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1. INTRODUCCIÓN

La fermentación maloláctica es un proceso de trans-
formación que sufren los vinos tintos de alta calidad, propor-
ciona características positivas tales como la desacidificación
o la estabilización microbiológica, e incrementa la compleji-
dad aromática y de sabor del vino. Este proceso consiste en
la descarboxilación del ácido málico en ácido láctico y se lleva
a cabo por bacterias lácticas (LAB), principalmente por la es-
pecie Oenococcus oeni. Si la fermentación maloláctica no se
controla correctamente y las LAB crecen de manera inapro-
piada, la calidad del vino disminuye e incluso llega a perderse
[1]. De forma similar, el crecimiento de bacterias acéticas
(AAB), capaces de oxidar el etanol a ácido acético, tiene con-
secuencias nefastas sobre la calidad del vino. Por lo tanto, el
control de un crecimiento bacteriano apropiado durante la
elaboración y conservación del vino es de suprema impor-
tancia para obtener vinos de alta calidad. Actualmente du-
rante el proceso de elaboración del vino, se adiciona
anhídrido sulfuroso a la uva prefermentada y al producto final,
lo que previene el crecimiento de microorganismos indesea-
dos, actúa como antioxidante y mantiene los beneficios de
los polifenoles del vino [2; 3]. Sin embargo, por sus posibles
riesgos en la salud humana, los organismos internacionales
(OMS, FAO, OIV) han establecido límites máximos de anhí-
drido sulfuroso en los vinos y recomiendan su reducción en
bebidas y alimentos. Por otra parte, la nisina es una bacte-
riocina producida por una LAB calificada con la categoría de
GRAS (“Generally Recognized As Safe”) por la FDA y está
aprobada en más de 40 países como conservante en ali-
mentos [4]. Este lantibiótico de 35 aminoácidos y propiedades
catiónicas, se produce de manera natural por cepas especí-
ficas de la especie Lactococcus lactis. Asimismo la pediocina

PA-1/AcH producida por cepas del género Pediococcus, tam-
bién se comercializa para emplearse en alimentación. En la
actualidad no se autoriza todavía la adición de ninguna de
estas bacteriocinas en vino.

El objetivo de este trabajo fue favorecer la conser-
vación de un vino tinto mediante el empleo combinado de los
agentes antimicrobianos metabisulfito y nisina, controlando
el crecimiento de bacterias lácticas, acéticas y levaduras de
origen enológico.

2. MATERIAL Y MÉTODOS

2.1. Condiciones de cultivo y crecimiento de bacterias

La Tabla 1 muestra la colección de microorganis-
mos incluida en este trabajo: 70 bacterias lácticas (LAB) y 23
bacterias acéticas (AAB). Las cepas de O. oeni se cultivaron
durante 3-4 días en placas de MLO agar a 30ºC y bajo con-
diciones estrictas de anaerobiosis (concentración final de CO2

del 7-10%), mientras que el resto de LAB se cultivaron du-
rante 48h en placas de MRS agar a 30ºC en una atmósfera
con un 5% de CO2. Las AAB se incubaron a 30ºC en placas
de mannitol agar durante 48h.

2.2. Detección de actividad antimicrobiana de distintas
bacteriocinas

Se estudió la actividad de Pediococcus acidilactici
C652, Lactobacillus sakei C654 y Lactococcus lactis C144
productoras de las bacteriocinas pediocina PA-1, lactocina S
y nisina Z, respectivamente, frente a las distintas cepas indi-
cadoras de origen enológico (Tabla 1), empleando el método
“spot-on-the-lawn” en placas de TSA [9].
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2.3. Trabajo en bodega

Un vino tinto acabado se analizó química y micro-
biológicamente y se sometió a la acción combinada de dis-
tintas concentraciones de metabisulfito (28, 50 y 100 mg/L) y
de nisina (0, 3, 6.25, 20 y 50 mg/L; Nisaplina, Danisco) en
colaboración con una bodega de la región. Estos vinos se
embotellaron, realizándose los ensayos por triplicado para
cada condición estudiada. Después de cuatro meses de con-
servación se tomaron muestras homogéneas de todos los
vinos sometidos a la acción antimicrobiana y se realizó el se-
guimiento de la población microbiana mediante siembras de
alícuotas de estas muestras en medios de cultivo específicos
para LAB y AAB.

La presencia de levaduras Brettanomyces se de-
terminó tras sembrar las muestras en YPD agar con bromo-
cresol e incubadas durante una semana a 30ºC, y el resto de
levaduras en YPD agar a 30ºC durante 48h. Se realizaron re-
cuentos y aislamientos de cepas resistentes a la acción de
ambos antimicrobianos solos o en combinación. La identifi-
cación de géneros y especies microbianas se llevó a cabo
mediante métodos bioquímicos tradicionales (tinción de
Gram,...) y de biología molecular: PCR universales para le-
vaduras y para bacterias, con posterior secuenciación auto-
mática [5, 6] y PCR específicas para identificar
Brettanomyces y Saccharomyces [7, 8].

3. RESULTADOS

3.1. Efecto de bacterias productoras de bacteriocinas
sobre las bacterias del vino

La mayor actividad antimicrobiana se detectó con
la cepa productora de nisina Z, muy activa frente a todas las
BAL estudiadas y algunas Gluconobacter. Los halos de inhi-
bición del crecimiento de las 23 cepas de la especie O. oeni
fueron muy superiores a los del resto de LAB de origen eno-
lógico estudiadas. La cepa productora de pediocina PA-1 fue
activa frente a todas las cepas de O. oeni y a 14 de las otras
47 BAL.

La cepa productora de lactocina S produjo halo de
inhibición sólo en dos de las 70 BAL, siendo inactiva frente al
resto de bacterias estudiadas (Tabla 1).

3.2. Efecto combinado de metabisulfito y nisina en la
conservación de un vino

El vino de partida presentaba una la baja carga bac-
teriana y a lo largo de los cuatro meses que duró el estudio
no se detectó crecimiento de LAB en las muestras de vino.
Por otra parte, la población de AAB cultivables era significa-
tiva, y en la Fig. 1 se observa que existen reducciones en la
población de AAB al aumentar la concentración de nisina en
combinación con las distintas concentraciones de metabisul-
fito. Se comprobó la resistencia de las levaduras Saccha-
romyces y Brettanomyces al efecto inhibitorio de la nisina.

4. CONCLUSIONES

- Se observó que la cepa Lactococcus lactis C144 produc-
tora de nisina Z fue muy activa frente a las 70 LAB estu-
diadas, siendo especialmente sensibles las cepas de la
especie O. oeni.

- Se detectó un efecto sinérgico entre el metabisulfito y la
nisina en el crecimiento de las AAB enológicas, lo cual in-
dica que la combinación de ambos antimicrobianos puede
constituir un nuevo método de conservación del vino que
permitiría la utilización de menores concentraciones de
metabisulfito que las empleadas en la actualidad.
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Tabla 1. Actividad antimicrobiana de cepas productoras de Pediocina PA-1,
Lactocina y Nisina Z frente a bacterias lácticas y acéticas según el método de “spot-on-the-lawn”.

a (+) inhibición del crecimiento, (-) ausencia de inhibición del crecimiento.

Fig. 1. Poblaciones de AAB (log UFC/ml) detectadas en las botellas de vino sometidas a la acción de metabisulfito y nisina después de
cuatro meses de conservación. Muestras: El número indica concentración de metabisulfito (1: 18; 2: 50 y 3: 100 mg/L)

y la letra señala la concentración de nisina (A: 0, B: 3, C: 6.25, D: 20, y E. 50 mg/L).




