oenococcus

o Organizacion Internacional de la Vifia 'y el Vino
OMS Organizacion Mundial de la Salud
oTC ornitina transcarbamilasa

PCR polymerase chain reaction

ppb partes por billén

RAPD random amplified polymorphic DNA
S. Saccharomyces

TJIF tomato juice factor

ufc/mL unidades formadoras de colonias por mililitro
(viv) volumen/volumen

WHO World Health Organization
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1. INTRODUCCION
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1.1 LAS BACTERIAS LACTICAS DEL VINO Y LA FERMENTACION
MALOLACTICA

1.1.1 Antecedentes historicos

En 1837 en su libro titulado “A Short Education on Suitable Treatments of
Vinificated Juices”, F. von Babo describio el fenédmeno de una “segunda” fermentacion
en los vinos jovenes que comenzaba al final de la primavera. Esta “segunda”
fermentacion liberaba CO, y originaba una turbidez renovada en los vinos nuevos, que
von Babo relacioné con la “fusién de la grasa” de la fermentacién alcohdlica (FA)
(Krieger, 2006a)

Berthelot y De Fleurieu (1864) fueron los primeros en observar una disminucion
fuerte de la acidez total de un vino, en comparacion al mosto de procedencia. Durante
los estudios sobre las alteraciones del vino que llevé a cabo en 1866, Louis Pasteur
aislo las primeras bacterias del vino e inicié sus “Etudes sur le vin”. Fue el primero en
describir algunos de los efectos de lo que hoy conocemos como fermentacion
maloléctica (FML), como la produccion de gas y lo que él consideraba una pérdida de
sabor, hechos que asociaba a una enfermedad del vino. Unos afios mas tarde (1873)
observd que vinos embotellados perdian acidez a lo largo del tiempo, pero presumié
gque se debia a la precipitacion del &cido tartarico. Ordonneau (1891) advirtié la
desapariciéon casi total del acido malico en el envejecimiento de los vinos, pero fue
Kunz (1901) quien puso en evidencia que la disminucion del acido méalico se
acompafa de un incremento simultaneo del &cido lactico (Suarez Lepe e Ifiigo, 1988;
Krieger, 2006a)

Por otro lado, Kulisch (1889) comprobd la naturaleza biol6gica del proceso.
Sugiridé que una levadura era la responsable, ya que al inocular lo que él creia un
cultivo puro de Saccharomyces ellipsoideus observé una disminucién de la acidez
total. Muller-Thurgau (1891) corrigio el error indicando que no eran levaduras sino
bacterias las responsables de los cambios de acidez, pero este hecho no se confirmo
experimentalmente hasta que Koch (1900) consiguid inducir la FML inoculando

bacterias aisladas del vino (Garcia et al., 1992).

La ecuacion quimica de la reaccion malolactica fue propuesta por primera vez

por Moslinger (1901) y Seiffert (1901). Hasta entonces la FML era considerada como
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un proceso perjudicial en la vinificacion. Uno de los primeros autores en citar los
beneficios de la FML fue Ferré (1922) quien sefial6 que la FML es un proceso esencial

para obtener vinos de calidad (Garcia et al., 1992).

Posteriormente, numerosos trabajos de diversos autores describen
ampliamente las ventajas de la FML y la necesidad del proceso para obtener vinos de

calidad.

1.1.2 Clasificacion y caracteristicas de las bacterias lacticas del vino

Las bacterias lacticas (BL) aisladas de vino son principalmente de los géneros
Oenococcus (antes Leuconostoc oenos), Leuconostoc, Pediococcus y Lactobacillus
(Wibowo et al., 1985; Ribéreau-Gayon et al., 2000; Liu, 2002)

Ademas de su morfologia como cocos o bacilos, su caracteristica homo o
heterofermentativa es un factor decisivo en su clasificacion. Este caracter fue
establecido por primera vez por Kluyver y Donker (1935), y est4d basado en el
catabolismo de los azlcares. Las bacterias homofermentativas producen mas del 85%
de 4cido lactico a partir de la utilizacién de la glucosa por la via glicolitica de Embden-
Meyerhof, mientras que las heterofermentativas, al carecer de aldolasa y triosafosfato-
deshidrogenasa, metabolizan la glucosa siguiendo la via de Warburg-Dickens,
originando diéxido de carbono, etanol y acido acético ademas de &cido lactico (Suérez

Lepe e ifigo, 1988; Ribéreau-Gayon et al., 2000; Suarez Lepe e ifigo, 2004).

Entre los cocos, las bacterias del género Pediococcus son homofermentativas,
y las del género Leuconostoc son heterofermentativas. Los lactobacilos pueden
presentar los dos comportamientos y se dividen en tres grupos (Ribéreau-Gayon et al.,
2000):

Grupo |: Homofermentativos estrictos (este grupo nunca se ha identificado en

vino).
Grupo IlI: Heterofermentativos facultativos.
Grupo llI: Heterofermentativos estrictos.

En la siguiente tabla se listan las BL mas frecuentemente encontradas en vino:
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Tabla 1.1. Especies de BL mas generalizadas en mosto y vino. (Ribéreau-Gayon et al. 2000)

Heterofermentativos Facultativos  Lactobacillus casei

(Grupo 1) Lactobacillus plantarum
Lactobacilos

Heterofermentativos Estrictos Lactobacillus brevis

(Grupo 111)

Lactobacillus hilgardii

Homofermentativos Pediococcus damnosus
Pediococcus pentosaceus
Cocos
Oenococcus oeni
Heterofermentativos Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides

En la uUltima actualizacion de clasificacion, todas las BL del vino se encuentran
dentro del orden Lactobacillales (Garrity et al., 2004), lo que se resume en la siguiente

tabla:

Tabla 1.2. Clasificacion actual de BL vinicas (resumen de Garrity et al. 2004)

Dominio Bacteria
Phylum BXIIl. “Firmicutes”
Clase Ill. “Bacilli”
Orden Il. “Lactobacillales”

Familia I. “Lactobacillaceae”
Género I. Lactobacillus (126 especies)
Geénero Ill. Pediococcus (9 especies)

Familia V. “Leuconostocaceae”
Género |. Leuconostoc (20 especies)

Género Il. Oenococcus (1 especie)

A pesar de ser un grupo heterogéneo de bacterias morfoldgica, bioquimica y
metabdlicamente, las BL representan un grupo bastante homogéneo desde el punto
de vista fisiolégico con las siguientes caracteristicas generales (Zambonelli, 1988;
Bordons 1997):

e Gram-positivas,
» catalasa negativas, con excepcion de alguna especie del género Pediococcus,

* no esporuladas,
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* no moviles (no tienen flagelos),

* microaerdfilas o anaerobias facultativas,

e presentan un metabolismo exclusivamente fermentativo (ausencia de
respiracion),

e tienen requerimientos nutritivos complejos: requieren la presencia en el medio
de aminodcidos y vitaminas que no son capaces de sintetizar,

e« por fermentacion de los azucares producen solamente &cido lactico
(homolacticas u homofermentativas) o producen acido lactico y, ademas, acido

acético, dioxido de carbono y etanol (heterolacticas o heterofermentativas).

1.1.3 Aislamiento e identificacion

Los procedimientos mas usuales para el aislamiento de las BL del vino, de

acuerdo con Wibowo et al. (1985), son:

- Por enriquecimiento de las BL en medio de cultivo liquido previo a la siembra
en medio solido. Esta técnica soélo provee informacioén sobre la presencia o ausencia

de BL y no permite su recuento.

- Por siembra directa sobre medio de cultivo sélido. Se obtiene informacion
directa del nimero de microorganismos en el vino. ES necesario concentrar las
bacterias por centrifugaciéon para aumentar el limite de deteccién si el nUmero de

bacterias es menor a 10 cél/mL.

- Por filtracién del vino sobre filtros de membrana que luego se incuban sobre
placas de cultivo sélido. Esta técnica se usa cuando el numero de células bacterianas

es muy bajo.

Todos estos procedimientos requieren medios de cultivo apropiados. Los dos
medios mas comunmente empleados son el Medio de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) y
el agar zumo de tomate. El medio MRS, disponible comercialmente, es un medio muy
nutritivo, inicialmente desarrollado para el aislamiento de Lactobacillus. El agar zumo
de tomate también es un medio muy rico que incorpora zumo de tomate, el cual
contiene factores que estimulan el crecimiento de las BL del vino. Se han descrito
numerosos medios de cultivo para el crecimiento de las BL que incorporan extracto de
levaduras y diferentes modificaciones del medio MRS para incorporar zumo de tomate,

cisteina, zumo de uvas y acido malico ademés de distintos azucares. No hay un Unico
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medio recomendado para el crecimiento de todas las especies de un vino. El medio
MRS adicionado con zumo de tomate es un medio general para el aislamiento y cultivo
de las BL del vino, que se realiza por incubacion en atmosfera enriquecida con CO,
entre 28°C y 37°C (Wibowo et al., 1985). Hace pocos afios se desarrollé el medio
MLO, ya disponible comercialmente, para favorecer el crecimiento de cepas vinicas
incapaces de crecer en otros medios. Este medio es recomendado para el crecimiento
y mantenimiento de BL, incluso las mas exigentes, como Oenococcus oeni, debido a la
adicion de suero de tomate. Asimismo, puede ser empleado como un medio general

para BL que utilicen fructosa (Zufiiga et al., 1993).

Desde los comienzos de la microbiologia la identificacion bacteriana se ha
basado en sus caracteristicas fenotipicas. El analisis fenotipico incluye observacion
morfoldgica y analisis de la asimilacion de distintos sustratos y de la naturaleza de los
productos metabolicos (Ribéreau-Gayon et al., 2000). La clasificacion de una cepa se
determina en funcién del parecido de esos caracteres con los de las cepas tipo
(Lonvaud-Funel, 2006).

La observacion microscopica puede ir ligada a la coloracion de Gram. La forma
celular (coco o bacilo) es facilmente identificable, asi como la disposiciéon celular
(parejas, tétradas, cadenas). A continuacion se determina su caracter homo o

heterofermentativo. Esto permite identificar las bacterias a nivel de género.

La clasificacion a nivel de especie requiere el analisis de los perfiles de
fermentacion de un gran nimero de azucares. Para la identificacion rapida de las BL
aisladas se pueden utilizar las galerias APl 50 CHL (Bio-Mérieux), en las cuales se
miniaturizan una cuarentena de pruebas en una misma placa (Wibowo et al., 1985;
Davis et al., 1988; Ribéreau-Gayon et al., 2000; Lonvaud-Funel, 2006), aunque su uso
da resultados discutibles en el caso de O. oeni (Pardo et al., 1988). Estas
caracteristicas en su totalidad hacen posible la identificacion de una especie sin

mucha ambigutiedad, por referencia al manual de clasificacion Bergey’s.

En los ultimos afios, el progreso de la biologia molecular ha hecho posible la
identificacion aln mas precisa y fiable (ademas de proveer nuevos criterios de
clasificacién basados en el analisis del genoma) a nivel de género, especie e incluso

cepas dentro de una misma especie (Ribéreau-Gayon et al., 2000).

El principio general consiste en buscar similitudes entre el ADN de la cepa

desconocida y el ADN de la cepa de referencia. Existen distintos métodos basados en
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diversas propiedades y herramientas. El mas seguro consiste en secuenciar una parte
del genoma muy caracteristica de la especie, correspondiente a los genes que
codifican el ribosoma 16S. Esta region contiene partes muy conservadas en todas las
bacterias de una misma especie. El estudio del polimorfismo de restriccién se basa en
la accion especifica de enzimas de restriccidén. La hibridacién se basa en la capacidad
de una simple hebra de ADN de reaparearse a una doble hebra. Al combinar y variar
estos métodos se amplian considerablemente las posibilidades de analisis. Por otro
lado, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite amplificar porciones del
genoma delimitado por “primers” o cebadores (oligonucleotidos). Dependiendo de los
“primers” escogidos, el perfil electroforético del amplicon obtenido permite distintos
niveles de clasificacion dentro de un género o especie (Ribéreau-Gayon et al., 2000;
Lonvaud-Funel, 2006). Recientemente, Reguant (2001) desarroll6 un método de
RAPD-PCR (random amplified polymorphic DNA-PCR) para la identificacién de cepas
de O. oeni basado en la amplificacién al azar del ADN con dos cebadores (RAPD-PCR
multiple) que ha demostrado mejorar la reproducibilidad y rapidez respecto al método
de RAPD-PCR convencional. Este método es una buena herramienta para estudiar la
dindmica de poblaciones bacterianas durante la FML y para evaluar la eficiencia de un
nuevo cultivo estarter y su imposicion sobre la microbiota nativa (Reguant, 2001,

Reguant y Bordons, 2003).

1.1.4 Recuento de BL en mosto y vino

El recuento de microorganismos viables se emplea corrientemente en Enologia
tanto para el seguimiento de las fermentaciones como para el control microbiologico

de los vinos, en el embotellado o durante la conservacion (Laure y Froudiere, 1994).

Hay un amplio nimero de métodos citados en la literatura que pueden
considerarse para estimar la concentracion microbiana en Enologia. Estos métodos se

pueden clasificar como sigue (Delfini y Formica, 2001):

1. Métodos gue evallan la masa microbiana

a) por centrifugacion: se puede determinar el volumen de células empacadas,

después de separarlas del medio de cultivo, por desecacion del “pellet” a 105 °C;



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACION Y LAS BACTERIAS LACTICAS SOBRE LA FORMACION

DE CARBAMATO DE ETILO

Silvana Verdnica Romero Tissera L
ISBN:978-84-693-7663-8/DL:T-1745-2010 Introduccion

b) por nefelometria: midiendo la turbidez de suspensiones liquidas del cultivo

directamente en un nefelémetro;

c) por citometria de flujo: este método, ademas de la cuantificacion, permite la

diferenciacion de la poblacion en subclases de acuerdo al tamafio celular;

d) por colorimetria: método basado en la absorcién de azul de metileno por

células muertas, las cuales siguen la ley de Freundlich.

2. Métodos que estiman el nUmero de células viables como Unidades Formadoras de
Colonias (UFQC)

a) por recuento de colonias en medio sélido en placas de Petri: con este

método se determina el nimero de UFC;

b) por crecimiento de colonias sobre medios solidos o liquidos en placas de

Petri, luego de colocar un filtro de membrana previamente inoculado sobre el medio;

c) por valoracidbn microscépica de crecimiento de microcolonias sobre un

portaobjeto previamente cubierto con una capa delgada de medio sélido;

d) por crecimiento en presencia de sales de tetrazolio y la cuantificacion

espectrofotomeétrica subsiguiente de la forma reducida de la sal;

e) por cuantificacion de ciertos metabolitos utilizados o formados a partir de un
sustrato apropiado bajo condiciones estandar de incubacion (CO,, &cidos, consumo de

azucares, etc.);

f) por el método de bioluminiscencia, utilizando un fotometro para medir la

cantidad de luz emitida en presencia de luciferasa, después de afiadir ATP.

3. Métodos que determinan el recuento de células totales en una poblacidn consistente

en células viables y no viables

a) por recuento microscopico directo de material celular previamente tratado, o
no, con colorantes vitales, como azul de metileno, cristal violeta, eritrosina B o

diacetato de fluoresceina, en una camara de recuento.

De todos estos métodos los mas ltiles en Enologia son: el recuento directo con

microscopio usando una camara de contaje, el recuento de colonias crecidas sobre un
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filtro de membrana, el recuento de colonias crecidas sobre un medio soélido y el

recuento por epifluorescencia de células concentradas sobre un filtro de membrana

(Delfini y Formica, 2001).

Por su importancia en el desarrollo de la presente tesis este Ultimo método sera

ampliado en el siguiente apartado.

Recuento de BL del vino por epifluorescencia

La determinacidon microbiolégica de células presentes en vino se basa

generalmente en la técnica de cultivo en placa de Petri, en general, con filtracion sobre

membrana. Es una técnica facil de realizar, pero tiene algunas desventajas (Berta y

Spertino, 1998; Berta et al., 1998):

a) presenta una tendencia a sobreestimar el nimero de células presentes;

b) para levaduras, el tiempo de respuesta y la precision son aceptables, pero,

para bacterias, se requiere un tiempo de incubacion mas largo que puede ser

demasiado largo para prever accidentes de fermentacion o de refermentacion,

y asi evitar las paradas de fermentacibn o modificar las condiciones de

embotellado durante el trasiego;

C) no cuenta bacterias o levaduras presentes en agregados o en microcolonias,

las cuenta como si fuera una sola célula 'y

d) no tiene en cuenta las células no vitales.

A partir de 1974 se comenz0 a utilizar la excitacion de fluorescencia con luz

reflejada (epifluorescencia) en la industria alimentaria para poner a punto un método

rapido y eficiente de recuento de microorganismos (Berta y Spertino, 1998).

Esta técnica se basa en un sistema que transmite luz a corta longitud de onda

al preparado, previamente coloreado con un fluorocromo. Este la absorbe y emite luz a

una longitud de onda mayor que la incidente (Figura 1.1). Para evidenciar estas

fluorescencias debe delimitarse con un primer filtro coloreado cudl es la banda de

excitacion, generalmente la ultravioleta o la del azul-violeta, y disponer, tras el objeto,

un segundo filtro, “filtro de intercepcion”, que absorbe el residuo de la luz excitadora

para no dejar pasar mas que la fluorescencia (Berta y Spertino, 1998).

10
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Figura 1.1. Representacion esquematica del origen de la radiacién fluorescente (Holz, 1990).

1.1.5 Ecologia

El origen de las BL del vino se halla en la uva y en el equipamiento de la

bodega. Generalmente se encuentran sobre la superficie de las uvas y de las hojas de

la vid (Wibowo et al., 1985).

En las uvas se encuentran recuentos reducidos de BL (inferiores a 100

células/g) (Krieger, 2006a). A lo largo de la vinificacion la poblacién de BL evoluciona

en numero (Figura 1.2) y en variedad, hay un crecimiento sucesivo de diferentes

especies. El mosto contiene una poblacion bacteriana de 10° a 10* cél/mL. Las

principales especies presentes en esta etapa son L. plantarum, L.hilgardii, L. brevis, L.

casei, Leuc. mesenteroides, O. oeni, P. damnosus y P. pentosaceus. Sobreviene una

primera fase de muerte en la FA, ya que el bajo pH y el elevado contenido de etanol

hacen del vino un medio adverso para las BL. Hay una disminucion del numero y la

variedad de BL, con lo que al final de esta fase la poblacién desciende a cerca de 107

cél/mL. Tras una fase de latencia luego de la FA, cuya duracion dependera de las

propiedades del vino, comienza la fase de proliferacion que se caracteriza por un

crecimiento exponencial de las BL que han sobrevivido. Cuando la poblacion llega al
orden de 10° cél/mL comienza la FML (Wibowo et al., 1985; Garcia et al., 1992;

Lonvaud-Funel, 1994; Ribéreau-Gayon et al.,, 2000). O. oeni es la especie que

11
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garantiza la FML en la mayoria de los vinos, en todas las regiones del mundo (Wibowo
et al.,, 1985; Lonvaud-Funel, 1994; Ribéreau-Gayon et al., 2000) y es la especie
preferida para conducir la FML debido a su tolerancia al medio &cido y al perfil
aromatico producido (Liu, 2002). Se ha visto también que vinos con pHs mayores a 3,5
pueden ser contaminados por especies de Pediococcus y Lactobacillus que pueden
crecer hasta niveles de 10° a 10° cél/mL interaccionando antagénicamente con O. oeni
(Wibowo et al.,, 1985). En la fase terminal la poblacion disminuye paulatinamente
(Garcia et al., 1992). La supervivencia de las BL después de terminar la FML depende
en buena medida de las condiciones del vino y del tratamiento aplicado al mismo
(Krieger, 2006a).

8
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Figura 1.2. Evolucién de la poblacion de BL durante la vinificacion (adaptado de Ribéreau-
Gayon et al., 2000).

1.1.6 Bioquimica de la FML

En los dltimos afios se ha visto que la conversion de acido malico a acido
lactico no es una verdadera fermentacién sino, mas bien, una reaccidén enzimatica
conducida por las células bacterianas después de su crecimiento. No obstante, el
término fermentacion malolactica se ha establecido en la literatura y en la industria

enolégicas (Wibowo et al., 1985).

La ecuacion global de la descarboxilacién del &cido mélico es la siguiente:

12
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Figura 1.3. Ecuacién global de la reaccion malolactica

Introduccion

La reaccion asi formulada se presenta como una simple descarboxilacion, pero

el mecanismo de conversion no es tan simple.

La enzima responsable de la FML es la enzima malolactica, que fue purificada

por primera vez en L. plantarum en 1973 por Schitz y Radler. Dicha enzima, con un

peso aproximado de 235000 y un punto isoeléctrico de 4,35, es constitutiva en el 60%

de las BL heterofermentativas e inducible en otras. Se induce en presencia de glucosa,

tiene un pH éptimo entre 5,6 — 6,1, su actividad depende de NAD y de Mn*"y puede

ser inhibida competitivamente por los acidos tartarico, succinico y lactico.

(Suérez

Lepe e ifigo, 1988; Garcia et al., 1992; Delfini y Formica, 2001; Reguant, 2001;

Suérez Lepe e Ifiigo 2004). En 1984, Spettoli et al. aislaron la enzima malolactica de

O. oeni, demostrando que era constitutiva en esta especie a diferencia de L. plantarum

que era inducido y que, en ambos casos, el transporte de L-malato dentro de las

células limitaba la tasa de conversion de la enzima malolactica (Suarez Lepe e Ifigo,

2004).

El papel que la FML desempefia en el metabolismo celular no esta aun

completamente esclarecido, ya que no genera energia por si misma para las células.

Kunkee (1967) y Kandler (1973) pensaban que la FML no proveia energia a la célula.

Mas tarde, Pilone y Kunkee (1976) y Garcia (1992) observaron que la FML parecia

proveer algun efecto beneficioso a las BL, ya que su tasa de crecimiento se veia

estimulada cuando éstas se desarrollaban en un medio con una fuente de carbono y

acido mélico. Para Kandler et al. este efecto se debia a que la descomposicion de un

acido dicarboxilico en uno monocarboxilico provocaria un aumento del pH externo
(Garcia et al., 1992; Reguant, 2001). Mas tarde Cox y Henick-Kling (1990)

13
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demostraron que varias especies de BL podian generar ATP a partir de la degradacion
del 4cido malico. Segun estos autores, el mecanismo seria quimiosmaotico. EI ATP
seria formado por una ATPasa de membrana que tomaria la energia del gradiente
electroquimico que se genera durante el transporte activo de L-malato al interior
celular y el gradiente de protones que se genera cuando el producto final, el L-lactato,
es transportado fuera de la célula junto con los protones (Cox y Henick-Kling, 1990).
Sobre esta cuestién se continlan proponiendo nuevos aspectos (Cox y Henick-Kling,
1995; Salema et al., 1996a; Salema et al., 1996b).

1.1.7 Efectos beneficiosos de la FML

Las principales ventajas que aporta la FML al vino son (Davis et al., 1985):

a) Disminucién de la acidez:

La FML es el principal medio que poseen los vitivinicultores para reducir la
acidez de un vino. La disminucién de la acidez por la FML varia de 0,1% a 0,3%, y el

pH puede subir de 0,1 a 0,3 unidades.

Vinos producidos en regiones de climas frios se ven beneficiados con una
reduccion de la acidez porque las bayas presentan naturalmente altas concentraciones
de acidos orgénicos. Vinos de pH alto, como los producidos en regiones viticolas
cdlidas, tienen una acidez baja. En estos casos, la FML puede reducir mucho los
niveles de acidez, resultando vinos planos e insipidos, donde se pueden desarrollar

bacterias perjudiciales.

b) Mejora del perfil organoléptico:

La calidad sensorial del vino es afectada por los componentes que son

consumidos y producidos en el vino por el crecimiento bacteriano.

Como las BL convierten acido malico (caracteristico de la manzana, mas
agresivo) en &cido lactico (caracteristico de la leche, mas suave) el vino resultante es

mAas suave y “mantecoso”.

Las BL son organismos fermentativos que, ademas de producir acido lactico

como producto principal del catabolismo de los azucares, son capaces de producir

14
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Introduccion

otros compuestos con incidencia aromatica, como acetaldehido, acido acético, etanol,

diacetilo, acetoina y 2,3-butanodiol, en diferentes productos fermentados. Diacetilo,

acetoina y 2,3-butanodiol son producto del consumo bacteriano de &cido citrico y se

consideran importantes para el perfil organoléptico del vino. El diacetilo es considerado

el mas importante por el aroma de manteca o nata que caracteriza a muchos vinos

que han realizado la FML con reconocidos aromas lacticos. A bajas concentraciones,

estos compuestos aportan complejidad al aroma del vino. A concentraciones

superiores a 5 mg/L, el diacetilo puede ser muy intenso, dando al vino sabores de

manteca o0 avellana, lo que se considera indeseable (Davis et al., 1986, Bartowsky y

Henschke, 2004)

Otros constituyentes organolépticos que aumentan su concentracion en la FML

incluyen: acidos volatiles, dietil succinato, numerosos ésteres volatiles, etil-acetato, n-

propanol, 2-butanol, n-hexanol y etil-lactato. También se dan pequefas disminuciones

en 3-metil-n-butil acetato, n-hexil acetato, 2-feniletilacetato y 2-etil-n-hexanoato.

Estudios sensoriales demuestran que los componentes arométicos producidos

por las BL confieren cambios reconocibles a las caracteristicas aromaticas del vino

(Laurent et al., 1994). Ademas, se ha visto que, generalmente, los vinos producidos

con BL seleccionadas tienen mejor calidad que los que

espontaneamente.

realizan la FML

En conclusion, aunque las BL son capaces de alterar la composicion del vino

durante la FML, principalmente en distintos componentes volatiles, estos cambios no

siempre son detectados por panelistas de cata entrenados. Las cepas de BL

seleccionadas para inducir la FML tienen una importancia critica, asi como la

composicion del vino y el disefio de los analisis sensoriales.

c) Estabilidad microbiolégica:

Una de las principales ventajas de la FML es que los vinos que han

experimentado la FML son, en sentido microbiol6gico, mas estables que los que no la

han sobrellevado. No obstante, la estabilidad microbiologica después de la FML no es

absoluta. La nocion de estabilidad microbiol6gica después de la FML significa que

disminuye el riesgo de que la FML ocurra en la botella, dando lugar a la formacion de

gas (CO,) en la misma u otros efectos negativos. Una FML completa proporciona una

cierta estabilidad microbiolégica al eliminar del vino el acido médlico y algunos
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azucares, y también al producir compuestos antimicrobianos como el mismo &cido
lactico y, posiblemente, bacteriocinas, que son proteinas de bajo peso molecular que

podrian inhibir el crecimiento bacteriano posterior.

1.1.8 Efectos indeseables de la FML

En cuanto a las desventajas o inconvenientes derivados de la FML, habria que
destacar, en primer lugar, la elevacion de la acidez volatil que la acompafia y que,
ademas de representar un indice negativo en la apreciacion sensorial de cualquier
vino, dependera del caracter homo o heterofermentativo de las diferentes cepas
bacterianas y de la temperatura. Ademas, hay algunas BL que pueden metabolizar el
acido citrico para obtener energia y, al hidrolizarlo, elevan el diacetilo y la acidez
volatil. La degradaciéon del &cido tartarico por bacterias heterofermentativas es muy
poco frecuente, dandose sélo en vinos con pHs elevados, proximos o superiores a 4,

aumentando también el contenido en acido acético (Suarez Lepe e ifiigo, 2004).

Otros inconvenientes derivados de la FML conciernen a la pérdida o reduccion
de aromas varietales y caracter afrutado, a la posible produccién de olores andmalos
como el geraniol o a la reduccion de color que sigue a este fendmeno. El cambio
cromético suele deberse a las modificaciones de pH, a los niveles de SO, y a la
adsorcion de antocianos por las paredes celulares bacterianas (Suarez Lepe e ifigo,
2004).

1.1.9 Alteraciones durante la FML que pueden dafectar a la seguridad

alimentaria

Las alteraciones mas importantes producidas en el vino son aquellas que

pueden afectar a la seguridad alimentaria.

Al ser el vino un alimento obtenido por fermentacion, es susceptible de
presentar concentraciones de determinadas moléculas (productos del metabolismo
microbiano), algunas de las cuales pueden afectar a la seguridad alimentaria del
consumidor. Como antes se ha sefialado, el vino es un medio complejo, aun al final de
la FA, por lo que las BL pueden metabolizar distintos compuestos aun presentes en el
vino mientras realizan la FML, dejando en el vino los productos finales o parciales de

este metabolismo.
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En vinos, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO), la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion
Internacional de la Vifia y el Vino (OIV), a través de los grupos integrados en la
Comision “Seguridad y Salud” y, particularmente, el Grupo “Seguridad Alimentaria”
estudian el estado actual de las alteraciones del vino que pueden incidir en la salud del
consumidor para tratar de dilucidar sus origenes y vias de formacion y, en su caso,
evitar concentraciones que pueden llegar a ser perjudiciales o nocivas (Suarez Lepe e
ifigo, 2004).

En cuanto a su origen, las sustancias potencialmente téxicas que pueden

encontrarse en el vino se podrian clasificar en (Suarez Lepe e ifiigo, 2004):

» Contaminantes , como los pesticidas o el plomo.

» Aditivos , como el anhidrido sulfuroso.

* Moléculas relacionadas con el metabolismo microbiano . Entre ellas se
encuentran el carbamato de etilo y las aminas bidgenas, ambos productos del
metabolismo de BL, y la ocratoxina A, micotoxina sintetizada por algunas

especies de hongos.

Es importante aclarar que en todo el mundo numerosos grupos de
investigacion aunan sus fuerzas para establecer la etiologia de muchas alteraciones
del vino, para poder prevenirlas y asegurar la calidad del vino. Ademas, si estas
moléculas estan presentes en el vino, en la mayoria de los casos, lo estan en

concentraciones muy alejadas de su ingesta diaria admitida.

Antes de ampliar aquellos temas relacionados con la FML, debemos considerar
la importancia del estudio de estos compuestos toxicos en la competitividad de
nuestros productos en los mercados nacionales y extranjeros, en los que ya existe
legislacion sobre limites maximos permitidos en vinos de importacion o de elaboracion

propia.
Formacion de aminas bidégenas

Las aminas tienen un importante rol metabodlico en las células vivas. Las
poliaminas son esenciales para el crecimiento; la histamina y la tiramina estan

involucradas en funciones del sistema nervioso y en el control de la presion sanguinea
(Lonvaud-Funel, 2001).
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Las aminas bidgenas son bases organicas de bajo peso molecular, de

estructura alifatica o ciclica, que provienen de la descarboxilacion de amino&cidos

(Landete et al., 2001; Suéarez Lepe e ifigo, 2004).

Las aminas bibgenas son compuestos indeseables en todos los alimentos y

bebidas porque su ingesta en altas concentraciones puede tener efectos nocivos sobre

la salud humana. Las aminas bibgenas pueden ejercer efectos vasoactivos (tiramina),

efectos psicoactivos, o0 ambos (histamina). Los sintomas tipicos de la intoxicacion con

alimentos contaminados son: nauseas, dolor de cabeza, problemas respiratorios,

problemas circulatorios, como hiper o hipotension y palpitaciones, y distintos

desérdenes alérgicos. La sensibilidad varia de un individuo a otro dependiendo de la

actividad detoxificante del cuerpo humano que esta en manos de las enzimas amino

oxidasas. Estas enzimas son inhibidas por algunas drogas, por el etanol e incluso por

otras aminas animales, disminuyendo la eficiencia de la detoxificacion (Landete et al.,

2001; Lonvaud-Funel, 2001).

Estas aminas son producidas por las BL durante los procesos de fermentacion

de alimentos y bebidas como consecuencia de la descarboxilacion de aminoacidos

(Landete et al., 2001; Lonvaud-Funel, 2001).

Muchos géneros de bacterias son capaces de descarboxilar aminoécidos para

formar las aminas correspondientes y dioxido de carbono. Esta reaccion tiene lugar

para favorecer el crecimiento y la supervivencia en medio acido, ya que las aminas

generadas tienen caracter basico y por ello tienden a elevar el pH del medio en el que

se excretan. Ademds, el pH bajo favorece la actividad enzimética de

aminodescarboxilasas (Landete et al., 2001; Lonvaud-Funel, 2001; Liu, 2002).

En el vino se encuentran distintos aminoacidos susceptibles de ser

descarboxilados, como resultado pueden aparecer histamina, tiramina, putrescina,

cadaverina, etilamina y feniletilamina; de éstas, las tres primeras son las mas

frecuentes en vinos (Lonvaud-Funel, 2001; Liu, 2002; Suarez Lepe e Ifiigo, 2004).

Con excepcion de la etilamina, que alcanza valores significativos tras la FA,

todas las demas son mas abundantes en vinos al término de la FML y, ain mas, en la

etapa de envejecimiento (Suarez Lepe e Ifiigo, 2004). Varios meses después de la

vinificacion es frecuente encontrar altas poblaciones de BL, sobre todo en vinos de pH

alto en los que, ademés, el SO, agregado al final de la FML es menos eficiente.

Incluso, aunque no se observe crecimiento, esta poblacion sobrevive y es aun
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metabdlicamente activa. Ademas, las cepas con actividad amino&cido descarboxilasa
pueden sobrevivir mas tiempo que aquellas en las que esta actividad no esta presente,

al obtener energia adicional de la descarboxilacién (Lonvaud-Funel, 2001).

En vino, Lactobacillus y Pediococcus parecen ser los principales productores
de aminas, aunque algunos Oenococcus también pueden producirlas. Estudios
recientes indican que es Oenococcus la principal especie responsable de la formacion

de histamina y que Lactobacillus causa la formacién de tiramina en vino (Liu, 2002)

Es importante destacar que la actividad descarboxilasa es especifica de cepay
no de especie, por ello la ausencia de actividad aminoacido descarboxilasa es un
criterio de seleccidon que actualmente se incluye para la preparacion industrial de

cultivos iniciadores para la FML (Lonvaud-Funel, 2001; Suéarez Lepe e ifiigo, 2004).

Tabla 1.3. Aminas bidgenas mas frecuentes en vinos, tipo de aminas, precursores y enzimas

que las producen (Landete et al., 2001)

Amina bidgena Tipo de amina Precursor Enzima
Histamina Amina heterociclica Histidina Histidina descarboxilasa
Tiramina Amina aromatica Tirosina Tirosina descarboxilasa
Feniletilamina Amina aromatica  Fenilalanina Fenilalanina descarboxilasa
Putrescina Amina alifatica Ornitina Ornitina descarboxilasa
Cadaverina Amina alifatica Lisina Lisina descarboxilasa
Agmantina Amina alifatica Arginina Arginina descarboxilasa

Produccion de CE
El CE es un compuesto con propiedades carcinogénicas que se forma por

reaccion del etanol a pH acido con un compuesto que posea un grupo carbamilico. Por

su importancia en el presente trabajo esta cuestion sera ampliada en el apartado 1.2.

1.1.10 Control de la FML

Como se ha visto, la FML es un proceso deseado en muchos casos en los que

la reduccion de la acidez y la modificacion del aroma del vino, como fruto de esta

segunda fermentacién, son favorables a la calidad del vino. El aumento del
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reconocimiento de la influencia de la FML sobre la calidad del vino ha llevado a los
productores de vino a buscar un mejor control sobre la realizacién y el resultado de la
FML. Este control se hace aun mas necesario en caso de FMLs problematicas,
retardadas o paradas y es fundamental para asegurar la ausencia de efectos

indeseables.

Los productores de vino disponen de varias opciones para controlar la FML. La
primera herramienta disponible seria la estimulacion del crecimiento de la flora natural
de BL presentes en el vino. También se puede llevar a cabo una inoculacién cruzada
con vinos que ya estdn experimentando la FML, usar cepas de levaduras para
degradar el 4cido malico, o la maceracion carbonica para degradar parcialmente el
acido malico previamente a la FML. Pero los métodos mas eficaces y recomendables
son, o bien la inoculacién en el vino de cepas de BL comerciales o preparadas en el
laboratorio, o el paso del vino sobre BL activas inmovilizadas (Davis et al., 1985;
Krieger, 2006a).

También hay que tener en cuenta que la FML puede ser inhibida para prevenir

la desacidificacion (Davis et al., 1985; Krieger, 2006a).

a) Estimulacion de la flora natural

Si se desea la FML espontanea y la produccion bacteriana de compuestos
aromaticos, el productor de vino puede propiciar el crecimiento de las BL autéctonas
manteniendo condiciones favorables al desarrollo y supervivencia de las mismas,
como temperaturas mas calidas, adicibn minima o nula de SO,, largos tiempos de
contacto con las pieles, tiempos mas largos de contacto con las lias de levaduras y

retraso del trasiego (Krieger, 2006a).

Aunque se tomen las medidas necesarias para aumentar el crecimiento de la
flora natural y, como consecuencia, completar con éxito la FML, ésta no siempre
ocurre y se necesitan otros métodos para fomentar la FML.

b) Induccion de la FML por inoculacion con cepas comerciales

La induccién de la FML mediante la inoculacion de cepas seleccionadas de BL

presenta dos ventajas: permite un mayor control sobre la ocurrencia y velocidad de la
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FML vy tiene una influencia positiva sobre el aroma y la calidad del vino (Davis et al.,

1985; Krieger, 2006b).

La inoculacion de cultivos iniciadores seleccionados reduce el potencial de

alteracion por otras BL y/o bacteriéfagos, garantizando el rapido inicio de la FML, un

mayor control de la produccién de compuestos aromaticos, sabores y olores en el vino.

Los cultivos iniciadores se comercializan en forma liofilizada o congelada para la

inoculacién directa de las BL en el vino. Estas cepas se han seleccionado a partir de la

FML espontanea por su buena cinética fermentativa, por tolerar las dificiles

condiciones de crecimiento y supervivencia imperantes en el vino, por sus propiedades

organolépticas deseables y por su baja capacidad para producir metabolitos peligrosos

(Krieger, 2006a).

Distintos estudios demuestran que diferentes cepas de BL tienen diferentes

efectos sensoriales en los vinos, pero el mejor momento para la inoculacion de las BL

sigue siendo objeto de discusion (Krieger, 2005; Krieger, 2006a). Dependiendo del

momento en que se realiza la inoculacién, las BL encontraran una diferente

composicion en el medio, lo que influird drasticamente en su desarrollo y actividad

metabdlica (Rosi et al., 2003).

Las BL se pueden inocular en los siguientes estadios de la vinificacion (Davis et

al., 1985; Krieger, 2006a):

* SimultAneamente a la inoculacion de la levadura
e Durante la FA
 Hacia el final de la FA

» Después de la FA

Normalmente, el inicio de la FML sdlo se induce después del final de la FA,

para evitar el riesgo de picado lactico. No obstante, también puede ser interesante una

siembra bacteriana mas precoz, al principio o en el transcurso de la FA, con el objetivo

de reducir el tiempo de elaboracion de los vinos destinados a ser consumidos jovenes,

evitar la proliferacion de BL indeseables procedentes de la flora indigena y de otros

organismos perjudiciales, como bacterias acéticas o Brettanomyces, y aumentar las

posibilidades de las BL de crecer y aclimatarse en ausencia de etanol y de acceder a

los nutrientes del mosto antes de que sean metabolizados por las levaduras (Davis et

al., 1985; Gerbaux, 2006; Krieger, 2006a; Krieger, 2006b).
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En ocasiones la inoculacién de BL antes de la FA puede provocar un retardo o

interrupcion de la FA (Huang et al., 1996), aunque Rosi et al. demostraron que la

poblacién bacteriana no tiene ningun efecto inhibitorio sobre el crecimiento y la FA de

las levaduras (Rosi et al., 2003). Por otro lado, Gallander observo que la inoculacion

de BL antes de la FA no estimula la FML (Gallander, 1979) y King y Beelman sugieren

gue el crecimiento de O. oeni durante la FA en un sistema de mosto modelo se puede

retrasar por la produccion de compuestos toxicos derivados de las levaduras distintos

del etanol y el dioxido de azufre. Ademas, concluyen que el crecimiento bacteriano

acelera la fase de mortandad del ciclo de crecimiento de la levadura (King y Beelman,

1986). Recientemente, se ha caracterizado un factor de naturaleza proteica, producido

por cepas vinicas de Saccharomyces cerevisiae, que ejerce un efecto inhibitorio sobre

el crecimiento de las BL y la degradacion de acido malico (Comitini et al., 2005).

Un intenso crecimiento bacteriano puede inhibir el desarrollo de la levadura, lo

que induce la produccion de niveles excesivos de acidez voléatil (Krieger, 2006b).

Beelman y Kunkee han demostrado que, en presencia de azucares fermentables, la

FML no provoca necesariamente una produccion de cantidades excesivas de acido

acético por las BL, a condicion de que la fermentacion alcohdlica se inicie y concluya

rapidamente (Beelman y Kunkee, 1985).

Radler ha reportado un consumo de azucar de 0,2-2 g/L durante las fases de

crecimiento de las BL (Figura 1.4). Durante la fase de crecimiento celular, se pueden

producir pequefias cantidades de &cido acético y acido D-lactico. Cuando el recuento

celular llega a 5x10° UFC/mL, en la fase estacionaria |, comienza la degradacion del

acido malico, pero no se produce acido acético durante la degradacién del acido

malico. La fase estacionaria Il, se caracteriza por la degradacion de acido citrico y

azlcares, acompafiada de un incremento del acido acético. No obstante, las BL sélo

empezaran a consumir azlcares cuando haya terminado la degradacién de acidos

organicos. El 4cido mdlico serd el primero en consumirse, seguido del citrico, el

fumarico y otros (Radler, 1963).
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Figura 1.4. Metabolismo de azucares y acidos organicos durante la FML en el vino (Radler,

1963, adaptado de Krieger 2006b).

Experimentos realizados por Lallemand mediante inoculacion simultanea de BL
y levadura y su comparacion con la inoculacion de BL una vez terminada la FA no han
mostrado diferencias de concentracion final de &cido acético, aunque si han
demostrado una relacion directa entre la degradacion de acido citrico y un incremento
de la concentracion de acido acético. Dependiendo de la disponibilidad de oxigeno y
del potencial de oxidacion-reduccién del medio, el acido citrico puede ser utilizado
como un aceptor de electrones, con el resultado de una produccion de &cido acético, o
se puede degradar en diacetilo. La subsiguiente reduccién de diacetilo en acetoina y
2,3 butanodiol también depende del potencial de oxidacién-reduccion del vino. La FML
en presencia de lias siempre da como resultado bajos niveles de diacetilo, ya que el
poder reductor de las levaduras viables lo transforma en componentes menos
aromaticos. Por ello, vinos obtenidos por inoculacién conjunta de levaduras y BL

tienen una menor presencia de sabores lacticos y de mantequilla y una mayor carga

frutal (Krieger, 2005; Krieger, 2006b).
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La ventaja de inocular las BL durante la FA se puede explicar por el hecho de

que en esta etapa la mayor parte del SO, libre esta ligado por compuestos de

carbonilo producidos durante el crecimiento de la levadura y la concentracion

alcohdlica aun no ha alcanzado niveles toxicos. Sin embargo, es en esta etapa cuando

se pueden dar los niveles méas altos de antagonismo por metabolitos de la levadura

(como el 4cido decanoico). Kyne y Gertsen-Briand no recomiendan la inoculacion de

BL a mitad de la FA porque la FA activa someteria las BL a un estrés excesivo.

Lallemand ha confirmado por medio de la investigacion la conclusion de que la

inoculacion de las BL a la mitad de la FA ocasiona siempre una acusada reduccién de

la viabilidad y actividad bacterianas (Krieger, 2006b; Kyne y Gertsen-Briand, 2006).

La inoculacion al final de la FA no plantea el riesgo de descomposicion

heterofermentativa de los azlUcares por las BL, con el resultante incremento de la

acidez volatil. También se evita de esta manera la toxicidad de los acidos carboxilicos

producidos, ya que su concentracion disminuye después de la FA. La disponibilidad de

nutrientes bacterianos originados por la muerte y autdlisis de la levadura aseguran el

éxito de la inoculacion, aunque la exposicion a los altos niveles de etanol presentes

puede causar un retraso de la FML (Dauvis et al., 1985; Krieger, 2005; Krieger, 2006b).

En conclusion, no hay un planteamiento universal que pueda ser adoptado para

inducir la FML por inoculacion. El momento més deseable para la inoculacion depende

de otros factores de la vinificacién, como la composicién del vino, la cepa de levadura

y las técnicas de vinificacion.
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Figura 1.5. Fermentacion malolactica controlada (adaptado de Lallemand Inc., 2000)

24



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACION Y LAS BACTERIAS LACTICAS SOBRE LA FORMACION

DE CARBAMATO DE ETILO

Silvana Verdnica Romero Tissera L
ISBN:978-84-693-7663-8/DL:T-1745-2010 Introduccion

c) Impedir la FML

Si no se desea la FML, como en el caso de vinos de baja acidez, hay que
impedir el desarrollo de BL en el mosto y en el vino mediante la eliminacién o
desactivacién de las BL presentes en dichos medios, por adicion de SO, y/o lisozima
(Krieger, 2006a).

Para la inhibicion de la FML se pueden utilizar todos los factores contrarios a
los empleados para favorecer su desarrollo. Por lo tanto los parametros que permiten
inhibir la FML son: una maceracién minima, pH bajo, bajas temperaturas y un trasiego

y clarificacion precoces (Krieger, 2006a).

1.2 EL CARBAMATO DE ETILO

1.2.1 Antecedentes

A principio de los afios 60 se denuncié por primera vez la presencia en bebidas
alcohdlicas de una sustancia cancerigena, el carbamato de etilo (CE), también llamado
etil carbamato o uretano. Como su presencia en vino no aporta ninguna ventaja
tecnolégica, se descartd que fuera agregado fraudulentamente y se comenzd a
investigar su origen (Trioli y Colagrande, 1991). En 1962, Thoukis propuso que el CE
se formaba en vinos tratados con un inhibidor de levaduras llamado pirocarbonato de
etilo o dietil dicarbonato (DEDC) al reaccionar especificamente con el amonio presente
(Ough, 19764a; Stevens y Ough, 1993). Este antiséptico suscitd grandes esperanzas en
la industria de las bebidas refrescantes, donde ejercia una interesante accion
higienizante, y se descomponia en anhidrido carbonico y etanol, productos de por si
inofensivos y no extrafos a la propia naturaleza de las bebidas donde se generaban.
Inclusive la FAO/WHO (OMS) llegd a sefnalar un nivel aceptable de tratamiento para
bebidas de 0-300 ppm (de la Torre y Buxaderas, 1997). Estudios con diluciones
isotépicas encontraron CE en niveles de mg/L en vinos tratados con pirocarbonato de
etilo. Por todo esto el uso del pirocarbonato de etilo como aditivo en las bebidas fue
prohibido por la Food and Drug Administration (FDA) en 1970 después de 10 afios de
uso (Ough et al., 1988a; Stevens y Ough, 1993).
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En todo el mundo se investigé la cantidad normal de CE en diferentes
alimentos y bebidas fermentados. Se observo su presencia en cantidades trazas en
muchos productos fermentados, con excepcion del sake japonés. Se comprobod la
ausencia del pirocarbonato de etilo, indicando que no habia sido usado, e
investigaciones posteriores sobre un numero importante de muestras de sake
confirmaron la presencia de cantidades significativas de CE (60-600 ug/L) (Ough et al.,
1988a).

En 1985 el “Liquor Control Bord of Ontario” (LCBO) encontr6 cantidades
importantes de CE en muchos vinos de importacién y otras bebidas alcohdlicas, sobre
todo destilados y licores de frutas, entre los que sobresalian los destilados de fruta de
hueso (ciruela y cereza), donde se encontraron hasta 3200 ppb (ug/L) (Trioli y
Colagrande, 1991; de la Torre y Buxaderas, 1997). Luego de estas observaciones, la
“Health Protection Branch”, organismo federal canadiense, establecid los limites para
regular la cantidad de CE en bebidas alcohdlicas (Trioli y Colagrande, 1991; Stevens y
Ough, 1993). Las demandas canadienses estimularon nuevos intereses sobre el CE y
se sugirié que la fuente del CE en alimentos y bebidas fermentados eran compuestos
N-carbamilicos, principalmente urea y citrulina en vino (Ough et al., 1988a; Stevens y
Ough, 1993).

El problema del CE es delicado dado su posible poder carcinogénico. Por ello
es necesario establecer unos limites de seguridad y disminuir en lo posible su

presencia, para lo que es imprescindible conocer su origen.
1.2.2 Caracteristicas y usos

El CE es el éster etilico del &cido carbamico, de férmula quimica:

&
H,N o7 cH,
Figura 1.6. Carbamato de etilo
Es una sustancia que se encuentra de forma natural en muchos alimentos

obtenidos por fermentacién, como el pan, el queso, el yogur, en tenores que pueden

variar entre 0 y 5 pg/Kg (Ough, 1976a; Ingargiola, 1992; de la Torre y Buxaderas,
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1997) y no se ha detectado en alimentos o bebidas no fermentados (Ough, 1976a;

Suarez Lepe e Ifiigo, 2004).

Forma cristales prismaticos, incoloros. Su temperatura de fusién es de 48,5 °C

y su temperatura de ebullicién de 184 °C. Sublima a 171°C. Es soluble en agua, etanol

y otros solventes organicos (Ingargiola, 1992).

Debido a su ligera lipofilia, penetra en el sistema nervioso central donde ejerce

una accion sedante y anestésica. Sobre esta base se ha utilizado en medicina humana

y veterinaria como agente hipnético. Debido a la falta de constancia en los resultados

terapéuticos obtenidos y la puesta a punto de derivados con accion mas poderosa y

controlada, esta utilidad ha caido en desuso. Aparte de esta accion hipnética y

sedante demostrada, no hay unanimidad en el beneficio de su empleo en terapéutica

humana. La bibliografia recoge datos tan dispares como los que anuncian que, en el

ambito biolégico, posee una actividad anticancerigena o citostética, por lo que se

apoyé su empleo en el tratamiento de distintas neoplasias, como la leucemia

granulocitica croénica, la leucemia linfocitica cronica y otras. Sin embargo, las dosis

eran demasiado elevadas (de 1 a 3 y hasta 6 g al dia), pudiendo producir efectos

secundarios como nauseas, vomitos, hemorragia gastrointestinal y leucopenia,

llegandose incluso a mencionar casos de lesiones hepaticas y renales, asi como

anemia aplasica. Por todo ello estos intentos han sido abandonados (Ingargiola, 1992;

de la Torre y Buxaderas, 1997).

El CE y sus derivados son ampliamente empleados en la industria de los

materiales plasticos y en la fabricacion de ciertos pesticidas, como herbicidas y

fungicidas. También ha sido empleado como conservante en

la

industria

agroalimentaria, especialmente en las bebidas (cerveza, zumos de fruta) (Ingargiola,

1992).

La determinacion analitica del contenido de CE en los vinos se realiza

actualmente por cromatografia de gases con espectrometria de masas.

Sus propiedades fisicas y microbianas son ahora bien conocidas, aunque la

falta de tecnologias sencillas para su estimacion ha impedido estudiar mas a fondo

este compuesto (Suarez Lepe e ifigo, 2004).
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1.2.3 Toxicidad y carcinogenicidad del CE

La ruta principal de exposicién al CE en la poblacion humana es a través del

consumo de alimentos y bebidas fermentados.

El CE es bien absorbido por el tracto gastrointestinal (y la piel), y se distribuye

de manera rapida y homogénea por todo el organismo. Su eliminacion también es

rapida y méas del 90% se elimina como diéxido de carbono en seis horas en ratones.

Las vias metabdlicas de importancia potencial incluyen la hidrolisis a etanol y

amoniaco y la oxidacion a vinilcarbamato, que se une covalentemente a los acidos

nucleicos y a las proteinas, induciendo mutaciones, como sustituciones de pares de

base en el ADN.

En 1943 Nettleship y Henshaw sefialaron por primera vez la carcinogenicidad

del CE. Esta fue confirmada en 1968 por los trabajos de Mirvish (Ingargiola, 1992). La

mayor parte de los canceres causados por el CE son provocados por su

administracion por via parenteral (subcutanea, intramuscular, intraperitoneal). Existen

muy pocos trabajos en los que haya aparecido un cancer por via oral (Ingargiola,

1992).

Su caracter cancerigeno ha quedado bien demostrado después de su empleo

como anestésico en animales de experimentacion (ratones, ratas, hamster, etc.); a

dosis altas, durante tiempo prolongado y por diferentes vias de administracion, ha

producido lesiones en pulmén, higado y timo (Minguez, 1988; de la Torre y Buxaderas,

1997). Es sorprendente observar que las dosis administradas son considerables.

Varian de 0,2 a 1,0 g por Kg de peso del animal. Por via intraperitoneal una sola dosis

es suficiente, pero por debajo de 0,5 g por Kg no hay aparicion de tumores en los

animales tratados. Cuando se administra CE en el agua de bebida, en dosis de 1 g por

litro de agua, los tumores sélo aparecen luego de varias semanas de la administracion

(Ingargiola, 1992).

Los problemas fisiolégicos que puede desencadenar una sustancia

cancerigena como el CE aparecen a largo plazo y su efecto depende de factores como

la ingesta, la susceptibilidad del individuo y su toxicidad intrinseca. La toxicidad

intrinseca o potencia téxica de un compuesto depende de la especie bioldgica en la

gque se hayan estudiado sus efectos y viene definida por el valor del indice DLso. EI CE

tiene un indice DLs, en el conejo de 2g/kg (Suarez Lepe e ifiigo, 2004).
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De los datos obtenidos en animales de laboratorio se ha estimado la dosis
diaria “sin efectos” para el hombre en 0,3 mg/kg/dia. Las ingestas diarias maximas se
calculan a partir de la dosis sin efecto significativo obtenida en los estudios de
toxicologia experimental sobre animales de laboratorio dividida por un factor de
seguridad a fin de extrapolar los resultados del animal al hombre. Los datos sobre
experimentacién animal que han servido y sirven como base para dicho calculo no
permiten sacar unas conclusiones muy convincentes, ya que se advierte una gran
disparidad en los criterios seguidos en la consecucion de los resultados (de la Torre y
Buxaderas, 1997). Por ejemplo Schmahl et al. consideran una ingesta diaria admitida
para el hombre en 0,3 mg/kg/dia, sustentandose en estudios dosis-respuesta
realizados en ratas y ratones y teniendo en cuenta un factor de seguridad de 5000
(Schmahl et al., 1977). En base a estudios experimentales de efectos cronicos sobre
ratas y ratones, Schlatter y Lutz estiman una “dosis virtualmente segura” de 20 a 80
ng/kg/dia (Schlatter y Lutz, 1990).

La eleccion del valor del factor de seguridad a emplear para traducir los
resultados obtenidos en animales al hombre atiende siempre a la exposicion prevista a
la sustancia toxica. En el caso méas corriente, por ejemplo, los aditivos alimentarios, de
uso tan comudn, y en alimentos de consumo mucho mas habitual y poblacion
concernida muchisimo mas amplia (incluyendo sectores poblacionales de mayor
riesgo, como es el caso de los nifios), el factor de seguridad suele ser de 100, por ello
extrafia la eleccion por parte de algunos autores del valor 5000, exageradamente alto

(de la Torre y Buxaderas, 1997).

Estos resultados obligan a estar muy atentos a las posiciones normativas
dirigidas a establecer limites de CE en el vino, si los argumentos que se esgrimen para
establecerlos, y que han servido de base a la FDA y al LCBO de Canada, son los
resultados de Schmahl et al. de 1977 (de la Torre y Buxaderas, 1997).

En 1987 el Centro Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC)
clasificé al CE dentro del grupo 2B, categoria que corresponde a aquellos compuestos
de los que se dispone de suficiente informacion sobre su potencial carcinogénico en
los animales de experimentacion, pero insuficiente en el hombre. Sin embargo, se
conoce bien que los metabolitos activos del CE, el N-hidroxiuretano, el vinilcarbamato
y el epoxicarbamato, son capaces de establecer enlaces covalentes con el ADN tanto
in vivo como in vitro, razén por la cual el CE se puede considerar genotoxico (de la

Torre y Buxaderas, 1997).
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Hay que tener en cuenta, ademas, que la toxicidad del CE se habia ensayado

hasta el momento principalmente con soluciones acuosas de CE, no en solucion

alcohdlica, y que determinadas sustancias como la cafeina y el etanol parecen inhibir

el poder cancerigeno del CE (Minguez, 1988; Ingargiola, 1992). Distintos grupos de

investigacion han postulado que el etanol puede inhibir la carcinogenicidad del CE

(Wadell et al., 1987) o que puede modular el metabolismo inicial del CE, previniendo la

formacion de metabolitos activos (Yamamoto et al., 1988). Resultados preliminares

sugieren que el etanol inhibe la activacion metabdlica del CE resultando en una

inhibicién parcial de la alquilacion del ADN (Kristiansen et al., 1990; Sotomayor y

Washington, 1996). Estudios mas recientes evidencian efectos contradictorios del

etanol sobre la incidencia de ciertos tipos de cancer (Beland et al., 2005).

1.2.4. Origen del CE en los alimentos

Pirocarbonato de etilo

Este compuesto fue el primero en ser identificado como precursor del CE, un

tiempo comercializado por Bayer con el nombre de Baycovin®. Ofrece una buena

accion fungicida en medios de pH bajo, como el vino y los jugos de fruta. Es un

producto muy interesante tecnolégicamente porque hidroliza rapidamente dando como

subproductos etanol y dioxido de carbono (Trioli y Colagrande, 1991).

Este compuesto da como producto CE cuando reacciona con nitrdgeno

amoniacal.

Un informe de Lofroth y Gejvall (1971) fue el primero sobre la cantidad de CE

producida al agregar DEDC a las bebidas. Ellos encontraron grandes cantidades de

CE por determinacion de diluciones isotOpicas, aunque estudios posteriores con

técnicas de ionizacion de llama y cromatografia de gases combinada con

espectrometria de masas no pudieron verificar estos resultados extremadamente altos

(Ough, 1976a; Ough, 1976b).

En 1972, el Comité de Expertos sobre Aditivos Alimentarios de la FAO/WHO

disminuyd el nivel maximo permitido de DEDC para el tratamiento de bebidas

carbonatadas o no de 300 a 250 ppm. Aunque también reconaocié que el CE se puede

encontrar naturalmente en bebidas fermentadas, prohibié el uso del DEDC en vino
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basandose en que las deficiencias en la metodologia analitica no permiten una
conclusioén inequivoca sobre la presencia o ausencia de CE en bebidas tratadas con
DEDC vy los niveles obtenidos de CE en trabajos previos son inadmisibles (Ough,
1976a; WHO, 1973).

En 1974, ante la evidencia de la formacion de CE en bebidas tratadas con
DEDC, y teniendo en cuenta que el CE es un conocido carcinégeno, la WHO revoca el
uso del DEDC. (WHO, 1974)

La aparicion de cantidades significativas de CE en bebidas alcohdlicas luego
de la prohibicibn hizo suponer que hay otras causas de formacién de CE
independientes del DEDC (Trioli y Colagrande, 1991).

Acido cianhidrico

Algunos compuestos aldehidicos y cetonicos propios de los destilados, como
metilglioxal, diacetilo o 2,3-pentadiona, pueden formar perdxidos por accién de la luz.
Se produce por éstos una reaccién de tipo radical que transforma el 4cido cianhidrico y
el etanol en CE y que puede continuar en ausencia de luz (Trioli y Colagrande, 1991).
Estudios de Baumann y Zimmerli (1986) demostraron que se forma CE a temperatura
ambiente y en presencia de luz en soluciones que contienen estos compuestos, etanol
y cianuro, indicando que las altas cantidades de CE encontradas en brandy de fruta o
licores se asocia al hueso de frutas desosadas, el cual contiene compuestos

relacionados con el cianuro (Ough, 1991).

Estos compuestos relacionados con el cianuro pueden estar en cantidades
importantes en los destilados de fruta, pero estan practicamente ausentes en los vinos,
por lo que este mecanismo no explica la presencia de CE en los mismos (Trioli y
Colagrande, 1991), salvo que una clarificacion azul incorrectamente practicada como
tratamiento desferrizante hubiese dado lugar a concentraciones anémalas de dicho
acido (Suéarez Lepe e ifigo, 2004), ya que si se utiliza ferrocianuro potasico en exceso
el i6n ferrocianuro remanente puede descomponerse con formacion de acido
cianhidrico (Molina Ubeda, 2000).

Sin embargo no es imposible que se encuentren en la uva, por lo que seria

I6gico buscarlos en las semillas (Ough, 1991).
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Compuestos carbamilicos

En el vino y en otras bebidas alcohdlicas producidas por fermentacion, el
mecanismo de formacion del CE que parece mas factible es la reaccion del etanol con
compuestos que poseen un grupo carbamilico (Ough et al., 1988a; Trioli y Colagrande,

1991). La reaccién general se esquematiza a continuacion:

R'C'NHZ + CH3'CH20H _’CHS'CHZ'O' C'NH2 + RH
[ I

0] O
compuesto carbamilico etanol carbamato de etilo

Esta reaccion se ve acelerada a temperatura elevada y en ambiente acido,
como el del vino (Ough et al., 1988a, Trioli y Colagrande, 1991).

En el vino se encuentran naturalmente numerosos compuestos carbamilicos
gue potencialmente podrian reaccionar con el etanol presente dando CE. Algunos de
estos compuestos son amino&cidos carbamilicos propios de la uva, otros proceden del
metabolismo nitrogenado microbiano y de la degradacion de los acidos nucleicos.
Entre ellos encontramos urea, citrulina, a-aminoacidos N-carbamilicos, f-aminoéacidos
N-carbamilicos, alantoina y carbamil fosfato (Ough et al., 1988a; Trioli y Colagrande,
1991). A continuacion se presenta la evolucion hacia CE de algunos de los

precursores mas importantes en vino.

Urea

La urea es probablemente el principal precursor del CE en el vino. Es
producida por las levaduras en la FA como producto intermedio del catabolismo de la
arginina y de las purinas (Monteiro et al., 1989; Trioli y Colagrande, 1991). En la Figura

1.7 se esquematizan las vias metabdlicas implicadas en su sintesis en S. cerevisiae.
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Figura 1.7. Esquema de las principales vias metabdlicas de sintesis de la urea en

Saccharomyces cerevisiae (Trioli y Colagrande, 1991).

La arginina es degradada por la arginasa, resultando en ornitina y urea. En S.
cerevisiae la urea puede ser carboxilada por la urea carboxilasa dando alofanato que
es hidrolizado en amoniaco y diéxido de carbono por la enzima alofanato hidrolasa
(Ough et al., 1988b; Trioli y Colagrande, 1991). La via degradativa de la arginina es
regulada en S. cerevisiae por la arginina y por el amonio. La arginina estimula la
sintesis de la arginasa en la levadura, mientras que el amonio inhibe la actividad de la
urea carboxilasa. Si la fermentacion tiene lugar en un medio rico en arginina y en iones
amonio, una parte importante de la urea no sera hidrolizada por las levaduras y se

convertird en un producto final del metabolismo nitrogenado (Ough, 1991).
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La arginina es el aminoacido asimilable por las levaduras mas abundante

presente en el mosto de la mayoria de las variedades de uva (Ough et al., 1988b;

Butzke, 1998). Se encuentra en cantidades bastante elevadas en los mostos (hasta

2360 mg/L) y es segunda en términos de contenido después de la prolina. Si es

fermentado un mosto con un estatus de nitrégeno importante, es probable encontrar

en el vino cantidades importantes de urea (Trioli y Colagrande, 1991).

Los excesivos agotamientos de la vendimia en el prensado y las temperaturas

elevadas afectan a los niveles finales de urea, que también estan fuertemente

relacionados con el contenido de arginina en el mosto (Suarez Lepe e ifiigo, 2004).

Ademas del contenido nitrogenado del mosto, la cepa de levadura que conduce la FA

es importante al determinar la cantidad de urea residual en el vino, ya que cada cepa

posee un patrimonio enzimatico con actividad especifica (Trioli y Colagrande, 1991).

La crianza del vino sobre lias no parece tener efectos, mientras que la adicion de

etanol durante la fermentacion provoca un considerable aumento de la produccion de

urea (Suarez Lepe e Ifiigo, 2004).

La urea presente en el vino reacciona con el etanol para dar CE.

NH,-C-NH, + C,Hs-OH —»  C,H5-O-C-NH, + NH4
I I
@) @)
urea etanol uretano amonio

Esta reaccion depende de la concentracion de reactantes, la temperatura y el

pH. Este ultimo posiblemente es el factor de menor influencia en vino (Ough et al.,

1988a; Monteiro et al., 1989).

Se ha demostrado la formacibn de CE a partir de urea marcada

radiactivamente. La arginina marcada radiactivamente puede ser un precursor de urea,

lo que la convierte en un precursor potencial para la formacién de CE en el vino

(Monteiro et al., 1989).

Aminoacidos

Se han estudiado algunos aminoacidos por su papel potencial en la formacion

de CE. Estos fueron arginina, ornitina y citrulina. De los tres la citrulina es el Gnico que

puede dar directamente cantidades significativas, aunque limitadas, de CE (Trioli y

Colagrande, 1991).
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Citrulina

La citrulina no se encuentra normalmente en las proteinas y es un aminoacido
presente en pequefias cantidades en practicamente todos los mostos (hasta 74 mg/L)
(Ough et al., 1988a; Ough, 1991; Trioli y Colagrande, 1991). Una parte de la citrulina

puede ser metabolizada por las levaduras durante la FA (Ough, 1991).

La reaccién de citrulina con etanol para dar CE es catalizada en medio &cido, al
igual que lo que ocurre con la urea. El rango de reaccion de urea con etanol
comparado con la reaccién de citrulina con etanol es de aproximadamente 8:1 (Ough,
1991). Sobre una base molecular, la citrulina tiene un rango de formacion de CE de

aproximadamente una cuarta parte del de la urea (Stevens y Ough, 1993).

Hay gue tener también en cuenta que la citrulina puede ser formada a partir de

la degradacién de la arginina por diferentes especies de BL.

Arginina

Se ha sugerido que las BL degradan la arginina a través de la via de la arginina
deiminasa (ADI), también conocida como via de la arginina dihidrolasa (Liu et al.,
1994; Liu et al., 1995b), ruta conocida de antemano en otras bacterias y otros
microorganismos (Abdelal, 1979). Esta via implica tres enzimas, arginina deiminasa
(ADI), ornitina transcarbamilasa (OTC) y carbamato quinasa (CK) que catalizan las

siguientes reacciones:

arginina deiminasa

L-arginina + H,O — L-citrulina + NH; Reaccion 1
ADI (EC3.5.3.6)

ornitina transcarbamilasa

L-citrulina + PO, > L-ornitina + carbamil- PO, Reaccién 2
OTC (EC 2.1.3.3)

carbamato quinasa

carbamil- PO, + ADP - ATP + NH; + CO, Reaccion 3

CK (EC 2.7.2.2)

Dos de los intermediarios de esta via, citrulina y carbamil-fosfato, pueden

reaccionar con etanol para formar CE (Liu et al., 1994).
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Ademas de estas tres enzimas, también esta involucrada en la degradacion de

la arginina una proteina de transporte antiport de membrana que intercambia la

entrada celular de arginina con la salida de la ornitina producida (Poolman et al.,

1987). Los genes que codifican para las tres enzimas de la ruta ADI (arcA, arcB, arcC)

junto con el gen que codifica para la proteina de transporte (arcD) forman un operén y

han sido secuenciados en O. oeni (Divol et al., 2003; Tonon et al.,, 2001) y otras

bacterias.

Aunque algunos autores concluyan con su experiencia que la FML no afecta a

la formacién de CE (Tegmo-Larsson et al., 1989), otros han demostrado la excrecion

de citrulina durante la degradacion de arginina por diferentes especies de BL y la

correspondiente formacién de CE en el vino. Esto sugiere que las BL son productores

potenciales de un precursor del CE, la citrulina, cuando la arginina es catabolizada (Liu

et al., 1994).

En funcién de la especie y la cepa de BL, existe bastante variabilidad en la

capacidad de degradacion de arginina. Esta degradacion puede ser completa hasta

amoniaco y CO,. En este caso no hay acumulacién de citrulina y carbamil-fosfato,

pero la formacién de amonio implica un aumento de pH, lo cual facilita el crecimiento

de otras bacterias no deseadas en vino y tampoco es conveniente organolépticamente

para vinos no muy acidos. En otros casos, la degradacion de arginina puede ser

incompleta. Hay especies o cepas que pueden tener inhibida la dltima reaccion

(carbamato quinasa, CK) por la presencia de otras fuentes de energia o en funcion de

las condiciones (pH, etanol, etc.). En estos casos se pueden acumular los

intermediarios citrulina y/o carbamil-fosfato (Bordons et al., 2004).

En un estudio del metabolismo de arginina de diferentes cepas disponibles

comercialmente para inducir la FML en el vino con células en reposo metabdlico o no

proliferantes (resting cells), con el objetivo de evaluar su capacidad para excretar y

utilizar la citrulina, se vio que todas las cepas examinadas degradan arginina y citrulina

en experiencias separadas. Todas las cepas excretaron citrulina a partir de la

degradaciéon de arginina, siendo el rango de excrecion especifico de cepa. Esto tiene

relevancia enoldgica por dos razones: primero, por la posible formacion de CE v,

segundo, por la posible utilizacion de la citrulina por BL perjudiciales (como

Lactobacillus y Pediococcus). En este estudio no se consider6 til calcular un rango de

conversion de arginina a citrulina, ya que estos rangos se deben calcular a partir de

experimentos realizados en vino, teniendo en cuenta que pueden depender de la

36



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACION Y LAS BACTERIAS LACTICAS SOBRE LA FORMACION

DE CARBAMATO DE ETILO

Silvana Verdnica Romero Tissera L
ISBN:978-84-693-7663-8/DL:T-1745-2010 Introduccion

variedad de uva, los tratamientos utilizados, la cepa de levadura utilizada para
conducir la FA y la reutilizacion de citrulina por la misma o por otras cepas.
Lactobacillus y Oenococcus ensayados en esta investigacion almacenan citrulina
intracelularmente durante el crecimiento en un medio rico en arginina y la liberan por
lisis celular. Se vio ademéas que algunos Oenococcus fueron capaces de reutilizar la

citrulina previamente excretada. (Mira de Ordufia et al., 2000a).

Hay cepas de O. oeni, incapaces de utilizar arginina, que pueden degradar la
citrulina hasta ornitina, amoniaco y CO,. Esto puede ser muy importante por dos
motivos: por un lado estas cepas pueden obtener energia suplementaria para el
crecimiento del metabolismo de la citrulina (reaccion 3) y, por otro lado, la disminucién
del aminoacido podria evitar la posible formacion de CE a partir de la citrulina

naturalmente presente en el vino (Arena et al., 1999).

También se ha visto que cepas de O. oeni que no degradan arginina ni
producen citrulina aumentan, aunque ligeramente, la concentracion de CE en el medio.
El CE se pudo formar a partir de algun precursor desconocido producido durante el

crecimiento de estas cepas en vino (Liu et al., 1994).

En conclusién, BL con la maquinaria enzimética completa para el catabolismo
de la arginina pueden ser muy competitivas en crecimiento, ya que pueden conseguir
energia extra a partir de la degradacion de la arginina (reaccion 3). De hecho se ha
comprobado que el catabolismo de la arginina puede favorecer el crecimiento en
algunas BL (Liu et al., 1994). No obstante, estas bacterias pueden ser indeseables, ya
gue al degradar la arginina pueden también excretar citrulina y, posiblemente, carbamil
fosfato que, al reaccionar con el etanol, podrian formar CE (Ough et al., 1988a; Liu et
al., 1994). La etandlisis rapida de la citrulina sélo ocurre a temperaturas elevadas, pero
esta reaccion puede ocurrir mas lentamente a las temperaturas normales a las que se
almacena el vino. No todas las BL tienen el sistema enzimatico completo para la
degradacion de la arginina. Las cepas carentes de alguna o todas las enzimas podrian
ser una buena eleccion como cultivos iniciadores. Se deberia evitar el uso de las
cepas que poseen solamente la ADI (reaccion 1), o la ADI y la OTC (reaccion 2), ya
que, potencialmente, pueden excretar citrulina y/o carbamil fosfato con la consecuente
formacion de CE (Liu et al., 1994).

De todo ello se deduce que es importante recabar informacién sobre la

capacidad de distintas cepas de BL para degradar la arginina. En el caso de O. oeni, el
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estudio de sus diversas cepas esta relacionado con el objetivo de seleccionar cultivos
iniciadores que conduzcan la FML con un minimo riesgo de produccién de precursores
de CE. En el caso de otras especies diferentes a O. oeni es necesario conocer los
riesgos de la generacién de precursores de CE por las diferentes especies y en qué
condiciones de vinificacion puede aumentar la posibilidad de produccién de éstos.
Finalmente, también es necesario conocer cuales son las condiciones de vinificacion
gue minimicen la degradacion de arginina, la produccion de precursores de CE y la
potencialidad de formacién de éste a partir de los precursores (Bordons et al., 2004),

temas que son objetivos de esta tesis.

Carbamil-fosfato

Como ha sido expuesto anteriormente, el carbamil-fosfato puede ser formado
durante el catabolismo de la arginina por diferentes especies de BL via ADI. Pero

también puede ser formado por S. cerevisiae.

S. cerevisiae tiene una carbamil fosfato sintetasa capaz de convertir ATP, NH;
procedente de la glutamina y CO, en carbamil fosfato durante el ciclo de produccién de
arginina, por lo que en los fermentados hay una cierta cantidad de este compuesto que
es responsable de la presencia de limitadas cantidades de CE en el vino (0-5 ppb),
pero no justifica la aparicién de altos niveles a veces observados (Trioli y Colagrande,
1991).

La reaccion del carbamil fosfato con el etanol segun el siguiente mecanismo ha
sido demostrada en el vino (Ough et al., 1988a; Trioli y Colagrande, 1991).

NH,-C-O-PO3H, + C,Hs-OH — . C,H5-O- C-NH, + H3PO,
I I
@) @)
carbamil-fosfato  etanol carbamato de etilo acido fosférico

El carbamil fosfato reacciona rapidamente con el etanol incluso a temperatura
ambiente, pero, como ya sefialamos, se encuentra en muy pequefias cantidades en
los alimentos fermentados, incluyendo el vino (Ough et al., 1988a; Trioli y Colagrande,
1991).
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1.2.5 Influencia de las condiciones de vinificacion en la formacion del
CE

Viticultura

Fertilizaciones nitrogenadas en la vifia tienen influencia directa sobre el
contenido nitrogenado de la uva y del mosto resultante. Fertilizaciones excesivas con
urea, amonio y otros fertilizantes nitrogenados empleados en el pasado se consideran
parcialmente responsables de los niveles mas altos de CE que se encuentran en vinos
de paises productores tradicionales. En general, la vid tiene un bajo requerimiento
nitrogenado. Vifas cultivadas en suelos utilizados previamente para otros cultivos
herbaceos, fuertemente fertilizados, pueden dar como resultado mostos con excesivos
contenidos nitrogenados y CE en vinos. La concentracibn de componentes
nitrogenados, como arginina en mosto y urea en vino, aumenta proporcionalmente con
el aumento de una fertilizacion nitrogenada en la vifia. Si las concentraciones de
arginina en mosto exceden los 1000 mg/L, la vifiia se debe considerar como sobre-
fertilizada (Butzke y Bisson, 1997).

Estatus nitrogenado del mosto / adiciones

Para evitar paradas de fermentacion, o en caso de paradas de la misma, esta
permitido agregar fosfato de diamonio a un mosto deficiente en nitrégeno. No
obstante, niveles excesivos de nitrdgeno pueden favorecer la formacion y excrecion de
urea por parte de las levaduras. Aunque se requiere cierta concentracion de nutrientes
para realizar la FML, altos niveles al final de la FA pueden contribuir a una

inestabilidad microbiana en el vino (Butzke y Bisson, 1997).

La adicion de activadores de fermentacion, esencialmente sales amoniacales,
se realiza al mosto para asegurar que las levaduras tienen suficiente nitrégeno para
sintetizar proteinas y crecer. Esta adicion deberia efectuarse so6lo después de
asegurarse de que una carencia de compuestos nitrogenados representa un factor
limitante para el desarrollo de las levaduras y teniendo en cuenta los limites legales
(200 mg/L de nitrégeno en Estados Unidos). El uso de urea como fuente de nitrégeno
para las levaduras esta prohibido (Trioli y Colagrande, 1991; Butzke y Bisson, 1997,
Lallemand Inc., 1998).
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Cepas de levaduras

Las cepas de levaduras difieren en su capacidad para catabolizar la urea
durante la FA. A igualdad de condiciones nutricionales, algunas levaduras producen
mayores cantidades de urea que otras. Se han descrito algunas cepas comerciales
gque producen niveles relativamente bajos de urea (Trioli y Colagrande, 1991; Butzke y
Bisson, 1997).

En el caso de FAs espontdneas con cepas de levaduras desconocidas es
necesario controlar los niveles de arginina y urea en la fermentacion, ya que no se
conoce la capacidad para metabolizar estos compuestos en estas cepas (Butzke y
Bisson, 1997).

Bacterias lacticas

Como se ha expuesto antes, algunas cepas de BLs son capaces de formar
pequefias cantidades de citrulina a partir de arginina y excretar este precursor en el
vino, y hay cepas que, aunque no son capaces de degradar la arginina, pueden
producir pequefias cantidades de CE, sugiriendo que pueden estar involucrados otros
precursores nitrogenados que no derivan de la arginina. Por ello la necesidad de
seleccionar cultivos iniciadores para conducir la FML que no generen una gran
cantidad de precursores. Por la misma razén deberia evitarse la FML espontanea
(Butzke y Bisson, 1997).

Como recomendacion, si los productores de vino desean la FML deberian usar
una cepa comercial que no produzca altos niveles de citrulina o controlar el contenido

de citrulina del mosto en la post-fermentacion (Butzke y Bisson, 1997).

Aplicacion de ureasa

Ya que la urea es el principal precursor del CE en el vino, la hidrdlisis
enzimatica de la urea a amonio y CO, parece un medio adecuado para eliminarla del
vino. Esta enzima se obtuvo de Lactobacillus fermentum y se conoce como “ureasa
acida”. No obstante, su actividad es limitada bajo condiciones normales del vino,
principalmente el bajo pH y el etanol. Es inhibida por altas concentraciones de acido

malico y residuos de fluoruro (Trioli y Colagrande, 1991; Butzke y Bisson, 1997).
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Envejecimiento sobre lias

Es una practica comun envejecer el vino sobre las lias de levadura para influir
en las propiedades organolépticas del vino. Esto libera aminoacidos y proteinas al

mismo debido a la autolisis de las células muertas (Butzke y Bisson, 1997).

No obstante, se ha evidenciado que después de aumentar el tiempo de
contacto con las lias no aumenta la concentracion de CE y no se liberan precursores
en el vino a partir de las levaduras por lo que esta practica parece segura. Hay que
tener en cuenta que estos estudios se realizaron con uvas que poseen un bajo
contenido de aminoécidos, por lo que estos resultados podrian no ser aplicables a
uvas con altas concentraciones de nitrégeno asimilable (Tegmo-Larsson y Henick-
Kling, 1990Db).

Destilacion / Fortificacion

Como la urea no es volétil y el CE es escasamente volatil, se puede encontrar
CE en destilados de vino. Puede formarse post-destilacion por reaccion de etanol y un
precursor volatil, el isocianato, a temperatura ambiente o temperaturas mas elevadas.
Los productores de destilados de frutas deben tener cuidado de otro precursor del CE
en forma de cianuro. Las frutas con hueso, especialmente cerezas, albaricoques o
ciruelas, contienen cianuros unidos a azucares en sus semillas que pueden ser
liberados durante la fermentacién. Para evitar altas concentraciones de precursores
volatiles de CE es necesario eliminar los huesos antes de la fermentacion y una

destilacion secundaria (Butzke y Bisson, 1997).

Teniendo en cuenta que la fortificacion puede agravar el problema de la
excrecion de urea por las levaduras, se recomienda fortificar en el momento oportuno
durante la fermentacion, cuando los niveles de urea sean minimos (Butzke y Bisson,
1997).

Transporte y almacenamiento

La reaccidn quimica entre urea o citrulina y etanol aumenta exponencialmente
con la temperatura. Un vino con elevados niveles de estos precursores no debe ser

expuesto a elevadas temperaturas durante el almacenamiento o el transporte (Butzke
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y Bisson, 1997). Estas reacciones pueden ocurrir, aunque mas lentamente, a

temperaturas normales de almacenamiento (Liu et al., 1994).

Recomendaciones generales para disminuir la formacion de CE en el vino
(Butzke y Bisson, 1997; Butzke 1998)

» Evitar abonados nitrogenados excesivos del vifiedo.

» Controlar el estatus nitrogenado del suelo.

* Controlar el estatus nitrogenado del mosto y del vino.

* Tener en cuenta que el nitrdgeno varia mucho con el cultivo.

* No agregar suplementos nitrogenados en exceso.

* No agregar suplementos nitrogenados habitualmente.

* No agregar urea como suplemento nitrogenado.

» Evitar en el mosto concentraciones de arginina mayores a 1000 mg/L.

* Cuando se escojan las cepas de levadura, evitar las que presenten una alta
capacidad de excrecion de urea, sobre todo si el mosto tiene un alto
contenido de arginina.

» Usar BL con caracteristicas conocidas.

* Recordar que el uso de ureasa no elimina completamente la formacion de
CE.

» Evitar la exposicion del vino a temperaturas elevadas en el almacenamiento y
el transporte.

» Ser consciente de que la fortificacion del mosto puede agravar el problema
de la excrecion de urea por las levaduras.

e Controlar los niveles de CE de bebidas espirituosas.

1.2.6 Reglamentacion

En Enero de 1988, la FDA limité el maximo para CE en vinos de mesa en 15
ppb (vinos que contengan 14% vol de etanol o menos) y en 60 ppb para vinos de

postre, que contienen mas de 14% de etanol (Segal, 1988).

La “Health Protection Branch”, organismo federal canadiense, establecio los
limites para regular la cantidad de CE en bebidas alcohdlicas en 30 ppb para los vinos

de mesa, 100 ppb para vinos fortificados, licores y vermouths, 150 ppb en los
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destilados (excluido el whisky) y 400 ppb para los aguardientes, oportos y licores de
frutas (Segal, 1988; Trioli y Colagrande, 1991).
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El principal objetivo de la presente tesis era comprender mas extensamente los
distintos factores que influyen en la formacion del carbamato de etilo (CE) durante la
fermentacion malolactica (FML) con el fin dltimo y primordial de encontrar pautas que
nos permitan prevenir la formacién de CE y de sus precursores. Para ello se

plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Poner a punto los métodos analiticos para la medicidén de los precursores del
CE y la determinacion de CE, asi como poner a punto una técnica microscopica rapida

para el seguimiento de la FML.

2. Determinar la influencia sobre la produccién de CE y sus precursores de
distintas condiciones de vinificacion (tiempo de maceracion con los hollejos durante la

FA, FML inducida o espontanea, FML sobre lias, conservacion).

3. Determinar el efecto de diferentes condiciones (pH, concentracion de etanol,
temperatura y concentracién de acido L-malico) sobre la produccion de CE y de sus
precursores en vino simulado durante la FML por parte de diferentes especies y cepas
de BL.

4. Buscar algun parametro enolégico habitual que sirva como previsor de los
niveles finales de CE en vinos, mediante el estudio de correlaciones estadisticas entre

los parametros enologicos y el CE, o el CE potencial (CEP).

5. Determinar la posible influencia sobre el metabolismo de la arginina de la
infeccion de la uva por Botrytis cinerea, dada la disminucion en los niveles de
nitrégeno asimilable y, mas concretamente, de arginina en uvas afectadas por B.

cinerea.

6. Evaluar la influencia del momento de inoculacion de las BL sobre el

desarrollo y evolucién de la FML y sobre la formacion de CE y sus precursores.

7. Estudiar el comportamiento como cultivo iniciador de una cepa de L.
plantarum para conducir la FML, en relacién con una menor formacién de CE y de sus

precursores en mostos y vinos.
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3.1 CEPAS UTILIZADAS

Las cepas y especies utilizadas en la presente tesis se exponen a continuacion:

* Oenococccus oeni A (cepa aislada en la presente tesis durante las
experiencias realizadas en la vendimia de 2002),

« Oenococccus oeni CECT 217" (ATCC 232797),

e Lactobacillus plantarum CECT 5671 (Masqué, 1992 — referencia: C11),

» Lactobacillus brevis CECT 4121T,

* Leuconostoc mesenteroides CECT 219T,

« Oenococccus oeni MBR® Lalvin ELIOS 1 (Lallemand),

« Oenococccus oeni MBR® Lalvin 31 (Lallemand).

3.2 CULTIVO Y CONSERVACION DE CEPAS

3.2.1 Medios de cultivo

Se han empleado distintos medios de cultivo liquidos y so6lidos para recuento,
aislamiento, cultivo y conservacién de cepas. Todos ellos se han esterilizado antes de
ser utilizados. La esterilizacion se ha realizado en autoclave a 120 °C durante 20

minutos.

* Medio de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) : Medio desarrollado por De Man,
Rogosa y Sharpe (1960) para el enriquecimiento, cultivo y aislamiento de
lactobacilos en general. Es el medio base para elaborar los demas medios de
cultivo que se han utilizado en la presente tesis. La férmula del medio provisto

por Scharlau es la siguiente:
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Proteosa peptona 10,00 g/L
Extracto de carne 8,00 g/L
Extracto de levadura 4,00 gL
Dextrosa 20,00 gL
Acetato de sodio 500 g/L
Citrato de triamonio 2,00 g/L
Sulfato de magnesio 0,10 g/L
Sulfato de manganeso 0,05 g/L
Fosfato acido de potasio 2,00 g/L
Polisorbato 80 1,00 g/L

pH final: 6,2 (£0,2)

Como este medio presenta un grado muy bajo de selectividad, en él pueden

crecer Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus y otras especies de bacterias.

* Medio MRS modificado (MRSm) : medio utilizado para el crecimiento y

mantenimiento de las bacterias. Su composicion es la siguiente:

MRS 52 gL
Fructosa 10 g/L
Acido DL-mélico 4 glL
pH: 4,5

* Medio MRSMT: medio con la misma composicion que el MRSm que, ademas,
contiene un 3% de zumo de tomate. Este medio también es utilizado para el

crecimiento y mantenimiento de las bacterias.

* Medio MRSMTC: medio de igual composicibn que el MRSmMT pero que,
ademas, contiene 50 mg/L de cicloheximida. Este medio se ha utilizado para

realizar aislamientos a partir de vino.

* Medio MRSMTN: medio de igual composicibn que el MRSmMT pero que,
ademas, contiene 50 mg/L de nistatina. Este medio se ha utilizado para realizar

aislamientos a partir de vino.

Los medios MRSMT, MRSMTC y MRSMTN también se han utilizado como

medios sélidos. Su composicidn es la ya expuesta pero, ademas, contienen 22,5 g/L
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de agar-agar y el pH se ajusta a 4,8-5,0 con NaOH 10 N para que el medio quede lo

suficientemente sélido para poder sembrar en su superficie.

* Vino Simulado : Se prepara a partir del medio base (Masqué, 1992) cuya

composicién basica es la siguiente:

Mosto concentrado (65,2 °Brix) 5 mL/L

Extracto de levadura 5 g/L

Este medio contiene mosto concentrado que provee las vitaminas, minerales y
otros metabolitos como glicerol, acidos organicos y azlUcares necesarios para el
crecimiento y metabolismo de las BL. El medio base fue modificado con acido L-
malico, etanol o NaOH 10 N para obtener las distintas variables a ser estudiadas y se
le afiadieron 200 mg/L de arginina en todos los casos. Se agregd acido DL-mélico
antes de esterilizar para corregir la concentracion de &cido L-malico y obtener la
deseada en cada ensayo (3 g/L 6 6 g/L de &cido L-malico). EI NaOH también se
agrego6 antes de esterilizar para alcanzar el pH establecido (3,3; 3,6 y 3,9). Luego de
esterilizar el medio en autoclave a 120 °C durante 20 minutos se agregé el etanol,
previamente esterilizado por filtracion, hasta una concentracién final de 10% 6 15%
(V/V).

3.2.2 Soluciones utilizadas

e Zumo de Tomate : se agrega a los medios de cultivo para favorecer el
crecimiento de las bacterias lacticas (BL). En 1969 Amachi y Yoshizumi
descubrieron un nuevo factor de crecimiento para las BL en el zumo de tomate.
Este factor de crecimiento se conoce como Factor del Zumo de Tomate (TJF,
por sus iniciales en inglés). En 1971 Amachi et al. identificaron este compuesto
como un derivado glicosilado del acido pantoténico: el acido 4’-O-(B-D-
glucopiranosil)-D(R)-pantoténico. Este factor se agrega al medio de cultivo ya
que las BL son incapaces de sintetizar vitaminas del grupo B y son esenciales

para la mayoria de ellas (Garcia et al.1992, Ribéreau-Gayon et al. 2000).

Para su preparacion se toma 1 litro de zumo de tomate comercial que no
contenga conservantes y se centrifuga para eliminar la materia sélida, el sobrenadante

se diluye con agua destilada hasta 1 litro y se esteriliza a 120 °C por 20 minutos.
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También se pueden utilizar tomates naturales pelados y triturados. Se puede

conservar a 4 °C.

Solucién de cicloheximida : la cicloheximida es un inhibidor de la
peptidiltransferasa eucariota (inhibe la sintesis proteica). Se agrega a los

medios de cultivo para inhibir el crecimiento de hongos y levaduras.

Se prepara una soluciéon madre concentrada de 8 g/L con agua destilada y se

esteriliza por filtracion. Se congela en pequefas dosis para afiadir al medio de cultivo

una vez esterilizado a razén de 50 mg/L.

Solucion de nistatina : la nistatina es un farmaco del grupo de los macrolidos
poliénicos. Altera la permeabilidad de la membrana del hongo al formar canales
en la misma, impidiendo su crecimiento. Presenta un amplio espectro
antifangico. Se agrega a los medios de cultivo para inhibir el crecimiento de

hongos y levaduras.

Se agrega al medio ya estéril a razén de 50 mg/L, ya que pierde actividad a la

temperatura de esterilizacion. No es muy soluble en agua, por lo que se hace una

suspension que se hierve durante 10 minutos para conseguir su maxima actividad
(Masque, 1992).

3.2.3 Conservacion de las cepas

Para periodos de hasta dos meses, las cepas se conservaron en placas de

medio MRSmMT a 4°C. Para conservar las cepas a largo término se han utilizado Cryo-

Billes (AES Laboratoire, Combourg, Francia) que se conservaron a -20°C.

3.3 METODOS ANALITICOS

3.3.1 Andlisis de pardmetros enolégicos

Masa volimica a 20°C y densidad relativa a 20°C : La determinacion se
realiza por areometria directa del vino utilizando aredbmetros graduados en
unidades de masa volumica a 20 T (densimetro). La masa volimica aparente

se ha de corregir por un factor de correccion en funcién de la temperatura. La
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densidad relativa a 20 C se obtiene multiplicando la masa volumica por el
factor 1,0018 (OIV, 2009).

» Grado alcohdlico probable en mosto : se ha determinado por refractometria.
El grado alcoholico probable se calcula a partir del resultado de la lectura del

Brix y conversion a % v/iv mediante tablas (OIV, 20 09).

» Grado alcohdlico volumétrico adquirido  : se ha determinado por el método
de destilacién y areometria. Para ello se destila el vino alcalinizado y se
determina el grado alcohdlico en el destilado por areometria con un
alcoholimetro (OIV, 2009).

» Acidez total : se ha determinado por valoracién potenciométrica (OIV, 2009)

con un titrador automatico Crison Compact Titrator.

» Acidez volatil : la acidez volatil (AV) es el conjunto de &cidos grasos de la serie
acética que se hallan en el vino libres o combinados formando sales. El mas
importante es el cido acético. Por esta razén en la presente tesis la AV se ha

evaluado mediante la determinacidon enzimatica del acido acético.

* pH: se ha determinado por método potenciométrico con pH-metro (OIV, 2009).
Se han utilizado dos equipos en la presente tesis, un pH-metro de laboratorio
GLP 22 y un titrador automatico Crison Compact Titrator, ambos de la marca

Crison gque se han calibrado con buffers de pH 7,0 y 4,0.

» Diéxido de azufre : el dioxido de azufre (SO,), tanto libre como total, se ha
determinado por iodometria (OIV, 2009) y valoracién potenciométrica con un

titrador automatico Crison Compact Titrator.

« Acidos orgéanicos : Para la determinacion de acido acético , acido L-malico
(OlV, 2009), acido L-lactico (OlV, 2009), acido citrico (OlV, 2009) y acido
gluconico se han empleado métodos enzimaticos que se basan en la
determinacion espectrofotométrica de la formacion o desapariciéon de NADH o
NADHP a partir de reacciones en las que el sustrato es el compuesto que se
quiere cuantificar. Los analisis se han realizado con un autoanalizador
automatico, LISA 200, multiparamétrico, selectivo, para andlisis quimicos de
tipo enzimatico y colorimétrico para vinos y mostos. Se emplearon Kits
enzimaticos de Boehringer-Mannheim (Roche) (Darmstadt, Germany) para las

determinaciones de los acidos L-lactico, citrico y gluconico, de TDI (Gava,
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Espafa) para la determinacion del &cido L-mélico y de Chema Italia (provisto

por TDI, Gava, Espafia) para la determinacion del &cido acético.

* Glucosa y fructosa : la medicion de los azlUcares se ha realizado por
determinacion enzimatica de glucosa y fructosa conjuntamente (OIV, 2009)

con kit enzimatico de TDI (Gava, Espafia) en analizador automético LISA 200.

+ Oftros compuestos organicos : El &cido tartarico se ha determinado por
colorimetria en autoanalizador (LISA 200). El Glicerol se ha determinado por
método enzimatico (OIV, 2009) con kit enzimatico de Boehringer-Mannheim

(Roche) (Darmstadt, Germany) en autoanalizador automatico LISA 200.

+ Indice de polifenoles totales : Se ha valorado por determinacion de la
absorbancia de las muestras a 280nm (A280) en un espectrofotdmetro Perkin
Elmer Lambda 25.

3.3.2 Andlisis de CE

El CE se determiné por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG/EM) en un cromatografo de gases HP5890 SERIES Il con detector
selectivo de masas HP 5971 SERIES e inyector automético HP 7673. La columna
cromatogréfica utilizada fue una TRB-WAX, capilar de 60 metros de largo, 0,25 mm de

diametro interno y 0,25 um de espesor del film.

El procedimiento para su determinacion se viene utilizando en la Estacié
Enoldgica de Vilafranca del Penedés (INCAVI) desde hace varios afios con excelentes
resultados de fiabilidad y reproducibilidad, y es una adaptacion del método aprobado
por la Organizacion Internacional de la Vifa y el Vino (OIV, 2009) y publicado en el
Diario Oficial de las Comunidades Europeas (Diario Oficial de las Comunidades
Europeas, 1999). Comprende primeramente una extraccion en fase sélida de 10 mL
de muestra en columnas Extrelut® NT 20 (Merck), rellenas con 8 g de material de
relleno Extrelut® NT (Merck), una tierra silicea natural de poro ancho con elevado
volumen de poro, quimicamente inerte, que actia como fase estacionaria, y 3 g de
NacCl, para favorecer la absorcion de agua. Se deja actuar durante 10 minutos para
favorecer la absorcion y se procede a eluir los analitos lipofilos con disolventes

orgéanicos. La fase acuosa permanece sobre el soporte. Con esta operacion se elimina
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la matriz hidroalcohdlica y otras sustancias interferentes, como polifenoles y azlucares

residuales.

Transcurrido el tiempo de extraccion se procede a eluir la muestra con 3
fracciones de 30 mL cada una de diclorometano cada 30 minutos, recogiéndose el CE
y otros compuestos de polaridad semejante, solubles en diclorometano, en matraces

en forma de corazon graduados.

El eluato obtenido se concentra hasta 1 mL bajo corriente de N, y se transfiere

a un vial para determinacion por GC/EM.

Condiciones cromatograficas:

Temperatura del inyector: 250° C

Gas portador: helio a ImL/minuto.

Modo de inyeccidn: split-splitless.

Programa de temperaturas en columna:
60° C durante 1 minuto
Rampa de 5° C/minuto hasta 200° C
200° C durante 15 minutos

El tiempo de retencion del CE en estas condiciones es de 19,8 + 1,3 min.

Condiciones de deteccion y cuantificacién:

Modo de adquisicion SIM de los iones de m/z 62, 74 y 89. La cuantificacion se
realizé en base al ion de m/z 62 partiendo de curvas de calibracion realizadas con

soluciones hidroalcoholicas de CE cubriendo concentraciones de 1 ug/L a 300 ug/L.

Con cada lote de muestras se realizaron curvas de calibracidon obteniendo

coeficientes de correlacion mayores a 0,99 y recuperaciones entre 87 y 120 %.
3.3.3 Andlisis del CE potencial
El CE potencial (CEP) es la cantidad de CE formada cuando el vino se calienta

a 80 °C por 48 horas (Azevedo et al., 2002; Arena y Manca de Nadra, 2005). El

tratamiento con calor es un procedimiento estandar en el andlisis de bebidas
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alcohdlicas para convertir rdpidamente precursores que etanolizan lentamente a CE
(Ough et al. 1988a, Tegmo-Larsson y Henick-Kling 1990b, Liu et al. 1994). Se ha
demostrado que esta etandlisis ocurre también durante el almacenamiento prolongado
del vino a temperaturas bajas y normales de almacenamiento (Tegmo-Larsson y
Spittler 1990, Stevens y Ough 1993). Para obtenerlo, las muestras se calentaron en
estufa a 80° C + 1° C durante 48 horas (Azevedo et al. 2002, Arena y Manca de Nadra
2005).

3.3.4 Andlisis de arginina y de precursores de CE

Para estudiar el metabolismo de la arginina y determinar la influencia de
distintas condiciones sobre la formacion de CE se han puesto a punto las técnicas

para la determinacién de algunos de sus precursores mas importantes:

a) Arginina:

Se ha determinado siguiendo la reaccién de Sakaguchi modificada por Gilboe
(Gilboe y Williams, 1956).

Para disminuir la interferencia de los polifenoles presentes en los vinos se
probaron distintas diluciones de vinos blancos, rosados y tintos y se verifico la

trazabilidad del método con ensayos de recuperacion.
b) Urea:

Se ha determinado enzimaticamente a 340 nm. Método adaptado a
autoanalizador (LISA 200). Para ello se confecciond una recta de calibracion con urea
en medio hidroalcohdlico con el fin de adaptar un kit enzimético indicado para uso
clinico (QCA, Amposta, Espafa).

c) Citrulina:

Se ha cuantificado por el método colorimétrico de Archibald (Archibald 1944,
Spano et al. 2004).
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En este caso, ademas de realizar diluciones adecuadas de los mostos y vinos,
fue necesario realizar blancos de muestra en mostos y vinos tintos para disminuir la
interferencia de los polifenoles y azlcares presentes. También se verificd la

trazabilidad del método con ensayos de recuperacion.

d) Contenido de nitrégeno:

Para analizar el contenido de nitrdgeno total de mosto y vino se determinan
separadamente nitrégeno asimilable por OPA (NOPA) y NH4" (Butzke 1998):

NOPA:

El nitrégeno asimilable se ha determinado por el procedimiento
espectrofotométrico de OPA/N-acetil-L-cisteina (Dukes y Butzke, 1998). En este
ensayo los a-aminoacidos reaccionan colorimétricamente con el reactivo OPA/N-acetil-
L-cisteina, con formacién de un compuesto iso-indol estable a temperatura ambiente
que se determina espectrofotométricamente a 340 nm. Método adaptado a
autoanalizador (LISA 200).

En este método se realiza paralelamente para vinos tintos un blanco de
muestra en ausencia del reactivo de color cuya absorbancia se resta luego a la

absorbancia de la muestra para disminuir la interferencia del color del vino.

NH4":

Se ha cuantificado enzimaticamente a 340 nm empleando un kit enzimatico de
Boehringer-Mannheim (Roche) (Darmstadt, Germany). Adaptado a autoanalizador
(LISA 200).

Para disminuir la interferencia de los polifenoles en la determinaciéon enzimatica
de NH4+, se realizaron dos rectas de calibracion, una para mostos y vinos blancos, y
otra para vinos tintos con PVP (polivinil pirrolidona), clarificante que disminuye el color

de los polifenoles.
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3.3.5 Control de la poblacion bacteriana

a) Recuento de viables/recuento en placa

Se basa en sembrar en superficie con un asa de Digralsky un volumen

conocido de suspensién bacteriana en placas con un medio rico con agar que se

incuba hasta crecimiento de las colonias. El resultado se expresa en UFC/mL

(unidades formadoras de colonias por mililitro). En general, es necesario realizar

previamente un banco de diluciones decimales seriadas con solucién Ringer estéril

para obtener entre 30 y 300 colonias por placa. Para realizar los recuentos de BL

viables en la presente tesis se han utilizado los medios MRSMT, en el caso de partir

de un cultivo puro del microorganismo, o medios con antibiético, MRSMTC vy

MRSMTN, en caso de realizar recuentos a partir de mosto o vino. Las placas se

incubaron 10-12 dias en incubador de CO, (5%) a 30 °C y se contaron las colonias

desarrolladas.

b) Medida de la turbidez

Para organismos unicelulares las unidades de absorbancia son proporcionales

a la masa celular y al numero de células. Por tanto, la medida de la turbidez se puede

utilizar como un sustituto rapido y simple de otros métodos de recuento. Se basa en

realizar lecturas espectrofotométricas periddicas a una A determinada del medio

liguido en el que se esta desarrollando la bacteria. En la presente tesis se han hecho

determinaciones de la densidad éptica a 600nm (DO 600nm) en cubetas de 1 cm de

paso de luz en un espectrofotdbmetro Perkin EImer Lambda 25 (Liu et al. 1994, Liu et

al. 1996, Tonon y Lonvaud Funel 2000, Tonon y Lonvaud Funel 2002).

c) Recuento de microorganismos por epifluorescencia

El método consiste en filtrar un determinado volumen de vino sobre una

membrana con el objeto de retener los microorganismos presentes. La membrana

filtrante debe presentar una porosidad adecuada para recoger la totalidad de las

células presentes en el vino, y su naturaleza debe ser tal que no se coloree con el

colorante fluorescente utilizado (Berta y Spertino, 1998).
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Los fluorocromos utilizados en el sector enoldgico son de dos tipos. Los de
“primera generacion” (naranja de acridina, eucrisina) colorean todas las células, sean
vitales o no, con diferente coloracion dependiendo de la vitalidad. La molécula de
colorante se liga al ADN o al ARN de la célula. En el caso del naranja de acridina, el
colorante induce una fluorescencia verde cuando se liga a la doble hélice del ADN
mientras que la fluorescencia es roja-naranja cuando se liga al ARN o al
monofilamento del ADN. Numerosas investigaciones han demostrado su caracter
mutageno y carcindgeno. El de “segunda generacién” es un compuesto organico que
por si no es fluorescente, pero desarrolla la fluorescencia interaccionando con la
actividad enzimatica intracelular del microorganismo (esterasa citoplasmatica). Luego
de la interaccién se forma una molécula que cuando es excitada por la luz ultravioleta
(A = 490 nm) emite fluorescencia verde. La calidad e intensidad de la fluorescencia
depende de la actividad metabdlica celular del microorganismo y de la integridad de la
membrana celular y da una medida directa de la vitalidad del microorganismo. Solo
evidencia células viables con la ventaja de que no es peligroso para la salud. (Berta y
Spertino 1998, Berta et al., 1998).

a) b)

Figura 3.1. Microfotografias de a) Lactobacillus plantarum y b) Oenococcus oeni, obtenidas
con la técnica de microscopia de epifluorescencia (Berta et al., 1998).

Desde hace unos afios se encuentra disponible un ensayo que permite

determinar la viabilidad de distintos géneros bacterianos.

LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kits utiliza mezclas de los colorantes
de acidos nucleicos SYTO® 9, gue tifie los acidos nucleicos de fluorescencia verde, y
ioduro de propidio, que da a los acidos nucleicos fluorescencia roja. Ambos colorantes
difieren en sus caracteristicas espectrales (figura 3.2) y en su capacidad para penetrar

en las células bacterianas (Molecular Probes Inc, 2004).
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Figura 3.2. a) Espectro SYTO 9/DNA b) Espectro loduro de propidio/DNA (www.probes.com)

Cuando se usa solo, el SYTO® 9 colorea todas las bacterias de una poblacién
(las que tienen las membranas intactas y las que las tienen dafadas). El ioduro de
propidio soOlo penetra en las bacterias que tienen las membranas dafiadas
disminuyendo la fluorescencia del SYTO® 9. Con una mezcla apropiada de ambos
colorantes, las bacterias con las membranas celulares intactas (vivas o viables)
presentan fluorescencia verde, mientras que las bacterias con las membranas
danadas (muertas o no viables) exhiben fluorescencia roja. El fondo permanece no
fluorescente (Molecular Probes Inc, 2004).

Figura 3.3. Micrococcus luteus y Bacillus cereus tefiidos con LIVE/DEAD BacLight Bacterial

Viability Kit. (Fotografia tomada de www.probes.com)

Para el recuento de los microorganismos por la técnica de la epifluorescencia
se experimentd con dos tipos de colorantes: un colorante de primera generacion
(naranja de acridina) y con el kit LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kits. A

continuacion se comentan los procedimientos que se han seguido para ambos.
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Epifluorescencia con colorantes de primera generacion: naranja

Procedimiento:

1. Se concentran los microorganismos del vino sobre u

filtracion bajo vacio de un cierto volumen de vino (25-250 mL)

Materiales y Métodos

de acridina.

na membrana por

2. Sin parar la aspiracién, la membrana se lava con tampon fosfatado de pH =

7,4 (20 mL aproximadamente)

3. Relajado el vacio se pone la membrana en contacto con una solucién del

colorante (10 mL) durante 5 minutos.

4. Se aspira el colorante y se lava nuevamente la membrana con el tampén

fosfatado (20 mL aproximadamente)

5. Se lava con isopropanol (20 mL aproximadamente)

aspiracién un momento para permitir que la membrana se seque tot

y se mantiene la

almente.

6. Se coloca una gota de aceite de montaje sobre un portaobjetos, se transfiere

la membrana sobre la cual se coloca una segunda gota de aceite de montaje y, sobre

ésta, el cubreobjetos.

7. Se observa la preparacion al microscopio de epifluorescencia, enfocando

con el objetivo de 40X para levaduras o 100X para bacterias.

Epifluorescencia con LIVE/DEAD © BacLight ™ Bacterial

Procedimiento:

Viability ~ Kits.

1. Concentrar los microorganismos por centrifugacion en eppendorf de 1 mL de

vino durante 5 minutos a 10000 xg.

2. Desechar el sobrenadante y agregar 1 mL de agua destilada previamente

esterilizada por filtracion, para lavar y eliminar cualquier sustancia

coloracion o el recuento.
3. Centrifugar 5 minutos a 10000 xg.

4. Desechar el sobrenadante y resuspender en 1 mL

esterilizada por filtracién.
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5. Combinar volumenes iguales de los componentes Ay B del kit (colorantes),

mezclar y agregar 3 yl de esta mezcla a 1 mL de la suspension bacteriana.
6. Mezclar e incubar 15 minutos a oscuras y a temperatura ambiente.

7. Filtrar un volumen adecuado de la mezcla (diluida con un poco de agua)

sobre una membrana de policarbonato de 25 mm de diametro y 0,45 — 0,60 ym.

8. Poner una gota de aceite de montaje en un portaobjetos (provisto en el kit).

Colocar la membrana, sobre ésta otra gota de aceite de montaje y un cubreobjetos.

9. Contar los microorganismos en el microscopio de epifluorescencia.

d) Control de imposicion

Para comprobar la imposicion de las cepas inoculadas en los vinos del estudio
de la influencia del momento de inoculacién de las BL en el vino sobre la formacion de
CE (apartado 4.4) en la presente tesis se tomaron muestras de los vinos cuando
habian transcurrido dos terceras partes de la FML y se emple6 para su tipificacion la
técnica RAPD-PCR (Random Amplified Polymorfic DNA) utilizando como Unico
cebador el M13 (5-GAGGGTGGCGGTTCT-3’) (Stendid et al.,, 1994), como se
describe en Masqué et al. (2010).

3.4 PROCESAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS
Para realizar el andlisis estadistico de los datos se empleo el programa SPSS
15.0 (SPSS Inc. 1989 — 2006), que permitio realizar el procedimiento de correlaciones

bivariadas, los andlisis de regresion, la comparacion de medias, pruebas T, andlisis de

varianza (ANOVA) de un factor y el Analisis de Conglomerados Jerarquico.
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4.1 INFLUENCIA DE DIFERENTES CONDICIONES DE VINIFICACION
SOBRE LA FORMACION DE CE

Los resultados de este estudio han dado lugar a un articulo (Bordons, A., Gil,
J., Araque, |., Reguant, C., Carreté, R., Romero, S. y Masqué M. C. (2004) Estudios
para la minimizacion de produccion de carbamato de etilo por las bacterias lacticas.
Tecnologia del Vino, 4, 18, pp. 94-100) y un capitulo de libro (Romero, S. V., Masqué,
M. C., Bordons A. (2003) Estudio de la produccién de carbamato de etilo en vinos
tintos. Gobierno de La Rioja (ed.) VII Jornadas Cientificas de los Grupos de
Investigacién Enoldgica GIENOL (pp. 77-79) Logrofio: Gobierno de La Rioja) que se

presentan en los anexos A y B respectivamente.

4.1.1 Antecedentes

Durante la vendimia de 2002 se realizé un ensayo de vinificacion para
establecer la influencia de distintas condiciones de vinificacion, ampliamente
extendidas en enologia, sobre la formacion de CE, como la maceracion, la crianza
sobre lias, el origen de las bacterias que realizan la fermentacion malolactica y el

tiempo de conservacion o envejecimiento en botella.

La maceracion del mosto o vino tinto, fundamentalmente, con sus hollejos y
semillas, es la responsable de sus caracteristicas especificas que lo diferencian a la
vista, al olfato y al gusto de los vinos blancos. Se extraen, primordialmente,
compuestos fendlicos (antocianos y taninos) que participan en el color y la estructura
del vino (Ribéreau-Gayon et al., 2000). El tiempo en que este fendmeno ocurra
dependera del tipo de vino tinto que se quiere obtener. Ademas de compuestos
fendlicos, durante la maceracién también se liberan en el mosto o vino aromas y
precursores aromaticos, polisacaridos (en particular, pectinas), minerales vy
compuestos nitrogenados (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Dentro de éstos ultimos
podrian encontrarse precursores del CE. Ademas, las BL aportadas por la uva se
desarrollan sobre todo en el orujo; su multiplicacion tiene mas oportunidades de ser
importante en la medida en que el encubado sea prolongado (Ribéreau-Gayon et al.,
1992). De acuerdo con Ribéreau-Gayon et al. (1992) un encubado corto separa las

bacterias muy pronto y retarda el inicio de la FML espontanea.
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En los ultimos afios se esta recuperando la crianza del vino tinto con lias, con o
sin fermentacién malolactica, que presenta diversos efectos ventajosos para el vino.
Por una parte, las lias consumen oxigeno, protegiendo al vino de la oxidacion tanto a
nivel de color como a nivel de aromas. Otro efecto positivo es el hecho constatado de
que las levaduras sufren durante su contacto con el vino un proceso de autolisis en el
gue liberan manoproteinas y polisacaridos, que pueden ejercer diversos efectos muy
positivos sobre la calidad del vino. Pueden actuar como coloides protectores frente a
posibles precipitaciones. Ademas, estos coloides incrementan la sensacién de
untuosidad o de grasa y pueden interactuar con los compuestos fendlicos, mejorando
la estabilidad del color y disminuyendo la astringencia. También se ha comprobado
recientemente que la presencia de lias en la barrica durante la crianza del vino tinto
favorece la sintesis del furfuriltiol, que presenta un agradable aroma de café tostado
(Zamora, 2003). Finalmente, otro aspecto interesante que se atribuye a la crianza del
vino tinto sobre lias es el hecho de que su presencia disminuye el impacto del sabor y
del aroma de madera de las barricas, impidiendo que predomine la crianza sobre el
vino (Zamora, 2003). De todo lo expuesto se deduce que la crianza del vino tinto sobre
lias puede ser una herramienta muy interesante para la elaboracion de vinos de gran
calidad. Sin embargo, esta metddica también presenta ciertos inconvenientes, como
una posible reduccion o un mayor riesgo de desviaciones microbiolégicas (Zamora,
2003) y se liberan aminoacidos y proteinas en el vino (Butzke y Bisson, 1997),

posibles precursores del CE.

En la Introduccion, en el apartado 1.1 sobre las BL del vino y la FML, se trata
ampliamente la FML y la influencia de las BL en la formacion del CE en el apartado
1.2.

Con el envejecimiento del vino en botella se busca suavizar y, sobre todo,
desarrollar los bouquets de los vinos finos (Ribéreau-Gayon et al.,, 1992). Con esta
experiencia queriamos comprobar la evolucion del CE en el tiempo de conservacion

del vino en botella a temperatura ambiente.

4.1.2 Condiciones de vinificacion estudiadas

Las condiciones de vinificacion examinadas en la experiencia que planteamos

fueron:
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Resultados y Discusion

» tiempo de maceracion con los hollejos durante la FA

* FML inducida o espontanea

« FML sobre lias

e conservacion en botella

4.1.3 Caracteristicas de las vinificaciones

Para realizar este estudio, se utilizé uva tinta de la variedad Tempranillo

procedente de la vifia de la Facultad de Enologia de la Universitat Rovira i Virgili,

ubicada en Constanti (Mas dels Frares). Las vinificaciones se realizaron en la bodega
experimental de la Estacié Enologica de Reus (INCAVI). En la tabla 4.1 se presentan

las caracteristicas analiticas del mosto utilizado.

Tabla 4.1. Caracterizacion enologica del mosto Tempranillo utilizado para estudiar la influencia

de diferentes condiciones de vinificacion sobre la formacion de CE.

PARAMETRO

°Brix 20,8
Grado alcohdlico probable (% vol) 11,95
pH 3,42
Acidez total (g/L) 6,9

Acido tartarico (g/L) 4,93
Acido malico (g/L) 2,59
Acido citrico (mg/L) 292

Acido glucénico (mg/L) 1892
Glicerol (g/L) 0,75
Nitrégeno total (mg/L) 173

La uva, en buen estado sanitario, despalillada, estrujada y sulfitada se inoculd

con una levadura comercial. Aproximadamente a mitad de la FA (densidad 1030) se

paré la maceracion de la mitad del volumen vy el resto se dejé macerando hasta el final

de la FA. Una vez finalizada la FA el volumen de cada depdsito se fracciond

nuevamente para realizar la FML en distintas condiciones:

* FML espontanea o inducida

* FML espontanea sobre lias o sin lias
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La FML se realiz6 a 20 °C y, al finalizar, el vino se traseg0, sulfitd y embotello.

Para comprobar la influencia del tiempo de conservacion o envejecimiento en
botella sobre la formacion de CE y la evolucion de sus precursores, l0s vinos
embotellados se mantuvieron a temperatura ambiente y se cogieron muestras para su
analisis cada 3 meses, hasta los 12 meses.

Toda la experiencia se llevé a cabo por duplicado, siguiendo el esquema que
se presenta en la figura 4.1.
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Uva
Tempranillo

Estrujadora -

Despalilladora —— Escobajo

l <+—— Adicién de SO

Levadura
comercial

<
e

Fermentacion
alcohdlica -
Maceracién

Se paré la
maceracion
con los hollejos

Maceraciéon
hasta el final
de la FA

Final FA Final FA

'-'*.’ .
** Bacteria
comercial

FML FML FML FML FML
espontanea espontanea espontanea espontanea inducida
sin lias sobre lias sin lias sobre lias sin lias

Figura 4.1. Esquema de vinificacion
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En la tabla 4.2 se resumen las condiciones estudiadas y los cédigos utilizados

para designar las diferentes vinificaciones.

Tabla 4.2. Cdbdigos utilizados para designar las diferentes condiciones de vinificacion

ensayadas
. . . FERMENTACION
CODIGO FERMENTACION ALCOHOLICA MALOLACTICA
PN maceracion con hollejos hasta la mitad de la FA  en ausencia de lias/espontanea
PL maceracion con hollejos hasta la mitad de la FA  en presencia de lias/espontanea
TN maceracion con hollejos hasta el final de la FA en ausencia de lias/espontanea
TL maceracion con hollejos hasta el final de la FA en presencia de lias/espontanea
TN’ maceracion con hollejos hasta el final de la FA en ausencia de lias/inducida

4.1.4 Control de la vinificacion

La FA se control6 mediante densidad y temperatura diariamente. Para el

seguimiento de la FML se determinaron periédicamente el consumo de &cido L-malico

y la poblacién de BL viables. El seguimiento de la poblacion de BL se realizd por

recuento en placa de unidades formadoras de colonias (ufc/mL) y por recuento de

células viables por microscopia de epifluorescencia con LIVE/DEAD® BacLight™

Bacterial Viability Kits, tal como se describe en el apartado 3.3.5 de Materiales y

Métodos.

4.1.5 Determinacion de la poblacion viable

Para el control de la poblacién viable en esta experiencia se puso a punto la

técnica de recuento de células viables por microscopia de epifluorescencia.

Como ya se ha mencionado, el control por epifluorescencia se ha realizado
utilizando un kit comercial, LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kits, pero

inicialmente se pretendia poner a punto la técnica con el colorante naranja de acridina

y, luego de experimentar con diversas muestras de vinos, se concluyd que esta

técnica no es eficaz para el recuento de BL en vino cuando se emplean colorantes de

primera generacién, como el naranja de acridina. La principal razon es la dificultad de

la visualizacién de las bacterias, ya que la membrana de filtraciébn también adquiere

algo de la coloracién y la fluorescencia es poco persistente. Ademas, las impurezas
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propias del vino dificultan a veces el proceso de filtracion, haciéndola dificultosa sobre
todo en muestras con una baja poblacion de BL donde es necesario filtrar un mayor

volumen de muestra.

Antes de utilizar el método de recuento de microorganismos por
epifluorescencia con LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kits se verificé su
trazabilidad comparando los resultados con los obtenidos con el método de referencia
de recuento en placa. Para ello se compararon conjuntos de resultados pareados,
obtenidos al analizar con ambos métodos (el de ensayo y el de referencia) un conjunto
de muestras de vino cuyas concentraciones se encontraban dentro del intervalo de las
muestras de trabajo. Para cada muestra se obtuvieron un par de resultados, el
obtenido por el método de ensayo (epifluorescencia) y el obtenido por el método de
referencia (recuento en placa). Posteriormente, se calculé la diferencia entre ambos
resultados, di, para cada muestra analizada, el valor medio de las diferencias, Xy, Y la

desviacion tipica del conjunto de diferencias, sq, para obtener el estadistico t calculado
(tcal):

tcal =_Xd

Sd/\/rT

donde n es el numero de muestras analizadas. El valor de t, se compard
entonces con el valor tabulado, ty .1, (tan) asociado a una distribucion t de dos colas
para un nivel de significacién a y n-1 grados de libertad. Si tcy < tip, €l procedimiento
es trazable a la referencia utilizada en el intervalo de concentraciones de las muestras

analizadas.

Aplicando este estadistico se comprobd que el método de recuento de células
viables por la técnica de la epifluorescencia no es trazable al método de recuento en
placa en el rango de concentraciones estudiado (de 10° a 10° ufc/mL). Como se puede
observar en la figura 4.2, hay mas de dos érdenes de magnitud de diferencia entre los
resultados obtenidos por ambos métodos, y las maximas desviaciones se advierten a
bajas concentraciones (menores a 10° ufc/mL), por lo que se calculdé nuevamente el
estadistico t para concentraciones mayores a 10° ufc/mL y se comprob6 que en este
rango de concentraciones el método es trazable al método de referencia, lo que se

puede ver también en la figura 4.3.
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Figura 4.2. Comparaciéon mediante regresion lineal de los resultados obtenidos mediante los
dos métodos analiticos para determinar la poblacion viable en todo el intervalo de

concentraciones estudiado.
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Recuento en placa (log ufc/mL)

Figura 4.3. Comparacion mediante regresion lineal de los resultados obtenidos mediante los
dos métodos analiticos para determinar la poblacién viable para concentraciones mayores a
10° ufc/mL.

Generalmente, los resultados obtenidos por el método de recuento de células
viables por epifluorescencia son un orden de magnitud mayores a los obtenidos por el
método de recuento en placa, con variaciones para las diferentes cepas y especies.
Hay que tener en cuenta que por medio del recuento en placa se valoran unidades

formadoras de colonias (ufc) generadas por células viables que tienen capacidad para
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crecer y reproducirse en un medio nutritivo, generando las colonias que luego se
evaluardn. Cabe aqui realizar una aclaracion conceptual. Valentine y Bradfield
propusieron el término "viables" para describir las células capaces de multiplicarse y
formar colonias, pero sugirieron el término "vivas" para aquellas células que muestran
otros signos de viabilidad (Valentine y Bradfield, 1954). Teniendo esto en cuenta, con
la técnica de epifluorescencia se valoran las células vivas con sus membranas
intactas. Algunas de estas células podrian haber perdido la capacidad para
reproducirse y no generan colonias en placa. Ademas, con el método de la
epifluorescencia se pueden observar las células como una unidad, una Unica célula
gue podria generar una colonia en un medio adecuado en placa, mientras que en una
placa las células al crecer y reproducirse podrian dar lugar a colonias que se fusionan

unas con otras.

Una vez verificada la trazabilidad del método de recuento de células viables por
epifluorescencia, se calcul6 la incertidumbre del mismo aprovechando la informacion
obtenida en la verificacion de la trazabilidad. En la misma se genera informacion sobre
la varianza asociada al método analitico en condiciones intermedias de precision
(cambio de analista, condiciones de uso, ubicacion, tiempo, reactivos, etc.) que
garantizan la obtencién de una estimacion de la incertidumbre asociada a los

resultados de las muestras problema que incorpora la variacion de estos factores.

Es de interés conocer la incertidumbre porque los resultados de una misma
muestra problema obtenidos en diferentes condiciones (por ejemplo, en dias diferentes
y/o por diferentes analistas) deben ser comparables. Es decir, el resultado obtenido
unos dias después debe estar contenido dentro del intervalo de valores proporcionado
por el resultado del primer analisis realizado y la incertidumbre asociada al método

analitico.

La incertidumbre (U) se puede calcular a partir de la informacién generada al

verificar la trazabilidad con la siguiente formula:

Uzk.\/5d2+§d_5

n

donde k es el factor de cobertura o incertidumbre (generalmente 2 6 3 para

obtener aproximadamente un nivel de confianza del 95% o del 99% respectivamente),
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Sq es la desviacion tipica del conjunto de diferencias y n es el nimero de muestras

analizadas.

La incertidumbre de la técnica de recuento de células viables por
epifluorescencia asi calculada es de 1,02. Este valor es absoluto para las muestras
con concentraciones mayores a 10° ufc/mL y era totalmente previsible, como ya se

eXpuso anteriormente.

Con este kit se consigue evitar algunas de las desventajas del método de
recuento de microorganismos con la técnica de epifluorescencia con colorantes de

primera generacion (naranja de acridina), como son:

» Al no tener que concentrar el vino por filtracién sobre membrana, evitamos los
problemas que esto ocasiona, sobre todo, en vinos tintos con muchas

impurezas o con poca poblacién microbiana.

» Disminucion de la fluorescencia de fondo y mayor persistencia de la tincion

sobre las células.
Pero aun tenemos algunas desventajas:

e Si el recuento microbiano es menor a 10* cél/ml la correlaciéon con el método

tradicional (recuento en placa) no es buena.

 Si las células estdn unidas a particulas en suspensién del vino (taninos,
proteinas, sustancias clarificantes, etc.) o se encuentran formando agregados

entre ellas o con levaduras, no es posible su recuento.

» Los colorantes que integran el kit se unen a los acidos nucleicos. El ioduro de
propidio es un mutageno potencial y aun no hay datos claros sobre la
mutagenicidad y toxicidad del SYTO 9. Ambos colorantes se presentan en
solucion de dimetilsulfoxido (DMSO), por lo que hay que tomar precauciones
especiales para manipular estas soluciones, ya que el DMSO tiene facilidad

para penetrar en las moléculas organicas de los tejidos.
4.1.6 Caracterizacion enolégica del vino
En el mosto, en los vinos de mitad y final de FA y en los vinos de mitad y final

de FML se determinaron CE y sus precursores (citrulina, arginina, urea y nitrégeno).

En los vinos de final de FA y final de FML se determinaron, ademas, grado alcohdlico,
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acidez total, pH, concentracion de anhidrido sulfuroso total y libre, acidez volatil,
acidos orgénicos (L-mdlico, L-l4ctico, citrico, gluconico), azucares (glucosa y fructosa)

y otros compuestos secundarios como el glicerol.

4.1.7 Evolucion de las fermentaciones

La FA evolucion6 paralelamente para el tratamiento con maceracion parcial (P)
y el tratamiento con maceracion total (T) y tuvo una duracion de 9 dias. En cuanto a la
FML, en todos los tratamientos estudiados el acido L-mélico fue totalmente degradado,

aunqgue no con la misma velocidad (figura 4.4).

Como se puede observar en la figura 4.4, no hubo diferencias notables en
cuanto a la progresién de la FML en las vinificaciones donde la misma fue llevada a
cabo por cepas autéctonas, so6lo un ligero retraso en los tratamientos en los que hubo
maceracion con los hollejos hasta el final de la FA (TN y TL). Esto puede ser explicado
por el hecho de que durante la maceracién son solubilizados en el vino taninos
derivados de las partes sélidas de la uva y recientes investigaciones han demostrado
que ciertos taninos de la uva pueden tener una influencia negativa sobre las bacterias
malolacticas y, por consiguiente, sobre el desarrollo de la FML (Lonvaud-Funel, 2002).
Donde si se observa una gran diferencia en la cinética de la FML es en el tratamiento
donde se inoculé una cepa comercial (TN’). Aqui el desarrollo de la FML fue mucho
més rapido y el &cido L-malico fue totalmente consumido en la mitad del tiempo que
emplearon las cepas autdctonas para hacerlo. Esto se ha debido a que el desarrollo
de la poblacion viable de las BL comerciales fue més répido que el observado para las
autoctonas (figuras 4.5 y 4.6), lo que se correlaciona con una mas rapida degradaciéon

del acido L-mélico observada (figura 4.4).
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Figura 4.4. Degradacion del acido L-malico durante la FML en todas las vinificaciones (Para

referencias remitirse a la tabla 4.2).
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Figura 4.5. Evolucion de la poblacion viable de BL en las vinificaciones determinada mediante

recuento de unidades formadoras de colonias en placa (Para referencias remitirse a la tabla
4.2).
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Figura 4.6. Evolucion de la poblacion viable de BL en las vinificaciones determinada mediante

recuento de células viables por epifluorescencia (Para referencias remitirse a la tabla 4.2).

De las figuras 4.4, 4.5 y 4.6 podemos deducir también que el comienzo de la
degradacion del acido L-malico coincide con la presencia de una poblacién bacteriana
del orden de 10° ufc/mL, tal como se describe en la bibliografia (Wibowo et al., 1985;
Garcia et al. ,1992; Lonvaud-Funel, 1994; Ribéreau-Gayon et al., 2000). La poblacion
viable total de BL al final de la FML es similar en todos los vinos (del orden de 10’ por
ambos métodos utilizados para el recuento de BL), aunque levemente inferior en el

vino en que la FML fue llevada a cabo por una BL comercial (TN’) (figuras 4.5y 4.6).

En las figuras 4.5 y 4.6 podemos observar que los resultados obtenidos para el
recuento de la poblacion viable por la técnica de epifluorescencia y por el método de
referencia de recuento en placa son equivalentes, lo que concuerda con los resultados
obtenidos en el estudio de trazabilidad del método de recuento de células viables por
epifluorescencia. Como ya se ha mencionado en dicho estudio, observamos que los
resultados difieren méas para recuentos de viables en placa menores a 10° ufc/mL. Hay
gue aclarar en este punto que el gran descenso de poblacién viable en placa que se
observa el dia 10 para todas las vinificaciones, y que no concuerda con la poblacién
viable obtenida por recuento de células viables por epifluorescencia, puede haberse
debido a un error de dilucién que impidié el correcto recuento y a una contaminacion
de las placas con otros microorganismos (levaduras), cuyo desarrollo impidio la
correcta visualizacion de las colonias bacterianas que eventualmente puedan haberse
desarrollado. Por ello, es méas representativo de la poblacion en ese momento el

resultado obtenido por determinacion de la poblacién viable por epifluorescencia.
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4.1.8 Dindmica de poblaciones de cepas de BL aisladas

Durante el transcurso de esta experiencia se realizd, ademas, el aislamiento de
las cepas que se desarrollaron a lo largo de la FML en las vinificaciones no inoculadas
con una cepa comercial en distintos momentos de la misma. Las cepas aisladas se
identificaron inicialmente como BL mediante la tincibn de Gram y la prueba de la
catalasa. Posteriormente se identificaron como pertenecientes a la especie O. oeni
mediante PCR especifica de especie (Zapparoli et al., 1998), y se tipificaron a nivel de
cepa mediante amplificacion al azar (RAPD-PCR) con el cebador M13 en la Estacién

de Viticultura y Enologia de Vilafranca del Penedés.

La tipificacion de las cepas mediante RAPD-PCR generé 6 perfiles diferentes.
En la figura 4.7 se puede ver la proporcién de cada uno de estos perfiles a lo largo de

la FML en el conjunto de las vinificaciones.

100% -
S 80% - -
© R
O  60% - 8
e S
z 40% - &
o -
3 S
° 20% - 2
X <L
0%
0 12 16 25 30 154
dias desde el inicio de la FML
- A B C === H o | J —— Acido L-malico (g/L)

Figura 4.7. Proporciones de cada una de las cepas autoctonas aisladas en el conjunto de las

vinificaciones no inoculadas con cepas comerciales durante la FML

Como podemos evidenciar en la figura 4.7, al final de la FML (dia 30) el perfil
de la totalidad de las cepas aisladas pertenece a una sola cepa, la cepa A, que venia
siendo la cepa mayoritaria presente en las vinificaciones espontaneas desde pocos

dias del comienzo de la FML.

80



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACION Y LAS BACTERIAS LACTICAS SOBRE LA FORMACION
DE CARBAMATO DE ETILO

Silvana Verdnica Romero Tissera . L
TSBN:978-84-693-7663-8/DL:T-1745-2010 Resultados y Discusioén

4.1.9 Resultados analiticos de los vinos

Con respecto a la caracterizacion enoldgica del vino, se observa una gran
similitud entre todos los tratamientos estudiados para todos los parametros evaluados
(acidos organicos, azucares y otros compuestos secundarios), como se observa en la
siguiente tabla (tabla 4.3). En el caso del grado alcohdlico volumétrico adquirido, el
glicerol y el &cido glucoénico, solo se indica el valor determinado al final de la

fermentacion alcoholica.

Tabla 4.3. Resultados analiticos de los vinos obtenidos en el estudio de la influencia de

diferentes condiciones de vinificacién sobre la formacion de CE.

Vino P PN PL T TN TL TN’
pH 3,71 3,80 3,84 3,74 3,86 3,86 3,94
Acidez total (g/L) 6,85 5,10 5,50 5,50 5,35 5,20 5,10
Acidez volatil (g/L) 0,36 0,70 0,69 0,39 0,76 0,74 0,62
Acido malico (g/L) 2,60 0,20 0,20 2,69 0,18 0,19 0,18
Acido lactico (g/L) 0,02 1,90 1,88 0,02 1,84 1,86 1,90
Glucosa/ Fructosa (g/L) inapr. inapr. inapr. inapr. inapr. inapr. inapr.
Acido citrico (mg/L) 316 78 16 344 52 40 208
Acido tartarico (g/L) 1,19 1,98 1,95 0,41 2,04 2,02 ND
Acido glucénico (mg/L) 1534 - - 1515 - - -
Glicerol (g/L) 7.9 - - 6,5 - - -
Grado alcohdlico (% vol) 11,90 - - 11,45 - - -

inapr.: inapreciable.
ND: No determinado.
Para referencias remitirse a la tabla 4.2.

Podemos advertir que el vino que ha sido inoculado con una BL comercial para
realizar la FML muestra una diferenciacién, con respecto a los demas tratamientos, en
los resultados obtenidos de acido citrico y acidez volatil. Concretamente, al final de la
FML las cepas autéctonas han degradado entre el 75 y el 94% del acido citrico
presente al final de la FA, mientras que en el vino inoculado con una cepa comercial
se ha consumido cerca de un 40% del acido citrico, o sea, que la cepa comercial ha
degradado alrededor de la mitad de la cantidad de &cido citrico que han degradado las

cepas autéctonas en este caso. La capacidad de conversién del 4cido citrico durante
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la FML puede ser una propiedad muy dependiente de la cepa (Shimazu et al., 1985).

Actualmente, las cepas aisladas para ser utilizadas como cultivos iniciadores para

inducir la FML son caracterizadas en base a criterios enologicos, que permitan

conocer su tolerancia a los distintos parametros del vino, a los procesos de

produccién, sus efectos organolépticos y sus propiedades metabdlicas, entre estas

dltimas, el metabolismo del acido citrico (Bou y Powell, 2006). En general, las cepas

comerciales presentes en el mercado para realizar la FML presentan una menor

capacidad para degradar el acido citrico que las cepas autoctonas presentes en los

mostos y vinos, tal como se desprende también de los resultados aqui obtenidos. La

formacion de acido acético es también dependiente de la cepa y especie que realiza la

FML, entre otros factores. Cuando se observan aumentos importantes de AV al final

de la FML son debidas generalmente a la presencia y al crecimiento de bacterias

indigenas. Estas bacterias deben crecer en el vino para alcanzar la poblacion

necesaria que permita iniciar el metabolismo del acido malico, utilizando azucares

como fuente de energia y produciendo acido acético (Theodore, 2006). Por ello, es

usual observar que los niveles de &cido acético alcanzados al final de la FML son mas

elevados en aquellos vinos en los que la misma fue llevada a cabo por cepas

autéctonas que en los vinos que han sido inoculados con cepas de BL comerciales

para iniciar la FML. El 4cido acético puede aparecer también durante el desarrollo de

la FML en los vinos como resultado del metabolismo de otros compuestos presentes

en los mismos. El metabolismo del &cido citrico en O. oeni tiene como producto final al

acido acético, entre otros productos (Shimazu et al., 1985). EI aumento de la

concentracidon de acido acético asociado al metabolismo del acido citrico depende de

la concentracion inicial de sustrato, del potencial de 6xido-reduccion y del pH del vino,

pero normalmente puede aumentar hasta 0,1-0,2 g/L (Costello, 2006, Krieger 2006a).

Estas dos razones expuestas, la falta de necesidad que presentan las cepas

comerciales de utilizar los azUcares residuales para crecer y alcanzar la poblacion

necesaria para comenzar el consumo del acido L-mdlico, al haberse inoculado ya esa

poblacion, y una menor capacidad para degradar el acido citrico, explican el menor

aumento observado en el nivel de acido acético en el vino inoculado con una BL

comercial (TN’) para realizar la FML respecto a los demés tratamientos con FML

espontanea.

En cuanto al CE y sus precursores, se observa que la maxima produccion de

CE se produce durante la FA (figura 4.8), periodo en el que también se observa la
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méxima disminucion de urea y arginina, corroborando los resultados obtenidos por
otros autores (Monteiro et al., 1989; Trioli y Colagrande, 1991). Los valores de urea
han descendido desde los 53 mg/L contenidos en el mosto a 0 mg/L en todos los
tratamientos a mitad de la FA, sin modificaciones posteriores. Durante la FML los
valores de CE se mantienen estables en todos los tratamientos. No se observan
diferencias significativas entre los tratamientos con FML sobre lias (PL, TL) respecto a
los demas (PN, TN). Estos resultados obtenidos se correlacionan con los alcanzados
por otros autores (Tegmo-Larsson y Henick-Kling, 1990b) en cuanto al efecto que tiene
el contacto del vino sobre lias en la formacién de CE, y nos permitirian proponer que la
realizaciéon de la FML sobre lias parece ser una practica segura en cuanto a la
prevencion de la liberacion de precursores del CE y la consecuente formacién del
mismo en las condiciones ensayadas. Un tiempo mayor de exposicion con los hollejos
durante la FA (TN, TL) tampoco parece afectar a la produccion de CE durante la FML.

Durante el periodo de conservacion estudiado no se ha advertido produccion de CE.

En cualquier caso, los valores de CE son inferiores a 2 ug/L, muy por debajo de
los limites fijados por algunos paises.

3,0
2,5
2,0 -
15

1,0 -

Carbamato de etilo ( pg/L)

0,5 -

mosto mitad FA  final FA mitad FML final FML 3MC 6 MC 9 MC

0,0 -

Etapa
EPNEPLETNETLETN P

Figura 4.8. Evolucion de la concentracion de carbamato de etilo a lo largo de las vinificaciones
(FA: fermentacion alcohdlica, FML: fermentacion malolactica, MC: meses de conservacion)

(Para resto de referencias remitirse a la tabla 4.2).
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Los valores encontrados de CEP (ver apartado 3.3.3 de Materiales y Métodos)

tampoco son muy elevados. Al final de la FA se observa que el CEP, aquel que podria

formarse en periodos largos de conservacion a temperaturas normales de

almacenamiento, es mayor en aquellos vinos en los que la maceracion con los hollejos

se mantuvo hasta el final de la misma (tabla 4.9), algo coherente con la liberacién de

compuestos nitrogenados que ocurre durante la maceracién del vino con los hollejos,

entre los que pueden encontrarse precursores del CE. Esto nos indica que una mayor

duracién de la maceracion puede llevar a la formacion de mayores cantidades de CE

durante el periodo de envejecimiento o almacenamiento. Al final de la FML, el vino que

se macerd parcialmente con los hollejos y realizé la FML en ausencia de lias (PN)

presenta el valor mas bajo de CE potencial, aunque las diferencias entre los distintos

tratamientos no son significativas (tabla 4.9). Si observamos que el desarrollo de la

FML provoca un aumento, evidente aunque no importante, del CE potencial en todos

los vinos, indicando que el metabolismo de las BL en el vino genera precursores del

CE y aumenta el potencial del mismo para formar CE en un periodo posterior de

conservacion o envejecimiento.

Creemos interesante destacar que la concentracion de citrulina se mantiene

practicamente estable a partir del final de la FA, o de la mitad de la FML, segun el

caso, pero ligeramente superior en los vinos obtenidos en los tratamientos con

maceracion total con los hollejos durante la FA (Tabla 4.5). Esto podria explicar en

parte los valores mas elevados de CE potencial observados en aquellos vinos de final

de FA y de final de FML en los que hubo maceracion hasta el final de la FA (Tabla

4.9).

Con respecto al contenido nitrogenado (tablas 4.6, 4.7 y 4.8), se observa una

rapida disminucion en todos los tratamientos seguidos durante la FA y un ligero

aumento a partir del comienzo de la FML en todas las vinificaciones, aunque es mas

significativo en aquellas en las que la FML se realizé sobre lias (PL y TL). Esto era de

esperar ya que durante el envejecimiento sobre lias se liberan aminoacidos y

proteinas en el vino (Butzke y Bisson 1997), que pueden ser una fuente potencial de

CE. Como se puede ver en la tabla 4.7, el nitrbgeno amoniacal disminuye

drasticamente en la primera mitad de la FA, hasta ser practicamente nulo al final de la

misma. A partir del comienzo de la FML, hay un ligero aumento del nitr6geno

amoniacal en todas las condiciones, ligeramente superior, aunque no significativo, en

las condiciones sobre lias. Pero el aumento observado en el estatus nitrogenado
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durante la FML se debe principalmente a un aumento del nitrdgeno aminico en todas
las condiciones, significativamente superior en las condiciones llevadas a cabo sobre
lias. No se observan cambios significativos en el estatus nitrogenado durante la

conservacion.

Todos estos resultados se pueden consultar en las tablas 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8
y 4.9.

Tabla 4.4. Evolucién del contenido de arginina (mg/L) en las vinificaciones del estudio de la

influencia de diferentes condiciones de vinificacion sobre la formacién de CE.

ETAPA PN PL TN TL TN'

Mosto 160 160 160 160 160

Mitad FA 33 33 33 33 33

Final FA 35 35 52 52 52

Mitad FML 41 44 67 66 65

Final FML 40 33 57 56 66

3 meses conservacion 36 41 59 59 60
6 meses conservacion 18 20 30 30 34
9 meses conservacion 23 20 35 31 35
12 meses conservacion 23 26 42 42 37

Para referencias remitirse a la tabla 4.2

Tabla 4.5. Evolucién del contenido de citrulina (mg/L) en las vinificaciones del estudio de la

influencia de diferentes condiciones de vinificacion sobre la formacién de CE.

ETAPA PN PL TN TL TN'

Mosto 0 0 0 0 0

Mitad FA 0 0 0 0 0

Final FA 48 48 83 83 83

Mitad FML 80 74 95 86 91

Final FML 80 70 117 94 88
3 meses conservacion 90 91 149 89 142
6 meses conservacion 104 105 133 84 118
9 meses conservacion 83 56 123 89 113
12 meses conservacion 108 84 141 113 120

Para referencias remitirse a la tabla 4.2
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Tabla 4.6. Evolucién del contenido de nitrégeno total (mg/L) en las vinificaciones del estudio de

la influencia de diferentes condiciones de vinificacién sobre la formaciéon de CE.

ETAPA PN PL TN TL TN’

Mosto 173 173 173 173 173

Mitad FA 32 32 32 32 32

Final FA 16 16 38 38 38

Mitad FML 22 39 46 60 43

Final FML 20 42 50 65 44

3 meses conservacion 22 44 54 69 55
6 meses conservacion 54 51 56 73 57
9 meses conservacion 28 47 51 65 53
12 meses conservacion 30 45 52 65 50

Para referencias remitirse a la tabla 4.2

Tabla 4.7. Evolucién del contenido de nitrégeno amoniacal (mg/L) en las vinificaciones del

estudio de la influencia de diferentes condiciones de vinificaciéon sobre la formacién de CE.

ETAPA PN PL TN TL TN’
Mosto 104 104 104 104 104

Mitad FA 6 6 6 6 6

Final FA 2 2 0 0 0

Mitad FML 5 6 6 7 5

Final FML 5 7 9 11 7

3 meses conservacion 9 10 15 17 16
6 meses conservacion 10 11 12 15 14
9 meses conservacion 12 13 13 14 14
12 meses conservacion 11 11 13 14 13

Para referencias remitirse a la tabla 4.2

Tabla 4.8. Evolucién del contenido de nitrégeno aminico (mg/L) en las vinificaciones del estudio

de la influencia de diferentes condiciones de vinificacidon sobre la formacion de CE.

ETAPA PN PL TN TL TN'

Mosto 70 70 70 70 70

Mitad FA 26 26 26 26 26

Final FA 14 14 38 38 38

Mitad FML 17 33 40 53 38

Final FML 15 35 41 54 37

3 meses conservacion 13 34 39 52 39
6 meses conservacion 16 40 44 58 43
9 meses conservacion 16 35 38 52 40
12 meses conservacion 19 34 39 51 37

Para referencias remitirse a la tabla 4.2
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Tabla 4.9. Evolucién del contenido de carbamato de etilo potencial (ug/L) en las vinificaciones

del estudio de la influencia de diferentes condiciones de vinificaciéon sobre la formacién de CE.

ETAPA PN PL TN TL TN'
Mosto 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Final FA 8,3 8,3 11,0 11,0 11,0
Final FML 11,8 13,7 13,6 13,3 12,7

Para referencias remitirse a la tabla 4.2

4.1.10 Conclusiones

En este trabajo pudimos comprobar que la técnica de recuento de células
viables por microscopia de epifluorescencia utilizando colorantes de primera
generacion, como el naranja de acridina, no resulta eficaz para el recuento de BL en
vino debido, principalmente, a la dificultad para la visualizacién de las bacterias y a
gue las impurezas propias del vino dificultan el proceso de filtraciébn que requiere la

técnica.

Por el contrario, el método de recuento de microorganismos por
epifluorescencia con el kit LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kits resulté ser
trazable al método de referencia para la determinacion de bacterias viables para
concentraciones bacterianas mayores a 10° ufc/mL, ademéas de solventar las
desventajas que presentaba este método cuando se utilizan colorantes de primera
generacion. En conclusion, esta técnica resulta ser rdpida y adecuada para el

seguimiento de la FML.

Pudimos comprobar que la maxima produccién de CE se produce durante la
FA y que es también en la FA donde se observa la méxima disminucion de

precursores del CE (urea y arginina).

No observamos influencia de la FML en las concentraciones de CE y sus
precursores en este estudio, tanto si la FML era espontanea como inducida con una
cepa comercial. No obstante, el desarrollo de la FML provocé un aumento, aunque no
importante, del CEP, indicando que el metabolismo de las BL en el vino genera
precursores del CE y aumenta el potencial del mismo para formar CE en un periodo

posterior de conservacion o envejecimiento.

La realizacion de la FML sobre lias no evidenci6 elevacion de los niveles de CE

0 de sus precursores en los vinos, por lo que parece ser una practica segura en cuanto
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a la prevencion de la liberacion de precursores del CE y la consecuente formacion del

mismo.

Un tiempo mayor de exposicion con los hollejos durante la FA no afect6 la
produccion de CE, pero si de CEP. Los valores mas elevados de CEP observados en
aquellos vinos de final de FA en los que hubo maceracion con los hollejos hasta el final
de la FA podrian ser explicados por concentraciones de citrulina mas elevadas en
estos vinos.

No se advirtid en este estudio produccion de CE después de la conservacion

del vino por 12 meses.
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42 EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES VIiNICAS SOBRE LA
FORMACION DE CE EN VINO SIMULADO

Los resultados de este estudio generaron dos articulos (Romero, S. V.,
Reguant, C., Bordons, A., Masqué, M. C. (2009) Potential formation of ethyl carbamate
in simulated wine inoculated with Oenococcus oeni and Lactobacillus plantarum.
International Journal of Food Science & Technology. 44, pp. 1206-1213 y Romero, S.
V., Bordons A., Franquet, R, Masqué, M. C., (2007) Efecto de diferentes condiciones
en vino simulado sobre la formacion de carbamato de etilo por Oenococcus oeni y
Lactobacillus plantarum. Le Bulletin de I'OIV. 80, pp. 437-444), que se presentan en

los anexos C y D respectivamente.

Se investigd en laboratorio la capacidad potencial de produccién de CE y de
sus precursores en vino simulado durante la FML por parte de diferentes cepas y
especies de BL frente a distintas condiciones de pH, concentracibn de etanol,

temperatura y concentracion de acido malico.

El uso de un vino simulado permitié realizar este estudio en laboratorio bajo
condiciones similares a las que se encuentran en un vino. La presencia de mosto
concentrado en el vino simulado provee todos los nutrientes necesarios para el
metabolismo y el crecimiento de las BL en un medio similar a un vino fermentado, pero
sin la presencia de metabolitos indefinidos producidos por las levaduras que podrian

variar la composicion del medio y afectar a las BL.

4.2.1 Caracteristicas de los cultivos

Las cepas utilizadas se precultivaron en medio MRSmT liquido, a partir de
Cryo-Billes, a 30°C hasta que se observé el maximo crecimiento, el cual se dedujo
visualmente por cambios en la turbidez del medio. Este cultivo fue utilizado como
indculo. Para ello se inocularon al 1% tantos recipientes con vino simulado como
condiciones a ser ensayadas para que tuvieran lugar las FMLs a 22 °C (Liu, 1994) o
25 °C (Azevedo, 2002). El vino simulado se preparé tal como se explica en el apartado
3.2.1 de Materiales y Métodos y se modificoO previamente con &cido DL-malico, para
obtener una concentracion final de acido L-malico de 3 g/L 6 6 g/L, etanol, hasta una
concentracién final de 10% 6 15% (v/v) (Azevedo et al., 2002), e NaOH 10 N, para
obtener distintos valores de pH (3,3; 3,6 y 3,9) (Mira de Ordufa et al., 2001). Luego de
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esterilizar los diferentes vinos sintéticos, los valores de pH resultaron ligeramente
superiores a los planteados inicialmente, siendo los valores finales los que se sefialan
en la tabla 4.10. Esta experiencia se realiz6 por duplicado para todas las cepas
ensayadas.

La poblacién inicial de bacterias fue de 6,0 x 10”; 2,8 x 10”; 9,6 x 10”; 1,4 x 10’
y 1,1 x 10" ufc/mL para las cepas A (O. oeni), CECT 217" (O. oeni), CECT 5671 (L.
plantarum), CECT 4121" (L. brevis) y CECT 219" (Lc. mesenteroides)
respectivamente.

En la figura 4.9 se esquematiza el proceso de inoculacién y en la tabla 4.10 se

presentan las caracteristicas estudiadas y los codigos con los que se referencian.

Cryo-Billes

Inocular al 1%

n MRSmT, 30°C

Figura 4.9. Procedimiento seguido para la inoculacion de vino simulado.
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Tabla 4.10. Cddigos utilizados para las diferentes condiciones de vinificacion ensayadas en

vino simulado.

CcODIGO A B C D E F
Concentracion de etanol 10 % 15 % 10 % 10 % 10 % 10 %
pH 3,7 3,7 34 4,0 3,7 3,7
Temperatura 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 22°C
Concentracién de acido malico B g/L 3g/L 3g/L 3g/L 6 g/L 3g/L

4.2.2 Controles analiticos

Las muestras se tomaron cada 2 6 3 dias para determinar la poblacién
bacteriana y los contenidos de acido L-malico, arginina y citrulina y se almacenaron

congeladas para realizar los demas andlisis posteriormente.

Al inicio del ensayo, luego de la inoculacion, se determinaron acidez volatil,
acido L-malico, acido L-lactico, glucosa y fructosa, acido citrico, pH, nitrégeno
asimilable y amoniacal, CE, CEP y sus precursores (urea, arginina y citrulina), ademas
de controlar la poblacién por medicion de la DO 600nm y por recuento en placa en
medio MRSMT.

Cada dos dias se control6 la poblacion bacteriana por determinacion de la DO
600nm y se determinaron &cido L-malico, arginina y citrulina, para controlar su
metabolismo. También se realizé el control de la poblacidbn microbiana por recuento en

placa periddicamente para comprobar su correlacion con la DO 600nm.

Al final del consumo de acido L-malico y del consumo de arginina se
determinaron, ademas, CE, CEP, sus precursores (urea, arginina y citrulina), pH y el

contenido nitrogenado (nitrégeno asimilable y amoniacal).

También se determinaron al final del consumo del acido L-malico acidez volatil,

acido L-lactico, glucosa y fructosa y acido citrico.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para las cepas de O. oeni
Ay CECT 217" y para la cepa de L. plantarum CECT 5671. Las cepas de L. brevis
CECT 41217 y Lc. mesenteroides CECT 219" no fueron capaces de degradar el acido
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L-mélico en ninguna de las condiciones aqui propuestas después de 45 dias de

experiencia.

4.2.3 Determinacién de la poblacion viable

Como se ha expuesto anteriormente, la poblacion bacteriana viable se controlo
en esta experiencia determinando la DO 600nm. Para comprobar la fiabilidad de este
método, se realizaron determinaciones periodicas paralelamente por el método de
referencia de recuento en placa. Se determind la correlacién entre ambos métodos por
medio del calculo del coeficiente de correlacion para cada cepa separadamente. Los
resultados obtenidos se representan en las figuras 4.10, 4.11 y 4.12 para las cepas A
(O. oeni), CECT 2177 (O. oeni) y CECT 5671 (L. plantarum) respectivamente.

Como puede observarse, podemos afirmar que, para cada cepa en particular,
existe una buena correlacion entre la determinacion de la DO 600nm y el método de
referencia de recuento en placa, lo que permite, en esta experiencia, utilizar la
determinacion de la DO 600nm como un buen indicador de la poblacién de bacterias

viables.

0,6 -
05 -
04 -

0,3 ~

DO 600

0,2
y = 6,4E-10x + 0,1657

O,l R2 = 0,9433

0,0 T T T T T 1
0 1E+08 2E+08 3E+08 4E+08 5E+08 6E+08

UFC/mL

Figura 4.10. Comparacién mediante regresion lineal de los resultados obtenidos para la
determinacion de la poblacién de bacterias viables mediante los dos métodos analiticos

ensayados para la cepa de O. oeni A.
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Figura 4.11. Comparacion mediante regresion lineal de los resultados obtenidos para la
determinacion de la poblacién de bacterias viables mediante los dos métodos analiticos

ensayados para la cepa de O. oeni CECT 217",

2,8 ~
2,4
2,0
1,6

DO 600

1,2

0.8 - y = 1,1E-8x + 1,2829
04 R2 = 0,9605

0,0 T T T T T 1
0 2E+07 4E+07 6E+07 8E+07 1E+08 1,2E+08
UFC/mL

Figura 4.12. Comparacién mediante regresion lineal de los resultados obtenidos para la
determinacion de la poblacién de bacterias viables mediante los dos métodos analiticos

ensayados para la cepa de L. plantarum CECT 5671.

4.2 .4 Efectos sobre el crecimiento de las cepas de BL, la degradacién de

7

dcido L- mdlico y el metabolismo de la arginina

En la figura 4.13 podemos ver que O. oeni A consumié completamente el &cido
L- mélico en 5 dias o0 menos en todas las condiciones estudiadas, excepto en la
condicién B, que presentaba una mayor graduacion alcohdlica, en la que necesité 16

dias para completar la degradacion.
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Esta cepa metaboliz6 la arginina en todas las condiciones, excepto en la

condicion B (figura 4.13). Se observa que un pH mas alto favorece el metabolismo de

la arginina, el cual se vio acelerado en la condicion con pH 4,0 (condicién D), el pH

més alto de los estudiados, con respecto a la condicion A, con iguales condiciones

alcoholicas, de temperatura y concentracion de acido L- malico, pero con pH 3,7. El

metabolismo de la arginina se vio retrasado, con respecto a la condicidén A, en aquellas

condiciones en las que se realizé la FML a una menor temperatura (condicion F), un

pH més bajo (condicion C) y en presencia de un mayor contenido de acido L-malico

(condicién E) (figura 4.13).

El consumo de acido L- malico se correlaciona con el aumento de la biomasa,

pero no explica totalmente este aumento, ya que, en algunos casos, luego de la

degradacion del acido L- malico se observa una mayor poblacion bacteriana, que se

correlaciona bien con la degradacion de la arginina, sobre todo en las condiciones A, D

y F (figura 4.13), las tres condiciones en las que el metabolismo de la arginina se vio

mas adelantado.

El consumo de arginina se correlaciona bien con la produccion de citrulina

(figura 4.13). En general, se degradd un 91% de la arginina presente en todas las

condiciones estudiadas, exceptuando la B, y el rango de conversion de arginina a

citrulina (P/P) fue de un 16% en la condicion A, sobre el 12% en la condicion C, 19%

en la condicion D, 17% en la E y un 9% en la condicién F.
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Figura 4.13. Degradacién de acido L-malico, consumo de arginina, produccion de citrulina y
evolucion de la poblacion para O. oeni A en todas las condiciones ensayadas en vino simulado
(A, B, C, D, E, F: Véase Tabla 4.10).
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Figura 4.14. Degradacion de acido L-malico, consumo de arginina, produccion de citrulina y
evolucién de la poblacién para O. oeni CECT 217" en todas las condiciones ensayadas en vino
simulado (A, B, C, D, E, F: Véase Tabla 4.10).
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Figura 4.15. Degradacién de acido L-malico, consumo de arginina, produccion de citrulina y
evolucién de la poblacion para L. plantarum CECT 5671 en todas las condiciones ensayadas
en vino simulado (A, B, C, D, E, F: Véase Tabla 4.10).

Los datos observados para la cepa A son confirmados por la cepa tipo de O.
oeni (CECT 217") (figura 4.14), aunque esta cepa necesitd mas tiempo que la cepa A
para completar la degradacion del &cido L-malico y no fue capaz de degradarlo en la
condicién con 15% de etanol (condicién B).

Esta cepa tampoco consumid la arginina en la condicion B, y necesit6 120 dias
para completarla en la condicion E, que tenia un contenido de &cido L-malico que
duplicaba al de las demés condiciones ensayadas, condicion en la que la degradacion
de la arginina también se vio retrasada para la cepa A. En este caso también se

observa que la degradacion de arginina se vio acelerada en la condicion D y retrasada
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en las condiciones C y E, con respecto a la condicion A, pero, a diferencia de lo que
ocurri6 para la cepa A, se vio mas adelantada en la condicién F, respecto a la

condicion A.

Nuevamente, se observa una correlacién entre la degradacion de acido L-
malico y la densidad de poblacion y entre ésta y la degradacion de arginina en las
condiciones A, D y F, las tres condiciones en las que la degradacion de arginina se ve

mas adelantada con respecto a las demas (figura 4.14).

Los rangos de degradacién de arginina y sus correspondientes rangos de
excrecion de citrulina se correlacionan bien (figura 4.14). Exceptuando la condicién B,
en la que sdlo se degraddé un 30% de la arginina presente después de 75 dias de
experiencia, esta cepa degradd un 94% de la arginina inicial como media en todas las
condiciones estudiadas. Los rangos de conversion de arginina a citrulina (P/P) fueron
similares a los observados con la cepa A, y fueron del 17%, 11%, 19%, 17% y 18% en

las condiciones A, C, D, E y F respectivamente.

Las cepas de O. oeni alcanzaron una poblacion celular de 10" a 10° ufc/mL en
el vino simulado, valores similares a la poblaciéon celular que se observa cuando se

desarrollan las BL en vino (Davis et al., 1986).

Las dos cepas estudiadas de O. oeni consumieron completamente el &cido L-
malico presente en todos los experimentos, exceptuando el caso de O. oeni CECT
217" a la mayor concentracion alcohdlica estudiada (condicion B) (figura 4.14). En las
experiencias llevadas a cabo con ambas cepas de O. oeni el consumo de &cido L-
malico se correlaciond con el aumento de la biomasa, aunque, como ya se expuso, no
explica totalmente este aumento, ya que, en algunas condiciones, se observa una
mayor poblacion bacteriana después del agotamiento del acido L-malico, que se
correlaciona bien con la degradacion de la arginina para las dos cepas, principalmente
en las condiciones A, D y F, las tres condiciones en las que la degradacion de la
arginina fue mas adelantada (figuras 4.13 y 4.14). Mira de Ordufia et al. (2001)
también observaron un patrén similar de crecimiento bifasico en cepas de O. oeni. Se
ha demostrado que cepas de BL vinicas que poseen la maquinaria enzimatica
completa para el catabolismo de la arginina pueden ser muy competitivas en
crecimiento, ya que pueden conseguir energia extra (ATP) a partir de la degradacién
de la arginina (reaccién 3) (Liu et al., 1994). De hecho, se ha comprobado que el

catabolismo de la arginina puede favorecer el crecimiento en algunas BL. Algunos
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autores observaron que la degradacién de la arginina aumento el crecimiento de cepas
de Lactobacillus pero no de las cepas de O. oeni examinadas (Liu, 1993; Mira de
Ordufia et al., 2001). A partir de los resultados aqui obtenidos podemos concluir que el

catabolismo de la arginina aumenta el crecimiento de O. oeni en algunas condiciones.

Estas cepas han sido capaces de degradar la arginina en las condiciones
estudiadas y de excretar cantidades considerables de citrulina, que puede reaccionar

con el etanol llevando a la formacion de CE.

Se ha demostrado que el metabolismo de la arginina por O. oeni es afectado
por el pH. Diferentes autores han observado que O. oeni podia degradar la arginina a
niveles de pH vinicos altos (3,9 - 4,0) pero no a niveles de pH mas bajos (3,2 - 3,3)
(Liu et al., 1995a; Mira de Ordufia et al., 2001). En este estudio las dos cepas de O.
oeni estudiadas fueron capaces de degradar completamente la arginina a todos los
niveles de pH estudiados (3,4; 3,7 y 4,0), en aquellos casos en los que la FML tuvo
lugar, pero el rango de conversion de arginina a citrulina (P/P) fue ligeramente mayor

(19%) a pH 4,0 que a valores de pH mas bajos (9 a 18%).

Se sabe que el etanol influye en el crecimiento y la actividad metabdlica de las
BL (Rodriguez y Manca de Nadra, 1998). A partir de los resultados de este estudio
parece que el metabolismo de la arginina también es afectado por el contenido de
etanol, ya que ninguna de las dos cepas examinadas de O. oeni degradé la arginina
en la condicion B, la de mayor contenido alcohdlico (con 15% v/v de etanol) (figuras
4.7 y 4.8). El consumo de la arginina disminuyé al aumentar la concentracion de
etanol, como también observaron Arena y Manca de Nadra (2005). No obstante, la
actividad malolactica de la cepa A no fue inhibida por una concentracion de etanol de
15% vlv, sugiriendo que la enzima malolactica tiene una mayor resistencia al etanol

que otras actividades metabdlicas.

La cepa de L. plantarum CECT 5671 no fue capaz de completar la degradacion
de &cido L- mélico en las condiciones de mayor graduacién alcohdlica (condicién B) y
de mayor acidez (condicion C) (figura 4.15). Esto era de esperar, ya que esta especie
no es muy resistente a altas graduaciones alcohdlicas y es mas sensible al pH del vino
que O. oeni, como ha sido observado en resultados de otros estudios (Wibowo et al.,
1985; Masqué, 1992; Liu et al., 1995a). La combinacion del pH, el etanol y la limitacién
de nutrientes puede ser una causa de esta selectividad. A pesar de esto, esta especie

es una buena candidata como cultivo iniciador para realizar la FML en determinados
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vinos, ya que, como se menciond antes, es una especie heterofermentativa facultativa,

fermenta la glucosa por la via homofermentativa de Embden-Meyerhof, transformando

practicamente todas las hexosas que cataboliza, especialmente la glucosa, en acido

lactico, y fermenta las pentosas a acidos lactico y acético por la via heterofermentativa

de las pentosas fosfato. De esta manera, no eleva la acidez volatil de un vino al

consumir hexosas residuales que pueden estar presentes en el vino al final de la FA.

Ademas, esta cepa ha mostrado mantener actividad malolactica en condiciones en las

gue no se detectaron células en crecimiento.

Esta cepa ha demostrado un perfil de no hidrélisis de arginina en estudios

previos (Masqué, 1992). En el presente estudio tanto el consumo de arginina como la

produccién de citrulina fueron virtualmente nulos en casi todas las condiciones

estudiadas. Solo en la condicién F, en la que se ensayaba una menor temperatura, se

ha observado un ligero consumo de arginina.

En aquellos casos en los que el 4cido L-malico fue completamente degradado,

la degradacion de la arginina siempre fue retrasada con respecto a la degradacion del

acido L-malico, ocurrio al final del consumo del &cido L-mélico o se inici6 luego del

comienzo de la degradacion del mismo, en todas las cepas testadas. Esto tiene

importancia enoldgica, permite al endlogo evitar la degradacion de arginina eliminando

las células o inhibiendo la actividad celular cuando ha terminado el consumo del acido

L-mélico en el vino. Esto es importante para evitar no sélo la formacion de citrulina

sino, también, un gran ascenso del pH, que puede provocar un cambio en las

caracteristicas organolépticas del vino y favorecer la propagacion de microorganismos

indeseables. También hay que considerar que la degradacion del &cido citrico

comienza una vez que se ha degradado el acido L-malico (Radler, 1963). Sabemos

que el metabolismo del 4cido citrico puede producir diacetilo, compuesto que confiere

aroma a mantequilla a los vinos (Bartowsky y Henschke, 2004). Si el endlogo pretende

la degradacion de acido citrico para obtener los beneficios organolépticos de la

produccién de diacetilo, existe también el riesgo de degradacion de arginina.

Hay que sefalar que no hemos observado (0 ha sido minima) degradacion de

arginina en los casos en que no ha ocurrido la FML. Probablemente, las células

bacterianas fueron incapaces de sobrellevar la FML ya que todo metabolismo se ha

visto afectado por las duras condiciones ambientales y, en esta situacion, también el

catabolismo de la arginina se ve afectado.
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4.2.5 Formacion de CE

En la tabla 4.11 se observa que los niveles de CE al final de la FML conducida
por O. oeni A fueron muy bajos, no llegando a 4 pg/L. Sélo fue significativamente
diferente el valor de CE obtenido en la condicion B con respecto al observado en las
demas condiciones. Esto era de esperar, ya que esta condicién contenia un 50% mas
de etanol, precursor del CE, que las demas condiciones estudiadas. Ough (1988a) ya

demostro la relacién directa entre la concentracion de etanol y el CE formado.

El contenido en CEP se relaciona directamente con el aumento en el contenido
de citrulina al final del consumo del 4cido L-mélico. Se observd una buena correlacion
(r = 0,90) entre los niveles de CEP y las concentraciones de citrulina al final de la
degradacion del acido L-malico a partir de las experiencias realizadas en vino

simulado con 10% (v/v) de etanol (condiciones A, C, Dy F).

Tabla 4.11. Concentraciones de CE y CEP al final de los consumos de acido L-malico y de
arginina para las cepas O. oeni A, O. oeni 217" y L. plantarum CECT 5671 en todas las

condiciones estudiadas.

Final del consumo del acido L-malico Final del consumo de la arginina a

CE (pg/L) CE potencial ( pg/L) CE (pg/L) CE potencial ( pg/L)
Condicién A CECT CECT A CECT CECT A CECT CECT A CECT CECT
217" 5671 217" 5671 217" 5671 217" 5671

A 1,4 2,9 4,3 119 165 124 24 2,6 3,5 257 227 183

B 3,6 b ¢ 157 ° © 47 56 35 163 172 301

C 1,8 6,4 ¢ 78 82 ¢ 4,0 4,7 2 132 165 131

D 1,7 1,8 2,9 153 98 167 1,7 19 24 177 267 177

E 18 4,2 54 202 88 200 19 69 54 145 207 200

F ND¢ 2,3 1,1 108 142 141 4,1 1,9 1,1 251 400 141

Los valores son un promedio de dos replicados.

Final de la incubacién en el caso de L. plantarum CECT 5671

® Los consumos de &cido L- malico y de arginina no fueron completos.
° El consumo de &cido L- malico no fue completo.

¢ ND: no detectado

Los niveles de CE al final de la degradacion de la arginina también fueron bajos
y no alcanzaron los 5 pg/L.
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En las experiencias llevadas a cabo con la cepa de O. oeni CECT 217" en vino

simulado, los niveles de CE obtenidos fueron menores a 7 pg/L (tabla 4.11).

Se observo una correlacion lineal (r = 0,95) entre los niveles de CE potencial y
de citrulina al final de la degradacion del &cido L-malico en las experiencias
conducidas a 10% (v/v) de etanol, exceptuando la experiencia a una temperatura mas
baja (condicién F). Para esta cepa también se observd una buena correlacion (r =
0,97) entre los niveles de CEP y de citrulina al final de la degradacion de la arginina,

para las mismas condiciones.

La correlacién obtenida para las cepas de O. oeni A y CECT 217" entre la
citrulina producida y el CEP en las experiencias llevadas a cabo a 10% (v/v) de etanol
permite anticipar los niveles de CEP que se pueden obtener al final del consumo del
acido L-malico en base a los niveles de citrulina producidos durante el metabolismo
bacteriano de la arginina en la FML, utilizando la ecuacion de regresion obtenida para
cada cepa, lo que evita tener que realizar la determinacion del CEP, tal como han
descrito previamente Liu et al. (1994) para L. buchneri y Azevedo et al. (2002) para L.
hilgardii en vino fortificado. Esto tiene importancia enoldgica, ya que estos niveles de
CE podrian formarse durante periodos de almacenamiento prolongados a
temperaturas normales de conservacion de los vinos (Stevens y Ough, 1993), tal como
justifican los mayores niveles de CE encontrados en vinos crianza y reserva esparioles

en comparacion a los hallados en vinos jovenes (Uthurry et al., 2004; Uthurry, 2005).

A partir de las experiencias de este estudio, observamos que las condiciones
gue principalmente favorecen la formacion de CE al final de la FML llevada a cabo por
las cepas de O. oeni fueron un mayor contenido en etanol para la cepa Ay un pH
vinico mas bajo para la cepa CECT 217'. Se sabe que la etandlisis (reaccion entre
etanol y un compuesto carbamilico) se ve favorecida a bajo pH (Ough et al., 1988a;
Monteiro et al., 1989). No obstante, la formacion potencial de CE ha sido en el
presente ensayo mayor a pHs mas altos, una condicidon que, hemos visto, favorece el

crecimiento y metabolismo de las BL.

La conversion quimica de citrulina en CE fue dependiente de cepa. El
rendimiento fue de 3,5% y 2,6% para las cepas A y CECT 217" respectivamente en
términos molares. Estos niveles son levemente superiores a los observados por Liu et

al. (1994) y fueron mayores en la condicién B, con mayor contenido en etanol. Sin
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embargo, la conversién molar de citrulina a CE es baja, lo que concuerda con los

estudios cinéticos llevados a cabo por Ough et al. (1988a).

Para la cepa de L. plantarum CECT 5671, los niveles obtenidos de CE fueron
similares a los alcanzados por las cepas estudiadas de O. oeni, y fueron menores a 6
Mg/L al final del ensayo. Aunque la degradacién de arginina y la produccién de citrulina
han sido virtualmente nulas, los niveles de CEP son comparables a los obtenidos con
las cepas de O. oeni estudiadas. Podria haber otro u otros compuestos presentes que
puedan contribuir a la formacion de CE por esta cepa, proveniente, quizas, del mosto
concentrado utilizado para preparar el vino simulado. Se excluyen metabolitos
derivados de la actividad metabdlica de las levaduras con la utilizacion de vino

simulado.

Arena y Manca de Nadra (2005) reportaron un aumento de un 23% en los
niveles de CE si el etanol del medio aumentaba de 10 a 15%. En el presente trabajo,
para el mismo incremento en las concentraciones de etanol, se observa un aumento
de un 123%, como media, en los niveles de CE (valores entre 96 y 157%, tabla 4.11)
para las cepas de O. oeni ensayadas y variando solamente el contenido en etanol.

Esto no es tan claro para L. plantarum.

4.2.6 Consumo de azUcares, produccion de dcido acético y cambios de

pH

En la tabla 4.12 se presenta el consumo de azlcares (glucosa y fructosa) y la
produccion de &cido acético durante la degradacion del acido L-malico para todas las

cepas ensayadas.

0. oeni A degrad6 mas azucares en aquellas condiciones en las que el acido L-
maélico fue consumido mas rapidamente, lo que también se vio reflejado en mayores
rangos de crecimiento. Para la cepa de O. oeni CECT 217" el consumo de azlcares

fue mas uniforme en todas las condiciones.

La produccion de &cido acético se correlacioné bien con el consumo de
azUcares, especialmente en las cepas de O. oeni ensayadas, con las que se
obtuvieron coeficientes de correlacién de 0,94 y 0,71 para las cepas A y 217"

respectivamente. Los niveles de acido acético alcanzados por las cepas de O. oeni
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fueron menores a 0,25 g/L, niveles que normalmente se alcanzan cuando la FML

ocurre en vino.

Tabla 4.12. Consumo de acido L-malico y glucosa, y produccion de &cido acético para las

cepas O. oeni A, O. oeni 217" y L. plantarum CECT 5671 en todas las condiciones estudiadas.

Consumo de acido L- Consumo de Produccién de acido
malico (%) Glucosa/Fructosa (g/L)* acético (g/L)

A CECT CECT A CECT CECT A CECT CECT
Condicion 217" 5671 217" 5671 217" 5671
A 100 100 100 0,71 1,80 1,78 0,20 0,14 0,11
B 98 0 35 0 0 0 0,09 0,05 0,06

C 100 100 19 0 1,60 0 0,13 0,18 0
D 100 100 99 1,95 1,18 2,12 0,25 0,21 0,04
E 100 100 99 0,41 1,48 2,74 0,13 0,24 0,08
F 98 99 99 1,20 1,30 1,23 0,21 0,16 0,03

Los valores son un promedio de dos replicados.
*La concentracion inicial de azucares (glucosa y fructosa) fue de 4,07 £ 0,14 g/L.

L. plantarum CECT 5671 consumid, en general, mas azUcares que las cepas
de O. oeni en aquellas condiciones en las que fue capaz de degradar el &cido L-
malico, pero los niveles de acido acético producidos fueron menores que los
alcanzados por aquellas, lo que se justifica por su caracter heterofermentativo

facultativo.

El consumo de azlcares tiene importancia enologica debido a que cepas
heterofermentativas pueden consumir azlcares residuales presentes en el vino
llevando a la formacién de cantidades variables de &cido acético que podrian exceder
los limites legales o tornar un vino inaceptable desde un punto de vista sensorial
(Ribéreau-Gayon et al., 2000).

La tabla 4.13 muestra los valores de pH al final de la incubacion para todas las
cepas y experiencias realizadas. Los valores alcanzados por ambas cepas de O. oeni
(cepas Ay CECT 217") fueron mas altos que los adquiridos por L. plantarum CECT
5671. Esto puede ser explicado por la capacidad de las cepas de O. oeni para
degradar efectivamente la arginina, lo que eleva los niveles de nitrégeno amoniacal
(los datos no se muestran), elevando asi los niveles de pH del medio, y también por la

mayor efectividad que mostraron estas cepas para consumir el acido L-malico.
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Tabla 4.13. Valores de pH al final de la incubacion de las cepas O. oeni A, O. oeni 217" y L.

plantarum CECT 5671 en todas las condiciones estudiadas.

Condicién A B C D E F

pH previo a la FML 370 3,74 341 401 3,72 3,73
0. oeni A (43 dias) 406 393 382 424 4,01 4,20
0. oeni CECT 217" (74 dias)* 415 380 385 432 4,08 4,10
L. plantarum CECT 5671 (43 dias) 358 383 344 369 372 365

Los valores son un promedio de dos replicados.
FML: fermentacién malolactica.
*120 dias en la condicién E.

4.2.7 Conclusiones

El consumo de &cido L-malico se correlacion6 con el aumento de la biomasa en
las experiencias llevadas a cabo con las dos cepas de O. oeni ensayadas, pero no
explicd totalmente este aumento, ya que se observd una mayor poblacion bacteriana
después del agotamiento del acido L-malico en las condiciones en las que la
degradacion de la arginina fue mas adelantada, que se correlacion6 bien con la
degradacion de la arginina para las ambas cepas. De estas observaciones podemos
concluir que el catabolismo de la arginina aumenta el crecimiento de O. oeni en

algunas condiciones.

Diferentes autores observaron que O. oeni podia degradar la arginina a niveles
de pH vinicos altos (3,9 - 4,0) pero no a niveles de pH mas bajos (3,2 - 3,3) (Liu et al.,
1995a; Mira de Orduia et al., 2001), demostrando que el metabolismo de la arginina
por O. oeni es afectado por el pH. En este estudio, las cepas estudiadas de O. oeni
fueron capaces de degradar la arginina a todos los niveles de pH estudiados (3,4; 3,7
y 4,0), en aquellos casos en los que la FML tuvo lugar, y de excretar cantidades

considerables de citrulina.

El pH influy6 el rango de conversidn de arginina a citrulina, que fue ligeramente

mayor a pH 4,0 que a valores de pH més bajos.

El metabolismo de la arginina por las cepas de O. oeni se vio afectado por el
contenido de etanol y, aunque el consumo de la arginina disminuyé al aumentar la

concentracién de etanol, la actividad malolactica de la cepa A de O. oeni no fue
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inhibida por una concentracion de etanol de 15% v/v, lo que sugiere que la enzima

malolactica tiene mayor resistencia al etanol que otras actividades metabdlicas.

En aquellos casos en los que el &cido L-malico fue completamente degradado,

la degradacion de la arginina siempre fue retrasada con respecto a la degradacion del

mismo en todas las cepas testadas. Esto representa una ventaja técnica, al permitir al

endlogo evitar la degradacién de la arginina eliminando las células o inhibiendo la

actividad celular cuando ha terminado el consumo del acido L-malico en el vino, con el

fin de evitar no sdlo la formacién de citrulina sino, también, un gran ascenso del pH,

que puede provocar un cambio en las caracteristicas organolépticas del vino y

favorecer la propagacién de microorganismos indeseables. No se observd (0 ha sido

minima) degradacion de arginina en los casos en que no se realizé la FML.

Para las cepas ensayadas de O. oeni el contenido en CEP se correlacion6

directamente con el aumento en el contenido de citrulina al final del consumo del acido

L-mélico, y fue mayor en aquellas condiciones donde se observé un crecimiento y

metabolismo mas répido. Por lo tanto, la citrulina es un buen indicador de las

concentraciones de CE que podrian formarse en el vino luego de periodos

prolongados de almacenamiento.

Las condiciones que principalmente favorecieron la formacion de CE al final de

la FML llevada a cabo por las cepas de O. oeni fueron un mayor contenido en etanol,

un precursor, y un pH vinico mas bajo, tal y como ya se ha descrito en la bibliografia

(Ough et al., 1988a, Trioli y Colagrande, 1991). Pero la formacion potencial de CE

resulté mayor a pHs mas alcalinos del vino, condicion que, hemos visto, favorece el

crecimiento y metabolismo de las BL. En el caso de L. plantarum, las condiciones que

observamos mas favorecen la produccion de CE, y también de CEP, durante la FML

son las concentraciones de etanol y de acido L-malico.

La cepa estudiada de L. plantarum no fue capaz de degradar la arginina y no

excretd citrulina en las diferentes condiciones estudiadas, aunque los niveles

obtenidos de CE fueron similares a los alcanzados por las cepas testadas de O. oeni.

Proponemos que podria haber otro u otros compuestos presentes que puedan

contribuir a la formacién de CE por esta cepa.
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4.3 RELACION ENTRE CARACTERISTICAS ENOLOGICAS DE MOSTOS Y
VINOS Y LA FORMACION DE CE

Con los resultados de este estudio se esta elaborando un articulo titulado
Relation between oenological characteristics of musts and wines and the formation of

ethyl carbamate.
4.3.1 Antecedentes

En la vendimia de 2003 se recogieron muestras de mostos y de vinos, tanto al
finalizar la FA (FFA) como al finalizar la FML (FFML), de 81 vinificaciones llevadas a
cabo en la bodega experimental de la Estacion Enologica de Reus (INCAVI) con el fin
de evaluar la influencia de diferentes pardmetros, como la variedad de la uva, la
procedencia y otros pardmetros enoldgicos habituales, sobre el metabolismo de la
arginina y la produccién de CE y sus precursores. También se pretendia determinar la
posible influencia sobre el metabolismo de la arginina de la infeccion de la uva por

Botrytis cinerea (Sponholz, 1991) con estas muestras.

El nivel de nitr6geno asimilable presente en mostos es especifico del vifiedo y
varia con el tipo de suelo en que esta implantado, la variedad de uva, el portainjerto
utilizado, la fertilizacion y las practicas de riego, el grado de madurez, asi como con el
deterioro microbiolégico que puede ocurrir previo a la cosecha (Zoecklein et al., 1995).
En lo que a esto se refiere, el crecimiento de hongos en la uva puede alterar
significativamente la distribucién cualitativa y cuantitativa de los aminoécidos (Dittrich,
1987). Sponholz (1991) informo6 que el metabolismo de B. cinerea en uvas infectadas
puede alterar la composicion y el contenido de aminoacidos. Como media, el hongo
consume un 41% del total de aminoéacidos, aungue la disminucién individual para cada
aminodcido es bastante diferente, pudiendo variar entre 7% y 61% dependiendo del
aminoacido. Se observo también un consumo de 24% del amonio. Con esta
disminucidn, el nivel de nitrégeno asimilable en el mosto puede caer por debajo de los
niveles necesarios para que S. cerevisiae complete la FA. Sponholz (1991) evidenci6
también que la utilizaciébn de aminoacidos aumentaba en casos de uva infectada por B.
cinerea. Ademas, la utilizacion de aminoacidos es diferente para los diferentes
aminodcidos y depende de la composicion del mosto. Algunos aminoacidos son

totalmente consumidos durante la FA pero, si la composicion de aminoacidos es
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suficiente para la nutricion de la levadura, la levadura no utiliza grandes cantidades de
arginina con este fin. La levadura acumula aminoacidos como la arginina en grandes
concentraciones en vacuolas. Ante una carencia de nitrégeno la arginina es liberada y
utilizada mas intensamente (Sponholz, 1991). En el presente trabajo se pretendia
confirmar la disminucién en los niveles de nitrdgeno asimilable y, mas concretamente,
de arginina en uvas afectadas por B. cinerea, la mayor utilizacién de arginina en estas

uvas y su posible influencia en la formacion de citrulina y de CE.

4.3.2 Controles analiticos

En el mosto, vino de FFA y vino de FFML se realizaron las determinaciones
analiticas habituales: grado alcohdlico probable, acidez total, pH, acidos L-malico,
tartarico y glucénico y glicerol en mosto; masa volumica, grado alcohélico adquirido,
acidez total, pH, acidez volatil, glucosa y fructosa, glicerol y &cidos L-mdlico, tartarico y
gluconico en vino de FFA; grado alcohdlico adquirido, acidez total, pH, acidez volatil,
SO, libre, SO, total, glucosa y fructosa, glicerol, acidos L-malico, tartarico y L-lactico e
indice de polifenoles totales en vino de FFML. Ademas, se determinaron citrulina,

arginina, urea y nitrdgeno en mostos, vinos de FFA y vinos de FFML.

Como los valores de SO, libre y SO, total determinados en los vinos de FFML
no derivaban del metabolismo microbiano, no se han tenido en cuenta en el analisis

estadistico de los datos.

4.3.3 Andlisis de Correlaciones |

Los resultados de los andlisis de los parametros enologicos de los mostos y
vinos de FFA, y de FFML de las 81 vinificaciones estudiadas se encuentran en el

anexo E.

Como en muchos casos varias de las vinificaciones estudiadas provenian de
clones y los vinos obtenidos dentro de cada grupo de clones presentaban unos
resultados analiticos muy similares, se realiz6 una primera criba de las muestras
totales, resultando finalmente el volumen de vinificaciones estudiadas de 56. En los
Mostos y vinos obtenidos de estas 56 vinificaciones se realizaron las analiticas para la

determinacion de los precursores de CE y del contenido nitrogenado y se calcularon
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los consumos de arginina y produccién de citrulina durante la FA y la FML. Estos

resultados se presentan en el anexo F.

Con los resultados de los vinos y mostos de estas 56 vinificaciones se realizd
un primer analisis de correlacion para determinar si existia alguna relacion entre las
distintas variables determinadas, principalmente, buscando una correlacién entre la
concentracion de precursores del CE, el consumo de arginina o la produccién de
citrulina y algun parametro enoldgico de los mostos y vinos. Para ello se realizo el
procedimiento de correlaciones bivariadas con el programa SPSS que calcula el
coeficiente de correlacion de Pearson. El coeficiente de correlacion de Pearson
permite cuantificar el grado de asociacién lineal entre dos variables cuantitativas. El
coeficiente de correlacion de Pearson toma valores entre -1 y 1: un valor de 1 indica
relacién lineal perfecta positiva; un valor de -1 indica relacion lineal perfecta negativa;
un valor de 0 indica relacién lineal nula. Es importante sefialar que, aunque dos
variables estén perfectamente relacionadas, el coeficiente de correlacion de Pearson
no sera un estadistico adecuado para medir su asociacion si esa asociacion no es
lineal. Ademas, un coeficiente de correlacion alto no implica causalidad. Dos variables
pueden estar linealmente relacionadas sin que esto implique que una sea la causa de

la otra.

En las tablas 4.14, 4.15, 4.16, 4,17 y 4.18 se resumen las correlaciones
obtenidas entre las diferentes variables. Estas tablas ofrecen informacién referida al
coeficiente de correlacion de Pearson. El programa SPSS ofrece una matriz de
correlaciones cuadrada, con unos (1) en la diagonal (pues la relacién entre una
variable y ella misma es perfecta) y con los coeficientes de correlacion de Pearson
entre cada dos variables, duplicados en los triAngulos superior e inferior de la matriz.
Cada coeficiente aparece acompafado del nimero de casos sobre el que ha sido
calculado (N) y del nivel critico bilateral que le corresponde (Sig. bilateral). El nivel
critico permite decidir sobre la hipétesis nula de independencia lineal, o sea, sobre la
hipotesis de que el coeficiente de correlacidn vale cero en la poblacién. Rechazaremos
la hipotesis nula de independencia, concluyendo que existe relacion lineal
significativa, cuando el nivel critico sea menor que el nivel de significacién
establecido, 0,05. Aqui no se exponen la totalidad de los resultados obtenidos entre
todos los factores y parametros analizados, sino sélo aquellos en los que hubo
correlacion y que presentaban alguna trascendencia en el presente estudio. Estos

ultimos se destacan en negrita.
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Tabla 4.14. Correlaciones bivariadas obtenidas entre parametros enoldgicos, precursores del

CE y contenido nitrogenado del mosto .

Grado de| Acido Acido . | Nitrégeno

. L. L. Arginina Urea Amonio

podrido | Tartarico | Glucénico Total

Gradode  C.P. 1| -0,51(*)| 0,95¢*)| -0,43(*)| -0,25| -0,49(**)| -0,44(*)
podrido S. (b) 0,00 0,00 0,00, 0,06 0,00 0,00
N 56 56 56 56 56 56 56
Acido C.P. | -0,51(*) 1| -0,57(**)| 0,56(**)| 0,42(*)| 0,65(**)| 0,52(**)
Tartarico S. (b) 0,00 0,00 0,00/ 0,00 0,00 0,00
N 56 56 56 56 56 56 56
Acido C.P.| 0,95(%)| -0,57(*) 1| -0,35(*%)| -0,19| -0,50(**) -0,35(**)
Gluconico g (p) 0,00 0,00 0,01 0,15 0,00 0,01
N 56 56 56 56 56 56 56
Arginina C.P. | -0,43¢+)| 0,56(*)| -0,35() 1 0,45(+)| 0,52(*)] 0,60(*)
S. (b) 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
N 56 56 56 56 56 56 56
Urea C.P. -0,25| 0,42(*|  -0,194|  0,46(**) 1| 0,79¢*%)| 0,76(*%)
S. (b) 0,06 0,00 0,15 0,00 0,00 0,00
N 56 56 56 56 56 56 56
Amonio C.P. | -0,49¢)| 0,65¢*)| -0,50(**)] 0,52(**)| 0,79(**) 1| 0,82()
S. (b) 0,00 0,00 0,00 0,00/ 0,00 0,00
N 56 56 56 56 56 56 56
Nitrogeno ~ C.P.| -0,44(*%)| 0,52(*)| -0,35(**)| 0,60(**)| 0,76(**)|  0,82(**) 1

Total S. (b) 0,00 0,00 0,01 0,00/ 0,00 0,00
N 56 56 56 56 56 56 56

C. P.: Correlacion de Pearson

S. (b): Sig. (bilateral)

** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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Tabla 4.15. Correlaciones bivariadas obtenidas entre parametros enoldgicos, precursores del

CE, contenido nitrogenado, consumo de arginina y produccién de citrulina de los vinos de

FFA.

G:jegio Tipo ;-Crggg_ Acidez Acio!e; pH Agi_clo ¢§:Ség Glicerol | Amonio | Arginina | Citrulina cr:r?c?(sji zlrgr?L(ljfe
podrido lico Total | Volatil Malico rico Arginina | Citrulina
Grado de C.P. 1 -0,12 -0,06 0,22 0,50(**) -0,13 0,03 -0,27(*| 0,221 0,26 -0,23 -0,16/ 0,32(*)  -0,05
podrido g (p) 0,37, 063 0,11 0,00 0,33 0,83 005 011 0,05 0,08 0,25 0,02 0,69
N 56, 56 56, 56 56 56 56 56 56 56 56 56, 56 56
Tipo C.P. | -0,12 1 -0,10 -0,16/ -0,46(**)  -0,23 -0,34(*) 0,35(**)| -0,28(*)| -0,26(*) -0,31(*) 0,44(**)  -0,23 0,29(*)
S.(b)| 0,37 0,45 0,24 0,00 0,09 0,01 0,01 0,04 0,05 0,02 0,00 0,09 0,03
N 56, 56 56, 56 56 56 56 56 56 56 56 56, 56 56
Grado C.P. | -0,06 -0,10 1 0,22 0,31(%) 0,03 0,07 -0,14 0,49(**) 0,08 0,43(**) -0,22  -0,03 -0,11
I?iiCOOhé' S.(b)| 063 045 0,11 0,02 0,84 0,62 031 0,00 0,56 0,00 0,10 0,82 0,43
N 56, 56 56, 56 56 56 56 56 56 56 56 56, 56 56
Acidez  C.P. 0,22 -0,16 0,22 1 0,57(**)| -0,56(**) 0,28(*) 0,01 0,13 -0,08 -0,24  -0,08 0,30(*) -0,16
Total S.(b)| 0,11 0,24 0,11 0,00 0,00 0,03 094 034 0,58 0,07, 0,58 0,02 0,24
N 56, 56 56, 56 56 56 56 56 56 56 56 56, 56 56
Acidez  C.P. [0,50(**)-0,46(**) 0,31(*)| 0,57(**) 1 -0,08] 0,28(*)-0,44(**) 0,57(**) 0,32(*) 0,20 -0,41(**)| 0,42(**) -0,29(*)
Vvolatl s )| 0,00 000 002 0,00 0,54 0,03 0,00 000 0,02 0,15 0,00 0,00 0,03
N 56, 56 56, 56 56 56 56 56 56 56 56 56, 56 56
pH C.P. | -0,13 -0,23 0,03-0,56(**) -0,08 1| 0,50(**)-0,70(**) 0,34(*)| 0,44(**) 0,54(**| -0,38(**)  -0,03  -0,04
S.(b)| 033 009 084 0,00 0,54 0,00 0,00 001 0,00 0,00 0,00 0,84 0,74
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56, 56 56
Acido C.P. 0,03 -0,34(*)| 0,07] 0,28(*) 0,28(*) 0,50(**) 1-0,63(**) 0,23 0,26 0,14 -0,36(**) 0,08 -0,05
Malico s )| o083 001 062 0,03 0,03 0,00 0,000 0,10 0,06 0,32 0,01 0,54 0,73
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56, 56 56
Acido C.P. |-0,27(* 0,35(**) -0,14|  0,01] -0,44(**) -0,70(**) -0,63(**) 1/ -0,60(**)[ -0,59(**) -0,50(**) 0,58(**) -0,28(*) 0,19
Tartérico 5 ()| 0,05 001 031 094 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,16
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56, 56 56
Glicerol C.P. 0,22 -0,28(*)[0,49(**) 0,13 0,57(**) 0,34(*) 0,23-0,60(**) 1 0,52(**) 0,63(**) -0,36(**) 0,23 -0,28(*)
S.(b)| 0,1 0,04 0,00 0,34 0,00 0,01 0,10 0,00 0,00 0,00 0,01 0,08 0,04
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56, 56 56
lAmonio  C. P. 0,26/ -0,26(*) 0,08 -0,08 0,32(*)| 0,44(**) 0,26/-0,59(**)| 0,52(**) 1 0,52(**) -0,43(**) 0,22 -0,19
S.(b)| 0,05 005 0,56 0,58 0,02 0,00 0,06 0,000 0,00 0,00 0,00 0,10 0,17
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56, 56 56,
Arginina  C.P. | -0,23-0,31(*)0,43(**) -0,24 0,20 0,54(**) 0,14-0,50(**)| 0,63(**)| 0,52(**) 1 -0,40(**) 0,14  -0,25
S.(b)| 0,08 0,02 000 0,07 0,15 0,00 0,32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,32 0,06
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56, 56 56
Citrulina C.P. | -0,16/0,44(**) -0,22| -0,08 -0,41(**) -0,38(**) -0,36(**) 0,58(**) -0,36(**) -0,43(**) -0,40(**) 1  -0,08 0,29(*)
S.(b)| 0,25 000 0,10 0,58 0,00 0,00 0,01 0,00 001 0,00 0,00 0,53 0,03
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56, 56 56
Consumo C.P. [0,32(*) -0,23 -0,03 0,30(*)| 0,42(**) -0,03 0,08 -0,28(*) 0,23 0,22 0,14  -0,08 1| -0,72(**)
dA?gmma S.(b)| 002 009 082 0,02 0,00 0,84 0554 003 008 010 0,32 0,53 0,00
56, 56 56, 56 56 56 56 56 56 56 56 56, 56 56
Produc- C.P. | -0,05 0,29¢*) -0,11] -0,16] -0,29(*) -0,04 -0,05 0,19 -0,28(*) -0,19  -0,25 0,29(*)| -0,72(**) 1

cionde s )| o069 003 043 024 0,03 0,74 0,73 0,6 0,04 0,17 0,06 0,03 0,00
Citrulina sef 56 56 56 56 56 5 56 56 56 56 56 56 56

C. P.: Correlacion de Pearson
S. (b): Sig. (bilateral)
** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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Tabla 4.16. Correlaciones bivariadas obtenidas entre pardmetros enoldgicos del mosto vy
precursores del CE, consumo de arginina y produccidn de citrulina de los vinos al FFA.
) ’ Nitro- ConsumolProduccion
oBrix Grado Agiglo Ac[d_o Arginina| Urea | Amonio| geno |Arginina|Citrulina d_e_ _ de_
Probable| Mdlico [Tartarico mosto | mosto | mosto Total FFA FFA | Arginina| Citrulina
mosto FFA FFA

°Brix C.P. 1| 1,00(**) 0,06/ 0,33(*) 0,10 0,11 0,35(**) 0,42(**)| 0,46(**) -0,31(*) 0,18  -0,34(*)
S. (b) 0,000 065 001 045 0,42 0,01 0,00 0,00 0,02 0,18 0,01
N 56 56 56 56 56 56 56 56, 56 56 56 56
Grado C.P. | 1,000 1 0,06 0,33(*) 0,10 0,11 0,35(**)0,42(**) | 0,46(**) -0,31(*) 0,18  -0,34(*)
Probable g (p) 0,00 066 001 0,44 0,42l 0,01 000 000 002 018 0,01
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56
Acido C.P. 0,06 0,06 1 -0,26] -0,23 0,32(*) 0,06 0,27(%) 0,02 -0,30(*) -0,06 0,05
Malico g (p) 0,65 0,66 0,060 0,08 0,02l 0,68 004 091 003 064 0,72
N 56 56 56 56 56 56 56 56, 56 56 56 56
Acido C.P. | 0,33 0,33*) -0,26 1| 0,56(**)0,42(**) | 0,65(**) 0,52(**) 0,36(**) -0,04  -0,25 -0,05
Tartarico g (p) 0,01 001 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,74 0,06 0,74
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56
Arginina  C. P. 0,100 0,10 -0,23 0,56(**) 1 0,46(**) 0,52(**) 0,60(**)0,38(**) 0,10 -0,59(**) 0,20
mosto S. (b) 0,45 0,44 0,08) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,45 0,00 0,15
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56
Urea C.P. 0,11  0,11] 0,32(*) 0,42(**) 0,46(**) 1 0,79(**) 0,76(**) 0,26  -0,06| -0,37(**) 0,08
mosto S. (b) 0,42 0,42 0,02l 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 0,64 0,00 0,56
N 56 56, 56, 56 56, 56 56, 56, 56 56 56, 56,
lAmonio  C. P. | 0,35(**) 0,35(**) 0,06 0,65(**) 0,52(**) 0,79(**) 1 0,82(**) 0,34(*) -0,08 -0,40(**) 0,08
mosto S. (b) 0,01y 0,01 0,68 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,55 0,00 0,54
N 56 56, 56, 56 56, 56 56, 56, 56 56 56, 56,
Nitr6- C.P. | 0,42(*) 0,42(**) 0,27(*) 0,52(**) 0,60(**) 0,76(**) 0,82(**) 1 0,57(**)  -0,23 -0,38(*¥) 0,06
gig’l S. (b) 0,000 000 0,04 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08 0,00 0,66
mosto N 56 56, 56, 56 56, 56, 56, 56, 56 56 56, 56,
Arginina  C. P. | 0,46(**) 0,46(**) 0,02 0,36(**) 0,38(**) 0,26 0,34(*) 0,57(**) 1] -0,40(*) 0,14 -0,25
FFA S. (b) 0,000 000 091 001 0,00 0,05 0,01 0,00 0,00 0,32 0,06
N 56 56, 56, 56 56, 56, 56, 56, 56 56 56, 56,
Citrulina C.P. | -0,31(*)| -0,31(*)| -0,30(*) -0,04 0,100 -0,060 -0,08  -0,23 -0,40(**) 1  -0,08 0,29(%
FFA S. (b) 002 002 003 074 045 064 055 0083 0,00 0,53 0,03
N 56 56, 56, 56 56, 56 56, 56, 56 56 56, 56,
Consumo C. P. 0,18 0,18 -0,06 -0,25-0,59(**) -0,37(**) -0,40(**) -0,38(**) 0,14  -0,08 1 -0,72(*)
f\?ginma S. (b) 0,18 0,8 064 006 0,00 0,00 0,00 0,00 0,32 0,53 0,00
FFA N 56, 56, 56, 56 56, 56 56, 56, 56 56 56, 56,
Produc- C.P. | -0,34(*)| -0,34(*) 0,05 -0,05 0,20 0,08 0,08 0,068 -0,25 0,29(*)| -0,72(**) 1

g‘t’“ ﬁe S. (b) 0,01 001 072 074 015 0,56 0,54 0,66 0,06 0,03 0,00
,:'FZU na 56 56, 56, 56 56, 56 56, 56, 56 56 56, 56,

C. P.: Correlacion de Pearson
S. (b): Sig. (bilateral)
** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

FFA: final de fermentacion alcohdlica.
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Tabla 4.17. Correlaciones bivariadas obtenidas entre parametros enoldgicos, precursores del

CE, contenido nitrogenado, consumo de arginina y produccién de citrulina de los vinos al

FFML.

Grado Grado . . Nitro- Consu- |Produc-
dg 5;?1‘;?;; a!c_o— res(,ai(/jllzjal A.I(_:(')?;Z @ggﬁ Glicerol|l A280 |Amonio| geno |Arginina|Citrulina mo qe c!én Qe
podrido hélico Total Arginina/Citrulina}
Gradode C.P. 1 -0,28*) -0,08] -020 0,11 020 0,07 -0,17-0,49(*)0,53(**| -0,39(*) -0,17] 0,11 -0,06
podrido g (p) 005 056 017 043 015 060 022 000 000 002 031 053 073
N 56 56 53 53 53 53 53 52 38 38 38 38 38 38
Proce-  C.P. |0,27(*) 1 021 007 0320 -048¢* 0020,28* 005-038* 008 033+ 015 0,23
dencia 5 () | 0,05 013 063 002 000 o089 004 078 002 065 004 038 016
N 56 56 53 53 53 53 53 52 38 38 38 38 38 38
Grado C.P. | -008 0,21 1057¢*) 0,23 -0,040,50¢* 0,16 028 -023 060 -029 022 -015
alcohdlico g ) [ 0,56 0,13 000 o010 o080 000 o026 0010 0,17 000 008 020 0,37
N 53 53 53 53 53 53 53 52 36 36 36 36 36 36
GIF C.P. | -019 0,070,57(*) 1 051 -0,11 0,29¢*| -0,13 0,36(*) -0,14 0,57 0,01 -0,18 -0,05
residual g () | 017 063 0,00 0,00 044 003 035 003 040 000 095 031 07§
N 53 53 53 53 53 53 53 52 36 36 36 36 36 36
acidez  C.P. | 011 0,32 0,230,510 1 -020 0,24 -000 -020 -012-045(*+ 0,58(*) -0,14 0,40(*
Total s.b)| 043 002 010 0,00 016 008 098 025 050 001 000 042 0,01
N 53 53 53 53 53 53 53 52 36 36 36 36 36 36
Acidez  C.P. | 0,20-048¢* -004 -011 -029 10,58(0,47¢**)  0,120,46(*)) 0,09 0,03 -0,39(*) -0,05
volatl s ) [ o015 000 080 044 016 0,00 000 049 000 060 086 002 0,76
N 53 53 53 53 53 53 53 52 36 36 36 34 36 36
Glicerol C.P. | 007 0,020,500+ 0,29 0,24 0,58(**) 10,45 0,23 -000 0721 019 -0,34*) 0,10
S.b)| o060 089 o000 003 008 000 0,00 018 099 022 027 004 0,56
N 53 53 53 53 53 53 53 52 36 36 36 36 36 34
A280 Cc.P. | -017 028 o016 -013 -0,00 0,47(*) 0,450 1 -0,06-0,34*) 0,03 043¢ -0,08 0,22
S.b)| 022 004 o026 035 098 000 0,00 0,74 004 087 001 065 021
N 52 520 520 52 52 52) 520 52 36 36 36 34 36 36
Amonio  C.P. [0,49¢%) 0,09 0,28 036(* -020 020 0,23 -0,06 1 022 0,44 0,02 -0,37(| -0,01
s.)| o000 078 o020 003 025 049 018 0,74 019 000 088 002 0,94
N 38 38 36 3§ 36 34 36 36 38 38 38 38 38 38
Nitrégeno C.P. [0,53(*) -0,38(*) -0,23 -0,14 -0,12] 0,46(**) -0,00-0,34(*] 0,22 1 0,05 -0,35%) -011 -0,14
Total s.)| o000 002 o017 040 049 000 099 004 0,19 0,77 003 051 041
N 38 38 36 3§ 36 34 36 36 38 38 38 38 38 38
Arginina C.P. [0,39()  0,080,60()0,57(*) -0,45¢*) 0,09 0,21 0,030,44¢* 0,05 1-0,48¢*%| 0,28 -0,23
s.)| 002 o065 o000 000 001 060 022 087 000 0,77 0,00 009 0,17
N 38 38 36 3§ 36 34 36 36 38 38 38 38 38 38
Citrulina C.P | -0,17] 0,33 -0,29 0,01 0,58 0,03 0,190,43(**| 0,02}-0,35(*)|-0,48(**) 1/-0,50(**) 0,46(**)
s.)| 031 004 o008 o095 000 086 027 001 088 003 0,00 0,000 0,00
N 38 38 36 3§ 36 34 36 36 38 38 38 38 38 38
Consumo C.P. | 011 015 022 -018 -0,14 -0,39(*|-0,34(| -0,08 -0,37(*| -0,11 0,28 -0,50(**) 1 012
de Argininag ) | 053 0,38 020 031 042 002 004 065 002 051 009 000 0,48
N 38 38 36 3§ 36 36 36 36 38 38 38 38 38 38
ProduccionC. P. | -0,06f 0,23 -0,15 -0,05 40" -005 010 022 -001 -014 -0,23 046(*+ 0,12 1

de Citrulinag ) [ 0,73 0,16 0,37 076 001 076 056 021 094 o041 017 000 0,48
N 38 38 36 3§ 36 36 36 36 38 38 38 38 38 38

C. P.: Correlacion de Pearson
S. (b): Sig. (bilateral)
** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

G/F: glucosa + fructosa.
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Tabla 4.18. Correlaciones bivariadas obtenidas entre pardmetros enoldgicos del mosto vy
precursores del CE, consumo de arginina y produccién de citrulina de los vinos al FFML.
d ” cido | Acido | Acido Nitr6- ininal Gitrui CO”Z“' P.“?d‘:jc'
"BIX [oraable] Total | Malico rartirico] GIUCS- | Urea | Amonio | geno  URE CAURE | TR SO
nico Total
FML | FML

PBrix C.P. 1] 1,000 0,40+ 0,06 0,33(%] -0,19 0,11 0,35(*) 0,42(**)[0,42(**) 022 -0,21] 0,09
S. (b) 0,00 000 o065 001 015 042 001 000 001 019 020 0,58
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
Grado  C.P. [1,00(*) 1 0,40(**) 0,06 0,33(*) -0,19 0,11 ,035(**) 0,42(**) 0,42(**) 022 -0,21 0,09
Probable s () [ 0,00 0,00 o066 001 015 042 001 000 001 019 020 058
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
Acidez  C.P. [0,40¢) 0,40(*) 10,37  -0,15 0,27(*) -0,05 -0,18  -0,08-0,43(*) 0,38(*)| -0,17| 0,37(*
Total S.()| 0,00 0,00 000 028 005 070 017 054 0,01 002 031 0,02
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
Acido C.P. | 006 0,06 0,37(* 1 -026 010 032 006 027 -0,05 -034(* 023 -0,11
Malico s by | o065 066 0,00 0060 045 002 068 004 076 0,04 016 052
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
Acido  C.P. [0,33(%) 0,33(%*) -0,15 -0,26 1 -0,57¢*)| 0,42(*%) 0,65(*) 0,52(*)0,46(**)  -0,10 -0,17| -0,30
Tartérico s () [ 0,01 0,01 0,28/ 0,06 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,54 0,31 0,07
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
Acido C.P. | -0,19 -0,19 0,27(*) 0,10 -0,57(**) 1 -0,19/-0,50(*%) -0,36(**) -0,34(*)  -0,22 0,04 -0,10
Glucénicos iy [ 0,258 0,25 0,08 050 0,00 0,150 0,00 001 0,03 019 082 056
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
Urea c.p. | o011 o011 -0,050,32(* 042(*)| -0,20 1| 0,79¢%)| 0,76(*%) 0,51(*) -0,51(**) 0,17| -0,26
S.(b)| 042 042 0,700 0,02 000 0,15 0,000 0,00 0,00 0,00 032 0,12
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
Amonio  C.P. 0,35(*) 0,35(**)  -0,18 0,06/ 0,65(**) -0,50(*%) 0,79(**) 1 0,82(*) 0,68(*) -041(* 0,21 -0,19
S.()| 001 0,01 0,17, 068 000 000 0,00 0,00 0,00 0,01 021 025
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
Nitrogeno C. P. [0,42(**%) 0,42(**  -0,08 0,27(*) 0,52(**) -0,36(**) 0,76(**) 0,82(**) 10,74()| -0,45(+) 0,01 -0,23
Total S.()| 0,00 0,00 054 004 000 001 000 0,00 0,00 0,00 0,96 0,16
N 56 56 56 56 56 56 56 56 56 38 38 38 38
Arginina C. P. 0,42(**)| 0,42(**) -0,43(**) -0,05 0,46(**) -0,34(*) 0,51(**) 0,68(**) 0,74(** 1| -0,48¢*| 0,528 -0,23
FFML s (b) [ 0,01 0,01 001 0,760 000 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 009 0,17
N 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38
Citrulina C.P. | 022 022 038(*)-0,34(*) -0,10 -0,22 -0,51(*%) -0,41(*) -0,45(**)-0,48(**) 1]-0,50(*+)| 0,46(**)
FFML s )| 019 0,19 002 0,04 054 0,19 0,00 0,01 0,00 0,00 0,000 0,00
N 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38
Consumo C.P. | -021] -021 -017 023 -017 004 017 021 001 0,28 -0,50(*) 1 0,19
dAe . S.(| 020 020 031 o016 031 082 032 021 096 0,09 0,00 0,48
F,ﬁ'_mna 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38
Produc- C.P. | 009 009 037 -011 -0,30 -0,10 -0,26 -0,19| -0,23 -0,23 0,46(**) 0,12 1

g?” l‘_je S.()| o058 058 002 052 007 056 012 025 016 0,17 0,00 0,48
F,'wrf na 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38

C. P.: Correlacion de Pearson
S. (b): Sig. (bilateral)
** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

FFML: final de fermentacién malolactica.
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En la tabla 4.14 es de destacar que la arginina contenida en mosto se
correlaciona negativamente con el contenido de &cido gluconico y con el nivel de
afectacion de la uva por B. cinerea (podrido). También, como es légico, se
correlaciona positivamente con el contenido nitrogenado (amonio, nitrégeno total y
urea) y, entre los parametros enolégicos del mosto, con la concentracion de acido

tartarico.

Como ya se enuncio, en este trabajo se pretendia confirmar que una infeccion
de las uvas por B. cinerea disminuye los niveles de nitrégeno asimilable y, por ende,
de arginina en las uvas, lo que, segun se describe en la bibliografia (Sponholz, 1991),
lleva a una mayor utilizacion de la arginina en los mostos provenientes de estas uvas
durante la FA, tanto absoluta como porcentualmente. Como podemos ver en los datos
de la tabla 4.14, hay una correlacion negativa entre el nivel de podredumbre de la uva
y los niveles de nitrégeno total, arginina y amonio. Las siguientes figuras (4.16, 4.17 y
4.18) muestran los estadisticos y los resultados de las pruebas T para muestras
independientes obtenidos con el programa SPSS. La prueba T para dos muestras
independientes permite contrastar hipétesis referidas a la diferencia entre dos medias
independientes. Al realizar esta prueba, el SPSS nos muestra en primer lugar el
contraste de Levene (F) sobre homogeneidad o igualdad de varianzas. Para las
medias de nitrogeno total en uvas sanas y afectadas por B. cinerea la probabilidad
asociada al estadistico de Levene es mayor a 0,05, por lo que debemos aceptar la
hipétesis de igualdad de varianzas y concluir que las varianzas de las medias para
uvas sanas y afectadas son iguales en los casos analizados. Consecuentemente,
utilizamos la informacién de las filas encabezadas Se han asumido varianzas iguales.
Para las medias de arginina y amonio en uvas sanas y afectadas por B. cinerea las
varianzas son diferentes, por lo que utilizamos la informacion de las filas encabezadas
No se han asumido varianzas iguales. Observamos entonces el estadistico t, que nos
permite contrastar la hipétesis de igualdad de medias. En todos los casos evaluados el
nivel critico bilateral asociado al estadistico t es menor que 0,05, por lo que podemos
rechazar la hipétesis de igualdad de medias y concluir que, en este estudio, las
concentraciones medias de nitrégeno total, arginina y amonio en mostos de uvas
sanas y afectadas por B. cinerea son diferentes y, como observamos en las figuras
4.16, 4.17 y 4.18, siempre menores en uvas afectadas por B. cinerea. Cabe aqui

puntualizar que en este trabajo el niumero de muestras afectadas por B. cinerea era
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pequefio, por lo que seria necesario un estudio mayor para generalizar esta

conclusion.
Estadisticos de grupo
Grado de Desviacién Error tip. de
podrido N Media tip. la media
Nitrégeno total SANA 52 258,82 79,32 11,00
AFECTADA 4 116,00 26,34 13,17

Prueba de muestras independientes

Prueba de
Levene para
la igualdad
de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

95% Intervalo de
confianza para la
diferencia

Inferior  Superior

Diferencia Error tip.
de de la
medias diferencia

Sig.

FooSie |t g hiateral)

Se han asumido

. . 3,82 0,06 | 3,56 54 0,00 142,82 40,13 62,37 223,28
varianzas iguales

No se han asumido

. - 8,32 8,40 0 142,82 17,16 103,58 182,07
varianzas iguales

300

250 - {

200 -

150 -

100 | {

50 -

Media nitrogeno total (mg/L)

SANA AFECTADA
Afectacién por Botrytis cinerea

Barras de error: 95% IC

Figura 4.16. Comparacion de medias de los niveles de nitrégeno total en mostos de uvas

sanas y afectadas por B. cinerea.
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BACTERIAS LACTICAS SOBRE LA FORMACION

Resultados y Discusion

Estadisticos de grupo

Grado de Desviacién Error tip. de
podrido N Media tip. la media
Arginina  SANA 52 129,02 57,06 7,91
AFECTADA 4 29,25 16,50 8,25
Prueba de muestras independientes
Prueba de
Le\{ene para Prueba T para la igualdad de medias
la igualdad

de varianzas

. . 3 95% Intervalo de
Diferencia Error tip.

F S | Sig. p de | confianza para la
9 t ? (bilateral) me;ias difereer?cia diferencia
Inferior ~ Superior
Se hanasumido | 55, 0> | 346 54 0 99,77 28,84 41,94 157,59
varianzas iguales
No se han asumido 8,73 10,53 0 99,77 11,43 7447 125,06
varianzas iguales
160
140 |
< 120 -
(@]
£ 100 |
g
£ 80
(@]
T 60
©
5 40 A
(D]
= 20 1
0
SANA AFECTADA

Afectacion por Botrytis cinerea

Barras de error: 95% IC

Figura 4.17. Comparacion de medias de los niveles de arginina en mostos de uvas sanas y

afectadas por B. cinerea.
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Estadisticos de grupo

Grado de Desviacion Error tip. de

podrido N Media tip. la media
Amonio  SANA 52 110,97 41,48 5,75

AFECTADA 4 24,00 13,22 6,61

Prueba de muestras independientes

Prueba de
Levene para
la igualdad
de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

Diferencia Error tip.

95% Intervalo de

Si | Sig. p de | confianza para la
] v t ’ (bilateral) meo?ias dife?er?cia diferencia
Inferior ~ Superior
Sehanasumido | o170 | 414 54 0 86,97 20,98 4491 129,03
varianzas iguales
No se han asumido 9,93 8,97 0 86,97 8,76 67,14 106,80
vananzaS|gumes
140
120 {
-
S 100
E
o 80 -
§
g 60
]
©
2 40
()
= 20 {
0
SANA AFECTADA

Afectacién por Botrytis cinerea

Barras de error: 95% IC

Figura 4.18. Comparacion de medias de los niveles de amonio en mostos de uvas sanas y

afectadas por B. cinerea.
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En los resultados de las correlaciones bivariadas obtenidas al evaluar los
parametros de los vinos al FFA (tabla 4.16) vemos que, nuevamente, el contenido de
arginina se correlaciona con el amonio. Se correlaciona también positivamente con el
grado alcohdlico obtenido, con el pH y la concentracion de glicerol y negativamente
con el acido tartarico y el nivel de citrulina al FFA. La citrulina, ademas de
correlacionarse negativamente con el contenido de arginina, lo hace de igual manera
con la acidez volatil, el pH y los contenidos de acido malico, de glicerol y de amonio vy,
positivamente, con el contenido de acido tartarico. Con los resultados aqui obtenidos
evidenciamos que el nivel de podredumbre de la uva no sélo se correlaciona con el
contenido de arginina del mosto sino, también, con el consumo de arginina durante la
FA. Este Ultimo se correlaciona también positivamente con la acidez volatil y
negativamente con la acidez total y el acido tartérico y, como es logico, se correlaciona
negativamente con la produccién de citrulina durante la FA. Tanto los niveles de
citrulina y arginina como el consumo de citrulina al FFA se correlacionan con el tipo de
vino (blanco o tinto). La produccion de citrulina, ademéas de correlacionarse con el
contenido de citrulina en los vinos al FFA y con el consumo de arginina, como es
l6gico, se correlaciona negativamente con los contenidos de acidez volatil y de glicerol,
dos metabolitos secundarios que se producen por la actividad de las levaduras durante
la FA.

Ya hemos concluido que las concentraciones medias de nitrégeno total,
arginina y amonio son significativamente menores en mostos de uvas afectadas por B.
cinerea respecto a los contenidos en uvas sanas. En este estudio pretendiamos
también confirmar la observacion realizada por Sponholz (1991) de una mayor
utilizacion de aminoacidos en casos de uvas infectadas por B. cinerea durante la FA y,
en particular, una mayor utilizacién de arginina. Como ya enunciamos, el nivel de
afectacién de la uva por B. cinerea se correlaciona con el consumo de arginina durante
la FA. En la figura 4.19 se presentan los resultados de la prueba T para muestras
independientes realizada para evaluar si las medias en el consumo de la arginina en

uvas sanas y afectadas por B. cinerea presentaban una diferencia significativa.
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Estadisticos de grupo

Grado de Desviacion Error tip. de

podrido N Media tip. la media
Consumo de Arginina SANA 52 -66.87 35.60 4.94
durante la FA

AFECTADA 4 -20,00 51,83 25,91

Prueba de muestras independientes

Prueba de
Levene para
la igualdad
de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

Sig.

Diferencia Error tip.

95% Intervalo de
confianza para la

F Sig. t gl (bilateral) de_ _ dela _ diferencia
medias diferencia . )
Superior  Inferior
sehanasumido | ) 45 024|246 54 002 4686 1904  -8503  -8,70
vananza3|gumes
No se han asumido 1,78 322 017 -46,86 26,38 -127,64 33,91
vananza3|gumes
50

< -

LL

©

£

c

5 0|

@

g ®

o

£

]

@ 50 -

o

o

s ¢ 1

©

(]

=

-100
SANA AFECTADA
Afectacion por Botrytis cinerea
Barras de error: 95% IC

Figura 4.19. Comparacion de medias de consumo de arginina durante la FA  para uvas

sanas y afectadas por B. cinerea.

120



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACION Y LAS BACTERIAS LACTICAS SOBRE LA FORMACION
DE CARBAMATO DE ETILO

Silvana Verdnica Romero Tissera . L
TSBN:978-84-693-7663-8/DL:T-1745-2010 Resultados y Discusioén

En este caso, como la probabilidad asociada al estadistico de Levene es mayor
que 0,05, podemos suponer que las varianzas poblacionales son iguales v,
consecuentemente, utilizamos la informacion de la fila Se han asumido varianzas
iguales. El nivel critico bilateral asociado al estadistico t es mayor a 0,05, por lo que
rechazamos la hipétesis de igualdad de medias concluyendo que las medias en los
consumos de arginina para uvas sanas y afectadas por el hongo no son

significativamente diferentes en la poblacion estudiada.

En la tabla 4.16 vemos, ademas, que tanto el contenido de arginina al FFA
(correlacién positiva) como el consumo de la misma durante la FA (correlacion
negativa) se correlacionan con el contenido nitrogenado y el contenido de arginina del
mosto. El contenido de arginina al FFA también se correlaciona con el contenido de
acido tartarico del mosto, como ya lo hacia el contenido de arginina del mosto,
aunqgue, en este caso, la correlacion es positiva. EI consumo de arginina durante la FA
se correlaciona negativamente con el contenido de urea del mosto. Tanto la citrulina al
FFA como la produccion de la misma durante la FA se correlacionan negativamente
con el °Brix y grado alcohdlico probable del mosto. El nivel de citrulina al FFA se

correlaciona también negativamente con el contenido de acido L-malico del mosto.

En la tabla 4.17 se presentan las correlaciones bivariadas obtenidas al evaluar
los parametros de los vinos al FFML. Asi como ocurrio con los datos de mostos y vinos
de FFA, el contenido de arginina se correlaciona con el amonio. Como también vimos
al analizar los datos de mostos, el contenido de arginina al FFML se correlaciona
negativamente con el nivel de podredumbre en la uva; también, negativamente, con la
acidez total y, positivamente, con el grado alcohdlico adquirido, como ya ocurrio al
FFA, y el nivel de azucares residuales en los vinos. La concentracion de citrulina al
FFML se correlaciona negativamente con el contenido de arginina, su consumo
durante la FML y positivamente con su produccion durante la FML, como es logico. Se
correlaciona, ademas, negativamente, con el contenido de nitrégeno total al FFML v,
positivamente, con la procedencia de la uva, la acidez total y el indice de polifenoles
totales (A280) de los vinos. El consumo de arginina durante la FML se correlaciona
negativamente con los contenidos de acidez volatil, glicerol y amonio. La produccion

de citrulina durante la FML se correlaciona positivamente con la acidez total.

En la tabla 4.18 vemos que la produccién de citrulina durante la FML también
se correlaciona positivamente con la acidez total del mosto. Nuevamente, el contenido

de arginina al FFML se correlaciona positivamente con los contenidos de nitrégeno
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total, amonio y urea del mosto. Asimismo, se correlaciona positivamente con el °Brix,

el grado alcohdlico probable y el contenido de &cido tartarico del mosto, como ya

vimos con el contenido de arginina al FFA; y negativamente con la acidez total y el

contenido de &cido glucénico del mosto. El contenido de citrulina al FFML se

correlaciona positivamente con la acidez total y el contenido de nitrégeno total de los

mostos y negativamente con los contenidos de urea y de acido L-malico del mosto,

como ya ocurrio al FFA con éste Ultimo.

4.3.4 Andlisis de Conglomerados Jerarquicos de los casos

Ya se ha comentado que se realizé una primera criba de las muestras, al

provenir muchas de ellas de clones de un mismo vifiedo y presentar resultados

analiticos muy similares. Como aun muchos de los mostos y vinos presentaban

muchas similitudes analiticas, se decidid realizar una clasificacion de las mismas

utilizando la técnica de Anadlisis de Conglomerados Jerarquicos con el programa

SPSS. El Andlisis de Conglomerados Jerdrquico es una técnica aglomerativa:

partiendo de los elementos muestrales individualmente considerados, va creando

grupos hasta llegar a la formacion de un Unico grupo o conglomerado constituido por

todos los elementos de la muestra. Aunque el analisis termina con la agrupacion de

todos los casos en un unico conglomerado, el objetivo de este andlisis es descubrir la

existencia de grupos homogéneos que pudieran existir entre los casos. El resultado

obtenido se representa en el dendograma de la figura 4.19. Las variables utilizadas

para realizar esta clasificacion y obtener el dendograma han sido todos los pardmetros

analiticos que se habian examinado en cada caso.

En el dendograma quedan representadas las distancias existentes entre los

elementos fundidos, en este caso, las distintas vinificaciones analizadas, en una

escala estandarizada de 25 puntos. Las lineas verticales identifican elementos

fundidos (conglomerados) y la posicion de las lineas verticales indica la distancia

existente entre los elementos fundidos.
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GRUPO O Dendr ogram usi ng Average Linkage (Between G oups)
Rescal ed Di stance C uster Conbine
CONGLOMERADO CASE 0 5 10 15 20 25
Label Num  +--------- R R R e +

— Case 103 51

Case 104 52 :I_
Case 106 54
1 Case 108 56
Case 105 53
L Case 107 55
Case 71 19
2 Case 101 49 T
L Case 33 6 —
Case 99 47
3 I: Case 100 48 ]
B Case 28 1
Case 31 4
4 Case 29 2 —
Case 53 11
L Case 32 5 —
[ Case 92 40
Case 102 50 :I_
5 Case 90 38 — —
Case 94 42 —
Case 75 23 ——
L Case 96 44 —
[ Case 69 17—
Case 70 18 ——
6 Case 57 12 —
Case 65 14 —
Case 67 15 —
Case 61 13 —

Case 80 28 —
Case 81 29 —
Case 82 30 —
7 Case 83 31
Case 84 32 —
Case 85 33 —J

L Case 30 3
8 [ Case 98 46
[ Case 68 16 —
9 Case 91 39
Case 95 43
L Case 86 34 —
[ Case 74 22 —
Case 88 36
Case 93 41 — —
Case 72 20 —
10 Case 73 21
Case 37 7
Case 41 8 — —
Case 45 9 —

Case 49 10 —
Case 76 24 —
11 Case 89 37
L Case 87 35 —
Case 78 26 —

12 Case 79 27
L Case 77 25 —
13 [ Case 97 45

Figura 4.19. Dendograma de las vinificaciones estudiadas obtenido con SPSS en base a los

datos analiticos.
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Las fusiones que se producen cerca del origen de la escala (izquierda) indican

gue el conglomerado formado es bastante homogéneo. Por el contrario, las fusiones

que se producen en la zona final de la escala (derecha) indican que el conglomerado

formado es bastante heterogéneo. Una manera de decidir cual ha de ser el nimero de

conglomerados idoneo es recorrer el dendograma de derecha a izquierda y detener la

atencion alli donde las lineas verticales estan unidas al origen de la escala con trazos

horizontales cortos (0 no demasiados largos). Tras esto, basta con seguir cada linea

horizontal hacia la izquierda para identificar los casos que componen cada grupo o

conglomerado.

Si observamos el dendograma obtenido de derecha a izquierda podemos ver

que, al ir llegando al origen, a la izquierda del mismo, se van formando grupos entre

los casos analizados, en nuestro caso, las diferentes vinificaciones. A continuacion se

trasladan a una lista los grupos o conglomerados obtenidos a partir del analisis de

conglomerados jerarquicos de los casos y que podemos ver en el dendograma de la

figura 4.19:

Conglomerado 1: 103-104-105-106-107-108
Conglomerado 2: 33-71-101

Conglomerado 3: 99-100

Conglomerado 4: 28-29-31-32-53
Conglomerado 5: 75-90-92-94-96-102
Conglomerado 6: 57-61-65-67-69-70
Conglomerado 7: 30-80-81-82-83-84-85
Conglomerado 8. 98

Conglomerado 9: 68-86-91-95
Conglomerado 10: 37-41-45-49-72-73-74-88-93
Conglomerado 11: 76-87-89

Conglomerado 12: 77-78-79

Conglomerado 13: 97
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4.3.5 Andlisis de Correlaciones Il

Una vez clasificadas las muestras en 13 grupos o conglomerados, se escogio
una muestra representativa de cada grupo o conglomerado para realizar las
determinaciones de CE y CEP de las muestras de vinos de FFA y de FFML. Los
resultados se muestran en el anexo G. No se muestran los resultados de los niveles
obtenidos de CE al resultar menores o muy cercanos al limite de deteccion del

método.

En los datos de la tabla 4.19 podemos ver que tanto los niveles de CEP al FFA
como al FFML se correlacionan, como era de prever, con el contenido nitrogenado,
concretamente, con los niveles de amonio y nitrégeno total del mosto y de arginina de
mosto y vinos de FFA y de FFML. También, como es lbégico, estos niveles se
correlacionan entre ellos y con la produccion de citrulina durante la FML. A partir de
estos resultados podemos concluir que estos niveles nitrogenados, principalmente, los
niveles de arginina, sobre todo en vinos al FFA y al FFML, pueden ser buenos

indicadores de los niveles finales de CEP en los vinos.
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Tabla 4.19. Correlaciones bivariadas obtenidas entre CEP al FFA y FFML y parametros
enologicos, precursores del CE, consumo de arginina y produccion de citrulina de mostos y
vinos de FFA y de FFML.

. _ Produc-
Ag;:ljz Arginina|Amonio N|ttrggielno Acidez |Glicerol|ArgininalArginina c_i()n _de CEP | CEP

mosto | Mosto | mosto | oo total FFA| FFA | FFA | FFML C||t:rk1/||||_na FFA | FFML
Acidez total C. P. 1 -020 -0,18  -0,08) 0,78(** 0,20 -0,16/-0,43(**) 0,37(*| -0,30-0,72(*)
mosto S. (b) 0,14 0,17 0,54 0,000 0,14 0,23 0,01 0,02l 032 0,02
N 56 56 56 56 56 56 56, 38 38 13 10
Arginina  C. P. -0,20 10,52(*) 0,60(*)| -0,38(**) 0,11 0,38(**)| 0,61(**)  -0,25/0,73(**)| 0,64(*)
mosto S. (b) 0,14 0,00 0,00 0,000 0,43 0,00 0,00 0,13 0,00 0,04
N 56 56 56 56 56 56 56, 38 38 13 10
Amonio  C. P. -0,18 0,52(**) 1 082¢+ -0,23 0,13 0,34(*) 0,68(**) -0,19 0,58(*) 0,67(*)
mosto S. (b) 0,17 0,00 0,00 0,09 0,35l 0,01 0,00 0,25/ 0,04 0,03
N 56 56 56 56 56/ 56 56 38 38 13 10
Nitrégeno  C. P. -0,08 0,60(**)0,82(**) 1| -0,28(*)0,35(**) 0,57(**)| 0,74(**)  -0,23|0,69(**)| 0,64(*)
total S. (b) 0,54 000 0,00 003 001 000 000 016 001 005
mosto N 56 56 56 56 sef 56 56 38 3g 13 10
Acidez total C. P. [ 0,78(%)-0,38(**)| -0,23 -0,28(*) 1 013 -0,24-055(**) 0,42(**) -0,36/-0,67(*)
FFA S. (b) 0,000 0,00 0,09 0,03 0,34 007 000 001 023 0,04
N 56 56 56 56 56/ 56 56 38 38 13 10
Glicerol FFAC. P. 020 011 013 035 0,13 1063 0,31 -0,06 0,60(* 0,44
S. (b) 014 043 0,35 0,01 0,34 0,00 006 074 003 020
N 56 56 56 56 56/ 56 56 38 38 13 10
Arginina  C. P. -0,16 0,38(**) 0,34() 0,57(*)  -0,24/0,63(**) 1 0,77¢*  -0,27 0,67(*)|0,77(*)
FFA S. (b) 023 0,00 0,01 0,000 0,07 0,00 0,00 011 001 0,01
N 56 56 56 56 56 56 56, 38 38 13 10
Arginina  C. P. [0,43(**) 0,61(*)[0,68(**) 0,74(**) -0,55(**) 0,31/ 0,77(*) 1 -0,230,84(**)0,84(*)
FFML S. (b) 0,01 0,00 0,00 0,000 0,00 0,06 0,00 0,17 0,00 0,00
N 38 38 38 38 38 38 38 38 38 10 10
Produccion C.P. | 0,37 -0,258 -0,19  -0,23 0,42(**) -0,06 -0,27| -027 1]-0,75(*)-0,68(*)
de Citrulina g () 0,02l 013 0,25 0160 001 074 011 017 0,01 0,03
FML N 38 38 38 38 38 38 38 38 38 10 10
CEP C.P. -0,30) 0,73(**) 0,58(*) 0,69(*)|  -0,36 0,60(*) 0,67(*)0,84(**) | -0,75(*) 1|0,95(+*)
FFA S. (b) 0,32l 0,00 0,04 0,01 023 003 001 000 001 0,00
N 13 13 13 13 13 13 13 10 100 13 10
CEPFFML C.P. |-0,72(%| 0,64(*) 0,67(*) 0,64(*)| -0,67(*) 0,44 0,77(**) 0,84(**) -0,68(*)|0,94(**) 1

S. (b) 0,02l 004 0,03 005 004 o020 001 000 003 0,00
N 10 10 10 10 10 10 10 10 100 10 10

C. P.: Correlacion de Pearson

S. (b): Sig. (bilateral)

** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
FFA: final de fermentacion alcohdlica.

FFML: final de fermentacién malolactica.

Un objetivo de este estudio era encontrar una correlacion entre algun
pardmetro enoldégico facil y habitualmente medible en mostos y vinos y el CE, o CEP,

para poder utilizarlo como previsor de los niveles finales en los vinos de CE. En este
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estudio se ha podido establecer una correlacion positiva entre los niveles de glicerol y
de CEP al FFA. Ya habiamos advertido anteriormente que existia correlacion entre los
niveles de glicerol de los vinos de FFA y los niveles, en los mismos vinos, de arginina,
citrulina y produccién de citrulina. Tanto los niveles de glicerol como de CE que
puedan encontrarse en los vinos al FFA derivan del metabolismo de las levaduras que
llevan a cabo la FA. Una actividad metabdlica més extensa de las levaduras puede
explicar mayores niveles de glicerol en los vinos al FFA y también de CEP. Asimismo,
podemos evidenciar que existe correlacion, negativa en este caso, entre los niveles de
CEP de los vinos al FFML y los niveles de acidez total de mostos y vinos de FFA. Esta
observacion concuerda con otras ya realizadas en la presente tesis (apartado 4.2),
cuando observamos en vino simulado mayores niveles de CEP a pHs mas altos, o
sea, menores niveles de acidez total, condiciones que favorecian el metabolismo
bacteriano. De estas observaciones se desprende que aquellas vinificaciones en las
gue se evidencien menores niveles de acidez total en mostos o al FFA, o mayores
niveles de glicerol al FFA, pueden ser mas propensas a producir mayores niveles de
CE durante un periodo de almacenamiento, por lo que seria interesante entonces
realizar un mayor control de estos vinos y guardar mayores precauciones si van a

sufrir un periodo largo de crianza o almacenamiento.

4.3.6 Conclusiones

Comprobamos la disminucion de las concentraciones medias de nitrégeno

total, arginina y amonio en mostos de uvas afectadas por B. cinerea.

El nivel de afectacion de la uva por B. cinerea se correlacioné con el consumo
de arginina durante la FA, aunque las medias en los consumos de arginina para uvas
sanas y afectadas por el hongo no resultaron significativamente diferentes en la

poblacion estudiada.

Los niveles de CEP al FFA y al FFML correlacionaron con los niveles de
amonio y nitrdgeno total del mosto y de arginina de mosto y vinos de FFA y de FFML,
con lo que estos niveles nitrogenados, principalmente los niveles de arginina, pueden

ser buenos indicadores de los niveles finales de CEP en los vinos.

Observamos correlacion positiva entre los niveles de glicerol y de CEP al FFA 'y

negativa entre los niveles de CEP al FFML y los niveles de acidez total de mostos y
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vinos al FFA, por lo que aquellas vinificaciones en las que se evidencien menores
niveles de acidez total en mostos o vinos al FFA o mayores niveles de glicerol al FFA,
pueden ser mas propensas a producir mayores niveles de CEP.
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4.4 INFLUENCIA DEL MOMENTO DE INOCULACION DE LAS BL EN EL VINO
SOBRE LA FORMACION DE CE

4.4.1 Antecedentes

La inoculacién de BL seleccionadas con el fin de inducir y controlar el
desarrollo de la FML es, hoy en dia, una practica ampliamente extendida. Aunque,
generalmente, se realiza en el vino una vez finalizada la FA, para evitar el riesgo de
gue las BL degraden los azucares provocando el picado lactico, la inoculacion de BL
en otros momentos de la vinificacion, al comienzo o durante el desarrollo de la FA, es
una herramienta que puede ofrecer al enélogo algunas ventajas técnicas para ciertos
estilos de vino. Por un lado, la coinoculacion, inoculaciéon de bacterias durante la FA,
permite que las BL inoculadas se aclimaten mejor al ambiente vinico, lo que resulta en
un mejor desarrollo de la FML, debido a la ausencia de etanol y el alin alto contenido
en nutrientes del mosto (Beelman y Kunkee, 1985; King y Beelman, 1986). Por otro
lado, los vinos elaborados con coinoculacion resultan méas afrutados y conservan mas
aromas varietales frente a los obtenidos por medio de la clasica inoculacidn secuencial
de las BL seleccionadas, al final de la FA (Krieger, 2006b). Otra de las ventajas que
parece presentar la coinoculacion levaduras/BL es la estabilidad microbiolégica del
vino, ya que la realizacién temprana de la FML evita la inmovilizacion del vino
desprotegido de SO, durante periodos largos a merced del posible desarrollo de
microorganismos perjudiciales para el vino, como bacterias acéticas y lacticas

contaminantes o Brettanomyces (Krieger, 2006b).

En Espafia se esta comenzando a estudiar la coinoculacion, no sélo a nivel de
investigacion, sino también en vinificaciones industriales en bodega. Ya existe aqui
algun trabajo realizado al respecto, pero de coinoculacion con cultivos de L. plantarum
(Franco, 1992; Masqué et al., 1994). En éstos, la FML se realizaba simultaneamente a
la FA siempre que ésta Ultima no fuera muy rapida, ya que, por definicion, la especie L.
plantarum tiene como limite de tolerancia un 8 % v/v de alcohol. No se observaron

interferencias en la evolucién de la FA.

Con el fin de determinar cual es el momento de inoculacién en que se observa
un mejor desarrollo de la FML y una menor formacion de CE y de sus precursores en

mostos y vinos de pH elevado, se realiz6 la siguiente experiencia en la bodega
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experimental de la Estacion de Viticultura y Enologia de Reus (INCAVI). Para ello se
inocularon mostos de dos variedades de uva en distintos momentos de la vinificaciéon

con distintas cepas bacterianas, dos de ellas comerciales.

La mayoria de las cepas bacterianas que se comercializan como estarter para
conducir la FML pertenecen a la especie O. oeni. En la mayoria de los casos, el uso
de estos cultivos bacterianos acarrea un pequefio aumento de la acidez volatil en el
vino, por la posible degradacion del acido citrico al final de la degradacion del acido L-
malico y por la posible utilizacién de azlcares residuales que pueda haber presentes
en el vino, al ser una especie heterofermentativa. L. plantarum ha sido indicado como
un candidato interesante para conducir la FML, ya que no produce cantidades
significativas de acido acético (Murphy et al., 1985). Sin embargo, a causa de su
escasa tolerancia al etanol, necesita ser inoculado en el mosto antes de la
fermentacion alcoholica (Radler, 1982). Actualmente, se encuentra disponible alguna
cepa comercial de esta especie y estd en preparacion una nueva seleccion, tolerante a
altos niveles de etanol y con un buen desempefio en condiciones de pH alto (Krieger,
2006¢).

En este ensayo también se examin6 una cepa de L. plantarum. Se pretendia
estudiar su comportamiento como cultivo iniciador para conducir la FML, luego de ser
inoculado en distintos momentos en el vino, y evaluar la influencia del momento de
inoculacion de las BL sobre el desarrollo y evolucién de la FML y sobre la formacion de

CE y sus precursores.

4.4.2 Caracteristicas de las vinificaciones

Las vinificaciones se realizaron con dos variedades de uva tinta, Tempranillo y
Merlot, procedentes de la vifia de la Facultad de Enologia de la Universitat Rovira i
Virgili, ubicada en Constanti (Mas dels Frares), en la bodega experimental de la

Estacion de Viticultura y Enologia de Reus (INCAVI), Tarragona.

La caracterizacion de los mostos utilizados se presenta a continuacién (tabla
4.20):
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Tabla 4.20. Caracterizacion enoldgica de los mostos Tempranillo y Merlot utilizados para
estudiar la influencia del momento de inoculaciéon de las bacterias lacticas en el vino sobre la

formacioén de carbamato de etilo.

PARAMETRO TEMPRANILLO MERLOT
°Brix 20,3 23,7
Grado alcohdlico probable (% vol) 11,64 13,95
pH 3,51 3,37
Acidez total (g/L) 4,0 53
Acido tartarico (g/L) 4,58 4,56
Acido malico (g/L) 2,38 2,06
Acido citrico (mg/L) 209 210
Acido glucénico (mg/L) 394 768
Glicerol (g/L) 0,47 0,95
Nitrégeno total (mg/L) 120 128

El proceso de elaboracion fue el habitual para vino tinto (figura 4.20) y se siguio
tanto para el vino Tempranillo como para el Merlot. Un mismo lote de uva se estrujé y
despalilld, luego se homogeneizé y se fracciond en 13 partes iguales de unos 100 kg.
Todos los lotes fueron sulfitados a razon de 5 g/hL, se les afadié la enzima de
maceracion Lallzyme EXV y se inocularon con la misma levadura especifica para vinos
tintos, VN®, proporcionada por Lallemand. Cuando habian transcurrido 2/3 partes de la
FA se afiadi6 el nutriente especifico para levaduras Fermaid®, provisto también por
Lallemand. En esta experiencia se ensayaron dos cepas bacterianas de inoculaciéon
directa comerciales de la especie O. oeni proporcionadas por Lallemand (Lalvin 31° y
Lalvin Elios1®) y la cepa no comercial de la especie L. plantarum, CECT 5671. Cada

cepa fue inoculada en distintos momentos durante la vinificacion:

* A: 24 horas después del inicio de la FA
+ B:amitad de la FA
» C: cuando quedaban unos 10 g/L de azucares por fermentar

e D:unavez finalizada la FA

Ademas, se dejo una fraccidn como testigo sin inocular para que realizara la
FML espontdneamente.
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La FA tuvo lugar en camara termostatizada a 19°C, para ralentizar la FA y
favorecer la FML en los casos de coinoculacion. La evolucion de la FA se controlé
diariamente mediante densidad y temperatura. También se realizaron determinaciones
periddicas de la concentracion de azucares (glucosa y fructosa). Las determinaciones
de la densidad del mosto y de los azlcares permitieron precisar los distintos
momentos en que debian ser inoculadas las distintas fracciones con las bacterias
examinadas. La evolucién de la FML se controlé determinando periddicamente la
concentracién de acido L-mdlico y la poblacion de BL viables mediante recuento en

placa de las unidades formadoras de colonias (ufc/mL).

Una vez finalizada la FML, y si la FA habia terminado, el vino era trasegado,
sulfitado y clarificado. Si la FA no habia finalizado se esperaba al fin de la FA antes de

trasegar.
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Figura 4.20. Esquema de vinificacion.
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4.4.3 Caracterizacion enolégica del vino

Al final de la FA y de la FML se realizé una caracterizacion analitica de los
vinos, que nos permitiria evaluar si la presencia y desarrollo de las BL habian tenido
alguna influencia en el desarrollo de la FA. Principalmente, la diferencia entre el grado
alcoholico adquirido por el vino y el grado alcohdlico probable del mosto nos indicaria
si el rendimiento de la FA habia sido el mismo en las fracciones en que la FA se habia
realizado en presencia de BL y aquellas en que la misma se desarroll6 en ausencia de

las mismas.

Como ya se ha comentado anteriormente, uno de los posibles problemas que
podria presentarse cuando se realiza la inoculacion de poblaciones elevadas de BL
durante la FA es que éstas metabolicen los azlcares produciendo, entre otros
productos, altas concentraciones de &cido lactico y, en el caso de cepas
heterofermentativas como O. oeni, aumentos considerables de la acidez volatil. Por
esta razon, cada dos o tres dias se determinaron también las concentraciones de
azucares (glucosa y fructosa) y de &cido acético, metabolitos que nos ayudarian a
detectar un posible picado lactico. Estos parametros podrian indicarnos si tanto la FA
como la FML se estaban llevando a cabo con normalidad o si se estaba produciendo

alguna alteracion microbiana.

Se tomaron muestras de los vinos cuando habian transcurrido dos terceras
partes de la FML para comprobar la imposicion de las cepas inoculadas por medio de
RAPD-PCR.

Ya se ha comentado que con esta experiencia se pretendia también determinar
si la inoculacion de las BL en distintos momentos durante la vinificacion y la realizaciéon
de la FML junto a la FA influyen en la formacion del CE. Para ello se determinaron CE,

sus precursores y CEP en los vinos al final de la FA y al final de la FML.
4.4.4 Evolucion de la fermentacién alcohdlica en las vinificaciones

La FA se desarrollé con normalidad en cada una de las fracciones ensayadas
en la variedad Tempranillo. No se observan diferencias en cuanto a la duracién de la

misma entre las fracciones que realizaron la FA en presencia de las BL y aquellas en

las que las BL no se encontraban presentes durante el desarrollo de la FA (cuando las
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BL se inocularon al final de la FA y en el testigo con FML espontanea). Tampoco son
significativas las diferencias en cuanto al grado alcohdlico adquirido en los distintos
vinos (tabla 4.21).

Tabla 4.21. Evolucion de la FA en los distintos ensayos realizados con la variedad Tempranillo.

Momento alc(?)%c:ic():o Duracion Glucosa/ alc%rr?c';jli%o Acido
CEPA de babl delaFA Fructosa dauirid acético
inoculacien ~ Propavie (dias) (g/L) adquindo )
(% vol) (% vol)
24 Hs FA 11,67 14 0,00 11,00 0,46
Lalvin 1/2 FA 11,60 14 0,00 11,10 0,37
31® 10 g/L GIF 11,60 14 0,02 11,35 0,23
Fin FA 11,75 14 0,22 11,15 0,15
24 Hs FA 11,67 14 0,13 11,40 0,26
_ 1/2 FA 11,75 14 0,11 11,35 0,35
Elios 1®
10 g/L GIF 11,54 14 0,06 11,30 0,25
Fin FA 11,75 14 0,06 11,15 0,20
24 Hs FA 11,60 14 0,03 11,05 0,26
CECT 1/2 FA 11,54 14 0,01 11,10 0,27
5671 10 g/L GIF 11,54 14 0,04 11,35 0,21
Fin FA 11,67 14 0,21 11,60 0,14
Testigo Sin inocular 11,60 12 0,00 11,05 0,30

En la tabla 4.21 se observa que la presencia de las BL durante el desarrollo de
la FA no ha interferido en ningln caso en el desarrollo de la FA y tampoco se puede

apreciar un consumo de azucares por parte de las BL en los vinos Tempranillo.

En los ensayos realizados con la variedad Merlot tampoco se aprecian
diferencias en cuanto al desarrollo de la FA en las distintas fracciones ni un aparente

consumo de azlcares por parte de las BL (tabla 4.22).
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Tabla 4.22. Evolucion de la FA en los distintos ensayos realizados con la variedad Merlot.

Momento alc(?)%c:ic():o Duracion Glucosa/ alc%rr?c';jli%o Acido
CEPA de babl de la FA Fructosa dauirid acético
inoculacion ~ Propave (dias) (g/L) adguingo 1)
(% vol) (% vol)
24 Hs FA 14,01 19 0,00 13,15 0,58
Lalvin 1/2 FA 13,94 19 0,00 13,65 0,54
31® 10 g/L GIF 14,01 19 0,00 13,75 0,52
Fin FA 14,01 19 0,00 13,60 0,55
24 Hs FA 13,94 19 0,00 13,45 0,52
_ 1/2 FA 13,94 19 0,00 13,45 0,53
Elios 1®
10 g/L GIF 13,94 19 0,00 13,15 0,54
Fin FA 13,80 19 0,02 13,50 0,48
24 Hs FA 13,94 19 0,00 13,45 0,52
CECT 1/2 FA 14,08 19 0,02 13,45 0,54
5671 10 g/L GIF 13,94 19 0,00 13,55 0,54
Fin FA 13,87 19 0,00 13,45 0,50
Testigo Sin inocular 14,01 19 0,00 13,65 0,49

En la variedad Merlot tampoco se ha observado interferencia de las BL en el

desarrollo de la FA.

4.4.5 Evolucion de la FML en las vinificaciones

En las siguientes tabla y figuras se presentan los resultados sobre la evolucion

de la FML en los vinos de la variedad Tempranillo con las tres cepas ensayadas:

136



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACION Y LAS BACTERIAS LACTICAS SOBRE LA FORMACION

DE CARBAMATO DE ETILO

Silvana Verdnica Romero Tissera . .,
TSBN:978-84-693-7663-8/DL:T-1745-2010 Resultados y Discusioén

Tabla 4.23. Evoluciéon de la FML en los distintos ensayos realizados con la variedad

Tempranillo.
CEPA Momento de Duracion de la Acido acético Acido L-mélico
inoculacion FML* (dias) (g/L) (g/L)
24 Hs FA 14 0,42 0,12
. 1/2 FA 14 0,34 0,14
Lalvin 31®
10 g/L G/F 18 0,37 0,15
Fin FA 18 0,48 0,18
24 Hs FA 16 0,23 0,13
) 1/2 FA 14 0,31 0,14
Elios 1®
10 g/L G/F 11 0,46 0,14
Fin FA 12 0,36 0,15
24 Hs FA 18 0,18 0,35
1/2 FA 29 0,48 0,16
CECT 5671
10 g/L G/F 24 0,27 0,15
Fin FA 24 0,23 0,11
Testigo Sin inocular 20** 0,50 0,15

* desde la inoculacion de las bacterias hasta la total degradacién del acido L-malico.
** desde el final de la FA hasta la total degradacion del acido L-malico.

A partir de los datos de la tabla 4.23, podemos adelantar que la FML se ha
desarrollado mas rapidamente en aquellos vinos en los que se han inoculado las
cepas comerciales de O. oeni (Lalvin 31 y Lalvin Elios 1), siendo en todos los casos el
desarrollo de la FML més rapido que en el vino testigo sin inocular, en comparacion a
las inoculaciones con el cultivo no comercial de L. plantarum (CECT 5671), en cuyo
caso la duracion de la FML ha sido en todos los momentos de inoculacion mayor a la

del testigo, excepto cuando esta cepa se inoculé mas tempranamente en el vino.

También podemos apuntar que, con excepcion de la inoculaciéon a mitad de la
FA, el &cido acético ha sido menor al final de la FML en aquellos vinos inoculados con
la cepa de L. plantarum CECT 5671 en relacién a aquellos inoculados con las cepas
de O. oeni ensayadas. De cualquier manera, el acido acético ha resultado ser menor al
final de la FML en todos los vinos que han sido inoculados, independientemente de la

cepa inoculada, respecto al testigo sin inocular.
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Figura 4.21. Evolucién de la poblacién de la bacteria Lalvin 31 en los vinos de la variedad
Tempranillo (las flechas indican los distintos momentos en que se ha inoculado la cepa

bacteriana).
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Figura 4.22. Cinética de degradacion del acido L-malico durante la FML llevada a cabo por
Lalvin 31 en los vinos de la variedad Tempranillo (las flechas indican los distintos momentos en

que se ha inoculado la cepa bacteriana).
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Figura 4.23. Evolucion de la poblacion de la bacteria Lalvin Elios 1 en los vinos de la variedad
Tempranillo (las flechas indican los distintos momentos en que se ha inoculado la cepa
bacteriana).
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Figura 4.24. Cinética de degradacién del acido L-malico durante la FML llevada a cabo por
Lalvin Elios 1 en los vinos de la variedad Tempranillo (las flechas indican los distintos
momentos en que se ha inoculado la cepa bacteriana).
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Figura 4.25. Evolucion de la poblacion de la bacteria CECT 5671 en los vinos de la variedad
Tempranillo. En linea punteada, poblacion de cepas autéctonas de O. oeni (las flechas indican

los distintos momentos en que se ha inoculado la cepa bacteriana).
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Figura 4.26. Cinética de degradacién del acido L-malico durante la FML llevada a cabo por
CECT 5671 en los vinos de la variedad Tempranillo (las flechas indican los distintos momentos

en que se ha inoculado la cepa bacteriana).
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En cuanto a la evolucion de las BL, en los vinos de la variedad Tempranillo,
apuntamos que no se observan grandes diferencias cuando comparamos la viabilidad
bacteriana de las dos cepas comerciales de O. oeni ensayadas y que apenas hubo
mortalidad de bacterias cuando la inoculacion se realiz6 a las 12 horas del comienzo
de la FA y a la mitad de la misma (figuras 4.21 y 4.23). En general, se observa un
mejor desarrollo de la bacteria Elios 1 en los vinos Tempranillo. En los casos en que
las bacterias fueron inoculadas cuando quedaban 10 g/L de azucares por fermentar y
al final de la FA, observamos que hubo mortalidad para la bacteria Lalvin 31.
Contrariamente, hubo un buen desarrollo de Lalvin Elios 1, con la que no observamos
una evidente mortalidad de las bacterias inoculadas en ninguno de los distintos
momentos de inoculacion examinados. Este hecho es muy relevante porque al evitar
un posterior crecimiento bacteriano se limita el metabolismo secundario de las BL
sobre los azucares y el &cido citrico, disminuyendo asi el riesgo de incremento de la
acidez volétil y un excesivo caracter aromatico lactico del vino por la produccion de
diacetilo. De acuerdo a la informacion proporcionada por el productor en las fichas
técnicas de ambas bacterias comerciales, eran de esperar los resultados observados,
ya que Lalvin Elios 1 se indica como una cepa bacteriana con buena implantacion en
vinos con pHs mayores a 3,4 y Lalvin 31 es una cepa bacteriana mas indicada para
vinos con pHs més é&cidos (ver Anexo D). Las cinéticas de degradacion del &cido L-
malico (figuras 4.22, 4.24 y 4.26) se correlacionan con las cinéticas poblacionales. La
bacteria Lalvin Elios 1 ha sido capaz de degradar completamente el acido L-malico
antes que las bacterias autoctonas en el vino testigo en todos los vinos Tempranillo en
los que fue inoculada (figura 4.24). En cambio, la bacteria Lalvin 31 ha completado la
degradacion del acido L-malico antes que en la FML espontanea sélo en los casos en
que fue inoculada mas tempranamente en el vino, a las 12 horas del comienzo de la
FA y a la mitad de la misma (figura 4.22). En estos casos la degradacion del &cido L-
malico ha ocurrido simultdneamente al metabolismo de los azUcares por las levaduras.
El metabolismo del acido L-malico por Lalvin 31, al inocularse cuando quedaban 10
g/L de azlcares por fermentar, no es muy diferente al observado en el testigo sin
inocular, aunque si se completa unos dias antes que en el testigo. Cuando esta cepa
fue inoculada al final de la FA la cinética de degradacion del acido L-malico es
practicamente idéntica a la observada para la FML espontdnea, asi como también la
poblacién bacteriana en este momento de inoculacion es similar a la observada en el

vino con FML espontanea. Esto es indicativo de que posiblemente aqui se haya
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implantado una cepa indigena y haya sido esta cepa la que ha desarrollado la FML,

como se confirmd posteriormente con los resultados de los analisis de imposicion

(tabla 4.24). En la tabla 4.24 vemos que la cepa Lalvin 31 sélo ha conseguido

imponerse en los vinos Tempranillo cuando se inoculé6 mas tempranamente en los

mismos, a las 12 horas del comienzo de la FA y a la mitad de la misma. En cambio, la

cepa Lalvin Elios 1 ha demostrado una buena imposicion en todos los momentos de

inoculacion en que fue inoculada en los vinos Tempranillo.

En cuanto a la cepa examinada de L. plantarum, CECT 5671, no observamos

crecimiento bacteriano en ninguno de los momentos en que ha sido inoculada, muy

por el contrario la poblacion bacteriana va decreciendo desde el momento de

inoculacion (figura 4.25). A pesar de ello, podemos observar en la figura 4.26 que en el

caso en gque esta cepa se inoculé cuando habian transcurrido 12 horas del comienzo

de la FA ha habido desde la inoculacién una degradacién constante del acido L-

malico, simultanea al desarrollo de la FA, y que esta cepa ha podido degradar casi un

90 % del contenido inicial de dicho acido, quedando en el vino una concentraciéon

residual del mismo de 0,35 g/L. Gracias a la diferente morfologia, tanto a nivel

macroscopico como microscopico, entre las especies L. plantarum y O. oeni, se ha

podido comprobar que en la mayoria de los vinos inoculados con la cepa CECT 5671

aparecia luego del final de la FA una poblacién creciente de O. oeni en cultivo.

Podemos ver en la figura 4.25, en los casos en que CECT 5671 se inocul6 a mitad de

FA, cuando quedaban 10 g/L de azucares por fermentar y al final de la FA, el

desarrollo de una poblacion de cepas autéctonas de O. oeni que ocurre paralelamente

al observado en el testigo sin inocular. El desarrollo de esta poblacién autoctona se

correlaciono con el metabolismo del 4cido L-malico en estos casos (figura 4.26), lo que

sugiere que fue esta poblacion la responsable de la consecucion de la FML en estos

momentos de inoculacion, como confirmaron los resultados de los andalisis de

imposicion (tabla 4.24). Hay que destacar que, también en el caso de la inoculacién de

la bacteria a mitad de la FA, la cepa CECT 5671 ha sido capaz de metabolizar, desde

el momento de inoculacion, un 40 % del contenido inicial de acido L-malico, antes de

la aparicion en el vino de una poblacidn creciente de cepas autoctonas de O. oeni.

Como observamos en la tabla 4.24, en los vinos Tempranillo inoculados con la

cepa de L. plantarum CECT 5671 han sido cepas de O. oeni, como se confirmd

previamente con pruebas gram y catalasa, las que finalmente se impusieron y

sobrellevaron la FML en los vinos en que se inocul6 dicha cepa a mitad de FA, cuando
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quedaban 10 g/L de azucares por fermentar y al final de FA. Se comprobo, ademas,
gue en los dos ultimos casos ha sido la cepa Lalvin Elios 1 la que se impuso en los
vinos y que esta cepa evidencia una mayor presencia en los vinos Tempranillo
inoculados con CECT 5671 cuanto més tarde se han inoculado estos vinos. En el caso
del vino Tempranillo inoculado con CECT 5671 a las 12 horas de la FA, no se obtuvo
amplificacion del ADN bacteriano aislado, con lo que fue imposible su identificacion y
confirmar, como se suponia, que la cepa impuesta habia sido la inoculada.
Observamos también una importante presencia de Lalvin Elios 1 en el vino testigo sin

inocular, resultando ser la cepa mayoritaria entre todas las aisladas.

Tabla 4.24. Resultados de imposicién de las cepas inoculadas en los vinos de la variedad

Tempranillo.
Momento de % Imposicion Otras cepas
CEPA inoculacion de la cepa Comentarios
inoculada Perfiles diferentes % cepa mayoritaria
24 Hs FA 93
1/2 FA 100 0 0
Lalvin 31®
10 g/L G/IF 0 7 20
Fin FA 0 12 15
24 Hs FA 89 2
Lalvin 1/2 FA 100 0
Blios 1® 110 gL G/IF 77 3 11
Fin FA 100 0 0
24 Hs FA - - - no hubo
amplificacion
5 (Lalvin 31y 28% Lalvin Elios
CECT 5671 1/2 FA ! Lalvin Elios 1) 50 1y 7% Lalvin 31
10 g/L G/IF 0 4 (Lalvin Elios 1) 86 (Lalvin Elios 1)
Fin FA 0 2 (Lalvin Elios 1) 93 (Lalvin Elios 1)
Testigo Sin inocular - 7 (Lalvin Elios 1) 50 (Lalvin Elios 1)

A continuacién se presentan los resultados obtenidos durante el desarrollo de
la FML de los vinos de la variedad Merlot inoculados con las tres cepas ensayadas en

el presente trabajo.
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Tabla 4.25. Evolucion de la FML en los distintos ensayos realizados con la variedad Merlot.

CEPA Momento de Duracion de la Acido acético Acido L-mélico
inoculacion FML* (dias) (g/L) (g/L)
24 Hs FA 20 0,67 0,20
. 1/2 FA 28 0,77 0,15
Lalvin 31®
10 g/L G/F 34 0,69 0,15
Fin FA 30 0,65 0,20
24 Hs FA 38 0,72 0,15
) 1/2 FA 36 0,76 0,16
Elios 1®
10 g/L G/F 38 0,69 0,12
Fin FA 30 0,58 0,18
24 Hs FA 44 0,89 0,12
1/2 FA 42 0,64 0,12
CECT 5671
10 g/L G/F 38 0,63 0,13
Fin FA 23 0,63 0,21
Testigo Sin inocular 30** 0,61 0,18

* desde la inoculacion de las bacterias hasta la total degradacién del acido L-malico.
** desde el final de la FA hasta la total degradacion del acido L-malico.

En general, en el caso de los vinos Merlot también ha sido mas rapido el
desarrollo de la FML en los vinos inoculados con las cepas comerciales de O. oeni
(Lalvin 31 y Lalvin Elios 1), respecto a aquellas desarrolladas en los vinos inoculados
con la cepa CECT 5671 de L. plantarum (CECT 5671).

En estos vinos, la produccion de acido acético no presenta una tendencia por
cepay es mayor a la del vino testigo no inoculado en la mayoria de los vinos obtenidos

luego de la inoculacién de BL para el desarrollo de la FML.
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Figura 4.27. Evolucién de la poblacion de la bacteria Lalvin 31 en los vinos de la variedad

Merlot (las flechas indican los distintos momentos en que se ha inoculado la cepa bacteriana).
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Figura 4.28. Cinética de degradacién del acido L-malico durante la FML llevada a cabo por

Lalvin 31 en los vinos de la variedad Merlot (las flechas indican los distintos momentos en que

se ha inoculado la cepa bacteriana).
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Figura 4.29. Evolucion de la poblacion de la bacteria Lalvin Elios 1 en los vinos de la variedad

Merlot (las flechas indican los distintos momentos en que se ha inoculado la cepa bacteriana).
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Figura 4.30. Cinética de degradacion del acido L-malico durante la FML llevada a cabo por

Lalvin Elios 1 en los vinos de la variedad Merlot (las flechas indican los distintos momentos en

que se ha inoculado la cepa bacteriana).
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Figura 4.31. Evolucion de la poblacién de la bacteria CECT 5671 en los vinos de la variedad
Merlot. En linea punteada, poblacion de cepas autéctonas de O. oeni (las flechas indican los

distintos momentos en que se ha inoculado la cepa bacteriana).
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Figura 4.32. Cinética de degradacién del acido L-malico durante la FML llevada a cabo por

CECT 5671 en los vinos de la variedad Merlot (las flechas indican los distintos momentos en
que se ha inoculado la cepa bacteriana).
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En los vinos de esta variedad podemos observar un desarrollo diferente de la
poblacién bacteriana al comparar las dos cepas comerciales ensayadas (figuras 4.27 y
4.29). La cepa Lalvin 31 evidenci6 un mejor desarrollo y viabilidad en todos los
momentos en los que se habia inoculado, en comparacién con la cepa Lalvin Elios 1.
Lalvin 31 mostré una menor mortalidad y una recuperacion de la poblacion mas rapida
que Lalvin Elios 1 en todos los momentos en los que fue inoculada. Observamos que
una inoculacion de la bacteria Lalvin 31 mas temprana en el mosto-vino resulté en una
menor mortalidad de las bacterias. Esto es ldgico ya que cuanto mas cerca del
comienzo de la FA mas faciles son las condiciones para el desarrollo bacteriano y esto
resulta en un menor crecimiento posterior de las bacterias para recuperar la poblacion
necesaria para que comience el metabolismo del acido L-malico. Ademas, las
poblaciones maximas alcanzadas de las bacterias inoculadas fueron mayores cuanto
antes se inocularon y habia menos alcohol en el medio, asegurando una dominancia
de éstas antes que las BL autdctonas. Como hemos sefialado, Lalvin Elios 1 no ha
mostrado un buen desarrollo en los vinos Merlot, sino que ha habido una evidente
mortalidad en los distintos vinos en que se ha inoculado. La recuperacion de esta
poblacion ha sido lenta en todos los casos y so6lo cuando las bacterias se inocularon
mas temprano en el mosto-vino evidenciamos que la poblacion bacteriana se recupera
antes del desarrollo de las bacterias autdctonas en el vino testigo. Cuando Lalvin Elios
1 se inoculo al final de la FA, la recuperacion de la poblacion bacteriana fue
ligeramente posterior al desarrollo de la poblacién bacteriana en el testigo sin inocular.
En cuanto a la degradacion del acido L-malico, ocurri6 de manera paralela al
desarrollo bacteriano. Cuando comparamos la inoculacién a las 12 horas de iniciada la
FA, Lalvin 31 tard6 20 dias en consumir el acido L-malico, mientras que Lalvin Elios 1
necesitd casi el doble de tiempo para completar este consumo. Como ya hemos
sefialado, Lalvin Elios 1 es una cepa bacteriana mas adaptada a vinos con pHs
mayores a 3,4y, en este caso, esperdbamaos una mejor evolucién de la cepa Lalvin 31,
mas adaptada a pHs vinicos mas bajos. En los vinos inoculados con la bacteria Lalvin
31 observamos que la FML termind en el mosto inoculado a las 12 horas del comienzo
de la FA préacticamente un mes antes que cuando la bacteria se inoculé al final de la
FA o en el vino con FML espontanea. Esta es una de las principales ventajas que
ofrece la coinoculacion levadura-bacteria frente a la inoculacion secuencial, el poder
disponer del vino terminado y estabilizado en un periodo menor de tiempo. En el caso

en que Lalvin 31 se inocul6 a las 12 horas del comienzo de la FA, la degradacion del
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acido L-malico ocurrié simultdneamente al desarrollo de la FA, asi como parte del
consumo del &cido L-malico ocurrié durante el desarrollo de la FA cuando la bacteria
se inoculé a mitad de la FA. En cambio, en todos los casos en que se ha inoculado la
bacteria Lalvin Elios 1 en el vino Merlot el desarrollo de la FML ha sido posterior al
consumo de los azucares por las levaduras, y sélo las curvas de degradacion del acido
L-malico correspondientes a las inoculaciones mas tempranas de las bacterias en el
mosto-vino (inoculaciones a las 12 horas del comienzo de la FA y a mitad de la FA)
difieren, aunque ligeramente, de aquellas correspondientes a las inoculaciones cuando
quedaban 10 g/L de azucares por fermentar, al final de la FA y el testigo sin inocular,
demostrando nuevamente que una inoculacion mas temprana asegura una mejor
imposicion de las bacterias inoculadas, tal como confirman los analisis de imposicion.
Cuando esta bacteria se inocula después de finalizada la FA, la cinética de
degradacion del 4cido L-mélico es muy similar a la FML espontanea, lo que puede ser
indicativo de una posible mala imposicion. Estas observaciones han sido confirmadas
por los andlisis de imposicion. En la tabla 4.26 podemos advertir que Lalvin Elios 1
so6lo consigui6 imponerse a las cepas indigenas en los vinos Merlot en que se inoculd
més tempranamente, a las 12 horas del comienzo de la FA y a mitad de la misma. En
cambio, Lalvin 31 se impuso en casi todos los vinos en que fue inoculada,
exceptuando el vino en que fue inoculada cuando quedaban 10 g/L de azucares por
fermentar. Lalvin 31 ha logrado imponerse incluso en el vino Merlot en que se inoculd
al final de la FA, que evidenciaba tanto una cinética poblacional como una degradacion
de acido L-malico muy similares a las observadas en el vino testigo, lo que nos hacia

presumir una mala imposicion.

Tal como ya observamos en los vinos de la variedad Tempranillo inoculados
con la cepa de L. plantarum CECT 5671, en los vinos Merlot podemos ver también que
la poblacién de esta cepa bacteriana ha ido decreciendo desde el momento de la
inoculacién. Con esta cepa, observamos que el desarrollo de las FMLs ha sido lento y
la degradacioén del acido L-malico ha finalizado practicamente al mismo tiempo en los
vinos inoculados y en el testigo sin inocular. En el caso de coinoculacién a las 12
horas del comienzo de la FA, podemos ver que CECT 5671 ha sido capaz de degradar
el 50% de la concentracion inicial de acido L-malico simultdneamente al consumo de
los azucares por las levaduras. En este caso, el consumo del acido L-malico se detuvo
cuando quedaban unos 7 g/L de azlcares por fermentar, o sea, cuando el vino habia

adquirido un grado alcohdlico demasiado alto para soportar la actividad de esta cepa
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de L. plantarum. En el caso de las inoculaciones de la bacteria a mitad de la FA y

cuando quedaban 10 g/L de azUcares por fermentar, podemos evidenciar que hubo

también un ligero consumo del &cido L-mdlico por la cepa CECT 5671

simultdneamente al desarrollo de la FA y antes de que comenzaramos a evidenciar la

aparicion de una poblacion de cepas autéctonas de O. oeni después del final de la FA

y paralelamente al desarrollo de la poblacion bacteriana en el testigo sin inocular. Por

lo que podemos deducir de las figuras 4.31 y 4.32, han sido estas cepas autoctonas de

O. oeni las responsables de completar el consumo del acido L-malico en todos los

casos. Esta suposicion se ha visto confirmada nuevamente por los resultados de los

analisis de imposicion. No se obtuvo amplificacion del ADN bacteriano aislado en los

casos en que CECT 5671 fue inoculada a las 12 horas de la FA y a mitad de la misma,

con lo que no fue posible el andlisis de imposicion en estos casos. En los vinos en que

esta cepa se inoculé cuando quedaban 10 g/L de azlcares por fermentar y al final de

la FA se comprobé la presencia de varias cepas de O. oeni y la ausencia de CECT

5671. Entre estas cepas de O. oeni se observa la presencia de Lalvin 31, en mayor

porcentaje cuanto més tarde se inoculd el vino con la cepa ensayada de L. plantarum,

como ya se observaba para Lalvin Elios 1 en los vinos Tempranillo. En el vino testigo

se observa la presencia tanto de Lalvin 31 como de Elios 1, aunque ninguna de estas

cepas fue la mayoritaria ni ha logrado imponerse en este vino.

Podemos también apuntar que las FMLs han durado mas tiempo en los vinos

de la variedad Merlot que en aquellos de la variedad Tempranillo. Muy probablemente

esto se ha debido a las condiciones mas restrictivas para el desarrollo bacteriano que

presentaba el mosto Merlot en comparacion al Tempranillo, basicamente, un mayor

grado alcoholico y un menor pH, aunque pueden haber influido también otros factores.

Recientes investigaciones han demostrado que ciertos taninos de la uva pueden tener

una influencia negativa sobre las BL y, por consiguiente, sobre el desarrollo de la FML.

De hecho, algunas investigaciones han indicado que ciertas variedades tintas, como la

Merlot, pueden presentar grandes dificultades a la hora de llevar a cabo la FML (Vivas

et al., 2000; Lonvaud-Funel, 2002; Loubser, 2006).
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Tabla 4.26. Resultados de imposicién de las cepas inoculadas en los vinos de la variedad

Merlot.
Momento de % Imposicion Otras cepas
CEPA | . - de la cepa Comentarios
inoculacion -
inoculada  perfiles diferentes % cepa mayoritaria
24 Hs FA 93 1 7
Lalvin 1/2 FA 93 1 7
31®  logLGF 0 9 14
Fin FA 100 0 0
24 Hs FA 90 3 7
Lalvin 1/2 FA 100 0 0
Elios 1® 16 g/ a/F 21 7 (todas iguales)
Fin FA 0 6 20
24 Hs FA - - - no hubo
amplificacion
CECT 1/2 FA _ _ _ nolhubq,
5671 amplificacion
10 g/L G/IF 0 6 (Lalvin 31) 38 28% Lalvin 31
Fin FA 0 5 (Lalvin 31) 65 (Lalvin 31)
i 15% Lalvin 31
Testigo | Sin inocular 9 (L_aIVIn_ sly 35 ° . . y
Lalvin Elios 1) 10% Lalvin Elios 1

4.4.6 Resultados analiticos de los vinos

A continuacion, se presentan los resultados analiticos de los vinos Tempranillo
y Merlot ya clarificados, estabilizados y embotellados obtenidos en los distintos
ensayos con las tres cepas bacterianas estudiadas y para los distintos momentos de

inoculacién investigados.

Examinando los datos analiticos de los vinos de la variedad Tempranillo (tabla
4.27) es importante sefialar que todos los vinos terminaron secos y no se percibieron
problemas de paradas de fermentacion ni una FA languideciente. En definitiva, no se

observaron interferencias entre los desarrollos de la FA y la FML.
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Tabla 4.27. Datos analiticos de los vinos de la variedad Tempranillo.

Momento de alc%Lac'Jdlic():o Glucosa/ Acidez Agiqlo ACEO Aclic_io A,ci.do Glicerol

CEPA Tinoculacion adquirido  Fructosa pH total acético | juey jactico CIMICO (g/L)
(% vol) (g/L) (/L)  (g/lL) QL) (gl (mg/L)

24 Hs FA 11,00 000 383 43 046 013 154 4 7,15
Lalvin  |1/2 FA 11,10 000 38 42 034 018 1,12 2 7,05
31®  liogLGF 11,35 000 391 41 034 015 1,29 4 7,04
Fin FA 11,15 000 391 42 028 013 1,23 12 6,99
24 Hs FA 11,40 000 387 41 026 014 1,31 10 7,39
'éﬁ'(;'é“ 1/2 FA 11,35 000 382 43 033 016 1,43 4 6,92
1® 10g/LGIF 11,30 000 391 42 035 015 1,25 9 7,05
Fin FA 11,15 002 387 43 044 017 1,19 6 6,85
24 Hs FA 11,05 000 38 42 035 014 1,18 4 7,02
CECT |1/2FA 11,10 002 38 43 049 015 1,16 4 6,95
5671 l10gLGIF 11,35 000 38 43 038 014 113 10 6,80
Fin FA 11,60 000 381 42 030 016 1,20 1 6,43
Testigo | Sin inocular 11,05 0,00 386 43 0,39 0,14 1,32  Inapr. 6,69

Inapr.: Inapreciable

No vemos una tendencia clara en cuanto a la producciéon de acido acético en
los distintos momentos de inoculacion. Con respecto a las cepas de O. oeni
ensayadas, con la cepa Lalvin 31 observamos que el valor mas bajo de &cido acético
se obtuvo cuando las bacterias se inocularon al vino al final de FA, en cambio con la
cepa Lalvin Elios 1, el menor valor de acido acético en vino terminado se obtuvo en el
vino en el que la bacteria se inocul6 a las 24 Hs del comienzo de la FA. En general, el
acido acético del vino testigo sin inocular fue mayor que el que presentaban los vinos
inoculados con bacterias, excepto en tres casos, el vino inoculado con Lalvin 31 a las
24 Hs del comienzo de la FA, el vino inoculado con Lalvin Elios 1 al final de la FA y el
vino inoculado con L. plantarum CECT 5671 a mitad de la FA (tabla 4.27). Esto podria
hacernos pensar en una posible imposicion de cepas indigenas en estos vinos, pero
esto solo ha sido asi en el caso del vino inoculado con CECT 5671 (tabla 4.24). En
cualquier caso, los valores de acido acético obtenidos son valores normales vy, lo que
es mas importante, no se observa en ningun caso de coinoculacion un valor
discrepante con respecto a los obtenidos en vinos en los que las bacterias se
inocularon o desarrollaron luego del final de la degradacién de los azUcares. Este era

uno de los principales objetivos de este trabajo, comprobar que, a pesar del pH
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elevado, la acidez volatil no tiene por qué incrementarse cuando las bacterias se

inoculan en un vino con azlcares.

Ya se ha sefialado que la capacidad para degradar el &cido mélico fue la
misma en todos los casos y las concentraciones finales de acido lactico tampoco
varian. El &cido citrico ha sido ampliamente degradado, no existiendo diferencias
significativas entre cepas de bacterias ni momentos de inoculacién. Como luego
veremos, el consumo del acido citrico ha sido mas extenso en los vinos Tempranillo

gue en los Merlot, degradandose casi totalmente en los primeros (tablas 4.27 y 4.28).

No existen diferencias significativas tampoco para los vinos de la variedad
Tempranillo en los resultados analiticos de etanol, acidez total, glicerol y pH, siendo

valores completamente similares en todos los casos.

Respecto a los datos analiticos de los vinos acabados de la variedad Merlot
(tabla 4.28), observamos, como en el caso anterior, que todos los vinos terminaron
secos sin presentar ningun problema de paradas de fermentacion ni observamos que

la FML pudiera causar interferencias en el desarrollo de la FA.

Tabla 4.28. Datos analiticos de los vinos de la variedad Merlot.

ceon omeo do sendteo S scter foto P e ey
inoculacién  adquirido malico lactico (g/L)
(% vol) (g/L) (/L)  (g/lL) QL) (g (mg/L)

24 Hs FA 13,15 000 362 56 067 020 109 9 11,20

Lalvin |12 FA 13,65 000 361 55 077 015 106 20 11,30
31®  liogLGIF 13,75 000 368 56 069 015 107 141 11,80
Fin FA 13,60 000 359 55 065 020 107 55 11,60

24 Hs FA 13,45 000 363 56 072 015 104 11 11,50

Elios |12 FA 13,45 000 360 56 076 016 105 16 11,70
1® 10gILG/F 13,15 000 363 56 069 012 106 51 11,60
Fin FA 13,50 002 356 55 058 018 1,18 41 11,20

24 Hs FA 13,45 000 359 58 08 012 106 17 11,20

cecT |12FA 13,45 002 360 57 064 012 111 99 11,50
5671 110 g/L GIF 13,55 000 364 54 063 013 111 52 8,57
Fin FA 13,45 000 360 55 063 021 112 97 946

Testigo |Sininocular 13,65 000 359 53 061 018 112 26 13,70
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Tampoco observamos en este caso, como ya apuntamos en las experiencias

con la variedad Tempranillo, una clara tendencia en cuanto a la produccién de acido

acético en los distintos momentos de inoculacion de las cepas ensayadas aunque,

para la bacteria Lalvin Elios 1, podriamos intuir una tendencia a disminuir el &cido

acético producido cuando mas tarde se siembra la bacteria en el vino. En esta

variedad los valores de acido acético de los vinos inoculados fueron similares o incluso

mayores que aguel obtenido en el vino testigo sin inocular.

Respecto a las concentraciones de los deméas &cidos organicos, ya se ha

sefialado que el acido L-malico fue completamente degradado en todos los casos por

las cepas ensayadas y también por las bacterias autéctonas en el testigo sin inocular

y, como confirman los resultados de los andlisis de implantacién realizados, también

en algunos de los vinos inoculados, sin diferencias significativas en los valores finales

del mismo. Tampoco varian significativamente las concentraciones finales de acido

lactico. El &cido citrico si parece presentar una tendencia a ser mas extensamente

degradado por las bacterias cuanto mas tempranamente se inoculan éstas en el vino,

especialmente en el caso de la bacteria Lalvin 31, que muestra el mayor contenido

final de &acido citrico en el tratamiento en el que la bacteria se inocul6 cuando

quedaban 10 g/L de azucares por fermentar, aunque éste es justamente el Unico de

los vinos Merlot en que esta cepa fue inoculada y no consiguié imponerse. En los

vinos Merlot inoculados con Lalvin Elios 1 también observamos una menor

concentracion final de acido citrico y, por lo tanto, mayor degradacion del mismo, en

los casos en que esta cepa se ha logrado imponer, cuando se inocul6 a las 24 horas

del comienzo de la FA y a mitad de la misma (tabla 4.26).

No se observan diferencias significativas en el alcohol adquirido, la acidez total,

y el pH, siendo valores completamente similares en todos los casos ensayados. En el

glicerol tampoco vemos diferencias en los valores obtenidos para los vinos inoculados

con las cepas comerciales de O. oeni (Lalvin 31 y Lalvin Elios 1), pero si evidenciamos

que su valor fue ligeramente menor en los vinos inoculados con la cepa de L.

plantarum CECT 5671 cuando ésta se inocula mas tarde en el vino, concretamente

cuando quedan 10 g/L de azucares por fermentar y al final de la FA. Como podemos

observar, ni el 4cido acético ni el grado alcohdlico obtenidos al final de la FA en estos

vinos difieren de los obtenidos en los otros vinos Merlot en los que se ha inoculado

esta cepa bacteriana (tabla 4.28), lo que nos indica que las diferencias obtenidas en la

concentracion de glicerol no se deben haber producido durante el desarrollo de las
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fermentaciones alcohdlica y glicero-pirdvica. Entonces, esta diferencia podria ser
explicada por una mayor degradacion del glicerol durante la FML por parte de las
bacterias autoctonas de O. oeni que se han desarrollado en estos vinos, junto a Lalvin
31 que, como hemos comprobado en los analisis de imposicion, también se desarrolld
en estos vinos (tabla 4.26), aunque el resto de parametros determinados tampoco nos
aclaran demasiado esta cuestiéon. No hay muchos estudios sobre la degradacion de
glicerol por distintas cepas y especies de bacterias lacticas vinicas, pero en un estudio
de seis cepas aisladas de vino, pertenecientes a diferentes especies de cocos y
bacilos, se vio que el uso del glicerol aumentaba cuando la concentracion de azlcares
en el medio disminuia (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Esta observacion se correlaciona
con los resultados aqui obtenidos, y podemos inferir que las cepas bacterianas que
finalmente realizaron la FML se desarrollaron mas tardiamente en estos vinos, cuando

el contenido de azlcares era menor, evidenciando una mayor degradacion de glicerol.

4.4.7 Formacion de CE

A continuaciéon se presentan los resultados de arginina, citrulina y CEP
obtenidos en los mostos y vinos de las variedades Tempranillo y Merlot. Para los vinos
de la variedad Merlot también se presentan los resultados de CE de los vinos. No se
presentan los valores de CE determinados en los vinos de la variedad Tempranillo por
encontrarse muy cerca o por debajo del limite de deteccion del método de
determinacion. Arginina y citrulina se han determinado en el mosto y en dos momentos
en los vinos, cuando habia finalizado la degradacion de azucares y al finalizar el
consumo del &cido L- mdlico. EI CE y CEP so6lo se determinaron al final de la FML, y
no en los vinos de final de FA, ya que, en este estudio, en el momento en que finaliza
la degradacion de los azlcares los vinos no son equivalentes; algunos habian
comenzado la degradacién del acido L-malico y otros no, con lo que obtener

conclusiones a partir de la comparacién no seria viable.
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Tabla 4.29. Contenidos de arginina (mg/L) en los mostos y vinos de la variedad Tempranillo.

CEPA w\g?jgi?o‘:]e Mosto FFA FFML
24 Hs FA 17 16 32
Lalvin 1/2 FA 17 16 29
31® 10 g/L GIF 17 18 37
Fin FA 17 16 37
24 Hs FA 17 25 31
Lalvin 1/2 FA 17 28 23
Elios1® | 10 gL GIF 17 28 23
Fin FA 17 20 19
24 Hs FA 17 17 36
CECT 1/2 FA 17 16 40
5671 10 g/L GIF 17 22 33
Fin FA 17 21 39
Testigo Sin inocular 17 25 38

FFA: final de fermentacion alcohdlica
FFML: final de fermentacion malolactica

Tabla 4.30. Contenidos de citrulina (mg/L) en los mostos y vinos de la variedad Tempranillo.

CEPA w\g?jgi?o‘:]e Mosto FFA FFML
24 Hs FA 0 0 0
Lalvin 12 FA 0
31® 10 g/L GIF 0 0 16
Fin FA 0 14 55
24 Hs FA 0 5 30
Lalvin 12 FA 0 0 10
Elios 1® | 10 gL GIF 0 0 12
Fin FA 0 0 5
24 Hs FA 0 0 5
CECT 112 FA 0 0 5
5671 10 g/L GIF 0 0 2
Fin FA 0 0 0
Testigo Sin inocular 0 0 12

FFA: final de fermentacion alcohdlica
FFML: final de fermentacion malolactica
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Tabla 4.31. Contenidos de CEP (ug/L) en los vinos de la variedad Tempranillo.

CEPA Momento de FEML
inoculacién
24 Hs FA 84
) 1/2 FA 45
Lalvin 31®
10 g/L GIF 47
Fin FA 46
24 Hs FA 60
Lalvin 1/2 FA 66
Elios 1® 10 g/L GIF 71
Fin FA 72
24 Hs FA 65
1/2 FA 72
CECT 5671
10 g/L GIF 55
Fin FA 51
Testigo Sin inocular 59

FFML: final de fermentacion malolactica

De los resultados obtenidos en los vinos de la variedad Tempranillo, contenidos
en las tablas 4.29, 4.30 y 4.31 podemos evidenciar que, en este estudio es dificil
establecer una correlacion entre los distintos parametros que permita establecer una

conclusion clara.

Con respecto a los niveles de arginina, podemos advertir que su concentracion
no disminuye con el desarrollo de los microorganismos en el vino. Al final de la FA los
valores se han mantenido respecto a los iniciales encontrados en el mosto para los
vinos inoculados con la cepa Lalvin 31, han aumentado en los vinos inoculados con
Lalvin Elios 1 y en el testigo sin inocular y, en los vinos inoculados con CECT 5671, se
han mantenido en aquellos vinos en los que la bacteria se inocul6 mas tempranamente
en el mosto-vino (inoculaciones a las 24 horas de iniciada la FA y a mitad de la FA) y
aumentaron ligeramente en las demas inoculaciones (cuando quedaban 10 g/L de
azucares por fermentar y al final de la FA). Al final de la FML los valores de arginina
aumentaron en los vinos inoculados con las cepas Lalvin 31, CECT 5671, en el testigo
sin inocular y en el vino inoculado con Lalvin Elios 1 a las 24 horas del comienzo de la
FA. En los demas vinos inoculados con la cepa Lalvin Elios 1 las concentraciones de
arginina disminuyeron con respecto a los observados al final de FA. Los aumentos en

las concentraciones de arginina pueden ser explicados por la presencia de las lias de
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levadura en los vinos durante el desarrollo de la FML, en mayor o menor medida

dependiendo del momento de inoculacién. A partir de estos resultados podriamos

concluir que la cepa Lalvin Elios 1 presenta una mayor capacidad para degradar la

arginina, ya que es en los vinos finales inoculados con esta cepa en los que

observamos los valores mas bajos de arginina.

Los valores de citrulina sélo han aumentado, muy ligeramente, en dos de los

vinos Tempranillo al final de la FA, el vino inoculado con Lalvin 31 al final de la FA y el

inoculado con Lalvin Elios 1 a las 24 horas de iniciada la misma. Como ya se anuncio,

no se observa una clara correlacién entre los valores finales obtenidos de arginina y

los de citrulina. Si podemos observar que, al final de la FML, la cepa Lalvin 31 muestra

una tendencia a dar valores mas altos de citrulina cuanto mas tarde se inocula en el

vino. Esta observacion es la opuesta a la que se advierte con la otra cepa ensayada

de O. oeni, Lalvin Elios 1. Los valores finales de citrulina en los vinos inoculados con la

cepa de L. plantarum CECT 5671 son muy bajos, o nulos en algun caso, los méas bajos

entre todos los vinos obtenidos.

Respecto a los valores obtenidos de CEP, nuevamente hay que destacar que

no hallamos una clara correlacién con los valores finales de arginina o citrulina.

Evaluando los resultados obtenidos para cada cepa podemos decir que, en el caso de

los vinos inoculados con la cepa Lalvin 31, los niveles de CEP son menores al

obtenido en el vino testigo en todos los casos, exceptuando el vino inoculado con la

bacteria a las 24 Hs del comienzo de la FA. Por el contrario, los niveles obtenidos con

Lalvin Elios 1 son, en todos los casos, ligeramente superiores al del testigo sin

inocular. En estos vinos podemos ver una tendencia a dar niveles mas altos de CEP

cuanto mas tarde se inocula la bacteria en el mosto-vino, pero las diferencias entre los

valores obtenidos en los distintos vinos inoculados con Lalvin Elios 1 tampoco son

significativas como para elaborar una sentencia concluyente. En los vinos inoculados

con la cepa de L. plantarum CECT 5671 los niveles finales de CEP son ligeramente

superiores al del vino testigo en los vinos inoculados mas tempranamente con la

bacteria y, en cambio, son ligeramente inferiores al del vino testigo en los vinos en los

gque la bacteria se inocula mas tarde en el vino. Como ya observamos con esta cepa

en las experiencias realizadas en vino simulado, los niveles alcanzados de CEP son

similares, o incluso superiores, a los que presentan los vinos que fueron inoculados

con las cepas comerciales de O. oeni, aunque la produccién de citrulina ha sido

minima o nula, dependiendo el caso.
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Resultados y Discusion

Tabla 4.32. Contenidos de arginina (mg/L) en los mostos y vinos de la variedad Merlot.

Momento de

CEPA | ' culacion Mosto FFA FFML
24 Hs FA 17 13 32
Lalvin 1/2 FA 17 17 31
31® 10 g/L GIF 17 18 32
Fin FA 17 17 30
24 Hs FA 17 28 30
Lalvin 1/2 FA 17 31 27
Elios1® | 10 gL GIF 17 25 22
Fin FA 17 20 20
24 Hs FA 17 17 33
CECT 1/2 FA 17 16 35
5671 10 g/L GIF 17 23 30
Fin FA 17 20 37
Testigo Sin inocular 17 26 35

FFA: final de fermentacion alcohdlica
FFML: final de fermentacion malolactica

Tabla 4.33. Contenidos de citrulina (mg/L) en los mostos y vinos de la variedad Merlot.

CEPA w\g?jgi?o‘:]e Mosto FFA FFML
24 Hs FA 0 49 48
Lalvin 1/2 FA 0 34 42
31® 10 g/L GIF 0 32 38
Fin FA 0 43 58
24 Hs FA 0 45 43
Lalvin 12FA 0 38 66
Elios 1® 10 g/L GIF 0 29 48
Fin FA 0 29 49
24 Hs FA 0 28 31
CECT 1/2 FA 0 42 0
5671 10 g/L GIF 0 26 39
Fin FA 0 49 17
Testigo Sin inocular 0 38 32

FFA: final de fermentacion alcohdlica
FFML: final de fermentacion malolactica
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Tabla 4.34. Contenidos de CE y CEP (ug/L) en los vinos de la variedad Merlot.

Momento de
CEPA noculacion CE (ug/L) CEP (ug/L)
24 Hs FA 3,7 53,9
, 1/2 FA 4,5 34,9
Lalvin 31®
10 g/L GIF 4,6 21,1
Fin FA 2,6 26,3
24 Hs FA 1,3 97,4
Lalvin 1/2 FA 2,1 73,0
Elios 1® 10 g/L GIF 4,8 80,3
Fin FA 1,6 61,1
24 Hs FA 1,4 90,9
1/2 FA ND 61,9
CECT 5671
10 g/L GIF 1,2 58,8
Fin FA ND 52,2
Testigo Sin inocular 3,0 51,3

CE: carbamato de etilo
CEP: carbamato de etilo potencial
ND: no detectado

En los vinos de la variedad Merlot observamos una situacion similar a la ya

observada con aquellos de la variedad Tempranillo.

Al evaluar los niveles de arginina de los vinos de la variedad Merlot, advertimos

que, practicamente, se repiten las observaciones realizadas para los vinos de la

variedad Tempranillo. La presencia de lias de levadura durante el desarrollo de la FML

y el desarrollo simultdneo en los vinos tanto de levaduras como de bacterias pueden

explicar los aumentos en las concentraciones de arginina observados y

imposibilidad de encontrar tendencias claras en los niveles de arginina, citrulina y CE.

Como ya evidenciamos en los vinos Tempranillo, la concentracién de arginina,

en general, aumenta en los vinos luego del desarrollo de las fermentaciones alcohdlica

y malolactica. Nuevamente, observamos que al final de la FA los niveles de arginina se

han mantenido practicamente igual a los iniciales hallados en el mosto en los vinos en

los que se ha inoculado la cepa Lalvin 31, en los vinos inoculados con Lalvin Elios 1

han aumentado, asi como en el vino testigo con FML espontanea, y en los vinos

inoculados con CECT 5671 los niveles de arginina se han mantenido en los vinos

inoculados a las 24 horas de iniciada la FA y a mitad de la FA con esta cepa y han
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aumentado, aunque muy ligeramente, en los vinos inoculados cuando quedaban 10
g/L de azlcares por fermentar y al final de la FA. En los vinos de final de FML los
niveles finales de arginina han aumentado respecto a los niveles iniciales y a los
encontrados a final de FA en los vinos inoculados con las cepas Lalvin 31, CECT 5671
y en el vino control no inoculado. En los vinos inoculados con Lalvin Elios 1
observamos que las concentraciones de arginina se mantienen o disminuyen
ligeramente respecto a las observadas al final de FA. La conclusion ya realizada sobre
la mayor capacidad para degradar la arginina que parece presentar la cepa Lalvin

Elios 1 es valida también en este caso.

Contrariamente a lo observado en los vinos de la variedad Tempranillo, los
valores de citrulina de los vinos de la variedad Merlot al final de la FA han aumentado
respecto a los iniciales encontrados en el mosto, sin una clara tendencia ni una
correlacion con los valores hallados de arginina en este punto. Los valores de citrulina
en los vinos al final de la FML han aumentado o se han mantenido, respecto a
aquellos presentes al final de FA, en aquellos vinos inoculados con las cepas
comerciales de O. oeni y son, en todos los casos, mas altos que en el vino testigo sin
inocular, aunque no se observa una tendencia notoria para los vinos inoculados con
Lalvin 31, como se observaba en los vinos Tempranillo. Los valores de citrulina de los
vinos inoculados con Lalvin Elios 1 aumentan en todos los casos al final de la FML,
excepto en el vino inoculado con la bacteria a las 24 horas de iniciada la FA, cuyo
valor se mantiene respecto al encontrado al final de la FA. Concretamente, el vino en
el que la bacteria se inocul6 a mitad de la FA muestra el valor méas elevado de citrulina
entre todos los vinos Merlot, una concentracién que duplica la encontrada en el vino
testigo. Como ya observamos también para los vinos Tempranillo, los valores de
citrulina al final de la FML en los vinos inoculados con la cepa de L. plantarum CECT
5671 son, en general, menores a los obtenidos en los vinos inoculados con las cepas
de O. oeni, y son también, menores al del vino control no inoculado, exceptuando el
vino inoculado cuando quedaban 10 g/L de azlcares por fermentar, que muestra un
valor de citrulina ligeramente superior al del vino testigo. Hay que recordar en este
punto que en los vinos inoculados con esta cepa de L. plantarum se desarrollaron
cepas autoctonas de O. oeni, que fueron responsables del consumo de todo o una
parte, segun el caso, del contenido del acido L-madlico y podrian ser también

responsables de estos valores.
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Al comparar los niveles de CE de los vinos de final de FML inoculados con las

dos cepas comerciales de O. oeni, observamos que son considerablemente mayores

en los vinos inoculados con Lalvin 31 respecto a los vinos inoculados con Lalvin Elios

1, excepto en el caso de los vinos inoculados cuando quedaban 10 g/L de azUcares

por fermentar, que muestran niveles semejantes de CE y los valores mas altos para

los vinos inoculados con cada una de estas cepas. Exceptuando el vino inoculado a

final de FA, los vinos inoculados con Lalvin 31 evidencian niveles de CE mayores a los

del vino testigo sin inocular. En cambio, los vinos inoculados con Lalvin Elios 1

muestran valores de CE menores a los del vino testigo en todos los casos excepto

para el vino inoculado cuando quedaban 10 g/L de azucares por fermentar. Los vinos

inoculados con L. plantarum CECT 5671 muestran, al final de la FML, valores muy

bajos de CE o nulos, inferiores, en cualquier caso, al del vino control no inoculado y a

los vinos homdlogos inoculados con las cepas comerciales de O. oeni ensayadas,

exceptuando el vino inoculado con Lalvin Elios 1 a las 24 horas de iniciada la FA, cuyo

valor de CE no difiere significativamente del que muestra el vino inoculado con CECT

5671 en el mismo momento de la vinificacion.

Nuevamente, hay que recalcar que no se puede establecer una correlacion

entre los valores de CEP en los vinos al final de la FML y los hallados en ese momento

de arginina y citrulina. Pero se confirman en los vinos de la variedad Merlot las

consideraciones ya realizadas para los vinos de la variedad Tempranillo, en cuanto a

los resultados obtenidos de CEP. Como ya se sefial6 al evaluar los vinos Tempranillo,

los vinos Merlot inoculados con la cepa Lalvin 31 evidencian valores de CEP menores

a los de los vinos inoculados con Lalvin Elios 1 y al del vino testigo no inoculado,

exceptuando el vino inoculado a las 24 horas del comienzo de la FA, como ya ocurrio

en la variedad Tempranillo. Tal como se observo en la variedad Tempranillo, los

niveles de CEP de los vinos Merlot inoculados con Lalvin Elios 1 son superiores al del

vino testigo. Pero, contrariamente a lo observado en los vinos Tempranillo inoculados

con esta cepa, se advierte en los vinos Merlot una tendencia a dar niveles mayores de

CEP cuanto antes se inoculan las bacterias comerciales en el mosto-vino. Esta

tendencia se observa también en los vinos Merlot inoculados con la cepa de L.

plantarum CECT 5671. A diferencia de los resultados alcanzados con esta cepa en los

vinos Tempranillo, en los vinos Merlot los niveles de CEP de todos los vinos son

superiores al del vino control. Nuevamente, destacar que los niveles de CEP obtenidos

en los vinos inoculados con esta cepa de L. plantarum se encuentran en el orden de
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aquellos que alcanzaron las cepas comerciales de O. oeni, y que estos valores
podrian también ser explicados por el desarrollo en estos vinos de cepas autoctonas

de O. oeni.

4.4.8 Andalisis estadistico

Como ya se ha explicado, en este estudio no ha sido posible advertir una
correlacion entre los valores de CE o CEP en los vinos al final de la FML, tanto de la
variedad Tempranillo como de la variedad Merlot, y los hallados en ese momento de

arginina y citrulina.

Para comprobar si existia alguna correlacion entre CE, sus precursores o CEP
y alguno de los parametros enolégicos analizados se realiz6 el analisis estadistico con
los resultados obtenidos. Para ello se empled el procedimiento de correlaciones
bivariadas del programa SPSS. Las tablas resultantes ofrecen el coeficiente de
correlacion de Pearson, el nivel critico bilateral que corresponde a ese coeficiente (Sig.
bilateral) y el nimero de casos validos (N) sobre el que se han efectuado los célculos.
Sdlo se resumen aqui los resultados en los que se ha observado correlacion, los que

se destacan en negrita.

La tabla 4.35 resume las correlaciones obtenidas al analizar los resultados de
los vinos de la variedad Tempranillo. Vemos que el CEP se correlaciona positivamente
con el &cido acético, a la vez que éste se correlaciona negativamente con el contenido
de citrulina al final de la FML. El acido acético es un producto secundario del
metabolismo microbiano en el vino, derivado de la actividad tanto de levaduras como
de bacterias (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Es légico entonces que una mayor
actividad microbiana resultante en un mayor contenido de acido acético resulte
también en un mayor nivel de CEP. La citrulina contenida al final de la FML se
correlaciona también positivamente con el pH. Esta tendencia se observé también en
el apartado 4.2, en los ensayos realizados con las cepas de O. oeni, en los que resultd
un mayor nivel de citrulina al final de la FML cuanto mayor era el pH del vino simulado.
La concentracién de citrulina al final de la FML se correlaciona también positivamente
con el nivel de acido citrico, que hemos visto diferia segun la cepa inoculada y también

segun el momento de inoculacion de las cepas.
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Tabla 4.35. Correlaciones bivariadas obtenidas entre parametros enoldgicos, precursores del

CE y CEP de los vinos de la variedad Tempranillo.

Acido Acido Citrulina CEP
pH acético citrico FFML FFML
pH C.P. 1 -0,26 0,39 0,65(*) -0,26
S. (b) 0,39 0,18 0,02 0,39
N 13 13 13 13 13
Acido acético C. P. -0,26 1 0,31  -0,57(") 0,67(%)
S. (b) 0,39 0,31 0,04 0,01
N 13 13 13 13 13
Acido citrico  C. P. 0,39 -0,31 1 0,62(*) -0,04
S. (b) 0,18 0,31 0,02 0,90
N 13 13 13 13 13
Citrulina FFML C. P. 0,65(*)| -0,57(*) 0,62(*) 1 -0,41
S. (b) 0,02 0,04 0,02 0,16
N 13 13 13 13 13
CEP FFML C.P. -0,26 0,67(*) -0,04 -0,41 1
S. (b) 0,39 0,01 0,90 0,16
N 13 13 13 13 13

C. P.: Correlacion de Pearson

S. (b): Sig. (bilateral)

** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
FML: fermentacién malolactica.

FFML: final de fermentacion malolactica.

CEP: carbamato de etilo potencial.

En la tabla 4.36 se presentan las correlaciones obtenidas al analizar los
resultados de los vinos de la variedad Merlot. En esta variedad el nivel de CEP en los
vinos al final de la FML se correlaciona negativamente con el grado alcohdlico
adquirido. Este resultado es contradictorio e incoherente con otras observaciones
realizadas en la presente tesis asi como las formalizadas por otros autores (Ough et
al., 1988a; Trioli y Colagrande, 1991; Arena y Manca de Nadra, 2005).
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Tabla 4.36. Correlaciones bivariadas obtenidas entre parametros enoldgicos, precursores del

CE, CE y CEP de los vinos de la variedad Merlot.

Grado . N __
Cepa alcohg’)!ico Alr:?:'mrﬂa C'gggna CI':tlr:u,\L'IEa CE FFML F?ZEI\/IPL
adquirido
Cepa C.P. 1 0,04 0,33 -0,10| -0,56(*)| -0,59(*) 0,12
S. (b) 0,89 0,26 0,75 0,05 0,04 0,70
N 13 13 13 13 13 13 13
Grado C.P. 0,04 1 0,29 -0,08 -0,09 -0,01| -0,79(**
alcoholico S. (b) 0,89 0,34 0,81 0,77 0,98 0,00
adquirido N 13 13 13 13 13 13 13
Arginina FFML C. P. 0,33 0,29 1| 057(*)| -0,64(%) -0,31 -0,31
S. (b) 0,26 0,34 0,04 0,02 0,31 0,31
N 13 13 13 13 13 13 13
Citrulina FFA C. P. -0,10 -0,08 0,57(*) 1 -0,18 -0,33 0,02
S. (b) 0,75 0,81 0,04 0,55 0,28 0,95
N 13 13 13 13 13 13 13
Citrulina FFML C.P.| -0,56(*) -0,09|  -0,64(*) -0,18 1 0,50 -0,00
S. (b) 0,05 0,77 0,02 0,55 0,08 0,99
N 13 13 13 13 13 13 13
CE FFML c.p.| -059% -0,01 -0,31 -0,33 0,50 1 -0,10
S. (b) 0,04 0,98 0,31 0,28 0,08 0,75
N 13 13 13 13 13 13 13
CEPFFML  C.P. 0,12|  -0,79(*) -0,31 0,02 -0,00 -0,10 1
S. (b) 0,70 0,00 0,31 0,95 0,99 0,75
N 13 13 13 13 13 13 13

C. P.: Correlacién de Pearson
S. (b): Sig. (bilateral)
** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
FFA: final de fermentacion alcohdlica.
FFML: final de fermentacion malolactica.

CE: carbamato de etilo.
CEP: carbamato de etilo potencial.

En los vinos Merlot la cepa inoculada para realizar la FML ha influido en los
niveles encontrados al final de la FML tanto de citrulina como de CE. En la figura 4.33
podemos ver los resultados obtenidos luego de realizar el analisis de varianza
(ANOVA) de un factor con el programa SPSS, para comparar varios grupos, en este
caso, varias cepas, en una variable cuantitativa, la citrulina. Este analisis pone a

prueba la hipétesis de que las medias poblacionales a comparar son iguales.
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Citrulina FFML

Descriptivos

Intervalo de confianza

N Media Des,vi.acic')n Igrror para la media al 95% Minimo  Mé&ximo
tipica tipico Limite Limite
inferior superior
Lalvin 31 4 46,50 8,70 4,35 32,66 60,34 38 58
Lalvin Elios 1 4 51,50 10,02 5,01 35,56 67,44 43 66
CECT 5671 4 21,75 17,12 8,56 -5,48 48,98 0 39
Testigo 1 32,00 . . . . 32 32
Total 13 39,31 17,06 4,73 29,00 49,62 0 66

Prueba de homogeneidad de varianzas

Citrulina FFML

Estadistico de

Levene

gl1 gl2

Sig.

1,515(a)

2 9

0,27

(a) Los grupos con un Unico caso se ignoraran al calcular la prueba de homogeneidad de la varianza para
Citrulina FFML

ANOVA
Citrulina FEFML
Suma de | Media = Si
cuadrados 9 cuadratica 9-
Inter-grupos 2088,02 3 696,01 4,45 0,04
Intra-grupos 1406,75 9 156,31
Total 3494,77 12
70
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Figura 4.33. Comparaciéon de medias de los niveles de citrulina en los vinos Merlot al final de la

FML para las distintas cepas inoculadas y testigo.
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En el analisis de las varianzas el programa ha excluido al vino testigo al

presentar un dnico caso.

El estadistico de Levene permite contrastar la hipotesis de que las varianzas
son iguales. Como su nivel critico es mayor que 0,05, aceptamos la hipotesis de
igualdad de varianzas y concluimos que, en las poblaciones definidas por las tres
cepas examinadas, las varianzas de la concentracion de citrulina al final de la FML son

iguales.

El estadistico F es el cociente entre dos estimadores diferentes de la varianza
poblacional. Uno de estos estimadores se obtiene a partir de la variacion existente
entre las medias de los grupos (variacion Inter-grupos). El otro estimador se obtiene a
partir de la variacién existente entre las puntuaciones dentro de cada grupo (variacion
Intra-grupos). El cociente entre las medias cuadraticas de cada estimador de la
varianza poblacional nos proporciona el valor estadistico F. Como el nivel de
significacion (Sig.) observado en la prueba ANOVA es menor que 0,05, rechazamos la
hipotesis de igualdad de medias concluyendo que las medias de citrulina al final de la

FML son diferentes en los vinos Merlot dependiendo de la cepa inoculada.

El estadistico F del ANOVA nos permite rechazar la hipotesis de que los
promedios contrastados son iguales, pero no conocemos donde se encuentran las
diferencias. Para ello utilizamos el contraste denominado comparaciones multiples

post hoc. De este analisis se ha excluido al vino testigo por tener menos de dos casos.

Puesto que, de acuerdo a los resultados de la prueba de Levene, asumiamos
que las varianzas poblacionales eran iguales hemos seleccionado para el andlisis post
hoc la diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey, que asume que las
varianzas son iguales. De los resultados obtenidos (tabla 4.37) podemos concluir que
los promedios de las concentraciones de citrulina al final de la FML de los vinos
inoculados con L. plantarum CECT 5671 difieren significativamente de los obtenidos
en los vinos inoculados con ambas cepas comerciales de O. oeni, Lalvin 31 y Lalvin
Elios 1.
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Tabla 4.37. Comparaciones multiples (Tukey) del procedimiento ANOVA de un factor para los

vinos Merlot y la variable dependiente Citrulina FFML en funcion de la cepa inoculada.

Comparaciones mdltiples

Citrulina FFML

Intervalo de confianza al
Diferenciade  Error . 95%
(I) Cepa (J) Cepa medias (I-J) tipico Sig. Limite Limite
inferior superior

Tukey Lalvin 31 Lalvin Elios 1 -5,00 8,84 0,84 -29,68 19,68
HSD CECT 5671 24,75 8,84 0,05 0,07 49,43
Lalvin Elios 1 Lalvin 31 5,00 8,84 0,84 -19,68 29,68

CECT 5671 29,75* 8,84 0,02 5,07 54,43

CECT 5671 Lalvin 31 -24,75* 8,84 0,05 -49,43 -,07

Lalvin Elios 1 29,75 8,84 0,02 -54,43 -5,07

* La diferencia entre las medias es significativa al nivel 0,05.

Tabla 4.38. Subgrupos homogéneos del procedimiento ANOVA de un factor para los vinos

Merlot y la variable dependiente Citrulina FFML en funcién de la cepa inoculada.

Citrulina FFML

Subset for alpha = 0.05
Cepa
1 2
HSD de Tukey® CECT 5671 4 21,75
Lalvin 31 4 46,50
Lalvin Elios 1 4 51,50
Sig. 1,00 0,84

% Como tamafio muestral se utiliza la media harménica de los tamafios de cada grupo = 4,000.

La tabla 4.38 nos ofrece una clasificacion de los grupos basada en el grado de
parecido existente entre sus medias. Asi, el subgrupo 1 incluye a L. plantarum CECT
5671, que, obviamente, no difiere de si mismo (significacion = 1,000), y el subgrupo 2
incluye dos grupos, Lalvin 31 y Lalvin Elios 1, cuyas medias no difieren
significativamente (significacion = 0,841), resultados que podiamos extraer del gréfico

de comparacion de medias de la figura 4.33.

La figura 4.34 nos ofrece los resultados obtenidos luego de realizar el analisis
ANOVA para comparar, en este caso, las medias de CE en los vinos Merlot al final de
FML en funcién de las cepas inoculadas. Nuevamente, el programa SPSS ha excluido

al vino testigo del andlisis de las varianzas al presentar un Unico caso.
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Nuevamente, se repiten los resultados estadisticos obtenidos al analizar las
varianzas de las concentraciones de citrulina al final de la FML. EIl nivel critico del
estadistico de Levene es mayor que 0,05, con lo que aceptamos la hipotesis de
igualdad de varianzas y, por lo tanto, concluimos que las varianzas de la concentracion
de CE al final de la FML de los vinos Merlot son iguales para las poblaciones de las

tres cepas examinadas.

El nivel de significacién (Sig.) observado en la prueba ANOVA para el
estadistico F es menor que 0,05, lo que nos permite rechazar la hipétesis de igualdad
de medias concluyendo, en este caso, que las medias de CE al final de la FML de los

vinos Merlot son diferentes dependiendo de la cepa inoculada.

Nuevamente se ha utilizado la diferencia honestamente significativa (HSD) de
Tukey para evaluar dénde se encuentran las diferencias. El programa ha excluido de

este andlisis al vino testigo por tener menos de dos casos.

Los resultados obtenidos, luego de realizar el analisis de comparaciones
multiples post hoc para la variable CE al final de la FML, nos permiten concluir que las
medias de los niveles de CE al final de la FML de los vinos Merlot inoculados con L.
plantarum CECT 5671 difieren significativamente de los obtenidos en los vinos

inoculados con Lalvin 31 (tabla 4.39).

En la tabla 4.40 observamos que la cepa Lalvin Elios 1 aparece en los dos
grupos definidos y que la media de CE de los vinos de final de FML inoculados con
esta cepa no difiere significativamente ni de la media de CE al final de la FML de los
vinos inoculados con CECT 5671 (significacion = 0,123) ni de aquella de los vinos
inoculados con Lalvin 31 (significacién = 0,251), resultados que podiamos intuir del

grafico de comparacién de medias de la figura 4.34.
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Descriptivos

CE FFML
Intervalo de confianza
iacié ara la media al 95%
N Media Des,V|.aC|on Igrror P Minimo  Maximo
tipica tipico Limite Limite
inferior superior
Lalvin 31 4 3,85 0,926 0,46 2,38 5,32 2,6 4,6
Lalvin Elios 1 4 2,45 1,60 0,80 -0,10 5,00 1,3 4.8
CECT 5671 4 0,65 0,76 0,38 -0,55 1,85 0,0 14
Testigo 1 3,00 . . . . 3,0 3,0
Total 13 2,37 1,66 0,46 1,37 3,37 0,0 4,8
Prueba de homogeneidad de varianzas
CE FFML
Estadistico de .
Levene gll gl2 Sig.
1,080(a) 2 9 0,38
(a) Los grupos con un Unico caso se ignoraran al calcular la prueba de homogeneidad de la varianza para
CE FFML
ANOVA
CE FEML
Suma de | Media = Si
cuadrados 9 cuadratica 9-
Inter-grupos 21,02 3 7,01 5,27 0,02
Intra-grupos 11,97 9 1,33
Total 33,00 12
6
—~~ 5 1
=
£ 41
S 3- °
m
w 2
(@)
8 1A
]
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= 04
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Lalvin 31 Lalvin Elios 1 CECT 5671 Testigo
Cepa
Barras de error: 95% IC

Figura 4.34. Comparacion de medias de los niveles de CE en los vinos Merlot al final de la

FML para las distintas cepas inoculadas y testigo.

170



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACION Y LAS BACTERIAS LACTICAS SOBRE LA FORMACION

DE CARBAMATO DE ETILO

Silvana Verdnica Romero Tissera . .,
TSBN:978-84-693-7663-8/DL:T-1745-2010 Resultados y Discusioén

Tabla 4.39. Comparaciones multiples (Tukey) del procedimiento ANOVA de un factor para los

vinos Merlot y la variable dependiente CE FFML en funcion de la cepa inoculada.

Comparaciones mdltiples

CE FFML
Intervalo de confianza al
Diferencia de Error . 95%
() Cepa (J) Cepa medias (I-J) tipico Sig. Limite Limite
inferior superior
Tukey Lalvin 31 Lalvin Elios 1 1,40 0,82 0,25 -0,88 3,68
HSD CECT 5671 3,20 0,82 0,01 0,92 5,48
Lalvin Elios 1 Lalvin 31 -1,40 0,82 0,25 -3,68 0,88
CECT 5671 1,80 0,82 0,12 -0,48 4,08
CECT 5671 Lalvin 31 -3,20* 0,82 0,01 -5,48 -0,92
Lalvin Elios 1 -1,80 0,82 0,12 -4,08 0,48

* La diferencia entre las medias es significativa al nivel 0,05.

Tabla 4.40. Subgrupos homogéneos del procedimiento ANOVA de un factor para los vinos

Merlot y la variable dependiente CE FFML en funcién de la cepa inoculada.

CE FFML
Subset for alpha = 0.05
Cepa
1 2
HSD de Tukey® CECT 5671 4 0,650
Lalvin Elios 1 4 2,450 2,450
Lalvin 31 4 3,850
Sig. 0,123 0,251

 Como tamafio muestral se utiliza la media harménica de los tamafios de cada grupo = 4,000.

A continuacién se presentan las correlaciones bivariadas obtenidas al analizar
todos los resultados en conjunto, tanto los generados en los ensayos con los vinos

Tempranillo como con los Merlot.
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Tabla 4.41. Correlaciones bivariadas obtenidas entre parametros enoldgicos, precursores del

CE y CEP de todos los vinos estudiados.

Variedad| Cepa Duracién alc?c:r?glci)co A(;ido Citrulina | Citrulina CE CEP

FML | Sdquirido | 2€tico | FFA | FFML | FFML | FFML

Variedad C.P. 1] 0,00 0,79 0,99¢)| 0,91(*)[ 0,95(*%) 0,94/ (a) 0,00

S. (b) 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00

N 26 26 26 26 26 26 26 13 26

Cepa C.P. 0,00 1 0,27 0,01 0,00 -0,02] -0,08 -059(*| 0,12

S. (b) 1,00 0,19 0,97 0,99 0,92 0,78 0,04| 056

N 26 26 26 26 26 26 26 13 26

Duracion FML C.P. | 0,79¢)| 0,27 1| 0,79¢)| 0,80(**) 0,66(**) 0,65 -0,24] -0,04

S. (b) 0,00 0,19 0,00 0,00 0,00 0,00 043 086

N 26 26 26 26 26 26 26 13 26

Grado c.p. | 0,99 001 0,79 1| 0,88(**)| 0,94(**) 0,92 -0,01] -0,09

alcohdlico g () 0,00 0,97 0,00 0,00 0,00 0,00 098 067

adquirido N 26 26 26 26 26 26 26 13 26

Acido acético C.P. | 0,91(**)] 0,00] 0,80¢*)| 0,88(* 1| 0,85(*) 081 0,16 o011

S. (b) 0,00 0,99 0,00 0,00 0,00 0,00 061 059

N 26 26 26 26 26 26 26 13 26

Citrulina FFA C.P. | 0,94¢*)| -0,06] 065(*) 0,92¢*)| 0,81(**) 1| o,66(*| -0,33) -0,03

S. (b) 0,00 0,78 0,00 0,00 0,00|. 0,00 028 087

N 26 26 26 26 26 26 26 13 26

Citrulina C.P. | 066()| -035 044 0650 0550+ 0,66 1l o050/ -0,15

FEML S. (b) 0,00 0,08 0,02 0,00 0,00 0,00 0,08 0,47

N 26 26 26 26 26 26 26 13 26

CE FFML c.P. |@ -0,59(*) -0,24 -0,01 0,16| -0,33 0,50 1| -0,10

S. (b) 0,00 0,04 0,43 0,98 0,61 0,28 0,08 0,75

N 13 13 13 13 13 13 13 13 13

CEPFFML C.P. 0,00 0,12 -0,04 -0,09 011 -0,03 -0,15 -0,10 1
S. (b) 1,000 0,56 0,86 0,67 0,59 0,87 0,47 075

N 26 26 26 26 26 26 26 13 26

C. P.: Correlacion de Pearson

S. (b): Sig. (bilateral)

** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
FFA: final de fermentacion alcohdlica.

FFML: final de fermentacién malolactica.

CE: carbamato de etilo.

CEP: carbamato de etilo potencial.

Como vemos en la tabla 4.41, el nivel de CE al final de la FML correlaciona
negativamente con la cepa de bacteria inoculada. Los datos para esta correlacion sélo
provenian de los resultados obtenidos en las experiencias con los vinos Merlot, ya
gue, como se menciond, no se presentaron los valores de CE para los vinos
Tempranillo. Por ello, esta correlacion ya se comenté al tratar los resultados de los

vinos Merlot.
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Los niveles de citrulina alcanzados tanto al final de la FA como de la FML se

correlacionan con la variedad de uva.

Descriptivos

Citrulina FFA
Intervalo de confianza
iCI6 ara la media al 95%
N Media Des,V|.aC|on Igrror P ’ Minimo Maximo
tipica tipico Limite Limite
inferior superior
Tempranillo 13 1,46 4,01 1,11 -0,96 3,89 0 14
Merlot 13 36,54 8,84 2,45 31,20 41,88 22 49
Total 26 19,00 19,11 3,75 11,28 26,72 0 49
Prueba de homogeneidad de varianzas
Citrulina FFA
Estadistico de .
Levene gll gl2 Sig.
11,389 1 24 0,003
ANOVA
Citrulina FFA
Suma de | Media = Si
cuadrados 9 cuadratica 9-
Inter-grupos 7997,54 1 7997,54 169,79 0,00
Intra-grupos 1130,46 24 47,10
Total 9128,00 25
50
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Barras de error: 95% IC

Figura 4.35. Comparacion de medias de los niveles de citrulina al final de la FA en los vinos

Tempranillo y Merlot.
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El analisis ANOVA de un factor para comparar las medias de

concentraciones de citrulina en los vinos Tempranillo y Merlot al final de la FA se

muestra en la figura 4.35.

De acuerdo con el nivel de significacion (Sig.) de la prueba ANOVA para el

estadistico F y con el nivel critico del estadistico de Levene concluimos que, tanto las

medias de las concentraciones de citrulina en los vinos Tempranillo y Merlot al final de

la FA, como sus varianzas, son significativamente diferentes. Estas conclusiones

pueden también deducirse del grafico de comparacién de medias de la figura 4.35.

En la figura 4.36 se presentan los resultados del anélisis ANOVA de un factor al

comparar las medias de las concentraciones de citrulina en los vinos Tempranillo y

Merlot al final de la FML.

De acuerdo con el nivel critico del estadistico de Levene, concluimos que las

varianzas de las medias de las concentraciones de citrulina en los vinos Tempranillo y

Merlot al final de la FML no presentan una diferencia significativa, como puede

también deducirse del grafico de comparacion de medias de la figura 4.36.

Del nivel de significacion (Sig.) de la prueba ANOVA para el estadistico F

podemos concluir que las medias de citrulina en los vinos Tempranillo y Merlot al final

de la FML son significativamente diferentes. Esta conclusion también podia extraerse

del grafico de comparacion de medias de la figura 4.36.

174



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACION Y LAS BACTERIAS LACTICAS SOBRE LA FORMACION
DE CARBAMATO DE ETILO
Silvana Verdnica Romero Tissera

TSBN:978-84-693-7663-8/DL:T-1745-2010 Resultados y Discusioén

Descriptivos
Citrulina FFML

Intervalo de confianza
iCI6 ara la media al 95%
N Media Des,V|.aC|on Igrror P ’ Minimo Maximo
tipica tipico Limite Limite

inferior superior
Tempranillo 13 11,85 15,35 4,26 2,57 21,12 0 55
Merlot 13 39,31 17,06 4,73 29,00 49,62 0 66
Total 26 25,58 21,19 4,16 17,02 34,14 0 66

Prueba de homogeneidad de varianzas
Citrulina FFML

Estadistico de .
Levene gll gl2 Sig.
0,205 1 24 0,655
ANOVA
Citrulina FFML
Suma de | Media = Si
cuadrados 9 cuadratica 9-
Inter-grupos 4901,88 1 4901,88 18,61 0,00
Intra-grupos 6322,46 24 263,44
Total 11224,35 25
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Barras de error: 95% IC

Figura 4.36. Comparacion de medias de los niveles de citrulina al final de la fermentacion

malolactica en los vinos Tempranillo y Merlot.
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Volviendo a la tabla 4.41 de correlaciones bivariadas, observamos una
correlacion positiva entre los niveles de citrulina, tanto al final de la FA como de la
FML, y la duracion de la FML y el grado alcohdlico adquirido. Un mayor tiempo de
duracion de la FML lleva a una mayor produccién de citrulina lo que, con el tiempo,

podria generar mayores niveles de CE en los vinos.

Los niveles de citrulina al final de la FA y de la FML correlacionan también
positivamente con el nivel de &acido acético que, como ya se ha comentado, es un
producto secundario del metabolismo tanto de levaduras como de bacterias en el vino
(Ribéreau-Gayon et al., 2000). Como hemos explicado mas arriba, una mayor duracion
de la FML y, simultaneamente, una mayor actividad microbiana resultan en un mayor

contenido de acido acético a la vez que mayor concentracion de citrulina en los vinos.

4.4.9 Conclusiones

No se detectaron interferencias entre los desarrollos de la FA y la FML en
ninguno los momentos de inoculacién estudiados y las diferencias en acidez volatil de

los vinos no fueron significativas, incluso al pH mas elevado estudiado.

Se observd una menor mortalidad de las bacterias comerciales de O. oeni con
la técnica de coinoculacion, principalmente cuando ésta se realiza al inicio del proceso
fermentativo, en el mosto. Esto permitié una mejor imposicion de las mismas, lo que
asegura un mejor control de la FML. La degradacion del acido L-malico fue més rapida
cuando la inoculacion se habia realizado a las 12 horas de iniciada la FA comparando

con la inoculacién secuencial, al FFA, y principalmente con la FML espontanea.

Existieron diferencias en cuanto a cinética fermentativa, poblaciones vy
porcentajes de imposicion entre las BL comerciales ensayadas en los vinos Merlot y
Tempranillo, mostrando mejor adaptacion a cada vino una cepa diferente. Esto pone
en evidencia la importancia en la eleccion de la cepa mas adaptada a las condiciones

particulares de cada vino.

La poblacion de la cepa CECT 5671 de L. plantarum ha ido decreciendo en los
vinos desde el momento de su inoculacién, aunque se observo actividad malolactica,

mayor cuanto antes se ha inoculado la BL en los mostos.
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Se evidenci6 diferente capacidad para degradar la arginina por parte de las dos
cepas comerciales de O. oeni ensayadas en este estudio, asi como diferentes niveles
de CEP.

No se encontr6 correlacion en ninguno de los ensayos entre los niveles de CE

o CEP y las concentraciones de arginina o citrulina.

Los niveles de CEP de los vinos inoculados con L. plantarum CECT 5671
fueron similares a los que presentaban los vinos inoculados con las cepas de O. oeni,
aunque podrian ser en parte explicados por el desarrollo en estos vinos de cepas

autéctonas de O. oeni.

En los vinos Tempranillos se observo correlacion entre los niveles de CEP y la
concentracion de acido acético. En los vinos Merlot las medias de las concentraciones

de citrulina y de CE al FFML fueron diferentes dependiendo de la cepa inoculada.

Las concentraciones de citrulina tanto al FFA como al FFML difieren en las
variedades de uva ensayadas y presentaron correlacion tanto con el tiempo de

duracion de la FML como con las concentraciones de acido acético.
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Es conocida desde hace tiempo la influencia de las levaduras en la formacién
del CE en el vino, desde el momento en que se sabe que la urea es probablemente el
principal precursor del mismo en los vinos. La urea es producida por las levaduras en
la FA como producto intermedio del catabolismo de la arginina, el aminoéacido
asimilable por las levaduras mas abundante en mostos, y de las purinas (Ough et al.,
1988b; Monteiro et al., 1989; Trioli y Colagrande, 1991; Ough, 1991 Butzke, 1998;).
Debido a esto, la influencia de la urea y del metabolismo de las levaduras sobre la
formacion del CE en el vino, asi como diferentes factores viticolas y/o enolégicos que
influyen sobre ellos, ha sido extensamente estudiada en vinos (Ough et al., 1988a;
Monteiro et al., 1989; Tegmo-Larsson y Henick-Kling, 1990b; Ough, 1991; Trioli y
Colagrande, 1991; Butzke y Bisson, 1997; Butzke 1998; Suéarez Lepe e Ifiigo, 2004).

Se sabe también que las BL pueden formar en los vinos precursores del CE,
citrulina y carbamil-fosfato, a partir del metabolismo de la arginina (Liu et al., 1994; Liu
et al.,, 1995; Mira de Ordufia et al., 2000a), aunque no es ampliamente aceptada la
afectacion de las BL y de la FML sobre la formacion del CE (Tegmo-Larsson et al.,
1989). Se ha demostrado la excrecion de citrulina durante la degradacion de arginina
por parte de diferentes especies de BL y la correspondiente formacion de CE en el
vino (Ough et al., 1988a; Liu et al., 1994). En funcion de la especie y la cepa de BL,
existe bastante variabilidad en la capacidad de degradacion de arginina (Araque et al.,
2009). Si esta degradacion no es completa se pueden acumular los intermediarios

citrulina y/o carbamil-fosfato en los vinos (Bordons et al., 2004).

Con este trabajo pretendiamos ampliar el conocimiento sobre la afectacion de
la FML y del metabolismo de las BL sobre la formacion de CE en los vinos, qué
condiciones de vinificacion pueden aumentar la posibilidad de produccion de
precursores de CE y la potencialidad de formacion de éste a partir de los precursores

durante el desarrollo de la FML en los vinos.

La determinacién de BL por el método de referencia de cultivo en placa de Petri
es una técnica facil de realizar pero que presenta algunas desventajas. Entre ellas, la
mas importante es que requiere un tiempo de incubacidon muy largo, de 7 a 10 dias.
Para alcanzar los objetivos marcados en la presente tesis era necesario realizar el
seguimiento de poblaciones de BL en los distintos trabajos planteados, para lo que
resultaba imprescindible poner a punto una técnica facil y, sobretodo, répida. Fuimos
capaces de realizar el seguimiento de poblaciones de BL y de la FML con una técnica

relativamente sencilla, el recuento de microorganismos por epifluorescencia, que
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resulto6 ser fiable y, sobretodo, rapida. Se pueden obtener resultados en
aproximadamente una hora y media a partir de vino, lo que permite reaccionar
rapidamente ante un problema de parada de FML o evitar efectos organolépticos y la
formacion de metabolitos indeseables que puedan afectar a la seguridad alimentaria

como resultado de un crecimiento indeseado de las BL en los vinos.

Comprobamos que, tal como se describe en la bibliografia (Monteiro et al.,
1989; Trioli y Colagrande, 1991), es durante la FA cuando se produce la mayor parte
del CE en los vinos. Entre diferentes practicas de vinificacion examinadas, y
normalmente utilizadas en las bodegas, ni la realizacion de la FML sobre lias ni la
conservacion del vino por 12 meses en condiciones normales de almacenamiento
afectaron los niveles de CE de los vinos, por lo que podemos considerar seguras estas
practicas en cuanto a la prevencion de la formacién de CE en los vinos. Aunque el
desarrollo de la FML, tanto espontanea como inducida con una BL comercial, y un
mayor tiempo de exposicion con los hollejos durante la FA no influyeron los niveles de
CE en los vinos, si provocaron un aumento del CEP, por lo que podemos decir que
estas practicas aumentan el potencial de los vinos para formar CE en un periodo
posterior de conservacion o envejecimiento a temperaturas normales. En los ensayos
de diferentes momentos de inoculacién de bacterias también comprobamos que la
variedad de uva y el tiempo de duracion de la FML influyen en las concentraciones de

citrulina que se forman en los vinos.

A diferencia de otros autores, que observaron que O. oeni podia degradar la
arginina a niveles de pH vinicos altos (3,9 - 4,0) pero no a niveles de pHs mas bajos
(3,2 - 3,3) (Liu et al., 1995a; Mira de Ordufia et al., 2001), en nuestros estudios en vino
simulado comprobamos que las cepas ensayadas de O. oeni fueron capaces de
degradar la arginina a todos los niveles de pH estudiados (3,4; 3,7 y 4,0), aunque el
rango de conversion de arginina a citrulina fue mayor al pH méas alto ensayado,
condicion que vimos favorecia el metabolismo de O. oeni. En estas condiciones el
contenido en CEP fue mayor y se correlaciond directamente con el aumento en el
contenido de citrulina al final del consumo del &cido L-mélico, lo que sefala a la
citrulina como un buen previsor de las concentraciones de CE que podrian formarse
en el vino luego de periodos prolongados de almacenamiento, como ya han descrito
previamente Liu et al. (1994) para L. buchneri y Azevedo et al. (2002) para L. hilgardii
en vino fortificado. En estas condiciones de pH mas elevado, pudimos también

comprobar que el catabolismo de la arginina aumentaba el crecimiento de O. oeni.
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Tiene importancia técnica el hecho de que no observamos degradacion de arginina en
los casos en que no se realizé la FML y que, en aquellos casos en los que el acido L-
méalico fue completamente degradado, la degradacién de la arginina siempre fue
retrasada con respecto a la degradacién del mismo para todas las cepas testadas, lo
que permite al enologo evitar la degradacion de la arginina eliminando las células o
inhibiendo la actividad celular cuando ha terminado el consumo del &cido L-malico en
el vino, con el fin de evitar no sdélo la formacion de citrulina sino, también, un gran
ascenso del pH, que puede provocar un cambio en las caracteristicas organolépticas

del vino y favorecer la propagacion de microorganismos indeseables.

Aunque se ha descrito en la bibliografia (Ough et al., 1988a, Trioli y
Colagrande, 1991) que las condiciones que principalmente favorecen la formacion de
CE son un mayor contenido en etanol y un pH vinico mas bajo, lo que también
pudimos comprobar en las FMLs en vino simulado llevadas a cabo por las cepas de O.
oeni, lo que es mas importante, la formacion potencial de CE, result6 mayor a pHs
més alcalinos del vino, condicion que, como ya hemos expresado, favorece el

crecimiento y metabolismo de las BL.

La metodologia para la determinaciéon del CE es relativamente cara v,
sobretodo, laboriosa, requiriendo, ademas, un equipamiento especial que precisa ser
puesto a punto y utilizado por personal cualificado. La falta de tecnologias sencillas
para su estimacion ha impedido estudiar mas a fondo este compuesto (Suarez Lepe e
ifigo, 2004) y hace que el CE no sea un analito facil y habitualmente medible en las
bodegas. Por ello, queriamos encontrar en los mostos y/o vinos algunos compuestos,
entre pardmetros enoldgicos que habitualmente se determinan en los mismos, que
pudieran servir como marcadores o previsores de los niveles de CE que pueden llegar
a formarse en los mismos. Los niveles nitrogenados, sobre todo, los niveles de amonio
y nitrégeno total de mostos y arginina de mostos y vinos, correlacionaron bien en
nuestros estudios con los niveles de CEP al FFA y al FFML. El nitr6geno total es un
parametro relativamente facil y muy habitualmente determinado en mostos de muchas
bodegas, y puede ser un buen indicador de los niveles de CEP que se pueden llegar a
alcanzar en los vinos. Otros indicadores de los niveles de CE que potencialmente se
pueden formar en los vinos resultaron ser los niveles de glicerol al FFA y los niveles de
acidez total de mostos y vinos al FFA. Técnicamente, estas observaciones se traducen
en que, en aquellas vinificaciones en las que se evidencien mayores niveles

nitrogenados en mostos, menores niveles de acidez total en mostos o vinos al FFA o
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mayores niveles de glicerol al FFA deberian tomarse mayores precauciones ante la

formacion de CE durante un periodo de almacenamiento o crianza.

Respecto a la cepa ensayada de L. plantarum, de la cual pretendiamos
conocer su comportamiento en relacion con una menor formacién de CE y como
cultivo iniciador, no hemos observado degradacion de arginina ni excrecion de citrulina
en las diferentes condiciones estudiadas en vino simulado, aunque los niveles
obtenidos de CE, tanto en las experiencias en vino simulado como en los ensayos de
diferentes momentos de inoculacion, fueron similares a los alcanzados en los casos en
que se utilizaron las cepas de O. oeni. Son necesarias mas investigaciones para
dilucidar las razones, y posibles metabolitos precursores, que llevan a la formacion de

CE por esta cepa en concreto y esta especie en general.

La inoculacion de las BL en diferentes momentos durante la vinificacion no
mostrd interferencias sobre el desarrollo de las levaduras y la FA y tampoco influencia
sobre la formacion de CE o de sus precursores. Aunque no fuimos capaces de
encontrar una tendencia hacia la formacion de CE o de sus precursores en funcion del
momento de inoculacion de las BL en los mostos o una correlacion entre el CE y sus
precursores, si comprobamos en los vinos Merlot que las concentraciones de citrulina
y de CE al FFML dependian de la cepa inoculada. Las dos cepas comerciales
ensayadas de O. oeni mostraron diferente capacidad para degradar la arginina, asi
como diferentes niveles de CEP, ademéas de diferencias en cuanto a poblaciones,
imposicion y cinética de fermentacion en los diferentes vinos utilizados en las
experiencias. Esto pone en evidencia la importancia en la eleccién de la cepa mas
adaptada a las condiciones de cada vino en particular, para asegurar unas buenas
cinética e imposicion, pero, ademas, es importante también tener en cuenta la
diferente capacidad de las cepas bacterianas para degradar la arginina y formar

precursores de CE en los vinos a la hora de su seleccion.

Con nuestro trabajo hemos sido capaces de ampliar nuestro conocimiento
sobre la influencia de las BL en la formacién de CE y de sus precursores en los vinos y
también sobre como pueden influir ciertas practicas enoldgicas y parametros vinicos
sobre aquellos. Resta aun dilucidar la posibilidad de produccién de precursores del CE
distintos a los ya conocidos por parte de diferentes cepas y especies de BL, la misma
O. oeni, mas ampliamente utilizada como cultivo iniciador de la FML, y también por
parte de especies diferentes a ésta, que ya se estan utilizando como cultivos

iniciadores en los vinos.
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1. En este trabajo se empled con éxito para el seguimiento de la FML y la poblacion
de BL la técnica de recuento de células viables por microscopia de

epifluorescencia.

2. En el estudio de la influencia de diferentes condiciones de vinificacidon sobre la
formacion de CE la FML no influyé las concentraciones de CE o de sus

precursores, aunque el desarrollo de la FML si provoc6 un aumento del CEP.

3. Larealizacion de la FML sobre lias no evidenci6 aumento de los niveles de CE o

de sus precursores en los vinos.

4. Un tiempo mayor de exposicion con los hollejos durante la FA no afectd la

produccion de CE, pero si de CEP.

5. Durante la conservacién del vino por 12 meses no se advirtié produccion de CE.

6. En los estudios en vino simulado observamos que el catabolismo de la arginina

aumento el crecimiento de O. oeni en algunas condiciones.

7. Las cepas ensayadas de O. oeni fueron capaces de degradar la arginina a todos
los niveles de pH estudiados (3,4; 3,7 y 4,0), aunque el rango de conversion de
arginina a citrulina fue ligeramente mayor a pH 4,0 que a valores de pH mas

bajos.

8. La degradacion de la arginina siempre fue retrasada con respecto a la
degradacion del acido L-malico en todas las cepas testadas. No se observé (o ha
sido minima) degradacion de arginina en los casos en que no se llevo a cabo la
FML.

9. Para las cepas ensayadas de O. oeni el contenido en CEP se correlacion6
directamente con el aumento en el contenido de citrulina al final del consumo del
acido L-mdlico, por lo que la citrulina es un buen indicador de las concentraciones
de CE que podrian formarse en el vino luego de periodos prolongados de

almacenamiento.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

La cepa ensayada en vino simulado de L. plantarum no fue capaz de degradar la
arginina y no excreto citrulina en las diferentes condiciones estudiadas, aunque
los niveles obtenidos de CE fueron similares a los alcanzados en los casos en

gue se utilizaron las cepas de O. oeni.

En el estudio de la relacion entre caracteristicas enologicas de mostos y vinos y
la formacion de CE los niveles de CEP al FFA y al FFML correlacionaron con los
niveles de amonio y nitrégeno total del mosto y de arginina de mosto y vinos de
FFA y de FFML, por lo que estos niveles nitrogenados pueden ser buenos

indicadores de los niveles de CEP en los vinos.

Las correlaciones entre los niveles de glicerol y de CEP al FFA y entre los niveles
de CEP al FFML vy los niveles de acidez total de mostos y vinos al FFA, indican
gue aquellas vinificaciones en las que se evidencien menores niveles de acidez
total en mostos o vinos al FFA o mayores niveles de glicerol al FFA, pueden ser
mas propensas a producir mayores niveles de CE durante un periodo de

almacenamiento.

Las concentraciones medias de nitrogeno total, arginina y amonio fueron
menores y significativamente diferentes en mostos de uvas afectadas por B.
cinerea. Observamos mayor consumo de arginina durante la FA en uvas
afectadas por B. cinerea, aunque no diferencias significativas con respecto a

uvas sanas. .

En el estudio de la influencia del momento de inoculacién de las bacterias
lacticas en el vino sobre la formacién de CE, no se detectaron interferencias entre
los desarrollos de la FA y la FML en ninguno de los momentos de inoculacién

estudiados.

Se evidenci6 diferente capacidad para degradar la arginina por parte de las dos

cepas comerciales de O. oeni ensayadas, asi como diferentes niveles de CEP.

Los niveles de CEP de los vinos inoculados con L. plantarum CECT 5671 fueron

similares a los que presentaban los vinos inoculados con las cepas de O. oeni y
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17.

18.

podrian ser en parte explicados por el desarrollo en estos vinos de cepas

autéctonas de O. oeni.

En los vinos Tempranillo se observé correlacion entre los niveles de CEP y la
concentracion de acido acético. En los vinos Merlot las medias de las
concentraciones de citrulina y de CE al FFML fueron diferentes dependiendo de

la cepa inoculada.
Las concentraciones de citrulina tanto al FFA como al FFML difirieron en las

variedades de uva ensayadas y presentaron correlacion tanto con el tiempo de

duracion de la FML como con las concentraciones de acido acético.
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Control

El carbamato de etilo es uno de
los pocos compuestos l6xicos
para la salud, junto con las
aminas biogenas, que
ocasionalmente pueden
aparecer en algunos vinos. Es
un compuesto carcinogénico del
que la legislacion permite un
mdximo de 15-30 ug/l en vino.
Se puede formar por reaccion
del etanol con la urea, o bien
con la citrulina y el carbamil-
Josfato, productos de
degradacion de la arginina por
las bacterias ldcticas. En este
trabajo se ban realizado
distintos estudios para conocer
la capacidad de estas bacterias
para producir los precursores
del carbamato de etilo. Se ba
evaluado la capacidad de
degradar arginina y producir
citrulina por parte de miiltiples
cepas. También se ban puesto a
punto técnicas moleculares
para detectar la presencia de
los genes implicados en la
degradacion de arginina por
distintas especies de bacterias
ldcticas. Por otro lado se ba
realizado una experiencia de
vinificacion en diferentes
condiciones, cuantificando los
niveles de carbamato de etilo y
de sus precursores.
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Estudios para la
minimizacion de
produccion de carbamato
de etilo por las bacterias

lacticas

A. Bordons, J. Gil, I. Araque, C. Reguant, R. Carreté
Dpto. Bioquimica i Biotecnologia, Unitat d'Enologia del
CeRTA, Universitat Rovira i Virgili, Tarragona

S. Romero, y M.C. Masqué

Institut Catala de la Vinya i el Vi (INCAVI), Reus

1. Introduccion

1.1. Las bacterias lacticas
y la fermentacion
malolactica

El papel beneficioso mis co-
nocido de las bacterias lacticas
(BL) en los vinos es la fermenta-
cion malolactica (FML). La ma-
yoria de mostos contiene una
cierta cantidad de acido L-mali-
co (de 2 a 5 g/D, que tiene un
gusto fuerte y no muy agrada-
ble. Normalmente después de la
fermentacion  alcoholica  (FA),
las BL como Oenococcuis oeni[9]
realizan la FML, que es la des-
carboxilacion de dcido L-malico
a L-lactico, con desprendimiento
de CO, [7]. Esta reaccion la lle-
van a cabo porque tienen el en-
zima malolictico, que requiere
Mn** y NAD" [24]. Como el mi-
lico es dicarboxilico y el lactico
monocarboxilico, ello conlleva
una reduccion de la acidez, de
0,1 a 0,5 de pH. Esta desacidifi-
cacion representa al mismo
tiempo una mejora en la calidad
del vino, al reducir el malico, y
el lactico que aparece es mas
agradable y suave al gusto [13].

La intervencion de O. oeni
en los vinos conlleva otros as-
pectos beneficiosos, entre los
que cabe destacar cambios en
los contenidos de componen-

tes del vino, como el diacetilo,
importante por su aroma de
mantequilla o nata que caracte-
riza a muchos vinos que han
realizado la FML [6]. Se produ-
ce por degradacion del dcido
citrico por parte de las BL [20].
Finalmente, otro beneficio im-
portante es la estabilidad mi-
crobiologica que se consigue
con la FML, ya que los vinos en
los que ésta ha tenido lugar se
pueden embotellar sin riesgo
de desarrollo posterior de las
bacterias, que podria dar lugar
a formacion de gas (CO,). Ade-
mis, durante la FML las bacte-
rias acaban el malico y otros
nutrientes, disminuyendo el
riesgo de crecimiento posterior
de otras bacterias [13].

En algunas ocasiones el de-
sarrollo de las BL y la misma
FML pueden tener consecuen-
cias negativas para la calidad
de los vinos. Estos casos se pro-
ducen esporidicamente, sobre-
todo cuando ha habido otros
problemas previos a la FML, o
de poco control de la vinifica-
cion. El mas frecuente de estos
perjuicios es el picado lactico,
una produccion en exceso de
lictico y de acético. Puede su-
ceder cuando hay proliferacion
de BL debido a que las levadu-
ras no hayan acabado la FA,
por diversos problemas de pa-
radas de ésta [11].
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1.2. El carbamato de etilo
en vinos

Solamente hay dos compues-
tos toxicos para los humanos que
puedan ser atribuidos a las BL del
vino: el carbamato de etilo (CE) y
las aminas. Las aminas biogenas
[28] como la histamina pueden
llegar en ocasiones a mas de 10
mg/l y su consumo puede con-
llevar diversas patologias, inclu-
yendo trastornos cardiacos [27).
Pueden ser producidas por algu-
nas BL por descarboxilacion de
los aminoacidos correspondien-
tes y su aparicion estd relaciona-
da con la falta de higiene duran-
te la vinificacion [18].

El carbamato de etilo (NH,-
CO-O-CH,-CH,) o uretano, tema
objeto de este estudio, esta consi-
derado como carcinogeno. Se co-
noce su potencial carcinogénico
en animales de experimentacion,
pero la informacion es insuficien-
te en humanos [20). Se sabe que
los metabolitos que se generan fi-
siologicamente a partir del CE,
como el hidroxiuretano, son ca-
paces de establecer enlaces cova-
lentes con el DNA, por lo que el
CE puede considerarse genotoxi-
co y por lo tanto carcinbgeno
[30]. Por ello, diferentes adminis-
traciones han establecido unos li-
mites para la concentracion de
CE, Asi, el Comité Codex de la
FAO/OMS sobre aditivos alimen-
tarios y contaminantes establecio
en 1993 un miximo de referencia
de 30 pg/l en vinos de mesa. La
legislacion de USA regula su limi-
te a un maximo de 15 pg/l. El CE
no solo se encuentra en vinos, si-
no que se ha detectado su pre-
sencia en otros alimentos obteni-
dos por fermentacion, como el
pan y los quesos, en concentra-
ciones normalmente inferiores a
5 ug/kg [21]. Los productos que
contienen mayor cantidad son al-
gunos destilados y licores, hasta
500 ug/l [35).

El mecanismo de formacion
del CE mas factible es la reac-
cion del etanol con compuestos
que poseen un grupo carbamilo
(Fig. 1). Esta reaccion se ve ace-
lerada a temperatura elevada y

etanol

carbamato de etilo

Figura 1. Formacion de carbamato de etilo por reaccion entre el etanol y los compuestos con un grupo carbamilo

en ambiente acido, como el del
vino [22]. En el vino se encuen-
tran de forma natural diversos
compuestos carbamilicos que po-
tencialmente podrian reaccionar
con el etanol, dando CE. Algunos
de estos compuestos son amino-
acidos carbamilicos propios de la
uva y otros proceden del meta-
bolismo nitrogenado microbiano.
Los principales son la urea, la ci-
trulina y el carbamil fosfato.

La urea (NH,-CO-NH,) es pro-
bablemente el principal precur-
sor del CE en el vino. Es produ-
cida por las levaduras en la FA
como producto intermedio del
catabolismo de la arginina y de
las purinas. La arginina es de-
gradada por la arginasa, dando
ornitina y urea. En Saccharomy-
ces cerevisiae la urea puede ser
degradada a amoniaco y dioxi-
do de carbono, pero esta degra-
dacion estd regulada por argini-
na y por amonio, con lo cual si
la fermentacion tiene lugar en
un medio rico en estos com-
puestos, una parte importante
de la urea no sera hidrolizada
por las levaduras y se convertird
en producto final del metabolis-
mo nitrogenado. La arginina es
el aminodcido asimilable por las
levaduras mas abundante en la
mayoria de mostos, hasta mais
de 2.000 mg/1. Si se fermenta un
mosto con contenidos altos de
nitrogeno (como arginina, so-
bretodo), es probable encontrar
en el vino cantidades importan-
tes de urea [34].

1.3. Los precursores de
carbamato de etilo y la
degradacion de arginina
por las bacterias lacticas

Aparte de la urea, los otros
compuestos con grupo carbami-
lo que se pueden encontrar en
vinos son la citrulina y el carba-

mil-fosfato. La citrulina (NH -
CO-NH-CH,-CH,-CH ,-(:f[
(-NH,)-COOH) es el tnico ami-
nodcido que puede reaccionar
con etanol dando algo de CE. Es
un aminodcido no proteico pre-
sente en pequenas cantidades
en los mostos v en vinos (hasta
unos 80 mg/l). Sobre una base
molecular, la citrulina tiene un
rango de formacion de CE de
aproximadamente una cuarta
parte del de la urea [31]. La re-
accion de la citrulina con el eta-
nol ocurre ])l'L‘].L‘I'UI'll\.‘l'I'IL‘Iﬂt‘ d
temperaturas  elevadas, pero
también puede ocurrir mas len-
tamente a temperaturas mas ba-
jas, como las que se almacena el
Vino.

Citrulina y carbamil-fosfato
son productos de la degrada-
cion de la arginina por las BL
[17] (Fig. 1). Siendo la arginina
el aminodcido mas abundante
en mostos y vinos, los produc-
tos de su degradacion pueden
aparecer en cantidades significa-
tivas, aunque pequenas. Se ha
demostrado [16] que las BL del
vino pueden degradar la argini-
na mediante la via de la arginina
deiminasa (ADI), ruta conocida
de antemano en otras BL y otros
microorganismos [1]. En el caso
de O. oeni, previamente Leuco-
nostoc oenos, a pesar de que ya
se habian descrito algunas cepas
degradadoras de arginina en es-
ta especie [14], su descripcion
en ¢l Manual Bergey's de 1986
[29] mencionaba erroneamente
que las cepas de Leuconostoc
(incluido O. oeni no eran capa-
ces de hidrolizar arginina.

La ruta ADI implica tres enzi-
mas (Fig. 2): arginina-deiminasa
(EC 3.5.3.6) (ADI), ornitina-trans-
carbamilasa (EC 2.1.3.3) (OTC) y
carbamato quinasa (EC 2.7.2.2)
(CK). Como esta tltima reaccion
va acoplada a la sintesis de ATP,
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arginina
deiminasa
(ADI)

arcA

carbamato
quinasa
AP (CK) NH, +
arcC i

{ carbamato de ﬂiloJ

Figura 2. Via ADI de degradacion de arginina por bacterias ldcticas y posible formacién de carbamato de etilo al reaccionar la citrulina

o el carbamil-fosfato con el etanol

esta ruta es ventajosa energeti-
camente para las bacterias que
la utilizan, de tal manera que la
degradacion completa de la ar-
ginina favorece su crecimiento
[32]. Ademis de estos tres enzi-
mas, también esti involucrada
en la degradacion de arginina
una proteina de transporte anti-
port de membrana, que inter-
cambia la entrada celular de ar-
ginina con la salida de la orniti-
na producida [23]. Los genes
que codifican para los tres enzi-
mas de la ruta ADI (arcA, arcB,
arcC) junto con el gen que co-
difica para la proteina de trans-
porte (arcD) forman un operon
y han sido secuenciados en Oe-
nococcus oeni [33, 10] v otras
bacterias.

En funcion de la especie vy la
cepa de BL, existe bastante varia-
bilidad en la capacidad de degra-
dacion de arginina. Por otro lado,
esta degradacion puede ser com-
pleta, hasta amoniaco y CO,. En
este caso no hay acumulacion de
citrulina y carbamil-fosfato, pre-
cursores de CE, pero la forma-

cion de amonio implica una subi-
da de pH, lo cual facilita el creci-
miento de otras bacterias no de-
seadas en vino y tampoco es con-
veniente organolépticamente pa-
ra vinos no muy dcidos. En otros
casos la degradacion de arginina
puede ser incompleta. Hay espe-
cies o cepas que pueden tener in-
hibida la altima reaccion (carba-
mato-quinasa, CK) por la presen-
cia de otras fuentes de energia o
en funcion de las condiciones
(pH, etanol, etc). En estos casos
se pueden acumular los interme-
diarios citrulina y/o carbamil-fos-
fato [8].

Los tres enzimas, ADI, OTC y
CK, de la ruta de degradacion
de la arginina han sido bien ca-
racterizados en otras BL como
Lactobacillus sake [36], Lab. hil-
gardii (3] y Lab. plantarum 2]
pero en O. oeni, aunque se han
analizado sus actividades en al-
gunas cepas [16], todavia no se
conocen con suficiente profun-
didad y tampoco se conoce el
modo de regulacion de los ge-
nes implicados.

Tabla |. Degradacion de arginina (5 g/l) en medio MRS modificado en cepas de bacterias lacticas

Especie Cepas ensayadas % Arg. degradada Especie
QOenococcus oeni 50 0-98 Lactobacillus casei
Lactobacillus brevis 12 78-100 Lactob. plantarum
Lactob. hilgardii 4 88-93 Otros Lactobacillus
Lactob. buchneri 3 61-99 Pediococcus damnosus
Lactob. fructivorans 1 19 Ped. pentosaceus
Leuco. mesenteroides 3 0 Ped. acidilactici
Weissella confusa 1 98 Ped. parvulus
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De todo ello se deduce que
es importante recabar informa-
cion sobre la capacidad de dis-
tintas cepas de BL para degradar
la arginina. En el caso de O. oe-
ni, el estudio de sus diversas ce-
pas estd relacionado con el ob-
jetivo de seleccionar cultivos es-
tarters que conduzcan la FML
con un minimo riesgo de pro-
duccion de precursores de CE.
En el caso de otras especies di-
ferentes a O. oeni, es necesario
conocer los riesgos de la apari-
cion de los precursores de CE
por las diferentes especies y en
qué condiciones de vinificacion
puede aumentar la posibilidad
de produccion de estos precur-
sores. Finalmente, también es
necesario conocer cudles son las
condiciones de vinificacion que
minimicen la degradacion de ar-
ginina, la produccion de precur-
sores de CE, y la potencialidad
de aparicion de éste a partir de
los precursores. Nuestro grupo
esta estudiando estos diversos
aspectos, con el objetivo final
de minimizar la presencia de
carbamato de etilo en vinos. A
continuacion se comentan algu-
nos de los resultados mds rele-
vantes obtenidos hasta el mo-
mento.

2. Evaluacion de la
degradacion de arginina
por cepas de bacterias
lacticas

Se ha evaluado la capacidad
de degradacion de arginina en
ensayos a nivel de laboratorio
por 50 cepas de O. oeniy 54 de
otras especies de BL presentes
en vinos. Entre las cepas se han
incluido tanto algunas comercia-
les, como otras procedentes de

Cepas ensayadas % Arg. degradada

2 0

3 0

12 099
1 49

4 88-100
1 9

4 0
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colecciones de cultivo, incluyen-
do las cepas tipo de las diferen-
tes especies, como otras aisladas
previamente por nuestro grupo
y otros. Para ello se ha hecho
crecer cada cepa en 5 ml de me-
dio MRS modificado [33] con la
adicion de 5 g/l arginina y 5 g/l
glucosa a pH 4.5 a 27°C y una
vez crecidas se ha determinado
la arginina del sobrenadante
mediante el método colorimétri-
co de Gilboe y Williams [12] ba-
sado en la reaccion de Sakagu-
chi.

133

—8— arg
—a— cit
—— Om

JS

Se ha encontrado una gran
variabilidad en la capacidad de
degradacion de arginina por O.
oeni (Tabla I). Aproximadamen-
te un tercio de las cepas ensaya-
das pricticamente no degrada-
ron arginina, pero otro tercio
degradaron mas del 80% del
contenido inicial, y en el resto
se obtuvo degradacion parcial,
entre un 20 y un 60%. Respecto
a las cepas de otras BL, se ha
Visto que la mayoria de lactoba-
cilos heterofermentativos ensa-
yados, como Lac. brevis y Lac. B
hilgardii, tiene una alta capaci- 200 1 =
dad de degradacion de arginina. sl
También degradan casi toda la 100 4
arginina las cepas de Ped. pen-
tosaceus, Ped. inopinatus y Ped. oW — k& —3
acidilactici. Finalmente no se 0 1 2
ha detectado degradacion en Tiempo (h)

Leuw. mesenteroides, Ped. parvu-
{”'\" Y los lactobacilos homo- Figura 3. Ejemplos de diversas cinéticas de degradacion de argina con formacion de citrulina y ornitina en tres
fermentativos Lac. casei y Lac. cepas (133, J52 y 218)

plantarum.

-—.—arg
—&— cit
—d— Om

21

mg/l

Por otro lado, se ha procedi-
do a estudiar en estas cepas la
cinética de degradacion de la ar-
ginina y aparicion de citrulina,

Tabla Il. Oligonucledtidos de DNA empleados como cebadores de PCR
usados para la deteccion de los genes del operén ADI en Oenococcus
oeni. arcA: arginina-deiminasa; arcB: ornitina-transcarbamilasa; arcC:
i g carbamato-quinasa; arcD: proteina antiport arginina-ornitina. Progra-
como posible precursor de CE. ma de PCR aplicado: 2 min 94°C, 30 ciclos de (1 min 94°C, 1 min 60°C,
Fambién se ha cuantificado la 1 min 72°C) y 10 min 72°C. T_: temperatura de fusion. pb: pares de bases

ornitina como p[:()LILI.('I{l (:l.L‘ de- (longitud del fragmento amplificado)
gradacion de la citrulina (Fig. 2).

Estos ensayos se han efectuado

con células en reposo metabdli- Gen  Nombre Secuencia (5'-3') Tm, °C  Amplificado
co o no proliferantes (resting cebadores (pb)
cells), estado parecido al que se arcA  ADlon3  CATTGAAGGTGGAGACGAAC (20) 516 479
encuentran en el vino, donde ADlon2  GCATTCGAAACATAGTTCCTGTCAT (25) 659
practicamente no disponen de arcB OTCon1 CAAGGTAGAAGTTTGTTGGCTGAA (24) 65,1 984
nutrientes. Para ello se ha hecho OTCon2  CCTCATCGGTCACTTCCATTTCT (23) 671

crecer cada cepa previamente arcl CKon1 CAGGCAGCTTTACGTGAAACAG (22) 65,1 804

en medio rico y se han recogido CKon2 CCACAGCCTCTCCACAACCATT (22) 69,1

las células y se han resuspendi- arcp  ARCDon1  CCGCTATCGGAATGATTATGT (21) 62 680

do en un tampon con 7,5 g/l de ARCDon2 ~ GCCATTGCTGGTTGGCTTAGA (21) 64

dcido tartdrico, 200 mg/I MgSO,
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y 50 mg/l MnSO,, a pH 3.6 a
25°C, al que se han anadido 400
mg/l arginina, y se han tomado
muestras a lo largo de 2 horas.
La arginina se ha cuantificado
por el método colorimétrico de
Staron-Allard [19], que determi-
na guanidinas en general pero
que es muy util para cuantificar
rapidamente arginina en un tam-
pon como éste en ausencia de
otras guanidinas. La citrulina y la
ornitina se han cuantificado por
HPLC en fase reversa [18] en un
equipo Agilent 1100, de Hewlett-
Packard Co.

En la figura 3 se muestran
unos L'icmpin.\ ['L‘]')I'l;'ﬁt’n[;lli\'()h
de los resultados obtenidos en
estos ensayos con células no
proliferantes para tres cepas de
0. oeni. Como se puede ver, en
las cepas que degradan arginina
hay un aumento en paralelo de
la ornitina, que de hecho se co-
noce que es excretada de las cé-
lulas por el sistema antiport de
entrada de arginina. En cual-
quier caso se ha visto que en
todos los casos estudiados la
cantidad de citrulina excretada
es muy pequena, incluso en las
cepas que degradan completa-
mente la arginina, en que llega a
unos 30 mg/1 de citrulina (como
en la cepa 133), por lo que cabe
concluir que la arginina degra-
dada pasa a citrulina y ésta es
transformada practicamente to-
da en ornitina.

3. Deteccion de los
genes de la ruta ADI
en cepas de bacterias
lacticas

Una condicion imprescindi-
ble para que una cepa pueda
degradar arginina y exista la po-
sibilidad de llegar a producir
precursores de CE es que tenga
los genes de la ruta ADI de de-
gradacion de arginina. Por ello
se ha procedido a poner a pun-
to unas técnicas moleculares pa-
ra detectar estos genes en cepas
de O. oeni y de otras BL. Para
ello se han disehado oligonucle-
otidos como cebadores adecua-
dos para poder amplificar por
PCR (reaccion en cadena de la
DNA-polimerasa) fragmentos es-
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arcB (OTC)
arcC (CK)
arcD(transporte)

arcA (ADI)

Figura 4. Fragmentos amplificados por PCR de los 4 genes del operon ADI de DNA de 2 cepas distintas de 0. eoni (cepa
A:calles 1, 2, 3, 4: cepa B: calles 5, 6, 7, 8] Calles M: marcador de peso molecular, ladder de 100 pb de Invitrogen.

pecificos de estos genes y poder
ver los amplificados por electro-
foresis.

En el caso de O. oeni, a par-
tir de las secuencias genomicas
publicadas para esta especie [33]
de cada uno de los genes del
operon ADI, se han disenado
varios cebadores posibles y se
han escogido para ellos las con-
diciones Optimas para la PCR.
También se ha comprobado que
dichos cebadores no hibridaban
con otros genes del mismo mi-
croorganismo. Después se en-
cargd su sintesis (Ecogen) y se
ensayaron varios pares de ceba-
dores para cada gen con DNA
de cepas de coleccion, se opti-
mizaron las condiciones de PCR
y finalmente se seleccionaron
los de la Tabla II, que dan am-
plificados de diferentes tama-
nos, fiacilmente discriminables
en las electroforesis. El DNA de
las células se ha extraido tras li-
sis celular con lisozima, siguien-
do el método puesto a punto en
nuestro laboratorio [25]. Se han
utilizado geles de agarosa (1%)
durante 1 hora a 100 V y los ge-
les se han tenido con bromuro
de etidio.

Estos cebadores se han ensa-
yado en las 50 cepas de O. oeni
mencionadas y se ha demostra-
do su presencia en todas ellas.
En la figura 4 se muestran como
ejemplo las electroforesis co-
rrespondientes a dos cepas de

0. oeni, con las bandas de DNA
amplificados de los 4 genes del
operon ADI. El hecho de que
los genes de la ruta ADI estén
presentes en todas las cepas de
0. oeni sugiere que la variabili-
dad en la degradacion de argini-
na y que algunas cepas no la
degraden es debido a variabili-
dad en la expresion de estos ge-
nes, ya sea por diferencias entre
cepas a nivel de los promotores
de los genes, mas o menos afi-
nes por la RNA-polimerasa, o
bien por mecanismos de regula-
cion distintos entre cepas, que
pueden variar en funcion de los
componentes y condiciones del
medio.

Por ello ahora se esta proce-
diendo a analizar la expresion
de estos genes en O. oeni me-
diante RT-PCR. Ello consiste en
obtener RNA total de las células
y con transcriptasa inversa se
obtiene cDNA, que se amplifica
por PCR. Se han disenado ya ce-
badores especificos para ampli-
ficar los cDNA. Esta técnica se
estd aplicando para analizar los
transcritos que se prndm‘cn en
diferentes condiciones de vino si-
mulado, como diversas concen-
traciones de arginina, de etanol
y diferentes pH.

Para detectar los genes ADI
en cepas de otras especies de BL
presentes en las vinificaciones, se
han disenado oligonucleGtidos
cebadores degenerados a partir
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de alineamientos de las secuen-
cias conocidas en otras BL. Estos
cebadores se han utilizado para
detectar los genes de ADI, OTC
y CK en unas 20 cepas de dife-
rentes Lactobacillus, Pediococ-
cus y Leuconostoc y se ha de-
mostrado su presencia en todas
las cepas de Lac. hilgardii, Lac.
brevis, Lac. buchneri y Ped. pen-
tosaceus, mientras que ha resul-
tado negativo para las cepas de
Leu. mesenteroides y Ped. per-
vulus, coincidiendo con su perfil
degradativo de arginina. Los
fragmentos amplificados obteni-
dos (2606, 181 y 343 pb, respecti-
vamente) se han secuenciado y
se han comparado con las se-
cuencias publicadas de estos ge-
nes de BL relacionadas, confir-
mindose su homologia.

4. Influencia de
diferentes condiciones
de vinificacion en la
aparicion del carbamato
de etilo

Durante la vendimia de 2002
se realizo un ensayo de vinifica-
cion para establecer la influen-
cia de distintas condiciones so-
bre la formacion del CE y de sus
precursores. Para ello se utilizo
uva tinta Tempranillo (catalin
Ull-de-Llebre) procedente de las
vinas de la Facultad de Enologia
de la URV en Constanti (Tarra-
gona) y las vinificaciones se re-
alizaron en la bodega experi-
mental del Institut Catala de la
Vinya i el Vi (INCAVI) de Reus.
Las condiciones de vinificacion
estudiadas fueron: a) el tiempo
de maceracion con los hollejos
durante la FA; b) la FML espon-
tinea o bien inducida; ¢) la FML
sobre las lias o no; y d) la con-
servacion en botella.

La uva despalillada, estrujada
y sulfitada se inoculé con una
levadura comercial. A mitad de
la FA (densidad 1.030 g/1) se pa-
ro la maceracion de la mitad del
volumen (maceracion parcial:
P), y el resto se dejo macerando
hasta el final de la FA (macera-
cion total: T). Acabadas las FAs
el volumen de cada deposito se
fracciond de nuevo para realizar
la FML en una parte sin lias y

otra parte con lias. Una parte del
vino con maceracion total y sin
lias se inoculd con la cepa co-
mercial de O. oeni Lactobacter
de Laffort, S.A. Con ello se ge-
neraron 5 tipos de vinos en los
que se realizo la FML:

- PN: maceracion parcial, FML
sin lias y espontanea.

- PL: maceracion parcial, FML
con lias y espontianea.

- TN: maceracion total, FML sin
lias y espontinea.

- TL: maceracion total, FML
con lias y espontinea.

-TNI: maceracion total, FML
sin lias e inoculada.

El vino se mantuvo a 20-22°C
y al finalizar las FML el vino fue
trasegado, sulfitado y embote-
llado. La experiencia se llevo a
cabo por duplicado. Ademas de
los analisis estandar de densi-
dad, etanol, icido milico, po-
blacion de BL viables y otros, en
las muestras se cuantificaron
urea, arginina, citrulina y carba-
mato de etilo. Para la urea se
usoO el kit enzimdtico de Boeh-
ringer. La arginina se determiné
por el método de Sakaguchi
[12]. La citrulina se cuantifico
por la reaccion colorimétrica
con acetil monoxima, previa
ebullicion [5]. El carbamato de
etilo se cuantificé por cromato-
grafia de gases acoplada a es-
pectrometria de masas [4].

En la Tabla IIT se muestran
los resultados encontrados de
citrulina y de carbamato de eti-
lo. El contenido en urea durante
la FA era de unos 200 mg/l pero
al final de ésta y en todas las
muestras posteriores era practi-
camente inapreciable. La con-
centracion de arginina en el
mosto era de 960 mg/l, a mitad
de FA de unos 200 mg/l y al fi-
nal y después de la FA se man-
tuvo entre 250 y 400 mg/1.

Cabe senalar en primer lugar
el bajo contenido en CE en to-
dos los casos, llegando como
mucho a unos 2 pg/l. Dado que
no se encontraron trazas del
mismo en el mosto, se puede
concluir que la mayor parte de
estas pequenas cantidades se
produjo a lo largo de la FA, pro-
bablemente por reaccion con la
urea que quedaba, y durante la
FML practicamente no aumento.
Tampoco se observo produccion
de CE durante la conservacion
del vino en botella, pese a que
la citrulina aumenté ligeramente
en este periodo. En cuanto a las
condiciones estudiadas, no se
observaron diferencias significa-
tivas entre los tratamientos con
FML sobre lias respecto a los de-
mds, ni tampoco la exposicion
con los hollejos parece que afec-
tara a la produccion de CE pero
si que dio lugar a un mayor con-
tenido en el precursor citrulina.

Tabla lll. Contenidos en citrulina y carbamato de etilo a lo largo de una
experiencia de vinificacion con diferentes condiciones. PN: maceracion
parcial, FML sin lias y espontanea; PL: maceracion parcial, FML con

lias y espontanea; TN: maceracion total, FML sin lias y espontanea; TL:
maceracion total, FML con lias y espontanea; TNI: maceracion total,
FML sin lias e inoculada con O. oeni Lactobacter (Laffort, S.A.)

Citrulina (mg/l)
Etapa PN
final FA 45
mitad FML 88
final FML 80
3 meses botella 128

Carbamato de etilo (ug/l)

Etapa PN
mitad FA 0.9
final FA 1.5
mitad FML 1,8
final FML 18
3 meses botella 2,0

45 85 85 85

81 78 85 78
70 n 94 88
97 188 174 164

09 09 09 0.9
1.5 14 14 14
2, 20 21 17
17 1,6 15 17
16 1,6 15 1.7
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5. Conclusiones

En O. oeni se ha observado
una gran variabilidad entre cepas
en la degradacion de arginina y
por lo tanto en la potencial pro-
duccion de precursores de CE co-
mo la citrulina. Dado que se ha
visto que los genes de la ruta ADI
de degradacion de arginina se en-
cuentran en todas las cepas de es-
ta especie, es preciso seleccionar
aquellas cepas que tengan menor
capacidad de expresion de estos
genes y conocer en qué condicio-
nes de vinificacion existe menor
riesgo de su expresion, y por lo
tanto de produccion de precurso-
res de CE. En una vinificacion ex-
perimental con diferentes condi-
ciones de maceracion de hollejos
y realizacion de la FML en pre-
sencia de lias, se ha observado
que las cantidades de CE que
aparecen son muy pequenas,
muy por debajo de los limites ad-
mitidos. Parece que esta pequena
cantidad de CE se produce sobre-
todo a expensas de la urea du-
rante la FA, y por lo tanto las BL
no habrian contribuido a ello.
Tampoco se ha observado in-
fluencia de las diferentes condi-
ciones sobre la cantidad de CE.
Unicamente se observd un pe-
queno incremento en la citrulina
en los casos de maceracion total
respecto a la maceracion parcial.
Se puede concluir que si la vinifi-
cacion en bodega se realiza con
una higiene correcta y se contro-
la la temperatura de conservacion
del vino, es muy dificil que apa-
rezca carbamato de etilo en canti-
dades significativas como para ser
un riesgo para la salud. De todas
maneras, €s preciso un mayor es-
tudio de la capacidad de produc-
cion de precursores del CE por
las cepas de BL en diferentes con-
diciones de vinificacion.
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RESUMEN

Se ha estudiado el efecto de distintas condicciones de vinificacién sobre la pro-
duccién de carbamato de etilo (CE) en vinos tintos. Se observa que la mixima
produccion de CE se produce durante la fermentacion alcoholica, mientras que
durante la fermentacién malolactica la concentracién permanece estable tanto
si es espontanea como inducida con una cepa comercial.

PALABRAS CLAVE: carbamato de etilo, bacterias lacticas, fermentacion malolacti-
ca, vinificacién, maceracién, vino.

INTRODUCCION

Hace ya mds de una década se describié la presencia de una sustancia cancerigena, el car-
bamato de etilo (CE), en algunas bebidas alcohdlicas en cantidades significativas (5).

El CE ha sido utilizade como anestésico en animales pequeiios y a dosis elevadas ha pro-
ducido lesiones en pulmon, higado y timo. Se forma a partir de diversos compuestos car-
bamilicos, como |a urea producida por las levaduras, o la citrulina o el carbamil fosfato
(procedentes del metabolismo de la arginina), producidas por bacterias ldcticas, en pre-
sencia de etanol y pHs dcidos. Segiin se describe en la bibliografia la temperatura que se
alcanza durante la fermentacion alcoholica (FA) y acciones como las practicas manuales,
el almacenamiento y transporte del vino, favorecen la produccién del CE (4).

Es por ello que en 1988 la Food and Drug Administration (FDA) limité el maximo para
carbamato de etilo en vinos de mesa (14% de etanol) en 15 ppb (4),y en 1997 el Center
for Food Safety and Applied Nutrition de la FDA recomendé usar cepas comerciales de
bacterias lacticas para la induccién de la fermentacién malolictica (FML) que no produ-
jeran altos niveies de citrulina o monitorear el contenido de citrulina del mosto en la
post-fermentacion (1).

En el estudic que estamos llevando a cabo se pretende determinar la influencia de dis-
tintas condiciones de vinificacion sobre la aparicién de CE y sus precursores. También se
pretende comprobar los niveles de estos compuestos presentes en vinos de distintas
Denominaciones de Origen de Cataluiia.
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MATERIALESY METODOS

Vinificaciones: se utilizé uva tinta de la variedad Tempranillo procedente de la vifia de la
Facultad de Enologia de la URYV (Mas dels Frares).

Las condiciones de vinificacion estudiadas fueron:

- tiempo de maceracion con los hollejos durante la fermentacion alcohdlica (FA)

- FML inducida/espontianea

- FML sobre lias

- conservacion

La uva despalillada, estrujada y sulfitada se inoculé una levadura comercial.
Aproximadamente a mitad de FA (densidad 1030) se pard la maceracién de la mitad del
volumen, y el resto se dejé macerando hasta el final de la FA. Una vez finalizada la FA el
volumen de cada depdsito se fracciond nuevamente para realizar la FML en distintas con-
diciones:

- FML espontéanea/inducida

- FML espontinea sobre lias

El vino se mantuvo a 20-22°C y al finalizar de la FML el vino fue trasegado, sulfitado y
emboteilado. La experiencia se llevé a cabo por duplicado.

Controles analiticos: La FA se controlé mediante densidad y temperatura diariamente. A
lo largo de la FML se determinaron dc. malico y poblacién viable peridédicamente. En el
mosto, final de FA, mitad y final de FML se determinaron CE por cromatografia de gases
con deteccion selectiva de masas, citrulina, arginina (3), urea y nitrégeno (2) por métodos
colorimétricos o enzimaticos. En los vinos de final de FA y final de FML se determinaron
ademds grado alcohélico, acidez total, acidez volatil, pH, concentracién de anhidrido sul-
furoso total y libre, segin los métodos tradicionales, y otros compuestos por métodos
enzimidticos (dcidos organicos y azucares).

El seguimiento de la poblacion de bacterias licticas se realizdé por recuento de unidades
formadoras de colonias {u.f.c.) y por el recuento de viables por microscopia de epifluo-
rescencia.

RESULTADOS

La FA evoluciond paralelamente para el tratamiento con maceracién parcial (P) y el tra-
tamiento con maceracion total (T). Sin embargo, la FML fue mas rdpida para el trata-
miento con FML inducida (TN’) debido a que el desarrollo de la poblaciéon viable de las
bacterias ldcticas comerciales fue mas rapido que para las autéctonas. No se observaron
diferencias entre los tratamientos con FML sobre lias (PL, TL) respecto a los demés (PN,
TN). :

En cuanto a los resultados analiticos, se observa que la méxima produccién de CE se pro-
duce durante la FA, periodo en el que también se observa la maxima disminucién de urea
y citrulina, corroborando los resultados obtenidos por otros autores (5). Durante la FML
los valores se mantienen estables para todos los tratamientos, y sélo se observa un lige-
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ro aumento después de 3 meses de conservacion en botella del vino obtenido con mace-
racion parcial y FML espontinea. En cualquier caso los valores de CE son inferiores a
2ppb, muy por debajo del limite autorizado (i5ppb). Creemos interesante destacar que
la concentracién de citrulina se mantiene estable a partir del final de la FA pero ligera-
mente superior en los vinos obtenidos en los tratamientos con maceracion total.
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Summary

The production of ethyl carbamate (EC) and its precursor citrulline by two strains of Qenococeus oeni and

one of Lactobacillus plantarum during malolactic fermentation (MLF) was studied in different conditions of
pH, temperature, and ethanol and r-malic acid concentrations. The potential EC, defined as the
concentration of EC after wine is heated at 80 °C for 48 h, was also investigated. The O. ceni strains
were able to degrade arginine in the condifions studied and to excrete some citrulline. In these strains, the
conditions that led to a slight increase in EC were a high ethanol concentration, low pH and a high L-malic
acid concentration. However, the potential EC increased with higher pH. In the case of L. plantarum,
arginine was not degraded and citruiline was not produced, although the potential EC was comparable with

that of the O. oeni strains studied.

Keywords

Introduction

Ethyl carbamate (EC), also known as urethane, is a
well-known animal carcinogen (Mirvish, 1968). The
major precursor involved in EC formation in wine is
urea, produced by the metabolism of arginine by yeast
(Ough et al., 1988b; Monteiro ef al., 1989), but there is
also evidence that EC levels could increase after
malolactic fermentation (MLF) Uthurry er al., 2004,
2006). It has been shown that EC precursors in wine are
produced by the metabolic activity of wine lactic acid
bacteria (LAB) (Liu ez al., 1994). During MLF in grape
must and wine, heterofermentative LAB may degrade
arginine.

In most bacteria arginine is degraded via the arginine
deiminase (ADI) pathway (Liu er al, 1995b, 1996;
Arena & Manca de Nadra, 2002). This pathway involves
three enzymatic reactions:

argininedeiminase
—

L-arginine + H, L-citrulline +NH3z (1)

ADI(EC3.5.3.6)

*Correspondent: Fax: 034 977558232;
c-mail: albert.bordons(@ urv.cat

Arginine. citrulline, ethyl carbamate, Lactobacithus plantarum, malelactic fermentation, (Qenococcus oen.

ornjthine transcarbamylase
—

L-citrutline + POy L-ornithine-+

OTC(EC2.1.3.3)
carbamyl-PO,
)

carbamate kinalie ATP + NH_; + COz
CK(EC27.22)
(3)

Ethyl carbamate can be formed by two of the
intermediates on this pathway, citrulline and carbamyl
phosphate, reacting with ethanol. L-Arginine is one of
the major amino acids in grape musts and wine
(Lehtonen, 1996). Although arginine in grape must is
mostly metabolised by veast during vinification, it is still
present in wine at the end of alcoholic fermentation in
amounts that range from below 0.1 to 2.3 g L™! (Liu &
Pilone, 1998). Therefore, arginine is generally available
for metabolism by wine LAB during MLF.

In a study of major commercial LAB for inducing
MLF in wine, it was shown that all tested strains, and in
particular the heterofermentative Q. oeni, degraded
arginine and excreted citrulline in a resting cell system
(Mira de Ordufia et al, 2000). Heterofermentative
lactobacilli, as Lactebaciflus hilgardii, have been also
shown to degrade arginine (Tonon & Lonvaud-Funel,

carbamyt-PO, + ADP

doi:10.1111/5.1365-2621.2009.01948 x
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2002) and it has been observed that homofermentative
LAB, such as a L. planrarum strain isolated from a red
wine, were also able to degrade arginine (Spano et af.,
2004).

Previous studies have demonstrated that there is a
correlation between citrulline production and both EC
increase and arginine degradation in model wine and
wine inoculated with O. oeni and Lactobacitlus buchneri
(Liu et al., 1994). It has been shown that citrulline
produced in experiments with a model wine system
with 15% v/v ethanol correlates linearly with potential
EC. The binear correlation obtained can be used to
anticipate potential EC levels based on the citrulline
produced during bacterial metabolism in fortified wines
{Azevedo er al., 2002). Nevertheless, in a recent work
(Suarez Lepe & Uthurry, 2007) wines with higher
residual arginine content have not shown a clear
tendency to higher EC concentrations after incubation
with LAB strains.

Potential EC is considered to be the quantity of EC
which is formed when wine is heated at 80 °C for 48 h
{Azevedo er al., 2002; Arena & Manca de Nadra, 2005).
Heat treatment s 4 standard procedure by which slow
ethanoi-reacting precursors are rapidly converted to EC
(Qugh ez af, 1988b). It has been shown that this
reaction also occurs during proionged periods at normal
wine storage temperatures (Tegmo-Larsson & Spittler,
1990; Stevens & Ough, 1993).

The use of wine as the culture medium may be
complicated by its variable nature (Davis et al., 1986;
Liu er al., 1995a). To study the metabolism of wine
LAB under wine conditions, in this study, we used a
simulated wine so that the changes in different metab-
olites could be related only to the activity [rom wine
LAB.

Our aim was to investigate the potential capacity of
O. oeni and L. plantarum to produce EC and EC
precursors during MLF in simulated winc in different
conditions of pH, temperature, and ethano! and 1-malic
acid concentrations. We also wanted to know more
about arginine metabolism by two LAB strains isolated
from Catalan wines, one . oeni strain and one L.
plantarum strain.

Materials and methods

Microorgamnisms used

Oenococcus oeni Coleccion Espafiola de Cultivos Tipos

Formation of ethyl carbamate by wine bacteria 5. V. Romero et al.

Assays in simulated wine with arginine

Simulated wine with arginine was prepared by modify-
ing Masqué and Bordons' M! medium (Masqué &
Bordons, 1996} Per liter it contained 5 g of concen-
trated white grape must (65.2 Brix), 5 g of yeast extract,
3 or 6 gof L-malic acid, 10% or 15% v/v of ethancl and
200 mg vr-arginineHCl, and it was adjusted to the
desired pH wvalue with 10~ NaOH. Ethanol was
sterilised by 0.45 um membrane filtration. Six different
conditions were assaved: A, B, C, I, E and F (for
further details see Table 1).

Growth conditions

Cells were first pre-cultured in MRS (De Man ef al.,
1960} broth at pH 4.5 with 10 g L™ fructose, 4 g L™!
pL-malic acid and 3% v/v tomato juice at 30 °C until
maximal growth. This culture was used as the inoculum.
MLF were induced by inoculating simulated wines with
1% v/v of pre-cultured LAB. The mnitiai Populations of
bacteria were 6.0-107, 2.8-507, and 9.6-107 colony form-
ing units (CFU) mL™! for strains A, CECT 217" and
CECT 5671 respectively.

Sampies were taken every 2-3 days for growth, L-
malic acid and arginine measurements, and were stored
frozen for further chemical analysis.

Growth measurement

Growth during MLF was measured by determining the
optical density of the bacterial suspensions at 600 nm
using a Perkin Elmer, Lambda 25 spectrophotometer
{Perkin Elmer, Bosion, MA, USA).

Analysis of ethyl carbamate and potential ethy! carbamate

As mentioned above, the values of potential EC were
obtained by heating wine at 80 °C for 48 h (Azevedo
et al., 2002; Arena & Manca de Nadra, 2005) and
analyzing EC using gas chromatography (GC) with a
selective mass spectrometer (MS). The analytical meth-
od of EC by GC/MS was adapted from the recom-
mended by the Commmission Regulation of the European
Communities (1999). All samples were extracted by
solid-phase extraction by pouring 10 mL of sample onto

Table 1 Assays in simulated winc under different conditions

(CECT) 217" (ATCC 23279y and L. plantarum CECT  Assay codes A B ¢ D E F

3671 were from the CECT, University of Valencia, -

Burjassot, Spain. Lactobacillus plantarum CECT 5671  Fhano! 13, v/v) e bt 1 1o 10 19
L . . pH 37 37 3.4 4.0 37 3.7

was originally isolated from a Tempranillo grape must Temperatura C) » 5 25 5 25 22

from Tarragona, Catalonia (Masqué & Bordons, 1996). 00001 3 3 3 3 6 3

Oenococecus oeni strain A was isolated by the authors
from a Tempranillo wine in 2002 in Tarragona.

© 2009 The Authors. Journal compilation © 2009 Institute of Food Science and Technology
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an Extrelut NT 20 column (Merck, Darmstadt, Ger-
many). After the sample had kept for 10 min to allow
for complete adsorption, the adsorbed EC was eluted
with three 30-mi. fractions of dichloromethane and
collected in a graduated flask. The eluted volume was
concentrated to 1 ml in a stream of Nj. The sample was
transferred to GC vials for mstrumental analysis. The
samples were analysed by an HP5890 SERIES Il gas
chromatograph coupled to an HP 5971 MS. The
chromatography column used was a TRB-WAX capil-
tary column (60 m long, internal diameter 0.25 mm,
0.25 pom film thickness). The helium carrier gas flow rate
was 1 mL min~'. The initial oven temperature of 60 °C
was held for 1 min, after direct on-column injection,
raised to 200 °C ai 5 °C min ', and held for 15 min.
Spike recovery was 87-120%.

Other analytical methods

Arginine was determined colorimetrically by the reac-
tion described by Sakaguchi and using Gilboe &
Williams™ Method (1956). Citrulline was also deter-
mined colorimetrically using Archibald’s Method
(1944). L-Malic acid, glucose, fructose and acetic acid
were determined with enzymatic test kits from Novakit
S.L. (8t. Celoni, Spain).

Resuits

Growih, L-malic acid degradation, and arginine
degradation

As shown in Fig. 1, strain A of (. oeni depleted L-malic
acid in $ days or less in all but condition B. Because of
the greater alcohol content, it needed 16 days to
complete total degradation. Arginine was consumed

L=malic acid {g L™)
O = ko G

Anexo C

almost completely in all but condition B. It was seen
that higher pH favours the metabolism of arginine, as it
was consumed more quickly at pH 4.0 (condition D)
than the other assays at pH 3.7. Arginine metabolism
was delayed in those assays with lower temperature (F),
lower pH (C), and with more 1-malic acid (E) (Fig. 1).
The arginine-to-citrulline conversion ratio {(wt/wt) was
around 16% for conditions A and C, about 20% for
conditions D and E, and just 7% for condition F.

The results for the O. oeni type strain (CECT 2177)
were similar to those for strain A (Fig. 2), although it
needed more time to complete L-malic acid degradation
than strain A, and did not complete degradation with
ethanol 15% v/v (condition B). Argimine was not
consumed in condition B and took 120 days to be
degraded completely when more L-malic acid was
present (E). The arginine-to-citrulline conversion ratios
were similar to those of strain A, being 18% for
condition A, 13% for condition C, 19% for condition
D, about 23% for condition E and just 10% for
condition F.

Lactobacilius plantarum CECT 5671 did not complete
r-malic acid degradation at higher alcoholic concentra-
tion (B) and higher acidity (C} (Fig. 3). This was
expected as this species is not very resistant to high
alcohol contents and is more sensitive to pH than
0. oveni. The arginine degradation and citrulline pro-
duction in this strain were virtually nil in alimost all the
conditions studied. A slight arginine degradation was
observed in condition F, id est, at lower temperature
(22 °C instead of 25 °C).

Ethyl carbamate formation

As shown in Table 2, the EC concentrations at the end
of MLY carried out by O. oeni A were very low. They

35 40 45 "0 5 10

0 15 20 25 30

-y - -
o] o ]
o =] (=]

Arginine (mg L)
4=
[~
Citrulline (mg L™

e

Figure 1 Time course of 1-malic acid and

argininc degradation and citrulline formation
by Qenococcus veni A in different conditions
in simulated wine: i, A @, B, 4. C; 0, D; O,

a 45 0 5 10

Time (Days)

Intcrnationa) Tournal of Fooed Scicnce and Technology 2009

15 20 25 30 35 40 45
Time {Days}

E; A, F. Data shown arc the average and SD
of iwo replicates.
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did not exceed 5 ng L' at the end of arginine degra-
dation. In experiment B the levels of EC were mostly
higher than the other conditions. This was expected, as
this condition had 50% more ethanol than the other
conditions. Qugh et af. (1988a) demonstrated that there
is a direct relation between ethanol concentration and
EC formed. The potential EC content was found to be
directly refated to the increase in citrulline at the end of
L-malic  acid degradation. A linear correlation
(r = 0.90) was observed between levels of potential
EC and citrulline concenirations at the end of r-malic
acid degradation from most experiments in simulated
wine at 10% v/v ethanol (experiments A, C, IJ and F).

In the experiments carried out with 0. oeni CECT
217F, BC levels werc lower than 7 pg L~! at the end of

© 2009 The Authars. Jounal compifation © 2008 Institute of Food Science and Technology

15 20
Time (Days)

25 30 35 40 45 1} 5 19 15 20 25 30

Time (Days)

35 40 45

arginine degradation (Table 2). In the experiments
conducted at 10% ethanol a good linear correfation
(r = 0.95) was observed between levels of potential EC
and citrulline at the end of L-malic acid degradation,
with the exception of the experiment at lower temper-
ature {F).

The good correlation obtained between potential EC
and citrulline for both the strains of Q. ceni in the
experiments with 10% v/v ethanol makes it possible to
predict the potential EC that could be formed from the
citrulline produced, using the regression line equation
for each strain. That avoids determining potential EC,
as described previously by Liu er ol (1994) for L.
buchneri in wine systems and Azevedo et al. (2002) for
L. hilgardii in fortified wine.
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Tahle 2 Conccntratim}_of EC (pg L™} and potential EC (pg LY at the end of L-malic acid and t-arginine depletions by the strains Oenocaccus veni
A, O. veni CECT 217" and Lactobacifius plontarum CECT 5671 in different conditions (see Table 1}

End of L-malic acid depletion

End of L-arginine depletion”

EC Potential EC EC Potential EC
Strain A 217" 5671 A 217" 5671 A 217" 5671 A 2177 5671
Condition
A 1406 2916 4315 Mg =7 165 £ 13 124 = 12 2.4 1.7 26+18 35x156 257 + 10 227 + 12 1838
8 36+ 1.7 b ¢ 157 = 1 b ¢ 47+21 58°x09 35:07 163+£9 172":4 W1 =14
C 1.8£08 642x28 © 788 82=+8 ° 4.0+ 2.2 4.7 =17 20x09 132+ 9 165 + 8 131+ 4
D 1.7 + 1.0 1.8+ 1.0 28213 153 =1 98 £ 9 167 £5h 1.7 2 0.6 1.9 + 0.7 2414 177 =7 267 + 5 17728
E 1.8+08 42+12 54x19 202+ %4 83 x5 200+ 8 1911 69+10 5412 145x+8 20011 2007
F ND 23«08 ND 108 + 12 142 + 9 141+ 7 41+ 1.7 1.9+ 1.3 ND 251 = 12 400 = 73 141 = 11
Values are the average and SD of two repiicates.
N, not detected.
*End of incubation in the case of Lactobacilus plantarum CECT 5671,
® -Malic acid and arginine depletions were not completed.
°-Malic acid depistion was nat completed,
In the case of L. plantarum CECT 5671, the levels of  MLF. Lactobacillus plantarum CECT 5671 generally

EC obtained were similar to those obtained for the
strains of O. oeni, and were lower than 6 g L™ at the
end of arginine degradation (Table 2). Although virtu-
ally no citrulline was produced, potential EC was
comparable with that of the other strains studied
{Table 2).

Sugar consumpiion and acetic acid production

Table 3 shows sugar consumption during t-malic acid
degradation in all the strains tested. Qenococcus oeni A
degraded more sugars in those conditions in which 1-
malic acid was more quickly consumed, which is also
reflected in greater rates of growth. In O. ceni CECT
2177 sugar consumptions were more similar. Acetic acid
production was well correlated with sugar consumption.
mainly in this strain, where the correlation r-value was
£).88. The levels of acetic acid for the O. oeni strains were
lower than 0.25 ¢ L™}, levels normally reached during

consumed more sugars, but produced less acetic acid
than ©. oeni strains. This has cenological importance
because beyond a certain limit acetic acid has a
detrimental organoleptic effect on wine quality
{Ribéreau-Gayon ef af., 2000).

As shown in Table 4, the final pH of O. oeni strains
(strains A and CECT 217%) were higher than those of L.
plantarum (strain CECT 5671). This may be as a result
of the ability of O. geni strains to degrade arginine
effectively, which increased ammonia levels (data not
shown), and thus increased pH levels in the medium.
Another reason to this higher pH should be the more
effective malic acid degradation in O, eeni strains.

Discussion

Arginine metabolism and EC production by three LAB
strains were investigated with a simulated wine. The use
of this medium precluded the presence of unknown

Sugars consumption (glucese plus
fructose) (g ')

Acetic acid production (g L")

Table 3 Sugars consumpiion and acctic ucid
production for strains Gerococcus ooni A,
O. ocni CECT 217" and Lactobaciilus

56';'71 plantarum CECT 5671 in different conditions

Strain A 27’ 5671 A a7’ (sec Table 1) at the end of L-malic acid
Condition degradation

A 0.71 £ 0.07 1.80 = 0.1C 1.78 £ 0.04 (.20 + 0.0% C.14 = 0.00 0.11 = 0.01

B 0.00 + 0.01 0.00 + 0.0C 0.00 = 0.00 0.09 =+ 0.03 G.05 + 0.01 0.06 + 0.01

C 0.00 = 0.0¢ 1.60 = (.08 0.00 = 0.G0 9213+ 0.01 0.18 = 0.03 Q.00 = G.00

D 1.95 + 0.08 1.18 x 0.10 2.12 + 0.08 0.25 + 0.01 0.21 £ 0.0 0.04 = Q.G1

E 0.41 + 0.04 1.48 = 0.03 2,74 + 0.07 0.13 = 0.01 0.24 = 0.04 0.08 + 0.01

F 1.20 = .06 1.30 = .07 1.23 +0.03 0.2% « .03 0.16 = 0.01 0.03 £ 9.0

Values are the average and SD of two repiicates.

2Initial concentration {g L'} of sugars {glucose plus fructose) was 4.07 = G.14.

Iniernational Journal of Food Science and Technology 2009

© 2009 The Authars. Joumal compilation & 2009 Institute of Food Science and Technology

231



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACION Y LAS BACTERIAS LACTICAS SOBRE LA FORMACION
DE CARBAMATO DE ETILO

Silvana Verdénica Romero Tissera

ISBN:978-84-693-7663-8/DL:T-1745-2010

Formation of ethyt carbamate by wine bacteria 5. V. Romero et al.

Tahle 4 Wine pH values at the end of assays in all the conditions studied (sez Table 1}

Condition A B c D E F

pH prior to MLF 3.70 + 0.00 3.74 + 0.07 3.41 = 0.01 461+ 0.03 3.72 £ 0.04 373+ 0.01
Qenococcus eeni A {43 days) 4.06 + 0.04 3.93 = 0.01 3.82 + 0.08 4.24 + 0.08 401 = 6.04 4.20 = 0.06
0. oeni CECT 2177 {74 days)® 4.15 = 0.01 3.80 £ 0.03 3.85 = 0.01 4.32 = 0.03 4.08 + 0.08 4.10 + 0.06
Lactobacilius plantarum CECT 5671 (43 days) 3.58 + 0.06 3.83 = 0.03 3.44 = 0.06 3.69 = 0.08 372 =003 3.65 + 0.03

Values are the average and SD of two replicates.
MLF, maloiactic fermentation.
*Hundrad and twenty days in condition E.

metabolites produced by the veast that can vary the
composition of the medium. In the simulated wine O.
oeni  strains teached «cell populations of about
107 CFU mL"!, which are similar to the cell population
found with LAB growing in wine (Davis ef al., 1986}.

Both 0. oeni strains fully depleted the L-malic acid
present in dll experiments, except in the case of Q. ceni
CECT 2177 at higher ethanol concentration {condition B)
(Table 3; Fig. 2). This depletion correlated with the
increase in biomass, but does not fully explain this
increase, as in some cases after degradation of L-malic
acid the bacterial population is greater and well correlated
with arginine degradation. This is particularly the case in
conditions A, D and F, in which arginine degradation was
most advanced (Figs 1 and 2). Ithas been shown that wine
LAB with a complete ADI pathway may be more
competitive in growth, as they can gain exira energy
{ATP} from arginine degradation (Reaction 3) (Liu et al.,
1994; Mira de Orduiia ef af., 2001). Some authers have
observed that arginine degradation increases the growth
of L. buchneri CUC-3 but not the Oenococcus examined
(Mira de Ordufa et al., 2001). From the resuits obtained
we can conclude that arginine degradation favours the
growth of O. peni in some conditions.

These strains were able to degrade argining in the
conditions studied and to excrete some citrulline. It has
already been demonstrated that arginine metabolism is
atfected by pH. Several authors have observed that O.
oeni can degrade arginine at high wine pH levels (3.9
4.0) but not at low pH levels (3.2-3.3) (Liu ez o/, 1995a;
Mira de Ordufia ef af., 2001). In this study both O. oeni
strains degraded arginine completely at all the pH levels
studied (3.4, 3.7 and 4.0), in the cases that MLF
occurred, but the arginine-to-citrulline conversion ratios
were slightly higher {(19-20%) at pH 4 than at lower pH
values (15-18%).

The lowest arginine—citrulline conversion ratio by the
two strains of 0. oeni has been found when cells have
been incubated at 22 °C instead of 25 °C: 7% for strain
A and 10% for strain 217. These lower ratios are
because of less citrulline excreted, so we cun assume that
at 22 °C the citrulline is being metabolically more
consumed by the other two reactions of ADI pathway,
as explained in Introduction.

© 2009 The Authors. Joumal compifation © 2009 Institute of Food Science and Technology

Growth and the metabolic activity of LAB are known
to be inhibited by high concentration of ethanol
{Rodriguez & Manca de Nadra, 1998). In this study,
growth and arginine metabolism were affected by
ethanol content, as neither of the two . oeni strains
tested degraded arginine in coundition B (13% v/v
ethanol; Figs 1 and 2). The use of arginine decreased
with increasing ethanol concentrations, as was also
observed by Arena & Manca de Nadra (2005). Never-
theless, malolactic activity of strain A was not inhibited
by 15% ethanol, suggesting that malolactic enzyme has
a stronger resistance to ethanol than the other metabolic
activities.

We observed that the condition that mainly favours
EC production after MLF carried out by O. veni strain
A was 15% ethanol content, and the conditions for Q.
peni strain 217" were lower wine pH and higher ethanol
content. It is known that ethanolysis (reaction of
ethano! with EC precursors) is favoured at low pH
(Ough ef al., 1988a; Monteiro ef al., 1989). However,
the potential formation of EC in some assays was
greater at higher wine pH, a condition that favours LAB
egrowth and metabolism.

The vield of chemical conversion of citrultine into EC
in molar terms was about 3.5% and 2.6% for strains A
and CECT 217", respectively, which is slightly higher
than that observed by Liu ef al. (1994). The vield was
higher in condition B, with higher content of ethanol
(15%). The low molar conversion of citrulline fo EC s
in agreement with the kinetic studies made by Ough
et al. {1988a).

Arena & Manca de Nadra (2005) reported an increase
of 23% in EC when ethainol increases from 10% to 15%.
In the present study, [or the same change of ethanol
concentration, EC levels increased by 123% of average
(Table 2). For mstance experiments with O. geni strain
A gave 14 ugL7" EC at the end of r-malic acid
depletion in presenice of 10% ethanol, but the value of
EC was 3.6 ug L' with 15% ethanol. Having in mmd
that citrulline produced was lower {c. 25 mg L™ Y for

15% ethanol than for 10% ethanol (¢c. 40 mg),
the higher content of ethanol should compensate this
in the chemical reaction with citrulline, contributing to
the higher EC level.
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The good correlation obtained with strains A and
CECT 217" between citrulline and potential EC in the
experiments conducted at 10% ethanol v/v is in accor-
dance with Liu ef «f. {1994) and Azevedo et af. (2002).
This correlation allows us to use the citrulline produced
during the bacterial metabolism of arginine during MLF
to predict the levels of potential EC at the end of L-malic
acid degradation. This is important because these levels
of EC can be formed during prolonged storage perieds
at normal wine storage temperatures (Stevens & Ough,
1993; Uthurry et af., 2004).

In those cases in which L-malic acid was degraded
completely, arginine degradation was delayed in com-
parison to L-malic acid degradation in all strains tested.
This has oenological importance because it means that
the winemaker can prevent arginine degradation by
removing cells or inhibiting cell activity after the L-malic
acid degradation in wine is over. This also prevents a
considerable tncrease in pH, which could change the
organoleptic characteristics of wine, favour the propa-
gation of spoilage organisins and prevent the formation
of citrulline. It is also important to consider that citric
acid degradation begins once malic acid degradation is
completed (Radler, 1963). As it is known, citric acid
metabolism can produce diacetyl, which imparts a
buttery aroma to wine (Bartowsky & Henschke, 2004).
This is influenced by the bacterial strain and wine
parameters such as pH and temperature, similarly to
arginine degradation. If the winemaker tries to cause
citrate degradation Lo obtain the organoleptic benefits of
diacetyl production, there is also the risk of arginine
degradation.

We should point out that we observed no (or very
little) arginine degradation when MLF did not occur.
Ceils probably could not carry out MLF because the
catire metabolism is very affected by the hard condi-
tions, and in this situation. also arginine catabolism
would be affected. Other authors (Uthurry ef af.,
2006) have also found a relationship between com-
pleted MLF and degradation of arginine, and &
consequent build-up of EC, especially when Q. oeni
is used.

The study has also provided new information about
L. plantarum CECT 5671 and the potential formation
of EC. This strain is currently betng studied by some of
the authors (Romero and Masqué) as starter for
initiating MLF. It is an interesting strain because it
produces very low quantities of acetic acid (Table 3)
and it does not degrade arginine. Moreover, this strain
retains malolactic activity in conditions where there is
no detectable cells growth. Because this struin is a
facultative heterofermentative, it does not degrade
hexoses and so does not increase volatile acidity in
wine. The potential EC obtained in assays with this
strain of L. plantarum was comparable to that of
Oenococcus strains studied.

International Journal of Food Science and Fechnology 2009
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Conclusions

The two studied strains of O. oeni were abie to degrade
arginine and excrete some citrulline in simulated wine,
being the assays at higher pH (4.0} those more
favourable, and the lower arginine—citrulline conver-
sion ratio was found at lower temperature (22 °C),
specially [or strain A. On the other hand, the studied
strain of L. plantarum was not able to degrade arginine
and did not excrete citrulline at the different studied
conditions. The potential formation of EC was well
correlated with citrulline production in studied O. oeni
strains and was higher in those conditions where a
faster growih and metabolism were observed. So.
citrulline is a good indicator of the EC concentrations
that we could find in wine after prolonged storage
periods.
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KEYWORDS: ethyl carbamate (EC), malolactic fermentation (MLF)

RESUMEN - SUMMARY

El objetivo de este trabajo fue investigar la capacidad potencial de
producciéon de carbamato de etilo (CE) y de sus precursores por dos cepas de O.
oeni y una de L. plantarum durante la fermentaciéon malolactica (FML). Se utilizé
vino simulado a diferentes condiciones de pH, temperatura y concentraciones
de etanol y acido L-malico inicial. Es conocida la buena correlacion entre la
produccion de citrulina y el aumento de CE y la degradacién de arginina en vino
modelo y vino inoculados con bacterias lacticas (BL) heterofermentativas.
Recientemente se ha observado que cepas de L. plantarum aisladas de vino
fueron capaces de degradar arginina. En nuestras condiciones de trabajo las dos
cepas de 0. oeni degradaron la arginina y excretaron cantidades considerables
de citrulina, en aquellos casos que hubo FML. En general, la degradacion de
arginina comenzo después del inicio de la degradaciéon de acido L-malico, o al
finalizar ésta. Esto tiene interés enolégico, ya que permite al endlogo evitar la
degradacion de arginina extrayendo las células de BL o inhibiendo su actividad
celular una vez completada la degradacion de acido L-malico en el vino. En
estas cepas se ha obtenido una buena correlacién entre la citrulina y el CE
potencial, determinado mediante el tratamiento térmico de las muestras, para
favorecer la rapida etandlisis de la citrulina. Hemos observado que las
condiciones que principalmente favorecen la produccion de CE durante la FML
realizada por 0. ceni son un pH bajo del vino y las concentraciones de etanol y
de acide L-malico inicial mas altas. En cambio, la formacion potencial de CE es
mayor a pHs vinicos mas altos, condiciéon que favorece el crecimiento de las BL
y acelera su metabolismo. En el caso de L. plantarum, la degradacién de
arginina y produccién de citrulina han sido minimas o incluso nulas en alguno
de los casos, aunque el CE potencial es comparable al de las otras cepas.
(Bulletin OIV, 2007, vol. 80, n®917-919, p. 437-444)
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The aim of this work was to investigate the potential capacity of ethyl
carbamate (EC) production and its precursors by two O. oeni and one L.
plantarum strains during malolactic fermentation (MLF). It was used simulated
wine at different conditions of pH, temperature, and ethanol and L-malic acid
concentrations. It is known the good correlation between citrulline production
and both EC increase and arginine degradation in model wine and wine
inoculated with heterofermentative wine lactic acid bacteria (LAB). Recently, it
has been observed that some L. plantarum strains, isolated from wine, were
able to degrade arginine. Studied 0. oeni strains were able to degrade arginine
under studied conditions and to excrete considerable amounts of citrulline, in
those cases in that MLF happened. In general, arginine degradation started
after the beginning or at the end of L-malic acid degradation. This has
oenological importance, since it allows the winemaker to avoid arginine
degradation removing cells or inhibiting cell activity after completion of L-malic
acid degradation in wine. In these strain a good correlation between citrulline
and potential EC has been obtained, determined by heat treatment of the
samples, to favour the fast ethanolysis of citrulline. We have observed that
conditions that mainly favour EC production during MLF carried out by O. oeni
are ethanol concentration, lower wine pH and a greater L-malic acid
concentration. However, potential formation of EC is greater to higher wine pHs,
condition that favours LAB growth and accelerates its metabolism. In the case
of L. plantarum, arginine degradation and citrulline production have been
minimum or even null in some of the cases, although potential EC is comparable
to the one of the other studied strains.

1. INTRODUCCION

El carbamato de etilo (CE), también conocido como uretano, es un
conocido carcindgeno animal (Mirvish, 1968). El principal precursor involucrado
en la formacién de CE en el vino es la urea, un producto del metabolismo de la
arginina por las levaduras (Monteiro et al., 1989; Ough et al., 1988b). No
obstante, se ha demostrado que la actividad metabdlica de las bacterias lacticas
(BL) lleva a la produccién de precursores de CE en el vino (Liu et al. 1994).
Durante la fermentacién malolactica (FML) en mosto vy vino, BL
heterofermentativas pueden degradar la arginina.

La degradacion de la arginina ocurre en la mayoria de las bacterias por la
via de la arginina deiminasa (ADI). (Liu et al., 1995b; Liu et al., 1996; Arena vy
Manca de Nadra, 2002). Esta via implica tres reacciones enzimaticas:

arginina deiminasa
L-arginina+ H,0 —  L-citrulina + NH; Reaccion 1
ADI (EC3.5.3.6)

ornitina transcarbamilasa
L-citrulina + POy +  L-ornitina + carbamil- PO, Reaccion 2
OTC (EC 2.1.3.3)

carbamato quinasa
carbamil- PO, + ADP —  ATP + NH; + CO, Reaccion 3
CK (EC 2.7.2.2)

Dos de los intermediarios de esta via, citrulina y carbamil-fosfato, pueden
reaccionar con el etanol para formar CE.
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En un estudio de las principales BL comerciales para inducir la FML en el
vino, se vio que todas las cepas examinadas, principalmente O©. oeni
heterofermentativas, degradaron arginina y excretaron citrulina en un sistema de
resting cells (Mira de Ordufia et al., 2000). Recientemente se ha observado que
BL homofermentativas, como cepas de L. plantarum aisladas de vino tinto,
fueron capaces de degradar la arginina (Spano et al., 2004).

Estudios previos muestran una correlacion entre la produccion de citrulina
y el aumento de CE y la degradacién de arginina en vino modelo y vino
inoculados con O. oeni y L. buchneri (Liu et al., 1994). Estudios recientes
muestran gue los niveles de arginina consumidos o de citrulina producidos en
experiencias en vino modelo con 15% (v/v) de etanol se correlacionan
linealmente con el CE potencial. La correlacion lineal obtenida se puede utilizar
para anticipar los niveles de CE potencial, basandose en la citrulina producida
durante el metabolismo bacteriano en vinos fortificados (Azevedo et al., 2002).

Agui se considera que el CE potencial es la cantidad de CE formada
durante el calentamiento del vino a 80 °C durante 48 horas (Azevedo et al.
2002; Arena y Manca de Nadra 2005). El tratamiento con calor es un
procedimiento estandarizado para convertir rapidamente precursores gue
reaccionan lentamente con el etanol a CE (Ough et al. 1988b). Se ha demostrado
que esta reaccién también ocurre durante periodos de almacenamiento
prolongado a temperaturas normales de almacenamiento (Tegmo-Larsson vy
Spittler 1990; Stevens y Ough 1993).

El objetivo de este trabajo fue investigar la capacidad potencial de
produccién de CE y de precursores de CE por cepas de O. oeni and L. plantarum
durante la FML en vino simulado a diferentes condiciones de pH, temperatura, y
concentraciones de etanol y acido L-malico.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Microorganismos utilizados

0. oeni CECT 4100" y L. plantarum CECT 5671 provenian de la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipos (CECT), Universitat de Valéncia, Burjassot, Espafia. L.
plantarum CECT 5671 fue aislado originalmente de un mosto de la variedad Ull-
de-llebre (Tempranillo) de Tarragona, Catalufia (Masqué, 1992). O. oeni A fue
originalmente aislado de un vino Ull-de-llebre (Tempranillo) en 2002 en
Tarragona, Catalufa.

239

Anexo D



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES D
DE CARBAMATO DE ETILO

Silvana Verdnica Romero Tissera
ISBN:978-84-693-7663-8/DL:T-174

E VINIFICACION Y LAS BACTERIAS LACTICAS SOBRE LA FORMACION

5-2010

440 BULLETIN DE L'OIV (2007, 917-919)

2.2. Ensayos en vino simulado con arginina

Se prepardé un vino simulado modificando el medio basal de Masqué
(1992). Contenia por litro: 5 g de mosto concentrado (65,2 ©Brix); 5 g de
extracto de levadura, 3 6 6 g de acido L-malico, 10 ¢ 15% (v/v) de etanol y 200
mg de L-arginina-HCl, y el pH se ajusté con NaOH 10N para obtener el valor
deseado. El etanol se esterilizé a través de membranas de filtracion de 0.45 um.
Las diferentes condiciones ensayadas se muestran en la Tabla 1.

Codigo A B cC | D E F

Etanol (v/v) 10% | 15% | 10% | 10 % 10 % 10 % ‘

pH 3.6 3.6 3.3 ; 3.9 3.6 3.6
- ‘ - 1
Temperatura 259C | 250C | 250C | 25¢0C | 250C | 22 9C

Acido L- malico | 3gL™" |3gL™|3gL?(3gL? 6gL?*|3gL!|

Tabla 1. Las diferentes condiciones ensayadas en vino simulado y los codigos con los que se
referencian. Las condiciones significativamente diferentes se encuentran en negrita.

2.3. Condiciones de crecimiento

Las células fueron pre-cultivadas en medio MRS con 10 g L de fructosa, 4
g L™ de acido DL- mélico y 3% de zumo de tomate a 30°C hasta crecimiento
méximo. Este cultivo fue utilizado como inoculo. La FML fue inducida por
inoculacién de los vinos simulados con 1% (v/v) de las BL pre-cultivadas. Se
tomaron muestras cada 2 6 3 dias para determinar crecimiento, dcido L-madlico y
arginina, y se almacenaron congeladas para otros analisis quimicos.

2.4. Métodos analiticos

La concentracidn de arginina se determind colorimétricamente usando el
método de Gilboe y Williams (1956) basado en la reaccién descripta por
Sakaguchi (1950). La concentracion de citrulina se determiné colorimétricamente
usando el método de Archibald (1944). La concentracidén de acido L-mélico se
determind con un kit enzimatico de TDI (St. Celoni, Spain).

El CE y el CE potencial fueron determinados por gas-cromatografia con un
detector selectivo de masas (CG-EM) en un gas-cromatégrafo HP5890 SERIES 11
acoplado a un espectrémetro de masas HP 5971 SERIES después de extraer las
muestras en fase sdlida. Se obtuvieron recuperaciones entre 87% a 120%.
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3. RESULTADOS

3.1. Crecimiento, degradacién de acido L-malico y degradacién de
arginina.

Como muestra la figura 1a, la cepa A de O. oeni agotd el acido L-malico en
5 dias o menos en todas las condiciones estudiadas, excepto en la condicién B en
la que necesitd 16 dias para completar la degradacion. La arginina fue consumida
en todas las condiciones, excepto en la B. Se observd que un pH mas alto
favorece el metabolismo de la arginina, que se vio acelerado en la condiciéon con
pH 3.9 (condicién D) respecto a los ensayos con pH 3.6. En general, se degradd
un 84% de la arginina presente en todas las condiciones estudiadas,
exceptuando la B, y la proporcién de conversidn arginina a citrulina fue de
31.2%.

Los datos observados con la cepa A son confirmados por la cepa tipo de O.
oeni (CECT 41007) (figura 1b), que completé la degradacion de acido L-mdlico en
todas las condiciones estudiadas, excepto en la condicidon B, aunque esta cepa
necesité mas tiempo para completar esta degradacion en comparacion con la
cepa A. En este caso la arginina tampoco fue consumida en la condicién B. Los
rangos de degradacion de arginina y los correspondientes rangos de excrecion de
citrulina se correlacionan bien. La proporcidén de conversion arginina a citrulina
fue de 15.0%. Exceptuando la condicién B, esta cepa degradd un 93% de la
arginina inicial en todas las condiciones estudiadas como media.

— 7 —~ 7
R =
j,;jj 5 B P b
G @ 895
E 4 =4
i ia
2 2
2 sl
i =i
o - wi i
& ¢
4221 180 ¢
s Siss |
2y B
FiZe Eize
= gy = ag
gﬂﬂ] .g:ii{i
= 3 =2 30
1 a

& 28 £ a8 58 108 28
Tiempo (dias)

Figura 1. Degradacién de cido L-mélico y arginina por las cepas A (a) y CECT 4100" de O. oeni

(b) en todas las condiciones estudiadas en vino simulado. =, A ; e, B ; & C:0,D;o E A F.
Los datos representan un promedio de experiencias duplicadas.
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Figure 2. Degradacion de acido L-malico vy arginina por L. plantarum CECT 5671 en todas las
condiciones estudiadas en vino simulado. =, A ; e, B ; -‘, Cig; Dro:E; A, F.
Los datos representan un promedio de experiencias duplicadas.

L. plantarum CECT 5671 no fue capaz de completar la degradacion del
acido L-malico en las condiciones de mayor concentracién alcohélica (B) y mayor
acidez (C) (figura 2). Esto era de esperar, ya que esta cepa no es muy resistente
a altas graduaciones alcohdlicas y es més sensible al pH que O. oeni, como se ha
observado en resultados de otros estudios (Masqué, 1992). Se observé una
infima degradacidn de arginina en algunas de las condiciones estudiadas.

En aguellos casos en los que el &cido L-madlico fue completamente
degradado, la degradacion de la arginina se vio retrasada en comparaciéon a la
degradacién del acido L-malico por todas las cepas ensayadas. Esto tiene
importancia enologica, ya gue permite al endlogo evitar la degradacion de la
arginina removiendo las células bacterianas o inhibiendo la actividad celular
después de la culminacién de la degradacién del 4cido L-mdlico en el vino.

3.2. Formacién de carbamato de etilo
Como se muestra en la tabla 2, los niveles de CF al final de la FML
conducida con las cepas de O. oeni son bajos.

Hemos observado una correlacion lineal (R>0,90) entre los niveles de CE
potencial y las concentraciones de citrulina al final de |z degradacién del dcido L-
malico para estas cepas a partir de las experiencias a 10% (v/v) de etanol.

La produccién de citrulina por L. plantarum CECT 5671 ha sido minima o
nula. Los niveles de CE y CE potencial encontrados son similares a los obtenidos
con las cepas estudiadas de O. oeni (tabla 2).
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| CE (ppb) \ CE pot;r;:i;i;};p;_)_ R
Condicion | o, peny ‘ 0. :Jém' L p.’a;tarum O oeni ! 0. oeni £ pn:élntarum

A 1 CECT 41007 | CECT 5671 A CECT 41007 | CECT 5671
A 1.4 |1 2.9 : 4.3 119 165 :\ 127
IR ) ' : 157 | - 4 -
o 1.8 6.4 = 78 82 4
D T g 1.8 2.9 153 98 167
N E _ 1.8 4.2 5.4 202 88 207
[ F ND 2.3 1.1 108 142 149 R

ND: no detectado
*El consumo de dcido L-malico no se completd.
Tabla 2. CE y CE potencial al final de la degradacion del acido L-malico por las cepas A y CECT
41007 de 0. oeni y L. plantarum CECT 5671 en todas las condiciones estudiadas.

CONCLUSIONES

Hemos observado que las condiciones que principalmente favorecen la
produccion de CE durante la FML conducida por O. oeni son la concentraciéon de
etanol (un precursor), un bajo pH del vino y una concentracion de acido L-malico
mas elevada. Se sabe que la etandlisis de precursores de CE se ve favorecida a
pH bajo. No obstante, la formacion potencial de CE es mayor a un pH vinico mas
elevado, condicion que favorece el crecimiento de las BL y acelera su
metabolismo. En el caso de L. plantarum, la degradaciéon de arginina vy la
produccién de citrulina han sido minimas o nulas. A pesar de esto, se
encontraron niveles de CE y de CE potencial comparables a los obtenidos con las
cepas estudiadas de O. oeni.
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Tabla E.1 Parametros enoldgicos de los mostos de las vinificaciones estudiadas durante la
vendimia de 2003.

Vinifi- Presencia Grado — »ides Acido Acido A¢do
i . Proce- . . alcohdlico o . glucé- Glicerol

cacion | Variedad . de podre- Tipo °Brix total pH mélico tartarico * .

(Case) dencia dumbre* probable (/L) (/L) (g/L) nico (g/L)

(% vol) (mg/L)

28 |Tempranillo Nulles No Tinto 20,10 11,47 4,50 3,67 1,96 5,75 189 0,10
29 |Tempranillo Nulles No Tinto 20,20 11,54 4,20 3,74 1,89 5,89 276 0,13
30 |Tempranillo Nulles No Tinto 20,30 11,60 4,00 3,77 1,80 5,91 125 0,01
31 ([Tempranillo Nulles No Tinto 20,30 11,60 4,10 3,70 1,75 5,75 202 0,07
32 [Tempranillo Nulles No Tinto 20,50 11,75 4,20 3,73 1,91 5,77 236 0,13

33 Malvasia Valencia No Blanco 18,00 10,06 4,30 3,53 0,54 6,11 431 0,37
34 Malvasia Valencia No Blanco 18,40 10,32 420 350 064 6,14 359 0,27
35 Malvasia Valencia No Blanco 19,60 11,13 4,70 3,43 0,27 6,79 266 0,35
36 Malvasia Valencia No Blanco 18,00 10,06 4,40 3,48 0,37 6,00 576 0,56
37 Malvasia Valencia No Blanco 18,30 10,25 4,10 3,51 042 6,36 151 0,24
38 Malvasia Valencia No Blanco 18,70 10,53 480 345 0,31 6,72 212 0,27
39 Malvasia Valencia No Blanco 17,20 9,53 460 3,45 052 6,34 142 0,23
40 Malvasia Valencia No Blanco 19,30 10,93 4,70 3,48 049 6,14 291 041
41 Malvasia Valencia No Blanco 18,80 10,59 4,30 3,49 0,40 6,05 257 0,28
42 Malvasia Valencia No Blanco 18,80 10,59 4,70 3,43 0,37 5,93 476 0,53
43 | Moscatell Valencia No Blanco 19,60 11,13 4,40 352 092 6,29 87 0,16
44 | Moscatell Valencia No Blanco 19,30 10,93 450 3,50 0,73 6,90 40 0,11
45 Moscatell Valencia No Blanco 18,60 10,46 450 3,50 0,75 6,81 38 0,11
46 Moscatell Valencia No Blanco 19,60 11,13 4,10 3,52 0,90 6,09 33 0,13
47 Moscatell Valencia No Blanco 19,10 10,80 4,30 3,47 0,84 6,59 63 0,09
48 | Moscatell Valencia No Blanco 19,10 10,80 430 352 082 641 59 0,09
49 | Moscatell Valencia No Blanco 18,20 10,19 450 3,48 0,88 6,59 40 0,16
50 Moscatell Valencia No Blanco 17,70 9,86 4,60 3,45 0,89 7,12 16 0,11
51 [Tempranillo Valencia No Tinto 17,90 9,99 4,60 3,68 1,73 5,89 67 0,12
52 [Tempranillo Valencia No Tinto 18,20 10,19 4,20 3,74 1,59 6,07 108 0,12
53 |Tempranillo Valencia No Tinto 18,50 10,39 4,80 3,77 1,99 5,84 398 0,19
54 |Tempranillo Valencia No Tinto 18,10 10,12 4,70 3,83 2,13 6,09 127 0,15
55 [Tempranillo Valencia No Tinto 17,60 9,79 4,40 3,72 1,57 5,95 70 0,11
56 [Tempranillo Valencia No Tinto 17,50 9,73 450 3,79 1,93 5,59 229 0,09
57 |Tempranillo Valencia No Tinto 18,40 10,32 4,30 3,77 1,47 5,79 251 0,19
58 |Tempranillo Valencia No Tinto 18,80 10,59 4,10 3,76 1,49 5,63 150 0,09
59 |Tempranillo Valencia No Tinto 19,30 10,93 3,80 3,64 1,11 5,56 166 0,22
60 [Tempranillo Valencia No Tinto 20,60 11,81 3,60 3,75 1,41 5,31 336 0,34
61 [Tempranillo Valencia No Tinto 19,80 11,27 3,80 3,75 1,35 5,42 272 0,26
62 |Tempranillo Valencia No Tinto 20,40 11,67 3,70 3,73 1,34 5,42 278 0,31
63 |Tempranillo Valencia No Tinto 20,10 11,47 3,80 3,66 1,15 5,61 308 0,30
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Vinifi- Presencia Grafjp Acidez Acido  Acido AC|d9 .

i . Proce- . . alcohdlico o . glucé- Glicerol
cacion | Variedad denci de podre- Tipo °Brix total pH mélico tartarico * . /
(Case) encia e probable (/L) (/L) (/L) nico (g/L)

(% vol) (mg/L)
64 |[Tempranilo Valencia  No  Tinto 19,80 11,27 4,00 3,66 1,35 561 502 0,39
65 |Tempranillo Valencia No Tinto 19,70 11,21 3,90 3,63 1,05 5,562 240 0,26
66 |Tempranillo Valencia No Tinto 20,50 11,75 3,80 3,60 0,93 5,66 146 0,26
67 Sa;;g%gon Sarral No Blanco22,40 13,04 550 3,47 167 538 287 054
68 | CEWUrs-  ooral No Blanco20,80 11,96 4,40 3,76 1,32 4,78 242 045
traminer
69 | Chenin  Sarral No Blanco23,20 13,59 8,70 3,48 472 497 414 144
70 | Rieslng  Sarral No Blanco23,90 14,08 8,10 327 230 7,12 297 097
71 Garnacha Batea No Tinto 24,00 14,15 590 3,34 1,06 5,95 574 1,08
72 Garnacha Batea No Tinto 23,30 13,66 530 3,42 1,26 6,05 151 0,31
73 Garnacha Batea No Tinto 20,70 11,88 580 3,34 0,96 7,05 174 0,42
74 | Ganacha Batea No  Tinto 21,80 12,63 590 3,36 075 6,63 221 0,54
75 | Ganacha Batea No  Tinto 23,10 1352 570 3,41 104 6,09 33400 0,63
76 Gg{;‘fg:a Batea No Blanco21,50 12,42 4,60 351 029 7,34 116 0,93
77 Gg{:ﬁgga Batea No Blanco22,70 13,24 4,60 3,49 042 7,05 129 0,51
78 Gg{:ﬁgga Batea No Blanco21,40 12,35 4,50 3,46 032 6,81 104 043
79 Gg{:ﬁgga Batea No Blanco21,80 12,63 4,50 352 037 6,36 99 0,37
Barbera
80 |Tempranilo dela No Tinto 22,60 13,17 4,60 3,59 2,51 6,05 38 0,09
Conca
Barbera
81 [Tempranillo dela No Tinto 22,70 13,24 4,70 3,55 2,34 6,52 57 0,17
Conca
Barbera
82 |[Tempranilo de la No  Tinto 21,90 12,69 470 3,48 197 654 23 003
Conca
Barbera
83 [Tempranillo dela No Tinto 21,60 12,49 4,80 3,49 241 6,99 29 0,06
Conca
Barbera
84 |[Tempranilo de la No  Tinto 22,40 13,04 460 354 235 6,70 44 0,14
Conca
Barbera
85 |Tempranilo dela No Tinto 22,10 12,83 4,70 3,54 2,25 7,03 44 0,11
Conca
86 G?]re”;‘;ha Capcanes No  Tinto 2510 14,90 4,70 3,57 0,77 679 236 0,85
87 G?]re”;‘;ha Capcanes No  Tinto 23,60 1387 430 3,64 056 7,36 74 0,38
88 G":‘g‘;‘;ha Capcanes No  Tinto 2510 14,90 4,80 3,76 092 639 259 0,96
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Vinifi- Presencia Grafjp Acidez Acido  Acido AC|d9 .
i . Proce- . . alcohdlico o . glucé- Glicerol
cacion | Variedad . de podre- Tipo °Brix total pH mélico tartarico * .
(Case) dencia dumbre* probable (/L) (/L) (/L) nico (g/L)
(% vol) (mg/L)
89 G?]re”;‘;ha Capcanes No  Tinto 23,40 13,73 500 367 097 654 155 0,57
90 Gggﬂfgga Constanti No  Tinto 22,00 12,76 4,80 3,64 094 7,16 319 048
91 Gggﬂfgga Constanti No  Tinto 21,40 12,35 4,30 3,68 149 7,16 304 043
92 GS;TSS:"" Constanti No  Tinto 22,00 12,76 4,30 3,67 0,80 6,90 291 0,42
93 |Tempranillo Constanti No Tinto 23,30 13,66 480 3,84 2,40 6,76 214 0,56
94 |Tempranillo Constanti No Tinto 24,20 14,28 480 3,91 2,60 6,47 368 0,59
95 |[Tempranillo Constanti  No  Tinto 23,60 13,87 4,90 3,71 220 6,34 206 0,40
96 |Tempranillo Constanti No  Tinto 22,40 13,04 540 3,60 202 656 238 0,35
97 Merlot  Priorato No  Tinto 24,20 14,28 6,40 355 041 611 19 0,03
98 Garnacha Priorato No Tinto 22,80 13,31 520 3,40 0,51 8,99 29 0,03
99 |Tempranillo Sarral No Tinto 21,10 12,15 580 3,99 3,20 6,09 515 0,99
100 |Tempranillo Sarral No  Tinto 20,10 11,47 590 3,94 3,16 639 442 172
101 | Parellada  Sarral No Blanco 16,90 9,33 3,80 3,75 1,87 4,64 374 0,09
102 | Syrah  Priorato No  Tinto 22,80 13,31 500 3,52 1,00 6,07 97 040
103 CaFtr’ae;r;et Priorato No  Tinto 23,00 1345 520 349 051 645 21 0,07
104 | Cabemet oo oo No  Tinto 22,90 13,38 6,50 3,47 1,19 469 38 0,00
Sauvignon
105 | Trepat Sarral Si Tinto 20,50 11,75 550 3,56 1,58 4,44 2514 1,34
106 | Trepat Sarral Si Tinto 19,80 11,27 590 3,53 1,64 4,61 2024 2,32
107 | Trepat Sarral Si Tinto 21,70 12,56 560 3,53 1,37 4,95 1684 2,58
108 | Trepat Sarral Si Tinto 19,60 11,13 6,10 3,45 1,43 451 1911 1,70

* Evaluacion visual
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Tabla E.2 Parametros enoldgicos de los vinos al final de la fermentacion alcohdlica de las

vinificaciones estudiadas durante la vendimia de 2003.

Masa

Acidez

c}ggilgn VOIl;mI'fa alcS)Lac'ﬂic():o ((93//5 Atcol ;j;z Vozét" Iﬁ)?ez t?)g? pH taﬁgﬂgo rﬁ‘glidc% Gl(lc/eLr)o ! gILﬁ:Cc'I)cri\(i)co
(Case)| (@ML) (9% vol ACO?-UL) (mg/L) (mg/L) @L (L 9 (mg/L)
28 | 09934 1085 000 490 021 8 17 384 320 142 697 112
29 | 09932 1145 000 540 013 8 19 381 298 237 7,43 91
30 | 09937 1095 000 520 016 8 19 383 303 223 7,02 57
31 | 09932 1125 000 550 012 8 17 375 317 2,23 6,85 99
32 | 09939 11,10 000 55 015 8 16 380 300 233 68 127
33 | 09930 1060 000 49 012 5 13 359 470 083 756 557
34 | 09928 1045 000 500 012 4 10 353 464 073 7,60 304
35 | 09921 1085 000 510 010 5 12 340 452 055 629 244
36 | 09934 1055 000 520 008 5 13 344 466 064 743 662
37 | 09924 1020 000 530 009 5 11 339 493 079 7,05 168
38 | 09925 1065 000 490 006 5 12 343 486 054 606 140
39 | 09918 1060 000 450 007 6 17 347 489 054 571 119
40 | 0,9928 1080 000 580 007 6 12 355 495 086 7,54 244
41 | 09922 1035 000 470 008 5 15 350 458 047 533 210
42 | 0,9924 1080 000 480 005 7 17 346 499 042 575 291
43 | 0,9920 1080 0,00 600 013 5 13 345 486 078 604 414
44 | 0,9914 11,35 000 530 010 5 13 347 493 078 567 159
45 | 0,9922 1065 000 550 012 5 16 343 545 059 582 306
46 | 0,9913 11,30 000 560 014 4 14 341 521 059 629 297
47 | 0,9918 1090 000 560 009 5 15 337 568 074 554 319
48 | 0,9914 1095 000 550 013 5 13 343 533 071 570 172
49 | 0,9920 1055 000 560 011 5 13 339 625 074 537 161
50 | 09925 1005 000 590 019 5 13 338 607 067 530 248
51 | 09948 960 000 460 008 7 29 38l 380 084 7,31 72
52 | 09961 955 000 460 012 9 30 390 350 094 692 353
53 | 09952 970 000 430 007 8 28 392 346 065 692 134
54 | 09950 970 000 430 007 7 27 392 323 072 712 121
55 | 09953 945 000 460 009 8 28 384 348 075 726 129
56 | 09954 940 000 460 009 8 29 383 370 074 695 74
57 | 09946 1005 000 450 006 8 26 386 359 074 740 200
58 | 09941 1045 000 470 004 7 32 380 335 087 754 253
59 | 09936 1090 000 550 014 9 27 364 358 133 7,29 104
60 | 09934 11,75 000 500 014 11 34 376 330 1,00 809 166
61 | 09942 1130 000 540 007 11 29 374 360 098 874 219
62 | 09934 1145 000 480 015 10 32 386 346 08l 7.87 170
63 | 09930 1185 000 510 014 9 25 378 351 1,20 829 231
64 | 09940 11,00 000 560 011 9 56 363 436 133 7,98 244
65 | 09933 1130 000 510 013 8 32 373 390 092 773 212
66 | 09925 11,80 000 540 015 7 35 366 38l 086 7,93 104
67 | 09897 1275 000 620 027 7 42 345 434 158 712 253
68 | 09918 1035 000 390 014 4 25 383 311 025 7,05 8
69 | 09914 1240 007 830 026 9 55 340 402 375 731 346

250



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACION Y LAS BACTERIAS LACTICAS SOBRE LA FORMACION

DE CARBAMATO DE ETILO

Silvana Verdnica Romero Tissera

ISBN:978-84-693-7663-8/DL:T-1745-2010 Anexo E
— Masa Acidez - .- .-
c}ggilgn VOIl;mI'_Ca alcS)Lac'ﬂic():o ((93//5 Atcol ;j;z Vozgt" Iﬁ)?ez t?)g? pH taﬁgﬂgo rﬁ‘glidc% Gl(lc/eLr)o ! gILﬁ:Cc'I)cri\(i)co
(Case)| (@/ML) (04 vol) acotyy (ML) (maiL) oL (gL (mg/L)
70 0,9908 13,20 0,12 8,20 0,42 10 60 3,30 4,47 2,08 7,78 278
71 0,9910 13,45 0,00 6,50 0,21 7 23 3,49 347 1,27 8,53 368
72 0,9914 13,00 0,00 6,30 0,16 7,00 24 3,55 3,51 1,51 7,90 195
73 0,9923 12,05 0,00 6,40 0,15 8 21 3,48 3,67 1,30 7,28 146
74 0,9915 13,05 0,00 6,30 0,17 7 25 3,49 3,49 1,25 7,87 195
75 0,9926 13,00 0,00 6,20 0,20 17 29 3,63 3,15 1,40 8,21 330
76 0,9905 12,05 0,00 5,70 0,05 5 36 3,37 4,62 0,49 6,74 97
77 0,9893 13,20 0,00 6,00 0,09 8 41 3,41 4,57 0,64 7,03 116
78 0,9900 12,20 0,00 5,90 0,06 8 30 3,38 4,47 0,64 6,94 95
79 0,9899 12,15 0,00 5,40 0,05 7 35 341 4,78 0,58 6,95 85
80 0,9922 12,50 0,00 5,70 0,16 16 47 3,74 2,85 2,35 7,67 74
81 0,9920 12,55 0,00 6,00 0,17 12 28 3,73 3,16 2,32 7,29 61
82 0,9922 12,50 0,00 6,10 0,20 15 39 3,73 3,02 2,24 7,42 53
83 0,9925 12,10 0,00 6,40 0,17 13 25 3,69 3,12 2,39 6,99 50
84 0,9919 12,75 0,00 6,20 0,2 13 29 3,74 2,82 2,36 7,81 61
85 0,9921 12,75 0,00 6,00 0,22 13 31 3,73 2,97 2,24 7,99 65
86 0,9914 14,80 0,00 6,00 0,35 8 47 3,57 3,16 0,78 9,11 72
87 0,9919 13,60 0,00 5,30 0,22 8 33 3,63 3,15 0,77 9,83 255
88 0,9921 14,41 0,00 5,40 0,35 9 43 3,75 2,75 0,93 10,40 221
89 0,9930 12,70 0,00 5,20 0,19 7 33 3,70 2,86 1,09 9,17 153
90 0,9944 14,25 0,00 5,10 0,23 24 19 3,83 2,68 1,27 8,41 300
91 0,9935 12,60 0,00 5,10 0,21 8 21 3,82 2,62 1,42 8,97 8
92 0,9934 12,05 0,00 4,80 0,26 9 23 3,83 2,58 1,40 8,58 229
93 0,9940 13,10 0,00 5,20 0,19 12 40 4,13 1,62 3,19 9,31 257
94 0,9958 12,05 0,00 5,40 0,19 11 35 4,13 154 3,44 9,06 383
95 0,9949 12,20 0,00 5,50 0,16 10 32 4,06 1,72 3,39 8,84 3
96 0,9943 12,40 0,00 5,50 0,17 10 28 4,00 1,77 3,20 8,89 332
97 0,9946 11,65 0,00 6,80 0,26 10 23 3,42 3,93 1,04 8,40 29
98 0,9943 11,25 0,00 6,40 0,20 9 17 3,33 5,49 0,73 8,70 31
99 0,9989 9,80 0,00 6,00 0,28 10 33 3,83 1,72 3,27 8,72 412
100 0,9983 9,80 0,00 6,00 0,30 8 23 3,77 191 2,89 8,07 349
101 0,9932 8,85 0,00 5,50 0,09 6 57 3,44 3,45 1,63 5,56 319
102 0,9965 10,25 0,01 7,10 0,28 11 29 3,47 2,80 1,30 8,63 85
103 0,9951 11,25 0,00 7,70 0,30 10 21 344 291 1,29 7,79 27
104 0,9958 11,10 0,01 7,60 0,26 11 20 3,44 2,72 1,45 7,95 27
105 0,9940 11,65 0,00 6,20 0,33 5 36 3,57 2,28 1,63 8,54 1665
106 0,9946 11,40 0,00 6,60 0,35 5 27 354 231 1,78 7,83 1571
107 0,9955 11,10 0,00 6,50 0,36 6 37 3,54 259 1,68 9,79 1835
108 0,9940 12,00 0,00 6,80 0,41 6 29 3,52 2,20 1,65 8,44 1477

G/F: glucosa + fructosa.
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Tabla E.3 Parametros enoldgicos de los vinos al final de la fermentacién malolactica de las

vinificaciones estudiadas durante la vendimia de 2003.

Vinifi- | Grado Acidez 987 5o, 5O, Acido Acido Acido .,

- e G/F volatil : L i . .. Glicerol
cacion [alcohdlico (/L) pH total ( libre total tartarico malico lactico (/L) A280
(Case)| (%vol) ‘9 (g/L) ACQ?_VL) (mglL) (mgll) (glL) (gL) (o) 9

30 11,00 0,08 3,89 3,80 0,43 24 45 1,54 0,06 1,30 6,82 44,150
31 11,40 0,08 3,83 3,90 0,28 24 39 1,62 0,04 134 6,79 46,400
32 11,10 0,09 3,88 4,00 0,34 25 41 1,47 0,03 142 6,71 50,550
34 10,45 0,10 3,41 3,60 0,23 23 50 1,43 0,01 065 7,01 4,070
35 11,05 0,13 3,25 3,80 0,14 10 7 2,12 0,06 0,38 558 4,540
36 10,60 0,13 3,33 3,80 0,25 20 59 1,58 0,01 046 7,22 5,690
37 10,25 0,08 3,25 3,80 0,16 17 60 1,76 0,03 052 6,12 4,640
38 10,80 0,06 3,32 3,50 0,15 26 68 1,84 0,01 0,37 561 4,790
39 10,70 0,07 3,36 3,10 0,14 26 67 1,73 0,01 0,34 547 4,890
40 10,85 0,10 3,27 4,30 0,16 15 59 2,07 0,02 065 6,55 4,980
41 10,55 0,05 3,45 3,00 0,16 33 84 1,48 0,01 0,35 49 4,850
42 10,90 0,08 3,38 3,30 0,15 21 65 1,90 0,01 0,27 578 5,520
45 10,80 0,06 3,33 3,80 0,26 19 49 2,23 0,01 054 532 4,020
47 11,00 0,05 3,32 4,20 0,18 14 57 2,57 0,01 061 544 4,150
48 11,00 0,07 3,39 4,00 0,22 32 82 2,12 0,00 069 563 3,870
49 10,70 0,08 3,31 4,20 0,15 40 102 2,39 0,02 0,62 528 3,930
50 10,10 0,05 3,25 4,40 0,27 30 79 2,55 0,01 060 517 3,560

51 9,50 0,40 3,91 3,30 0,26 23 45 1,73 0,06 148 6,65 19,650
52 9,60 0,05 4,06 3,40 0,42 25 a7 1,46 0,06 1,78 6,56 19,050
53 9,80 0,03 4,08 3,30 0,36 25 a7 1,53 0,05 18 7,12 21,400
54 9,80 0,05 4,08 3,20 0,33 28 62 1,40 0,06 160 7,73 22,850
55 9,50 0,05 3,95 3,80 0,76 9 57 1,62 0,05 1,47 6,69 23,750
56 9,40 0,03 4,13 3,89 0,21 28 61 1,58 0,06 185 6,20 23,750

57 10,20 0,05 4,04 3,30 0,33 30 58 1,42 0,07 1,75 6,96 22,850
58 10,60 0,05 3,98 3,50 0,27 30 69 151 0,06 154 6,86 20,450
59 11,05 0,02 3,77 3,80 0,29 40 63 1,58 0,05 125 7,07 22,500
60 11,90 0,05 3,96 3,60 0,28 62 94 1,47 0,08 152 8,33 24,400
61 11,40 0,05 3,77 4,10 0,25 46 69 1,63 0,07 1,48 8,038 28,350
62 11,50 0,03 3,90 3,50 0,29 29 51 1,29 0,07 1,48 7,73 26,500
63 12,05 0,02 3,85 3,80 0,29 31 50 1,39 0,08 1,30 8,17 24,150
64 11,20 0,04 3,63 4,10 0,20 32 74 1,73 0,04 117 8,03 21,850
65 11,40 0,03 3,74 3,80 0,30 26 52 1,16 0,07 129 7,85 23,350
67 11,90 0,24 3,26 4,90 0,16 6 136 1,69 1,49 0,01 6,89 4,080
68 10,40 0,25 3,75 3,00 0,30 8 90 1,01 0,01 09 6,94 4,020
69 12,50 0,44 3,22 6,70 0,18 17 135 1,25 3,47 0,03 7,33 4,200
70 13,35 0,63 3,04 6,60 0,27 24 172 2,44 204 000 7,92 5510
71 13,60 0,18 3,39 4,80 0,23 a7 108 1,86 0,02 0,85 8,67 19,600
72 12,95 0,12 3,49 4,50 0,20 19,00 58 1,81 0,02 097 8,24 18,550
73 12,00 0,09 3,42 4,80 0,19 16 55 2,30 0,02 085 7,53 23,150
74 13,15 0,10 3,41 4,90 0,25 18 49 2,00 0,04 0,83 8,49 21,500
75 13,20 0,13 3,43 5,00 0,31 76 148 1,96 0,03 093 891 22950
76 12,20 0,21 3,13 4,10 0,12 8 76 2,54 0,00 035 7,00 47,800
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Vinifi- | Grado Acidez 2697 5o, 50, Acido Acido Acido -,

cacion [alcohdlico (SI/LF) pH total voégtll libre total tartarico malico lactico Gl(lé:/eLr)o ! A280

(Case)| (% vol) (a/L) ACOHIL) (mg/L) (mg/L) (g/L)  (g/L) (g/L)
7 13,35 0,42 3,17 4,70 0,07 5 52 2,19 0,61 0,00 7,83 5,460
78 12,55 0,21 3,12 4,70 0,04 5 58 2,45 0,59 0,00 6,71 5,250
79 12,30 0,25 3,20 4,00 0,08 5 62 2,16 0,21 0,24 7,36 4,400
80 12,70 0,11 3,82 3,70 0,19 39 72 1,14 0,05 141 7,86 50,817
81 12,70 0,13 3,76 4,00 0,22 39 62 1,39 0,05 1,44 7,55 48,767
82 1250 0,13 3,74 4,20 0,33 103 165 1,51 0,07 1,37 7,50 51,600
83 12,40 0,14 3,74 4,20 0,26 46 79 1,24 0,07 1,47 6,91 55,100
84 12,95 0,20 3,77 3,90 0,22 45 79 1,92 0,09 1,40 7,32 39,750
85 12,85 0,19 3,71 4,00 0,23 30 51 1,71 0,09 1,35 7,40 39,750
86 14,75 0,35 3,43 4,70 0,31 22 101 2,20 0,05 0,47 7,55 43,700
87 13,75 0,21 3,52 3,90 0,33 22 58 1,90 0,04 0,49 7,55 44,150
88 14,60 0,32 3,74 4,10 0,46 16 83 1,51 0,06 0,64 10,70 42,680
89 12,90 0,24 3,76 3,80 0,47 22 62 1,54 0,05 0,81 8,92 38,040
90 11,90 0,18 3,85 3,60 0,55 15 46 1,48 0,05 0,90 8,35 30,420
91 12,70 0,23 3,91 3,60 0,71 12 41 1,27 0,05 0,99 9,60 33,430
92 12,00 0,19 3,94 3,40 0,61 32 44 1,39 0,04 0,98 8,54 12,071
93 13,00 0,15 4,31 3,30 0,64 29 49 1,16 0,10 2,26 9,19 45,660
94 11,95 0,14 4,31 3,50 0,70 51 79 0,97 0,10 2,42 8,98 46,970
95 12,25 0,12 4,24 3,60 0,63 30 49 1,00 0,09 2,26 8,84 49,140
96 12,60 0,14 4,15 3,70 0,63 23 37 0,97 0,06 2,12 9,09 54,190
97 11,65 0,20 3,36 5,40 0,55 26 47 1,64 0,09 0,73 8,90 55,650
98 11,15 0,20 3,23 5,50 0,34 35 74 3,12 0,06 0,56 9,22 44,500
99 10,20 0,09 4,02 4,10 0,64 18 47 1,23 0,09 191 7,58 51,100
100 9,85 0,09 3,91 4,20 0,63 25 60 1,29 0,08 1,70 7,13 43,850
101 8,95 0,00 3,40 3,50 0,10 12 146 1,14 0,03 0,97 5,34 2,660
102 10,45 0,19 3,42 5,50 0,36 37 112 1,64 0,11 1,01 8,94 55,370
103 11,45 0,18 3,35 5,70 0,37 50 116 1,63 0,09 0,95 8,60 56,880
104 11,30 0,13 3,37 5,80 0,36 25 56 1,34 0,10 1,09 8,63 55,380
105 11,85 0,11 3,73 4,40 0,48 12 68 1,01 0,04 1,19 8,10 18,150
106 11,50 0,08 3,67 4,60 0,46 22 89 1,00 0,07 1,20 7,74 19,950
107 11,00 0,15 3,64 4,60 0,49 12 56 1,13 0,05 1,17 8,52 17,100
108 11,95 0,00 3,59 4,80 0,43 13 48 0,83 0,06 1,12 7,76 22,650

G/F: glucosa + fructosa.
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Anexo F

Tabla F1. Contenido nitrogenado y precursores de CE de los mostos de las vinificaciones

estudiadas durante la vendimia de 2003.

Vinificacion | Arginina Citrulina  Urea Amonio Nit_rrc'z)gizpo

(Case) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
28 65 0 46 63,5 182,2
29 71 0 82 71,2 221
30 57 0 137 106 281,1
31 53 0 46 61,1 178,4
32 66 0 9 70,6 208,4
33 128 0 137 127 206,1
37 144 0 156 133 217,7
41 159 0 174 134 216,6
45 196 0 82 74,1 159,5
49 198 0 82 72,3 154,1
53 120 0 82 74,6 2248
57 130 0 28 64,1 183,7
61 167 0 64 61,2 187,9
65 114 0 28 52,2 144.4
67 112 0 9 75 227
68 151 0 101 129 327
69 113 0 105 77 296
70 87 0 105 107 243
71 163 0 28 74 189
72 159 0 64 111 237
73 205 0 82 118 247
74 178 0 119 135 269
75 163 0 101 129 268
76 210 0 156 152 345
77 174 0 82 124 253
78 83 0 82 131 256
79 102 0 64 123 237
80 80 0 137 166 284
81 80 0 156 177 295
82 88 0 137 152 275
83 98 0 137 168 271
84 126 0 156 171 284
85 86 0 210 187 379
86 137 0 119 155 310
87 207 0 156 184 366
88 193 0 137 158 379
89 245 0 156 136 348
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Vinificacion | Arginina Citrulina  Urea Amonio Nit_rrc'z)gizpo
(Case) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
90 233 0 137 109 351
91 206 0 119 127 403
92 136 0 6 104 321
93 196 0 174 147 407
94 194 0 192 140 423
95 70 0 64 88 243
96 109 0 119 119 292
97 15 0 0 47 117
98 182 0 82 136 246
99 151 0 281 142 374
100 100 0 233 128 348
101 81 0 0 42 150
102 75 0 0 46 168
103 35 0 0 33 120
104 18 0 0 58 145
105 50 0 89 41 147
106 33 0 8 25 126
107 23 0 41 21 105
108 11 0 0 9 86
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Tabla F2. Contenido nitrogenado, precursores de CE, consumo de arginina y produccién de
citrulina de los vinos al final de la fermentaciéon alcohélica de las vinificaciones estudiadas

durante la vendimia de 2003.

o . Nitrégeno - N Consumo Produccién

Vinificacion | Amonio Total Arginina Citrulina qQ de Citrulina

(Case) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)  Arginina FFA (%)

FFA (%)
28 6 16 23 0 -65 0
29 8 22 37 0 -49 0
30 8 28 34 0 -40 0
31 9 18 14 0 -74 0
32 9 21 35 26 -47 82
33 0 29 10 40 -92 34
37 2 29 9 52 -94 38
41 1 44 19 53 -88 38
45 0 22 16 16 -92 9
49 0 24 16 34 -92 19
53 8 18 32 0 -73
57 9 17 29 0 -78

61 10 21 37 94 -78 72
65 9 23 36 4 -68 5
67 0 22 11 17 -90 17
68 0 26 22 13 -85 10
69 0 32 16 21 -86 22
70 0 25 8 27 -91 34
71 8 31 32 0 -80 0
72 7 32 23 0 -86 0
73 8 30 27 0 -87 0
74 8 35 34 4 -81 3
75 7 41 57 0 -65 0
76 2 31 17 23 -92 12
77 2 28 9 45 -95 27
78 0 25 11 30 -87 41
79 0 30 21 30 -79 37
80 6 30 33 0 -59 0
81 5 16 35 0 -56 0
82 6 24 31 0 -66 0
83 8 23 31 0 -68 0
84 6 21 28 0 -78 0
85 6 21 37 0 -58 0
86 10 58 59 0 -57 0
87 10 58 56 0 -73 0
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e . Nitr6geno - N Consumo Produccion
Vinificacion | Amonio Total Arginina Citrulina (_je_ de Citrulina
(Case) (mglL) (mg/L) (mg/L) (mg/L) Arginina EFA (%)
FFA (%)
88 8 56 58 0 -70 0
89 7 49 62 0 -75 0
90 7 40 60 0 -74 0
91 7 39 62 0 -70 0
92 7 43 58 0 -57 0
93 6 21 42 0 -79 0
94 6 32 49 0 -75 0
95 6 17 39 0 -44 0
96 4 18 45 0 -59 0
97 5 24 37 42 147 -188
98 7 45 35 5 -81 3
99 11 198 33 0 -78 0
100 17 285 43 0 -57 0
101 0 23 12 24 -85 35
102 4 34 38 0 -49 0
103 3 31 35 0 0 0
104 4 22 15 0 -22 0
105 9 175 20 0 -60 0
106 10 186 24 0 -27 0
107 9 171 12 0 -48 0
108 9 183 17 0 55 0

FFA: final de fermentacién alcohdlica.
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Tabla F3. Contenido nitrogenado, precursores de CE, consumo de arginina y produccién de
citrulina de los vinos al final de la fermentacién malolactica de las vinificaciones estudiadas

durante la vendimia de 2003.

e . Nitr6geno - N Consumo Produccion
Vinificacion | Amonio Total Arginina Citrulina (_je_ de Citrulina
(Case) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)  Arginina FEML (%)
FFML (%)
28 9 18 23 0 0 0
29 10 31 32 0 -11 0
30 11 35 30 0 -12 0
31 10 22 14 0 0 0
32 15 32 15 42 -57 80
71 14 40 14 14 -56 77
72 13 44 22 0 -4 0
73 13 44 27 0 0 0
74 14 39 17 20 -50 94
75 14 64 40 0 -30 0
80 11 42 28 0 -15 0
81 12 39 32 0 -9 0
82 11 37 30 0 0 0
83 10 38 30 0 -3 0
84 12 38 27 0 -4 0
85 10 37 32 0 -11 0
86 13 61 44 0 -25 0
87 15 70 38 0 -32 0
88 16 76 52 0 -10 0
89 15 76 44 0 -29 0
90 15 64 33 0 -45 0
91 14 65 31 0 -50 0
92 14 59 40 0 -31 0
93 11 45 32 3 -24 30
94 12 57 39 1 -20 10
95 13 44 17 17 -56 77
96 11 45 22 20 -51 86
97 11 28 20 58 -46 94
98 12 39 22 17 -37 92
99 14 127 23 0 -30 0
100 15 139 22 4 -49 19
102 11 40 11 28 -71 103
103 11 28 18 38 -49 222
104 12 34 14 46 -7 4574
105 10 102 17 3 -15 99
106 10 100 16 0 -33 0
107 8 89 8 0 -33 0
108 9 105 17 0 0 0

FFML.: final de fermentaciéon malolactica.
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Tabla G. Concentraciones de CEP de los vinos al final de las fermentaciones alcohélica y

malolactica en las vinificaciones estudiadas durante la vendimia de 2003.

Vinificacion CEP FFA CEP FFML

(Case) (Mg/L) (Mg/L)
31 13 60,7
37 29,9
70 37,4
71 54,6 54,9
78 6,7
80 67,5 86,2
87 137,3 191,9
91 121,4 131
96 22,3 34,6
97 7,1 25,4
98 36,1 51,1
99 32,3 34,3
105 15,8 17,1

CEP: carbamato de etilo potencial
FFA: final de fermentacién alcohdlica.
FFML: final de fermentacién malolactica.
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Oenococcus oeni

LALVIN 31 MBR®

Cultivo bacteriano de inoculacion directa

Potencia la estructura tanica y los caracteres afrutados
Adaptada a bajos pH y a bajas temperaturas

Lalvin 31 fue seleccionada entre los cultivos bacterianos de la coleccion del ITV Francia por su capacidad a
terminar de forma segura la fermentacién malolactica (FML) en vinos dificiles por sus condiciones limitantes:
como es pH bajo y temperaturas bajas. Lalvin 31 es idonea para la obtencion de vinos afrutados
presentando una buena estructura tanica.

Se ha demostrado que la intensidad colorante final del vino depende de la duracion de la FML. Gracias a su
capacidad de fermentar a baja temperatura, Lalvin 31 permite al técnico obtener vinos con mayor intensidad
y estabilidad de color.

El pH bajo es, de forma general, uno de los factores mas limitantes para las bacterias lacticas. En estas
condiciones, los vinos son a menudo desequilibrados y mejorarian con una disminucién de acidez. Debido a
su excelente nivel de supervivencia, Lalvin 31 permite una desacidificacién natural.

Gracias a sus cacteristicas Lalvin 31 se conoce como el cultivo bacteriano mas eficaz para el control de la
FML bajo condiciones encontradas generalmente en las regiones septentrionales.

Cepa pura de Oenococcus oeni.
Tolerante al pH : >3,1
Amplia franja de
temperaturas: 13-24C
Cinética de FML: media (en ciertas
condiciones dificiles, se observara una
moderada fase de latencia)

Tolerancia al alcohol: <13.5%

tolerancia a

Disponible en sobres para la inoculacion de

B ALVIN 31
I LALVIN EQ54

EtOH

SO, Total : 45 ppm

Necesidades en nutrientes: media
Produccién baja de AV

Disminucion del acetaldehido
traduciéndose por una mayor eficacia
del SO, (menor dosis de S0,)
Produccién de aminas bidégenas: no
tendencia a su produccion.

2.5hl, 25 hl'y 250 hl.

pH

3.0

é‘ Ez%

To

50
60

SO, T
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Frutas Rojas

e=m== | alvin EQ54
@ alvin 31

Vegetal

N
7

= \

X7
2
[

Estructura tanica Graso/ redondez en boca

Fruta tropical e Lalvin EQ54
: @ alvin 31

@ | alvin 41

Tonos lacteos

Vegetal Cuerpo/ volumen/ complejidad

Lalvin 31 es un cultivo bacteriano de inoculacién directa, por lo que no necesita adaptacion antes de ser
inoculado en el vino.

Rehidratar el contenido de un sobre para 25 hl de vino en 500 ml de agua mineral a 20-30C durante 15-20
min.

Afiadir directamente al vino al final de la fermentacion alcohdlica y agitar suavemente o remontar al abrigo
del aire para distribuir homogéneamente la bacteria y minimizar las oxigenaciones.

Este producto se puede almacenar durante 12 meses a 4C y 18 meses a -18T. Los sobres abiertos
deberan ser inmediatamente y totalmente utilizados.
Lallemand garantiza la calidad de sus productos vendidos en su envase original, utilizado en conformidad

con la fecha de caducidad y las condiciones de almacenaje.

Este documento contiene la informacion mas reciente que tenemos sobre nuestros productos y ésta puede
evolucionar. Esta informacién no constituye ningn contrato.

PARA MAYOR INFORMACION
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SELECCION DEL ICV
Bacterias lacticas
seleccionadas de la naturaleza

Después de un largo proceso de investigacion, el ICV ha aislado y
seleccionado una bacteria lactica, ELIOS-1. Los ensayos a escala
industrial se han realizado durante la vendimia de 2003.

e EL10S-1 es producida, liofilizada y empaquetada por Lallemand.

e ELIOS-1 es una cepa de bacteria lactica Oenococcus oeni
seleccionada de la naturaleza; no ha estado sometida durante su
aislamiento, seleccion o produccion a manipulacion genética.

e ELIOS-1 cumple las normas redactadas en el Codex Enoldgico
editado por la CIV y las normas de la FAQO, particularmente en io que
se refiere a ausencia de metales pesados.

Estos certificados estan a su disposicion y pueden ser solicitados al ICV o a Lallemand a través de email,
fax o correo postal

D
Y

Proceso MBR
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ELIOS = base 100

400
350
300
250
200
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Lalvin Elios1 es una bacteria Oenococcus oeni seleccionada de los vifiedos mediterraneos por Dominique
Delteil y Daniel Granés (ICV, Francia).

Las principales caracteristicas por las que fue seleccionada de ELIOS-1 fueron:

« Completa el consumo de &cido mélico de los vinos fintos incluso cuando hay altas concentraciones de
polifenoles en el medio y condiciones medias de temperatura y pH.

» Debido a su alta capacidad de implantacién y a sus particulares propiedades metabélicas, evita la formacion
de aminas bidgenas, la accién de organismos contaminantes (Lactobacillus, Breftanomyces, Pediococcus y
Pichia), y la aparicion de aromas azufrados.

« En la elaboracién de vinos tintos potencia los aromas frescos varietales y aporta notas de licor, pimienta y
fruta madura.

» Aumenta la sensacion de volumen en boca y hace méas perceptibles los taninos redondos en el paladar
medio.

« Cuando se emplea para elaborar vinos blancos y rosados, desarrolla aromas a fruta madura y ayuda a
mantener la estabilidad sensorial.

PRINCIPALES CARACTERISTICAS TECNICAS:

«Rdpida, completa y regular degradacion del acido malico en los vinos mediterraneos: con alto nivel de
polifenoles.

=Resistencia elevada al etanol (Hasta 15 %v/v).

«Baja produccion de acidez volatil si se realizan correctas précticas fermentativas: ausencia de azicar
residual y control del final de la fermentacion malolactica, adicionando de forma homogénea SO2.
«Baja produccién de aminas bidgenas.

#Baja produccion de aromas azufrados.

CONSEJOS:

sELIOS-1 es una bacteria heterofermentativa, por lo que puede producir acidez volétil si hay azdcar residual
en el medio.

eTemperatura de empleo: de 18 °C a 25°C.

=No emplear en vinos tintos con pH jA 3,4.

«Tolerancia a SO2 Total jA 50 mgil.

sTolerancia a SO2 Libre jA 10 mg/l.

sNo utilizar si se han empleado mas de 10 g/hl en el mosto o en la uva.

+Si el grado alcohélico es mayor de 14 % viv, pH deberia ser jA 3,5 y SO2 Total jA 35 mg/.

sEmplear cuando la temperatura es homogénea y estable.

Efecto de ELIOS-1

sobre el contenido en aminas bidgenas.

Syrah, 2001.
de I+D del ICV

Histamina: Amina biégena que causa
reacciones alérgicas.

En Suiza el nivel méximo es 10 mg/l.
con olores animales (jMal aliento!)

con olores animales (jMal aliento!)

Histamina Putrescina Cadaverina

Producido y Distribuido por:

www.lallemandwine.com
fb.espana@lallemand.com
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Ensayo realizado por el departamento

Putrescina: amina biégena volatil asociada

Cadaverina: amina biégena volatil asociada
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