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% Cuando se estudiaron las levaduras en rela-
cién a su capacidad para utilizar fructosa,
se constato que la levadura Uvaferm 43®
- seleccionada inicialmente para ayudar las
fermentaciones lentas o paradas cuando los
niveles de alcohol alcanzan valores altos -
es también particularmente eficaz en la uti-
lizacion tanto de fructosa como de glucosa.
Dentro de un grupo de mds de 50 levaduras
seleccionadas del mercado, Uvaferm 43 fue
claramente mds eficaz que todas las demas,
especialmente en condiciones de concen-
traciones limitadas de nitrégeno.
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Con el proceso YSEO®, las levaduras pre-
sentan una mayor resistencia al alcohol y
se adaptan mejor a las condiciones de fer-
mentacion dificiles, como niveles de alcohol
elevados, nutrientes especificos escasos o
temperaturas inferiores a la temperatura
ideal. El proceso YSEO estimula la activacion
de la membrana y de las enzimas de la
levadura, dando lugar a una fase de latencia
mas corta al inicio de la fermentacion y a
una fermentacion mas sequra, incluso con
niveles de alcohol elevados. Para 2008, ya
estan disponibles nuevas levaduras - como
Cross-Evolution® - que han sido sometidas
al proceso YSEO.
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Condiciones bien conocidas y menos
conocidas que afectan a la FML:

Estrategias para el éxito de la
Fermentacion Malolactica

uando la fermentacién malol4ctica

(FML) tarda en empezar, o cuan-

do una vez empezada se ralentiza
o detiene, el endlogo puede obtener un
vino de calidad inferior. Se sabe que el
pH tiene una influencia importante en el
proceso de FML. Los pH bajos inhiben el
crecimiento de Oenococcus oeni, bacteria
lactica (BL) considerada la mds interesante
para la FML. Sin embargo, cuando el pH es
demasiado alto, el efecto mds frecuente es
que las bacterias competidoras (por ejem-
plo Lactobacillus y Pediococcus) transformen
y alteren las caracteristicas sensoriales del
vino. A pesar de que la fiabilidad y eficacia
de los cultivos iniciadores seleccionados han
mejorado considerablemente durante estos
ultimos diez afios, existen muchos otros
factores implicados en el éxito de la FML.
Un mayor conocimiento de estos factores
contribuird a mejorar nuestro control sobre
la vinificacién y el estilo de vino obtenido.
Este nimero especial de Winemaking Update
presenta los resultados de las investigaciones
mds recientes sobre este tema.

I- Condiciones bien conocidas
que influyen la FML

En la mayorfa de los estudios cientificos
sobre este aspecto, los factores que demues-
tran afectar la supervivencia y crecimiento
de las BL en el vino se dividen en las sigui-
entes tres categorfas generales.

e La composicién fisico-quimica del vino

— El pH es uno de los pardmetros que mds
influencian el comportamiento de las BL.
El pH determina las especies de BL con m4s
probabilidades de desarrollarse, e influye
sobre su viabilidad y velocidad de creci-
miento. También actda sobre la velocidad
de degradacién del dcido mdlico y sobre el
comportamiento metabdlico de las especies
bacterianas. Un pH bajo (inferior a 2,9)
impide que la bacteria se desarrolle mientras
que un pH de 3,4 es ideal. Unos niveles de
pH por debajo de este umbral complican el
arranque de la FML, pero la microbiologfa
del vino es mas fécil de manejar, ya que los
pH bajos ayudan a prevenir el crecimiento
de la mayor parte de los microorganismos

contaminantes, al mismo tiempo que fomen-
tan el desarrollo de BL seleccionadas que son
mds resistentes y tienen mayores probabili-
dades de llevar a cabo la FML. Por otro lado,
un pH mi4s elevado incrementa el riesgo de
crecimiento de organismos contaminantes,
como Brettanomyces, que pueden ralentizar
la FML. En este caso, la inoculacién tem-
prana del mosto con cultivos iniciadores
seleccionados permite a los endlogos retrasar
o incluso inhibir el desarrollo de organismos
contaminantes.

— El SO;, tiene un potente efecto inhibidor
sobre el crecimiento de las BL, especialmen-
te cuando el pH es bajo.

— El nivel de alcohol es perjudicial para
el crecimiento de las BL y para la correcta
evolucién de la FML una vez alcanzado el
6%/vol. Por encima del umbral critico del
14%/vol., la tolerancia al etanol de la mayor
parte de las bacterias es cero, a pesar de que
la resistencia al alcohol varfa de una cepa
a otra.

— La falta de nutrientes, especialmente la
falta de 4cido madlico o una deficiencia de
nitrégeno a-aminico (a veces relacionada
con la cepa de levadura), ralentiza el proceso

de Ia FML.

— La temperatura tiene un efecto bien
conocido sobre la FML. Las BL son mesofili-
cas, esto quiere decir que su temperatura de
crecimiento éptima se encuentra entre 15 y
30°C. A bajas temperaturas, el crecimiento
bacteriano y la velocidad de la FML dismi-
nuyen significativamente.

e Los factores asociados a la vinificacién

Una excesiva clarificacién puede reducir
significativamente la poblacién natural de
BL y eliminar algunos nutrientes necesarios
para las bacterias, asi como las particulas en
suspensién que estimulan el crecimiento
bacteriano. Se ha observado también que los
vinos elaborados mediante termovinificaci-
6n son menos aptos para la FML.

Ortros factores implicados en la creacién de
un ambiente apropiado para las BL incluyen
el tipo de recipiente (barricas, depésitos de
acero inoxidable, forma del tanque, etc.),
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Tabla 1. Compatibilidad de levaduras y bacterias para la fermentacién malol4ctica

CEPA DE LEVADURA — PROPIEDADES Y COMATIBILIDAD CON LA FML

Levadura con
bajas necesidates
nutricionales, sin

compuestos inhibidores
++++ FML

Levadura con
necesidades
nutricionales medias
+++ FML

Levadura con
necesidades
nutricionales de bajas,
potencial para producir
SO,
++ FML

Levadura con
elevadas necesidades
nutricionales, buena
autolisis
+ FML

Levadura con
elevadas necesidades
nutricionales
+ FML

Levadura inhibidora de
la FML
+/-FML

Momento de la FML Momento de la FML

Momento de la FML Momento de la FML

Momento de la FML Momento de la FML

Inoculacién simultdnea Inoculacién simultdnea

Inoculacién simultdnea | Inoculacién al final de la

Inoculacion tras la FA Usar une mayor

posible
Asegurar un buen

aporte de nutrientes
para levaduras, y para
bacterias al final de la FA

posible
Asegurar un buen aporte
de nutrientes para
levaduras

FA o mds tarde
Asegurar un buen
aporte de nutrientes para
levaduras y bacterias

posible

Asegurar un buen
aporte de nutrientes
para levaduras; si la
inoculacion es tras la FA
controlar SO,

proporcién de bacterias en
la inoculacién para activar
la FML
Inoculacién tras la FA
Asegurar un buen
aporte de nutrientes para
levaduras y bacterias

Asegurar un buen
aporte de nutrientes para
levaduras y bacterias

Aporte de nutrientes Aporte de nutrientes

Aporte de nutrientes Aporte de nutrientes

Aporte de nutrientes Aporte de nutrientes

Fermaid (25 g/hL) tras
1/3 delaFA

Fermaid (25 g/hl) tras
1/3 de la FA'y Opti'Malo
Plus™ (20 g/hL) o Acti-

ML™ para ayudar la FML

Goferm® durante la
rehidratacion de la
levadura y (en funcion
del nivel de nitr6geno)
Fermaid (30 g/hL) tras
1/3delaFAy
Opti'Malo Plus™
(20 g/hL) o Acti-ML™
para ayudar la FML

Goferm® durante la
rehidratacién de la
levadura y (en funcion
del nivel de nitrégeno)
Fermaid (25 g/hL) tras
1/3 de la FA

Goferm® durante la
rehidratacién de la
levadura y (en funcion
del nivel de nitrégeno)
Fermaid (30 g/hL) tras
1/3delaFAy
Opti'Malo Plus™
(20 g/hL) o Acti-ML™
para ayudar la FML

Fermaid (30 g/hL) tras
1/3 de la FA y Opti'Malo
Plus™ (20 g/hL) o Acti-

MLTM para ayudar la FML

la concentracién de taninos extraidos de las
uvas, la adicién de taninos enolégicos, la oxi-
genacién y los niveles de oxigeno disuelto en
el vino, la adicién de nutrientes, la compac-
tacién de las lfas, etc. Todas estas condiciones
son menos conocidas.

e Las interacciones microbianas entre BL y
otros microorganismos del vino

Las interacciones con otras bacterias (cuyo
desarrollo puede verse favorecido por el pH
del vino) pueden obstaculizar la implantacién
de la cepa inoculada en el vino. Algunas BL
son capaces de producir bacteriocinas (pépti-
dos o protefnas que son téxicos para las BL),
que reducen las posibilidades de finalizacién
de la FML (Bauer et al., 2003). Las levaduras
pueden tener también un efecto antagonista,
a causa de la competicién por los nutrientes
(Nannelli et al., 2004), y por produccién
de inhibidores del crecimiento bacteriano,
como SO, 4cidos grasos de cadena media
y péptidos de levadura (entre 5 y 10 KDa)
(Nehme, 2008). Estos efectos dependerdn de
la naturaleza y del nivel de dcidos grasos en
el vino, y pueden verse acentuados por los
pH bajos. Como han demostrado estudios
efectuados por Lallemand y por otros equipos
de investigacién, algunas levaduras pueden
producir uno o mds compuestos antimicrobi-
anos, la eleccién de la combinacién cepa de
levadura/cepa de bacteria desempefia un rol
importante en el éxito de la FML. En 1998,
nuestros trabajos de investigacion demos-
traron que algunas levaduras eran menos
favorables a la FML respecto a otras, y que
esto estd relacionado con la composicién de
nutrientes del mosto. Cuanto mayores sean
las necesidades nutricionales de la levadura,
mds reducird ésta los nutrientes del medio,
lo que complicard la implantacién de las BL.
En la Tabla I se comparan las propiedades de
las levaduras con la compatibilidad de las BL
para formar combinaciones levadura/bacteria

durante la fermentacién, cuando el proceso
fermentativo se lleva a cabo en unas condici-
ones precisas y bien controladas.

Recientes trabajos de I & D han proporci-
onado considerables mejoras en las combi-
naciones levadura/bacteria. Por ejemplo, el
producto Duo-Riesling, estd constituido por
levaduras seleccionadas especialmente ade-
cuadas para los Riesling de elevada acidez y
por BL seleccionadas que son muy eficaces
en términos de fermentacién y contribucién
al perfil sensorial de esta variedad. Varios
afios de investigacién y ensayos en diferentes
paises con Duo-Riesling han demostrado sus
buenos resultados en las fermentaciones alco-
hélicas y malol4cticas simultdneas, al crear un
ambiente reductivo que preserva las caracte-
risticas varietales y el afrutado de variedades
blancas arométicas.

Recientemente se ha demostrado, a través de
varios ensayos de campo, que las levaduras
producidas mediante el proceso YSEO faci-
litan el desarrollo de cultivos maloldcticos
seleccionados. Es probable que las levaduras

YSEO, que son mds propensas a completar
la fermentacién en condiciones dificiles, son
menos exigentes en términos de nutricién y
liberan menos compuestos inhibidores, como
compuestos azufrados. Resultados prelimina-
res han mostrado también que las ventajas
de las levaduras YSEO son mds importantes
durante la coinoculacién, porque el tiempo
para completar la fermentacién se reduce
aun mds. La Figura 1 muestra los resultados
obtenidos durante la fermentacién de vinos
Lemberger y Pinot Noir alemanes con leva-
duras YSEO y no-YSEO con los starter Beta,
tanto en fermentaciones secuenciales como
simultdneas.

Por otro lado, el contacto con las lias de leva-
dura tiene un verdadero efecto estimulador de
la FML. El proceso de autolisis libera amino4-
cidos y vitaminas, y el mosto se enriquece en
nutrientes para las BL. Algunos autores creen
que existe también un efecto detoxificante
gracias a los polisacdridos de las levaduras,
que podrian absorber o complejar compuestos
inhibidores.

Figura 1. Tiempo para completar la FML en vinos Lemberger y Pinot Noir alemanes fermentados con
Levadura A o Levadura A~YSEO. La bacteria malol4ctica Beta fue inoculada en el mosto durante la fermen-
tacién alcohélica (FA simultdnea) o una vez completada la fermentacion alcohélica (post FA).
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II- Condiciones menos
conocidas que influyen la FML

La contribucién de otros factores menos
conocidos en relacién a la activacién de la
FML han sido objeto recientemente de nume-
rosos estudios.

e Niveles de polifenoles en el vino

Algunos compuestos fenélicos son capaces de
inhibir la FML (Ribereau-Gayon et al., 1975;
Stead, 1993) y otros estimulan la FML llevada
a cabo por Oenococcus oeni (Vivas et al., 1994,
1995, 1997). Knoll (2004), en colaboracién
con la Facultad de Enologfa de Burdeos y con
el Instituto Geisenheim, evalué los efectos
de tres dcidos fendlicos (cafeico, cumarico y
ferdlico) sobre el crecimiento, actividad y via-
bilidad de diferentes cepas de BL en un medio
modelo (pH 3,8; etanol 12%/vol.). El 4dcido
cafeico, en las concentraciones del ensayo
(50 mg/L y 100 mg/L), tiene un efecto posi-
tivo sobre el crecimiento y sobre la degrada-
cién del dcido malico. En funcién de la cepa
utilizada, el 4cido ferdlico puede tener un
efecto negativo sobre el crecimiento y sobre el
consumo de dcido mélico por las bacterias. El
acido fendlico con el mayor efecto inhibidor
es el 4dcido p-cumadrico y su efecto negativo
aumenta con la concentracién. Existen varios
mecanismos relacionados con los efecto inhi-
bidores o estimuladores de los dcidos fendlicos
sobre O. oeni. Investigaciones actualmente en
curso serdn capaces de ensefiarnos mds sobre
este aspecto.

Knoll también estudi6 el efecto sobre las BL
de compuestos fendlicos extraidos de vinos
Merlot, Cabernet Sauvignon y Cabernet
Franc, pero no observé diferencias estadistica-
mente significativas en el crecimiento y acti-
vidad de BL entre las diferentes variedades.

Otro ensayo en un medio modelo (pH 3,5;
etanol 13,3%/vol.) mostré que los antocianos
(250 mg/L) estimulaban el crecimiento de
tres cepas de BL (Tabla 2). Por el contrario,
los taninos tenfan la tendencia a retrasar el
crecimiento de bacterias, especialmente los
procedentes de pepita, (adicionadas en una
proporcién de 1 g/L).

Tabla 2. Resumen del efecto de los compuestos
fendlicos sobre el crecimiento de bacterias.

Con'n?uestos Concentracion | Efecto
fendlicos
Aceleracién
Antocianos 250 mg/L del
crecimiento
125 g/L Efecto
Extracto minimo
de vino
275 g/l Retrfasg del
crecimiento
Tanino S Retraso del
. 1g/L -
de pepita crecimiento
Tanino X Ningun
de hollejos 1o/t efecto
Tanino Y Retraso del
. 1g/L -
de pepita crecimiento
Importante
Tanino Z 1g/L retraso del
crecimiento

Figura 2. Efecto de taninos y de la adicién de levaduras inactivadas especificas sobre la poblacién bacteriana
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La Figura 2 muestra que los taninos pueden
influenciar el desarrollo de la poblacién de
BL. Cuando se adiciona el tanino Z, se pro-
duce un retraso en el crecimiento de la pobla-
cién, con respecto al testigo, pero la adicién
de levaduras inactivadas especificas (SIY)
atenda los efectos inhibidores.

e Compactacién de las lias

Bajo el efecto de la presién hidrostética,
especialmente en grandes tanques, las lfas del
fondo del tanque pueden compactarse hasta
el punto de obstaculizar el movimiento y, por
consiguiente, la eficacia de los intercambios
entre las levaduras, las bacterias y sus nutrien-
tes. Esto explicarfa por qué en los grandes
depésitos la FML tarda més tiempo en arran-
car. No obstante, la demora en el arranque de
la FML en los grandes tanques puede ser evi-
tada mediante la agitacién de las lfas durante
varias horas antes de la inoculacién.

¢ Residuos de pesticidas

Numerosos pesticidas y residuos de pesticidas
pueden provocar retrasos o paradas de la FML,
o incluso impedir completamente el arranque
de la misma. Durante dos ensayos llevados
a cabo por el equipo de B. Schildberger en
la Universidad y en el “Federal Institute for
Viticulture and Pomology” de Klosterneuburg,
Austria, se estudié la posible relacién entre
botriticidas (aplicados en el momento indi-
cado por el fabricante o 14 dias antes de la
vendimia) y la calidad de la FML. En 2006,
uvas de Griiner Veltliner fueron tratadas con
diferentes pesticidas siguiendo las indicacio-
nes del fabricante. En un caso, el pesticida
fue aplicado en el momento recomendado
por el fabricante, y en otro caso 14 dfas antes
de la vendimia. La produccién testigo no fue
tratada con pesticidas para la podredumbre
gris. El ensayo fue repetido en 2007.

Los resultados de ambos ensayos indican
que los residuos o moléculas derivadas de
los compuestos activos de algunos pesticidas
tienen un significativo efecto negativo sobre

la FML.

IlI- Estrategias para la
activacion de la FML

Para activar la FML, el endlogo debe crear
condiciones favorables para el crecimiento de
las BL a través de diversos métodos, incluyen-
do los siguientes:

— Adicionar SO; en cantidad adecuada, en
funcién de las condiciones de la uva, tem-
peratura, pH (el efecto inhibidor del SO,
aumenta cuando el pH es bajo).

— Mantener una adecuada temperatura (gene-
ralmente entre 18° y 22°C), evitar cualquier
enfriamiento repentino, asi como un exceso
de calor (26°C o mas), especialmente si el
vino tienen un elevado nivel de SO; (SO;
total> 40 mg/L).

— Remover las lias periédicamente (una vez
a la semana) para asegurar que las bacterias y
los nutrientes permanezcan en suspension.

— Esperar hasta el final de la fermentacién
alcoholica (FA) antes de efectuar el trasiego,
de forma que el vino pueda beneficiarse del
Séptimo contacto con los compuestos de la
levadura presentes en las lfas que, depen-
diendo de Ia calidad de las lfas, estimulan el
arranque de la FML.

— Adicionar nutrientes: O. oeni (Henick-
Kling, 1988) tiene unas necesidades nutri-
cionales bien precisas de carbono (azicares),
nitrégeno (aminoacidos libres y péptidos),
vitaminas (dcido nicotinico, tiamina, biotina
y 4cido pantoténico), iones minerales (man-
ganesio, magnesio, potasio y sodio), y deriva-
dos de la purina (guanina y adenina, etc.). De
acuerdo con un reciente estudio (Rauhut et
al., 2004), la adicién tras la FA de cistefna y
glutatién contribuye a estimular el crecimien-
to de las BL. Se sabe también que la adicién
durante la FA de nutrientes complejos que
incluyen aminoacidos ralentiza la asimilacién
del nitrégeno por las levaduras, lo que impide
el consumo excesivo de aminodcidos del
medio que son vitales para las bacterias.

— Elegir la cepa de BL seleccionada mas ade-
cuada: Inoculacién con un cultivo especifico
seleccionado del medio natural para reducir el




riesgo de deterioro de los vinos por otros tipos
de BL. La adicién de un starter enoldgico
asegura el arranque rapido de la FML y un
mejor control de los compuestos del aroma y
del gusto (Bauer and Dicks, 2004). Aunque
pueden ser utilizados varios tipos de BL, O.
oeni ha demostrado a los enélogos su efica-
cia, por lo que se ha convertido en la opcién
preferida. En condiciones de elevado grado
alcohdlico, elija las bacterias en funcién de su
resistencia a los niveles de alcohol del vino,
y combinela con una levadura compatible.
Nuevas investigaciones sobre las interac-
ciones entre microorganismos con el fin de
determinar las combinaciones levadura-bac-
teria mds adecuadas en condiciones dificiles
estdn logrando importantes y répidos progre-
sos, lo que proporcionard grandes beneficios a
los endlogos.

® Precauciones con respecto a determinados
cultivos

Las bacterias seleccionadas pueden ser ino-
culadas en el mosto simultdneamente con la
levadura al inicio (coinoculacién) o al final
(inoculacién tardfa) de la FA. La inoculacién
puede ser efectuada también algunos dias, o
incluso semanas después de la FA del vino
(inoculacién retrasada). La mayor parte de
los endlogos inoculan tras la FA, para pre-
venir el riesgo de “picado lactico” — excesiva
produccién de 4cido acético. Sin embargo,
de acuerdo con una reciente investigacion, el
método de coinoculacién presenta tres impor-
tantes ventajas: facilita la aclimatacién de las
bacterias en ausencia de alcohol, mejora la
absorcién de nutrientes (en comparacién con
la inoculacién tras la fermentacién), y respeta
las caracteristicas frutales del vino. También

es muy apreciado el aspecto relativo a la
seguridad, ya que permite que el vino saque
rdpidamente ventaja de la accién dominante
de la cepa seleccionada y, en condiciones mas
faciles, asegura un mayor control de la FML.
La coinoculacién también ayuda a proteger
frente a la contaminacién producida por leva-
duras del tipo Brettanomyces, cuyo desarrollo
normalmente tiene lugar durante la fase de
latencia, entre el final de la fermentacién y el

inicio de la FML.

El nivel de inoculacién también tiene gran
importancia. Una poblacién minima de 106
células/mL es considerada necesaria para el
arranque de la FML. Si no se alcanza este
umbral, el inicio y el final de la FML podrian
retrasarse considerablemente.

Es imposible garantizar la finalizacién de la fermentacién malol4ctica. Incluso cuando se utilizan cultivos seleccionados, hay numerosos factores
que escapan a nuestro control, incluyendo deficiencias de nutrientes, competicién entre microorganismos y presencia de inhibidores en el vino.
La eleccién de la bacteria l4ctica utilizada para inducir la fermentacién maloléctica se debe basar en las caracteristicas fisicas y quimicas del
mosto /vino y contribuir a su complejidad aromética. Algunas BL son particularmente adecuadas para la utilizacién en coinoculacién. El kit
Duo-Riesling es el primogénito de una linea de dtos levadura/bacteria disefiados para aplicaciones especificas, en funcién de la variedad y del
estilo de vino, y que ademds son adecuadas a nivel de eficacia y de contribucién al aroma.

Los laboratorios Lallemand acaban de desarrollar también una tabla (véase Tabla 3) para evaluar la viabilidad de la FML en funcién de determi-
nadas caracteristicas del vino. Esta tabla facilita la seleccién de la cepa de BL que mejor se adapte al vino y a las condiciones de vinificacién.

Tabla 3. Test de viabilidad de la fermentacién malol4ctica en el vino.

Sume el total de puntos obtenidos en funcién de las caracteristicas de su vino para determinar si presenta condiciones favorables, no demasiado
favorables, dificiles o extremas en relacién a la viabilidad de la FML.

’ g o o .
Caracteristicas generales de las condiciones del Vino
o s r g
para la Fermentacion Malolactica
1 punto para | 2 puntos para | 8 puntos para | 10 puntos para
Mi vino condicién la condicién la condicién la condicién Resultado
dada dada dada dada
Alcohol (% vol.) <13 de 13315 de 15317 >17
pH >34 de3,1a3,4 de 2,9a3,1 <29
S0, libre (mg/L) <8 de8a12 de12a15 >15
S0, total (mg/L) <30 de 302 40 de 40 a 60 > 60
O de14a18yde | de10a14yde
Temperatura (°C) de 18322 22224 24329 <10y >29
Requerimiento nutricional de la levadura Baja Media Alta Muy alta
Levadura Fermentacion Contacto
Desarrollo de la fermentacion alcohdlica Sin problema lenta, parada de | prolongado con
estresada
la FA la levadura
- . de4as5yde de5a7yde
Valor inicial de dcido mélico (g/L) 234 132 0521 >7y<0,5
Velocidad méaxima de fermentacion alcohélica
(pérdida de puntos maxima en densidad por dia) <8 desats de16a24 -2
NOTA : Otros factores menos comunes y sujetos a numerosos estudios que no estadn contemplado en esta estimacion : oxigeno disuelto, contenido de polife-
noles, tipo de lias, résiduos de pesticidas, etc.
Estimacion del grado de facilidad de la fermentacion malolactica

. < 13 puntos l 13 - 22 puntos 23 - 40 puntos - > 40 puntos
\J Y

Condiciones para la FML:
= \d
Poco favorables Dificiles @ Extremas

\i
Favorables




