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Resumen:

En este trabajo se estudid la posibilidad de realizar la Fermentacion maloalcohdlica (FMA) conducida por levaduras
inmovilizadas de la especie Schizosaccharomyces pombe, como una alternativa a la Fermentacion Malolactica (FML) llevada
a cabo por bacterias lacticas. El estudio se desarrollé con una partida de uva tinta, en la que se intentd inducir la FMA tanto en
el mosto como en el vino, es decir, antes y después de la fermentacion alcohdlica. En ninguno de los dos casos se llevo a cabo
la fermentacidn maloalcohdlica, a pesar de acondicionar los depdsitos para favorecer el desarrollo de estas levaduras, y fueron
las bacterias lacticas autdctonas las que degradaron el &cido malico. Al analizar las perlitas que contenian las levaduras después
del ensayo, se detect6 que se habia producido una deshidratacion de las mismas que impedian el intercambio con el medio, a
pesar de que las levaduras del interior seguian vivas. Esta deshidratacion se produjo probablemente por el excesivo contenido
en polifenoles del liquido, puesto que las perlitas aparecian totalmente tefiidas de rojo y con un didmetro reducido.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, los procesos de elaboracién de
vinos de calidad tienden a evitar la presencia de compuestos
con riesgo para la salud (aminas biégenas, carbamato de
etilo,...), y a desarrollar y estabilizar la calidad aromatica y or-
ganoléptica del producto. La fermentacién malolactica es una
transformacion microbioldgica, beneficiosa en algunos casos,
pero que puede causar alteraciones en este sentido: acumu-
lacion de sustancias tdxicas y desviaciones organolépticas
[2]. Por tanto, para evitar este problema habria que ejercer un
estricto control sobre la fermentacién malolactica o impedirla,
y con ello anular la presencia de las bacterias lacticas du-
rante la vinificacion.

La desacidificacion de los vinos y su estabilizacién
al eliminar el acido malico presente, puede llevarse a cabo
ademas de por la FML, mediante la actuacion de levaduras
de la especie Schizosaccharomyces pombe, que realizan la
fermentacion maloalcohdlica, transformando el acido malico
en etanol y CO5. Sin embargo, estas levaduras no se han
utilizado hasta hoy a nivel industrial porque si permanecen
en el mosto durante un tiempo largo, provocan una
disminucion del caracter varietal y la aparicion de sabores y
aromas desagradables [8]. Por otro lado, la inoculacion de
los depdsitos con microorganismos tiene el inconveniente de
la pérdida de control sobre los mismos una vez que éstos se
han adicionado al depdsito. Sin embargo, el empleo de
microorganismos inmovilizados en estructuras sélidas, que
no se desintegran en el contacto con el mosto o el vino, y
que permiten retirarlos del medio en cualquier momento,
hace que el microorganismo esté bajo control en todo
momento.

En los vinos blancos, la FML no es unanimemente
aceptada por los enologos porque induce un caracter vinoso
y pérdida de afrutado, aspectos no deseados en la mayoria de
los vinos blancos. El empleo de Schizosaccharomyces como
alternativa a la FML para este tipo de vinos se ha experimen-
tado en algunas zonas frias con resultados muy prometedo-
res. En el caso de los vinos tintos, se pueden hacer diferentes
consideraciones segun el tipo de vino. Asi, en los vinos des-
tinados a crianza la presencia de las bacterias lacticas, a
pesar de los riesgos, parece ser imprescindible, ya que el
aporte de polisacaridos durante la plasmolisis celular mejora
enormemente las caracteristicas del vino. Sin embargo, en
los vinos tintos de consumo joven, debe permanecer mas el
caracter de afrutado y pueden ser mas ligeros, por lo que las
caracteristicas aportadas por la FML no son imprescindibles

La utilizacién de Schizosaccharomyces pombe en
forma inmovilizada, es la alternativa a la FML para vinos tin-
tos que se estudié en este trabajo.

2. MATERIAL Y METODOS

El ensayo se realiz6 a partir de uva tinta de la va-
riedad tempranillo que fue procesada mediante estrujado,
despalillado y sulfitado en la bodega experimental del CIDA.
Se llevaron a cabo dos vinificaciones (por triplicado) en de-
pdsitos de 25 litros: Testigo, y Tratado con levaduras de des-
acidificacion. Los depdsitos Testigo fueron sulfitados a razén
de 30 mg/l de sulfuroso, se sembraron con LSAy se acondi-
cionaron a 22°C. Los depositos problema se sulfitaron a
razén de 15 mg/l para no inhibir el desarrollo de las levadu-
ras Schizosaccharomyces pombe, y fueron inoculados con
la dosis correspondiente de levaduras inmovilizadas previa-
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mente hidratadas e introducidas en bolsitas de tela de visillo
esterilizada y que contenia un contrapeso para impedir que
flotasen. Estos depositos se mantuvieron a una temperatura
de 17°C para retrasar el inicio de la fermentacion alcohdlica
y permitir la degradacién del malico por las levaduras de la
especie Schizosaccharomyces pombe inmovilizadas. Todas
las fermentaciones se siguieron mediante analisis diario de la
densidad, el acido malico y la temperatura.

Tras la fermentacién alcohdlica, los vinos testigo
fueron mezclados y la mezcla se distribuyd en 6 depdsitos
de 15 litros y en 6 matraces de 2 litros. Dos envases de cada
tipo se inocularon con Schizosaccharomyces pombe inmovi-
lizadas, otros dos con bacterias lacticas comerciales y los dos
restantes quedaron como testigos. Los depoésitos se coloca-
ron en una camara de la bodega del CIDA a 20°C y los ma-
traces se llevaron a un laboratorio de la Universidad de La
Rioja, almacenandolos también a 20°C, y se mantuvieron en
esas condiciones durante 1 mes. La evolucién de los depd-
sitos se siguié mediante andlisis de los acidos malico y lac-
tico, y de las bacterias lacticas presentes.

3. RESULTADOS

Los tres intentos de inducir la Fermentacion Malo-
alcohdlica, tanto antes como después de la fermentacion al-
cohdlica, no tuvieron éxito, a pesar de acondicionar los
depositos para favorecer el desarrollo de estas levaduras.

En el ensayo llevado a cabo sobre mosto, el inicio
de la fermentacion alcohdlica se retrasé 4 dias en los depo-
sitos inoculados con Schizosaccharomyces pombe , pero el
contenido de acido malico no se modificé durante este
tiempo, ni tampoco durante el desarrollo de la fermentacion.
Estos resultados son contrarios a lo encontrado por otros au-
tores [5,6], que emplearon estas levaduras inmovilizadas con
éxito, tanto en mostos blancos como en tintos.

En los ensayos desarrollados sobre vino, se obtu-
vieron los mismos resultados en los depositos y en los ma-
traces. La fermentacion malolactica de los depdsitos
sembrados con bacterias comerciales se inicié rapidamente
y se complet6 en 10 dias. Sin embargo, en los depdsitos tes-
tigo y en los sembrados con Schizosaccharomyces pombe,
tardd en arrancar 25 dias y su duracion fue similar que en los
depdsitos inoculados (Tabla 1). La acumulacién en el medio
de acido lactico, asi como el crecimiento de bacterias lacticas
confirmé que en el depdsito inoculado con Schizosaccha-
romyces pombe, fueron las bacterias y no las levaduras in-
movilizadas los agentes de esta transformacion. En otros
trabajos se han encontrado resultados contradictorios al ino-
cular estas levaduras en vinos. Algunos autores [3,7] de-
mostraron el consumo total de &cido malico auin en ausencia
de azlcares. Sin embargo, en otros trabajos se afirma que
siempre es necesaria la presencia de azlcar para asegurar
la actividad [1,4].

Tabla 1. Evolucién de los acidos malico, lactico y bacterias lacticas durante el ensayo de laboratorio

Paramefros | Matraces Fechas

17A0 | 2010 | 2310 | 2410 | 25010 | 270 | 300 | &1 | 13n | 2001

Tasfigo 27 - 27 27 27 | 27 27 2.4 14 | 02

A MALICO | 5 pombe | 27 : a7 27 27 | 27 27 2.4 08 | 03

(mgfl) B licticas | 27 2E 13 1.4 10 | 04 0.1 - - 0.1

Tasfign 0.1 - - - 0.1 02 15 1.7

A LACTICO | 5 pombe | 01 - - - - 0.1 02 16 1.7

(g} B iEcticas | 01 - 0.3 - - 1.1 - - 18
Bacterias Tashiga 47 13107 1107 120107 | 15103 | 2105 | =105
Lacticas | 5 pombs | deil2 | - 4:10¢ 79108 [ 11107 | 1x10® | <08
{ufziml) B licticas | 4eiD2 | - | 11x10¢ 11106 1x108 - <08 | <108

Al analizar las perlitas que contenian las levaduras
después de los ensayos, se detectd que se habia producido
una disminucion en el diametro de las mismas de aproxima-
damente cinco veces respecto al que tenian tras la hidrata-
cion inicial, y que ademas aparecian totalmente tefiidas de
rojo (Figura 1). La rotura de las perlitas mediante aplasta-
miento sobre suero fisioldgico, y la siembra posterior del ex-

tracto en medio cloranfenicol Glucosa Agar, demostrd que las
levaduras del interior de las perlitas seguian vivas. Estos
datos inducen a pensar que se produjo una deshidratacion
de las perlitas que impidié el intercambio con el medio, a
pesar de que las levaduras del interior seguian vivas. Esta
deshidratacion se produjo probablemente por la presencia de
polifenoles en el liquido.

Fig. 1. Aspecto de las periitas antes de ser hidratadas(a), después de un ensayo (b) y tras rehidratarlas después de su uso (c)
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4, CONCLUSIONES

La disminucidn de tamafio y la fijacion de polifeno-

les sufrida por las perlitas de alginato que contenian las le-
vaduras de la especie Schizosaccharomyces pombe han
podido ser las causas de la no funcionalidad de estas leva-
duras y de la no realizacién de la fermentacién maloalcoho-
lica. Seria necesario estudiar el efecto de la carga polifendlica
del liquido ejerce sobre la permeabilidad de las perlitas de al-
ginato, y en definitiva sobre el acceso de las levaduras a los
sustratos.
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