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RESUMEN

La fermentacion malolactica (FML) es un proceso bioquimico tipico en la produccion de
vinos tintos en Chile, conducido por las bacterias lacticas (BL). Se produce la
transformacion del &cido L-malico en acido L-lactico, reduciendo el nivel de acidez.
Ademas, esta fermentacion conlleva una modificacion en el sabor y en los aromas y otorga
estabilidad microbioldgica al vino.

La FML se puede producir espontaneamente mediante la accion de microbiota lactica
nativa presente en el vino, o también se puede inducir a través de cultivos seleccionados de
BL. Durante una FML espontanea se ha reportado que la BL mejor adaptada a las
condiciones de vinificacion, tales como pH bajo y alto contenido de etanol, es Oenococcus
oeni. Sin embargo, existen otros géneros de BL indeseadas, como Pediococcus,
Lactobacillus y Leuconostoc, que conllevan a alteraciones en la composicion organoléptica
del vino. Es por esto que se han buscado alternativas para el control de este proceso
fermentativo, para lo cual se han utilizado cultivos comerciales de BL seleccionadas. Los
catalogos o fichas técnicas de estos cultivos enfatizan una rapida implantacion de estos
microorganismos en el vino, por lo que se controla la FML, otorgandole tempranamente
una estabilidad microbiol6gica. Ademas, en estos catalogos, describen aportes beneficiosos
al perfil sensorial, destacando una muy baja produccion de aminas bidgenas y acidez
volatil.

La practica de inocular con BL seleccionadas no es muy utilizada en la elaboracion de
vinos tintos en Chile, debido a los resultados inciertos que se han obtenidos. Es por esto,
que se recopild la mayor informacion relacionada al tema, con el fin de analizar estudios
que respaldasen el uso de los cultivos comerciales de BL.

Los estudios en Chile sobre la utilizacién de cultivos comerciales de BL, no exponen
consistencia en sus resultados sobre los aportes organolépticos que otorgan estos cultivos
comerciales al vino. Se reportaron que estos cultivos comerciales lograron disminuir el
tiempo de la FML, aunque no fue tan preponderante como las descritas en estudios
extranjeros. Se aprecia un consenso, a nivel internacional, sobre la nula produccion de
aminas bidgenas y acidez volatil por parte de BL comerciales. En ningin caso se evidencio
algun defecto organoléptico atribuible a la utilizacién de los indculos comerciales de BL,
respaldando la seguridad y réapida implantacion que se promocionan en los catalogos
comerciales de BL.

Palabras clave: Vinos, Fermentacion Malolactica, Bacterias LAacticas, inoculacion.



ABSTRACT

Malolactic fermentation (MLF) is a biochemical process that is typically used in the
production of red wine in Chile, undertaken by the lactic acid bacteria (LAB). The
conversion of L-malic acid into L-lactic acid reduces the level of acidity. Moreover, this
fermentation entails an change in the flavor, aroma and gives a microbiological stability to
the wine.

MLF may be spontaneously produced by the native lactic microbiota actions that are
present in the wine, or it can be introduced through selective LAB cultures. During an
spontaneous MLF, it has been reported that the LAB best tolerant to wine making
production such as low pH levels and high levels of ethanol, is Oenococcus oeni. However,
there are others undesirable LAB species as Pediococcus, Lactobacillus and Leuconostoc,
which produce alterations in the organoleptic components of the wine. This is the reason
why alternatives to the control of the fermentation process have been looked for. In order to
do this, selective LAB cultures has been commercially used. The catalogs or data sheets of
these cultures emphasize a fast introduction of those microorganisms in the wine;
controlling MLF gives an early microbiological stability. In addition, in those catalogs are
described the beneficial contributions to the sensorial profile, highlighting the low
production of biogenic amines and volatile acidity.

Inoculation practices with LAB are not very used in Chilean winemaking industry, since
the uncertain results obtained. This is why, it has been compiled a big amount of
information related to it, with the purpose of analyzing the use of LAB cultures.

Chilean research about the use of commercial LAB cultures does not show consistency in
results of organoleptic contributions. It was reported that those commercial cultures
decreased MLF time, even though it was not as preponderant as described in foreign
research. It was seen, as an international consensus, the lack of production of biogenic
amines and volatile acidity from commercial LAB cultures. Under no circumstances there
were shown organoleptic flaws ascribable to the use of commercial LAB inoculums
backing security and the fast implantation that is promoted in commercial LAB catalogs.

Key words: Wine, Malolactic Fermentation, Lactic Acid Bacteria, inoculation.



INTRODUCCION

Los microorganismos como las bacterias y las levaduras estan involucrados en
innumerables procesos en la elaboracion de alimentos, tales como la produccion de vino,
elaboracion de yogurt, quesos y vinagres, entre otros (Mufioz et al., 2011). En el proceso de
elaboracion del vino, existe una convivencia entre los grupos microbianos de mohos,
levaduras, bacterias acéticas y bacterias lacticas (Gonzéalez-Arenzana et al., 2013). Las
levaduras, son las responsables del proceso bioquimico mas importante en la elaboracion
del vino: la fermentacion alcohdlica (FA), en la cual se transforman los azlcares
fermentables (glucosa y fructosa), en etanol y diéxido de carbono (CO,) (Carretero, 2006).
En la vinificacion, se puede producir otro proceso importante conocido como la
fermentacion malolactica (FML), y que es conducido por bacterias lacticas (BL).

La FML, es un proceso en donde existe una transformacion del acido malico en acido
lactico (Epifanio, 2005). Esta reaccion esté catalizada por la enzima malolactica, que esta
presente en las BL (Catania y Avagnina, 1994). Este proceso fermentativo modifica la
composicion quimica del vino, otorgandole caracteristicas organolépticas, tales como la
desacidificacion del vino; que resulta de la transformacién del &cido malico en &cido
lactico. También, reduce las sensaciones herbaceas y vegetales al vino (Boido, 2002). Por
otro lado, la FML le confiere al vino estabilidad microbioldgica. Este fendmeno, se debe a
que las BL agotan los nutrientes en suspension como azUcares, acidos organicos y péeptidos,
compuestos esenciales para el desarrollo de microorganismos, como BL perjudiciales
(Pediococcus, Lactobacillus) y bacterias acéticas (Romero, 2010 y Vestner et al., 2011).
Durante la FML se produce la pérdida en la coloracion del vino, debido a una hidrdlisis de
los antocianos por el aumento del pH en el medio (Araque, 2010). Esta pérdida, también se
asocia a una adsorcién de antocianos, por las paredes celulares de las bacterias (Carrascosa
et al., 2005).

La FML se puede realizar de forma espontanea o inducida (Mufioz el al., 2011). La FML
espontanea, se produce por accién de las BL nativas presentes en la superficie de bayas y
en equipos en la bodega (Catania y Avagnina, 1994). Los géneros bacterianos asociados a
la FML espontanea son Oenococcus, Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus (Du Toit,
2012). En cambio la FML inducida, se puede realizar mediante la inoculacion de cultivos
iniciadores comerciales de BL (Masqué et al., 2007b). Los géneros bacterianos utilizados
como cultivos iniciadores comerciales corresponden a Oenococcus y Lactobacillus (Palop,
2006).

Generalmente durante la FML espontanea, la proliferaciéon y el desarrollo de las BL, se
produce lentamente o simplemente no ocurre (Bordons et al., 2004). Esto puede llevar a la
multiplicacién de poblaciones bacterianas alterantes, las cuales pueden degradar azucares
residuales o metabolizar el &cido citrico, dando como resultado un aumento en la acidez
volatil del vino (Catania y Avagnina, 1994). Por otra parte, en la FML espontanea no existe



un control especifico del proceso, debido a la gran diversidad de microbiota lactica presente
en el mosto y en el vino, existiendo la posibilidad de que BL alterantes (Lactobacillus y
Pediococcus) proliferen generando asi defectos organolépticos, como un notorio aumento
en la acidez volatil, la generacién de olores del tipo animal, entre otros (Boutou y
Chatonnet, 2007 y Olguin et al., 2009). Debido a estos antecedentes, la inoculacién con
cultivos iniciadores seleccionados, reduce la posibilidad de contaminaciones con otro tipo
de bacterias (Bauer, 2004), al poseer una alta carga de BL seleccionadas, se promueve una
rapida iniciacion de la FML, y un mejor control del perfil aromatico y gustativo (Mufioz et
al., 2011).

Oenococcus oeni es la especie mejor adaptada a las condiciones del vino (Boido, 2002).
Soporta bajos niveles de pH (3,0 - 3,3), altas concentraciones de etanol (>10 % “/,) y altas
dosis SO, (50 mg L™) (Masqué et al., 2007b y Mufioz et al., 2011). Es por esto, que
Oenococcus oeni es comunmente utilizada como cultivo iniciador para la FML (Osborne y
Edwards, 2005). O. oeni, es una especie heterofermentativa, por lo cual se recomienda
inocular después de la FA, cuando existen menores niveles de azlcares fermentables
(Bartowsky y Henschke, 1995). Esto se debe, a que las BL pueden consumir azucares
fermentables, generando acido acético y acido D-lactico, produciendo un defecto en el
vino, denominado "picado lactico" (Ribéreau-Gayon et al., 1975 y Jussier et al., 2006). Sin
embargo, estudios recientes reportaron que el consumo masivo de azucares por O. oeni,
comienza una vez terminado el consumo de acido malico, no generando aumento en la
acidez volatil (Azzolini et al., 2010 y Izquierdo et al., 2012).

Actualmente, en el mercado se pueden encontrar varios cultivos iniciadores de la FML, en
su mayoria O. oeni. Estos cultivos estan disponibles en forma liofilizada, congelada e
incluso en formato liquido. Estos pueden ser de inoculacion directa o con una fase de
aclimatacion previa. Con el objetivo de proporcionar una buena ejecucién durante la FML,
estos cultivos se utilizan asociados a distintos sistemas de reactivacién y nutricion (Jackson,
2014a). Los in6culos comerciales, ofrecen modular las caracteristicas organolépticas y
respetar las caracteristicas propias del cultivar. Estos indculos se pueden utilizar en un
mayor rango de condiciones enoldgicas, como vinos con alta graduaciéon alcohdlica,
resistente pH bajos o al anhidrido sulfuros, entre otras, ya que se dispone de cepas
especificas para esas condiciones, o bien, una mezcla de cepas.



De acuerdo con lo expuesto, los objetivos de esta monografia son los siguientes:

Compilar y comparar las propiedades enologicas de los cultivos iniciadores
comercializados en Chile para la fermentacion malolactica en vinos tintos.

Analizar y discutir estudios que respalden el uso de los cultivos iniciadores en la
fermentacion malolactica.



MATERIALES Y METODOS

Lugar del estudio

La revision bibliogréfica se llevo a cabo en las dependencias de la Facultad de Ciencias
Agronomicas de la Universidad de Chile.

Materiales

Para la elaboracion de esta revision bibliografica, se utilizaron diferentes fuentes de
informacion escritas, textos digitales y comunicaciones personales. Se acudio a los recursos
informativos escritos tales como memorias de titulo, tesis de grado, revistas cientificas
relacionadas con el tema de investigacion y libros especializados en Microbiologia
Enologica. Se accedié a recursos bibliograficos en linea como: articulos cientificos
mediante la plataforma VPN (Virtual Private Network), Servicio de Informacion vy
Bibliotecas de la Universidad de Chile (SISIB) y catalogos de empresas especializadas en
cultivos iniciadores utilizados en la FML. También, se concurrié a los enélogos que
representan estas empresas en Chile, mediante una entrevista (Lamothe-abiet, Lallemand
S.A.y Oenofrance).

Metodologia

Se inici6 el proyecto con una busqueda exhaustiva de informacién, desde lo méas general
hasta llegar a fuentes informativas lo mas especifica, relacionadas con el tema de
investigacion, para asi, generar un trabajo confiable y con resultados consistentes.

Se recopild informacion de los cultivos iniciadores comerciales contenida en catalogos de
empresas nacionales especializadas en Enologia, tales como Vinicas y Partner S.A.
También, se buscé informacion de empresas globales que cuenten con cultivos de bacterias
lacticas en Chile como Anchor Wine Yeast, Chr. Hansen, Laffort, Lallemand, Oenobrands
y Oenofrance. Mediante entrevistas personales, se acudid a los en6logos representantes de
empresas de insumos enoldgicos, con el objetivo de evaluar la situacion nacional que existe
con respecto a los efectos en la utilizacion de bacterias lacticas comerciales en vinos tintos.
Paralelamente, se buscaron y seleccionaron estudios cientificos nacionales y extranjeros,
que respaldasen la aplicacion de estos cultivos iniciadores comerciales, con el fin de
obtener una informacion integral con respaldo cientifico. Recopilada esta informacion, se
procedio a analizar los resultados de estos reportes con los contenidos en los catalogos
comerciales, y asi encontrar alguna concordancia entre estas dos fuentes de informacion.



Terminado este analisis, se procedio a sintetizar y transcribir la informacion relevante para
la investigacion, con el objetivo de crear un documento integro que contenga la

informacién adquirida de las distintas fuentes informativas utilizadas en la realizacion de
esta monografia.



RESULTADOS Y DISCUSION

1. Bacterias lacticas cominmente involucradas en la fermentacion malolactica

Bacterias Lacticas

Las BL son microorganismos que cumplen un rol fundamental en el proceso de elaboracion
de vinos tintos, las cuales son las responsables de conducir la FML (Carrascosa et al.,
2005). Estos microorganismos presentan diversas caracteristicas morfologicas y
metabdlicas. Son microorganismos Gram-positivos, anaerobios facultativos, microaeréfilos
(para su desarrollo requieren pequefias cantidades de oxigeno), inmoviles, no esporulados,
son especies mesofilas y quimiorganotrofica (Costello et al., 1985; Bordons, 1997 y Boido,
2002).

Las BL se pueden dividir segin su morfologia, presentando formas de cocos y bacilos
(Jackson, 2014a). Estas bacterias pueden metabolizar los azlcares fermentables de diversas
formas, constituyendo también un criterio de clasificacion. Estas bacterias tienen
metabolismo homofermentativo y heterofermentativo (Figura 1). ElI mecanismo
homofermentativo (Pediococcus), se caracteriza que a partir de una hexosa (glucosa)
producirén, en su mayoria, acido lactico y una molécula de ATP, mediante la via glicolitica
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). Este mecanismo fermentativo no tiene la capacidad de
metabolizar pentosas, debido a la ausencia de la enzima fosfocetolasa, responsable de
transformar la pentosa en acido lactico etanol y/o acido acético (Stiles y Holzapfel, 1997 y
Mufioz et al., 2011). Las BL heterofermentativas (Leouconostoc y Oenococcus), asimilan la
glucosa mediante la via pentosa-fosfato o fosfocetolasa, con la produccién subsecuente de
dioxido de carbono, acido lactico, acido acético, etanol y ATP (Costello et al., 1985 y
Mufioz et al., 2011). El género Lactobacillus posee metabolismo heterofermentativo, el
cual tiene la particularidad de que se divide en facultativos y obligados, segun la especie
(Figura 1) (Boido, 2002). Las BL heterofermentativas facultativas, tienen la capacidad de
metabolizar glucosa produciendo exclusivamente acido lactico, pero asimilan las pentosas
transformandolas en acido lactico y acético mediante la via pentosa-fosfato (Osborne y
Edwards, 2005 y Mufioz et al., 2011). Las heterofermentadoras obligadas, metabolizan
hexosas en &cido lactico, etanol, &cido acético, didxido de carbono y ATP, a través de la via
fosfocetolasa (Boido, 2002 y Ramirez et al., 2011). La ruta metabolica fosfocetolasa de las
bacterias heterolacticas (facultativas y obligadas), reduce las pentosas a acetato en lugar de
etanol, como es en el caso de la fermentacion de las hexosas, lo que podria incrementar
notoriamente la acidez volatil del vino (Boido, 2002; Osborne y Edwards, 2005 y Mufioz et
al., 2011).
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Figura 1: Clasificacion de las especies de BL encontradas en el vino (Boido, 2002).
La Fermentacion Malol&ctica

La FML, es un proceso bioquimico, que ocurre generalmente al término de la fermentacién
alcoholica (Alcaide et al., 2007). Consiste en la descarboxilacion del acido maélico (L-
malato), dando como productos finales el acido lactico (L-lactato) y dioxido de carbono.
Esta transformacion es por accion de la enzima malato-carboxiliasa (enzima malolactica)
presente en las BL (Figura 2). Ademas, durante la FML se modifica la composicion
organoléptica del vino, dado que producto del metabolismo de las BL, se generan
compuestos como el acetato de etilo (éster), el cual a bajas concentraciones aporta un
caracter afrutado al vino (<80 mg L™) (Plata et al., 2003 y Sumby et al., 2010), o el
diacetilo que le confiere un caracter mantecoso al vino (aroma a mantequilla) (Bordons,
1997). El consumo del &cido malico, por parte de las BL, otorga estabilidad microbiol6gica,
debido a un agotamiento de nutrientes (azUcares, acido malico, acido citrico, péptidos,
vitaminas), eliminando su disposicion para los microorganismos alterantes como bacterias
aceticas y géneros de Pediococcus y Lactobacillus (Jussier et al., 2006).

COOH COOH

Malato-carboxiliasa

DH—(|3—H w * OHC-H
n

CH:
| CO,

COOH

Acido Milico Acido Lactico

Figura 2: Metabolismo del &cido mélico por parte de BL (Lonvaud-Funel, 2010).
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La FML se puede llevar a cabo espontdneamente por accion de la microbiota lactica nativa
de BL presentes en hojas, tallos, en la superficie de la baya y en equipos en la bodega
(Knoll et al., 2011 y Petri et al., 2013). En este tipo de fermentacion, se han reportado
alrededor de 25 especies de BL, pertenecientes a los géneros: Oenococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc y Weissella (Wibowo et al., 1985 y Petri, et al., 2013). Estas BL
estan presentes en todos los procesos en la elaboracion del vino (Petri et al., 2013). Sin
embargo, al comienzo de la FA existe un descenso paulatino en la poblacién de BL (Figura
3) (Lonvaud-Funel, 2010). Esta dindmica entre las poblaciones de levaduras y BL, que se
muestra en la Figura 3, es comunmente encontrada durante la vinificacion, ya que existe un
aumento en la concentracion de etanol, descenso del pH y una fuerte competencia de
nutrientes con las levaduras (Mufioz et al., 2011). La adicion de SO, en dosis comUnmente
utilizadas antes de la FA, que varfa de 3 g hL™ (Guzman, 1996 y Villarroel, 1999) a
5 g hL™* (Boido, 2002), también repercute en una reduccion significativa en la poblacion de
BL, por lo que sumado a lo anterior, solo un nimero reducido de BL logra desarrollarse de
forma exitosa (Carrascosa et al., 2005).

A Fermentacion Alcohdlica Fermentacion Malolactica

i A _ﬂ-"_'x‘\
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M .
= ~. Bacterias S
-
r " ra
T Licticas _~

— -

v

Tiempo (Dias)

Figura 3: Ecologia de levaduras y BL durante la vinificacion (Adaptado de Lonvaud-Funel,
2010).

Otra forma de realizar la FML, es inducirla mediante la inoculacion de cultivos iniciadores
seleccionados de BL (Osborne y Edwards, 2005). Estos preparados comerciales, son
capaces de proliferar y manifestar su actividad malolactica en condiciones estresantes que
presenta el vino, tales como pH inferior a 3,5 y a una concentracién mayor a 10% V/v de
etanol (Bordons, 1997 y Knoll et al., 2011). Por lo general, Oenococcus oeni es la especie
de BL quién logra desarrollarse en estas condiciones y, es por esto, que es frecuentemente
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utilizada como cultivo iniciador para la FML (Guerrini el al., 2003 y Petri et al., 2013).
Otro motivo por el cual Oenococcus oeni, es seleccionado como cultivo iniciador de la
FML, es debido a que genera compuestos volatiles que enriquecen la composicion
organoléptica del vino (Alcaide et al., 2007).

Du Toit, (2012) y Guidone et al., (2014), han reportado que la especie Lactobacillus
plantarum, tiene potencial para ser utilizada como un cultivo iniciador de la FML. Debido a
que esta especie, posee alta tolerancia al pH (<3,5), soporta altas concentraciones de etanol
(hasta 14% V/v), tiene una tolerancia al SO, similar a O. oeni (<50 mg L™) (Oshorne y
Edwards, 2005). Ademas, posee metabolismo heterofermentativo facultativo, por lo cual
genera solo acido lactico a partir de una glucosa, sin correr el riesgo de que se eleve la
acidez volatil, producto del metabolismo de la glucosa (Guidone et al., 2014). Ademas,
produce compuestos aromaticos similares a O. oeni (Lerm et al., 2011). A pesar de tener
estas caracteristicas, la velocidad en la transformacion del acido malico en acido lactico que
posee L. plantarum es menor que O. oeni en condiciones estresantes (Du Toit et al., 2011).
Du Toit et al. (2011), recomiendan que los cultivos de Lb. plantarum deben ser utilizados
en vinos con baja graduacion alcohdlica y baja acidez, o bien, realizar una co-inoculacion
junto a las levaduras, en donde estos parametros (alcohol y acidez) ejercen una menor
presion sobre estas cepas bacterianas. Alegria et al. (2004), evaluaron el efecto del pH v el
etanol sobre 25 cepas de Lactobacillus plantarum y 43 cepas de Oenococcus oeni asiladas
de un vino tinto (no especifica cultivar), en la Rioja, Espafia. Reportaron que a valores de
pH 3,2, existio una mortalidad del 33% en Lb. plantarum y un 27% en O. oeni. Con 13%
VIy de etanol la mortalidad de Lb. plantarum fue del 61,5%, mientras que en O. oeni fue
solo 34,6%, quedando en evidencia la susceptibilidad de Lb. plantarum a condiciones
acidas y alta graduacion alcoholica presente en los vinos.
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2. Riesgos de la Fermentacién Malolactica esponténea en vinos tintos

En Chile, la mayoria de las bodegas realizan la FML espontanea (Villarroel, 1999 y
Embeita, 2013%). Esta practica se basa en el desarrollo de la microbiota lactica nativa de
BL, transcurrida la FA (Hervé, et al., 2004). Sin embargo, esta accion se puede ver
interrumpida por las condiciones fisicas y quimicas del vino, las practicas enoldgicas y la
interaccion existente con otros microorganismos (Lonvaud-Funel, 2001 y Knoll et al.,
2011). De acuerdo a este escenario, existe la probabilidad que la FML no se produzca o que
ésta se realice de forma parcial, dejando nutrientes disponibles para BL alterantes como
Pediococcus y algunos géneros de Lactobacillus, tales como Lb. collinoides, Lb. hilgardii y
Lb. diolivorans, afectando asi la calidad final del vino (ver detalladamente punto:
Desviaciones organolépticas producidas por Bacterias Lacticas alterantes en vinos tintos)
(Sauvageot et al., 2000; Hervé et al., 2004; Garai-lbabe et al., 2008 y Mufioz et al., 2011).

A continuacién, se exponen los factores que podrian afectar la FML y las posibles
alteraciones organolépticas que conllevaria realizar una FML espontanea.

Factores ambientales que afectan la Fermentacion Maloléctica espontanea

pH. Es el factor mas relevante a considerar al momento de realizar la FML, ya que
condiciona el comportamiento de las BL. Este parametro influye en la fase de aclimatacion
de las BL al medio, la tasa de crecimiento y actGa como seleccionador natural, ya que
determina qué especies de BL es la idénea para conducir la FML (Wibowo et al., 1985 y
Knoll et al., 2011). Esta condicion de estrés que genera el pH, no solo discrimina al tipo de
BL que realiza la FML, sino que también, afecta la velocidad de la FML. Bastias (2000),
evalué el proceso de la FML utilizando cepas comerciales de BL (Lallemand) en vinos cv.
Cabernet Sauvignon, bajo dos condiciones de pH (3,42 y 3,0). Se obtuvo que a pH 3,42, la
FML se logré completar en 48 dias. Mientras, que en 75 dias termind la FML esponténea.
A pH 3,0, no se logré la conversion total del acido malico en acido lactico, con ningln
tratamiento, quedando en evidencia la influencia que posee el pH sobre las BL.

Rosi et al. (2003), inocularon un vino del cv. Cabernet Sauvignon con un cultivo comercial
de BL (Lalvin 31, Lallemand) bajo 3 condiciones de pH: 3,2, 3,4 y 3,6. El consumo total de
acido malico se logro a los 11 dias a pH 3,6; 15 dias a pH 3,4 y finalmente 19 dias a pH
3,2, existiendo una diferencia del 42,1% en la duracion de la FML, entre los tratamientos a
pH 3,2 y 3,6. Gockowiak y Henschke (2003); Rosi et al. (2003); Solieri et al. (2010) y
Knoll et al. (2011), sefialan que el pH es el atributo del vino que maés afecta a la FML, y
generalmente a pH inferior de 3,5, la FML se ve fuertemente inhibida, teniendo como

! Embeita, A. 2013, oct. Cultivos comerciales de bacterias lacticas. [Entrevista personal]. San Francisco de
Mostazal, Lamothe-Abiet.
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umbral minimo de sobrevivencia para los indculos comerciales un rango de pH de 3,2
(Solieri et al., 2010 y Knoll et al., 2011) a 2.9 (Gockwiak y Henschke, 2003).

Anhidrido sulfuroso (SO,). Al igual que el pH, es un factor importante que debe ser
considerados antes de realizar una FML, debido a que las BL son muy sensibles a este
compuesto (Jackowetz y Mira de Ordufia, 2012). El anhidrido sulfuroso, tiene un efecto
inactivador o incluso impedir considerablemente el desarrollo bacteriano, puesto que inhibe
la actividad ATPasa (H'-ATPasa). Esta actividad esta unida a la membrana plasmatica de
las bacterias, afectando la generacion de energia y por ende, al desarrollo de la BL (Carreté
et al., 2002 y Malherbe, 2007). Por otra parte, se ha reportado que la actividad de
H*-ATPasa esta directamente relacionada con la actividad malolactica de las BL, por lo que
cualquier alteracion provocara un retraso o incluso una inhibicion de la FML (Tourdot et
al., 1999). En el vino, el SO, puede estar presente de forma libre (molecular, bisulfito y
sulfito) y combinada con otros compuestos (mayoritariamente acido acetaldehido sulfuroso
y anhidrido gluco sulfuroso), siendo la porcion libre la que posee el efecto antimicrobiano,
especialmente la forma molecular del anhidrido sulfuroso (acido sulfuroso) (Carreté et al.,
2002 y Knoll et al., 2011). Por otra parte, el pH define la distribucion del SO, libre en el
vino, mientras mas bajo sea el pH (<3,0) la fraccion del acido sulfuroso es mayor (Figura 4)
(Wibowo et al., 1985 y Jackowetz y Mira de Orduiia, 2012). Con dosis mayores a
40 mg L™ de SO, total 0 10 mg L™ de SO;, libre, combinado con valores bajo de pH (<3,2),
el crecimiento bacteriano es fuertemente inhibido, debido a que a este pH estd presente en
el medio la forma molecular del anhidrido sulfuroso (Mufioz et al., 2011).

100 +

90 T * H350: HSOs S0
. r

% de la especie de sulfito

Y
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Figura 4: Distribucion de los estados ionizados del SO, libre a diferentes pH (Adaptado de
Guzzo y Desroche, 2009).
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Etanol. A medida que progresa la fermentacion alcoholica, existe un descenso poblacional
de BL debido a un aumento continuo en la concentracion de etanol en el medio (Ruiz et al.,
2010Db). El efecto inhibitorio del etanol, esta relacionado directamente con la temperatura
del medio. El limite maximo que toleran la mayoria de las cepas de O. oeni es de 18°C con
un 14% Y/v de etanol (Catania y Avagnina, 1994). Knoll et al. (2011), evaluaron la
duracion de la FML en vinos del cv. Chardonnay, inoculados con dos cepas comerciales de
BL (R1105 y R1106, Lallemand), bajo dos concentraciones diferentes de etanol (12,3% /v
y 14,8% V/v) y pH 3,2. Se observé que la FML, se vio fuertemente afectada con una
concentracion de 14,8% Y/v de etanol, provocando que ninguna de las cepas utilizadas
consumieran totalmente el acido malico. Con una concentracion de etanol de 12,3% /v,
ambas cepas utilizadas, lograron terminar la FML en 47 dias. Teixeira et al. (2002);
Silveira et al. (2004) y Spano y Massa (2006), explican que el efecto del etanol sobre las
BL, es la fluidizacién de la membrana celular, por lo cual se modifica la proporcién lipidica
y proteica. Dando como resultado, un aumento en la permeabilidad de la membrana celular,
provocando una acidificacion intracelular. Este descenso, en el pH dentro de la BL,
conlleva a alteraciones en las funciones metabdlicas, como la inhibicion de la enzima
malolactica (Wibowo et al., 1985 y Jackson, 2014a).

Temperatura. La temperatura esta directamente relacionada con la tasa de crecimiento de
las BL y por lo tanto, el arranque de la FML (Van der Westhuizen y Loos, 1981). Las BL,
al ser microorganismos mesofilos, su rango de temperatura dptima estara comprendida
entre los 18°C a 26°C (Muiioz et al., 2011 y Wibowo et al., 1985). Tanto como por encima
como por debajo de este umbral de temperatura, existe un retardo o incluso la inhibicion en
la FML (Mufoz et al., 2011). Este retardo en la FML, se asocia a que la temperatura afecta
de forma directa la tasa de descarboxilacion del acido mélico por parte de las BL, siendo de
20°C a 25°C donde existe la mayor tasa de descarboxilacion (Jackson, 2014a). Gerbaux
(2006), en vinos del cv. Pinot Noir, evalu6 la velocidad fermentativa de tres cultivos
iniciadores comerciales de BL (Lalvin 31, Enoferm alfa y FML expertise S) bajo tres
condiciones de temperatura (18°C, 14°C y 11°C). En el ensayo a 18°C, se logr6 completar
la FML en 18 dias. Mientras, que a 11°C, los cultivos bacterianos promediaron 110 dias en
consumir el acido malico del vino. Esto es causado, a que las BL en presencia de bajas
temperaturas (<18°C), prolongan su fase de latencia, provocando una disminucién en la
velocidad de la fase de crecimiento bacteriano (Bastias, 2000 y Mufioz et al., 2011). A
pesar que altas temperaturas (<25°C) estimulan el crecimiento bacteriano, las
recomendaciones enoldgicas son mantener los vinos a una temperatura no mayor a 18°C
(Guzman, 1996 y Gerbaux, 2006). Esto se debe fundamentalmente a que un desarrollo
rapido de las BL, conlleva a un mayor consumo de azlcares por parte de las bacterias,
generando asi vinos con mayor acidez volatil (Ribéreau-Gayon et al., 1975 y Gonzalez et
al., 2011).

Interaccién entre levaduras y Bacterias Lacticas

Estas interacciones entre levaduras y BL, pueden inhibir como también estimular el
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crecimiento bacteriano (Hervé et al., 2004). Es mucho mas recurrente, que ocurra un
antagonismo entre estos grupos microbianos, debido a la generacion de algunos compuestos
propios del metabolismo de las levaduras que inhiben el desarrollo de BL, tal es el caso de
la produccion de SO,, por parte de las levaduras, uno de los responsables mayoritarios de
esta inhibicion (Henick-Kling y Park 1994 y Mendoza et al., 2010). EI SO, es uno de los
compuestos méas limitantes para las BL (ver detalladamente punto: Anhidrido sulfuroso), y
su concentracion en el vino dependera de la adicion al mosto y la produccion de didxido de
azufre por parte de las levaduras (Mendoza et al., 2010). Generalmente, la produccion SO,
por parte de las levaduras, varia de entre 15 a 75 mg L™ total (Larsen et al., 2003). Esto
debe ser considerado en el célculo de dosificacion de SO, antes de la FML, para asi no
dafar la viabilidad de las BL (Osborne y Edwards, 2007).

Otro metabolito perjudicial para el crecimiento bacteriano, producido por las levaduras, son
los acidos grasos de cadena media, tales como el acido decanoico y el acido dodecanoico
(Jackson, 2014a). Estos compuestos se disocian en el interior de la BL, provocando una
disminucion del pH intracelular (Capucho y San Ramdo, 1994). Esto se traduce en el
aumento en la concentracion de protones de hidrdégeno dentro de la célula y produce dos
efectos: a) alteracion de la composicién de la membrana celular, por la pérdida de su
permeabilidad y b) eliminacion de la actividad ATPasa de la bacteria (Carreté et al., 2002).
Concentraciones del orden de 30 mg L™ de un &cido graso de cadena media (4cido
decanoico y &cido dodecanoico) es letal para las BL (Hervé et al., 2004).

La produccion de etanol, SO, y acidos grasos de cadena media, dependen netamente de la
cepa de levadura utilizada en la fermentacion alcohélica (Beelman, et al., 1982 y Mendoza
et al., 2010). Paralelamente, las levaduras ejercen un antagonismo sobre las BL debido al
agotamiento de nutrientes resultante de la fermentacion alcohdlica, como vitaminas y
amino&cidos, compuestos esenciales para el desarrollo de las BL (Hervé et al., 2004).

Curiosamente, el antagonismo existente entre levadura y BL, se reduce considerablemente
si la FML se realiza en presencia de lias (levaduras muertas) (Beelman et al., 1982 y Hervé
et al., 2004). Las lias de levaduras son producto de la autolisis, debido a este fendmeno se
liberan nutrientes esenciales para el desarrollo de las BL, tales como péptidos, aminoacidos,
proteinas, manoproteinas y glucanos (Martinez-Rodriguez et al., 2001). Ademas, durante la
fermentacion alcohdlica, las levaduras pueden liberar compuestos beneficiosos para las BL
como manoproteinas, vitaminas, lipidos y nucle6tidos, influyendo positivamente en el
crecimiento y desarrollo de las BL (Hervé et al., 2004).

Préacticas enoldgicas que afectan a la Fermentacion Malolactica espontanea

Distintas préacticas enoldgicas durante la vinificacion afectan negativamente el desarrollo de
BL, como la clarificacion del mosto (Krieger et al., 1992; Epifanio, 2005 y Romero, 2010).
Esta practica elimina gran parte de la poblacion bacteriana y reduce la incidencia del
desarrollo de estas mismas poblaciones de bacterias, ya que se eliminan nutrientes en
suspension que estimulan el desarrollo bacteriano (Ruiz et al., 2010a). De igual manera, la
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centrifugacion del vino elimina nutrientes y lias de levaduras que pueden ser absorbidos por
BL, limitando asi el desarrollo de éstas bacterias en el vino (Jackson, 2014a).

La combinacién de factores expuestos anteriormente, aumentan la probabilidad de un
fracaso en la FML, lo que adicionalmente provocaria que las poblaciones de
microorganismos alterantes proliferen en el vino, entre otras bacterias acéticas, algunas
cepas de BL perjudiciales como Pediococcus y Lactobacillus, llevando asi, a desviaciones
en la composicion organoléptica del vino (Hervé, et al., 2004).

Desviaciones organolépticas producidas por Bacterias Lacticas alterantes en vinos
tintos

Indudablemente, la FML mejora los atributos sensoriales del vino, confiriéndole una mayor
complejidad aromatica (Gonzalez-Arenzana et al., 2013). No obstante, si no existe un
control de los pardmetros que se describen en el capitulo anterior, se puede producir un
deterioro irreversible en el vino (Hervé et al., 2004 y Jackowetz y Mira de Ordufia, 2012).

Algunos de los problemas asociados a una FML espontéanea, sin un debido control, es el
notorio aumento en la acidez volatil y una pérdida de aromas frutales en el vino (De Revel
et al., 1999). Ademas, se pueden generar compuestos nocivos para la salud, como las
aminas bidgenas y carbamato de etilo (Mufioz et al., 2011). También, puede existir, una
pérdida significativa de la intensidad colorante del vino, entre otros (Laurent et al., 1994).

A continuacion, se describen detalladamente las desviaciones organolépticas mas
importantes producidas en una FML espontanea, por accion de microorganismos alterantes
a causa de una mala gestion en la vinificacion.

Acidez volatil. ElI notorio aumento en la acidez volatil, también denominado "picado
lactico", es un defecto que puede presentarse durante la vinificacién o incluso durante el
almacenamiento del vino (Olguin et al., 2009). Este defecto, se presenta cuando existen
condiciones favorables para la aparicion de BL alterantes, como paradas de fermentacién
alcohdlica, quedando azucares fermentables en el medio (Boido, 2002). Estos azlcares son
metabolizados por las BL, produciendo &cido acético e isémeros del acido lactico (D-
lactato) en cantidades excesivas, produciéndose un aumento considerable en la acidez
volatil (Catania y Avagnina, 1994). Generalmente, las BL asociadas al picado lactico
pertenecen a la especie Lactobacillus hilgardii y Lactobacillus fructivorans (Mufioz et al.,
2011).

Por otro lado, la degradacion del acido citrico tiene un gran impacto en la calidad de los
vino tintos, aunque la concentracion de este acido es baja (0,1 -1 g L™), el metabolismo por
parte de las BL (Figura 5) conduce a la produccion de acido acético, lo que aumenta la
acidez volatil total del vino (Bordons, 1997; Lonvaud-Funel, 2010 y Olguin et al., 2009).
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Acido citrico
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(8) Acetatokinasa

(9) Acetaldehido deshidrogenasa
(10) Alcohol deshidrogenasa

Figura 5: Ruta metabdlica del acido citrico por parte de BL (Mufioz et al., 2011).

Amargor en el vino. Este defecto se asocia a la degradacion del glicerol por parte de las
BL (Vestner et al., 2011). El glicerol es generado durante la FA por las levaduras y es uno
de los compuestos mas abundantes en el vino, encontrandose en concentraciones que varian
entre 5 a 8 g L (Bauer et al., 2010 y Mufioz et al., 2011). Algunos géneros de
Lactobacillus como Lb. collinoides (Sauvageot et al., 2000), Lb. hilgardii (Mufioz et al.,
2011) y Lb. diolivorans (Garai-lbabe et al., 2008) poseen la enzima glicerol deshidratasa,
capaz de metabolizar el glicerol en 3-Hidroxi-proponialdehido (3-HPA) (Figura 6). El 3-
HPA en condiciones acidas (pH <3,6), es facilmente deshidratado, formando asi la
acroleina (Claisse y Lonvaud-Funel, 2000). La acroleina como compuesto individual no
genera defectos. Sin embargo, ésta reacciona con compuestos fenélicos del vino como los
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antocianos y los taninos, 1o que generard sabores amargos muy notorios, lo que causa un
desmedro del producto final (Mufioz et al., 2011 y Henriquez et al., 2012).

Glicerol
(1) —» HO
, ®) —
Acroleina < 3-Hidroxi-proponialdehido
l )
Antocianos H.O NaD* NADH+ H*
\' NADH+ H* NAD*
A 4
Productos amargos 1,3-Propanodiol Acido 3-Hidroxipropidnico

(1) Glicerol deshidratasa
(2) 1,3-propanodiol deshidrogenasa
(3) Condiciones &cidas

Figura 6: Ruta metabdlica del glicerol por parte de BL y formacién de compuestos amargos
(Sauvageot et al., 2000 y Cavin et al., 2003).

Produccién de fenoles volatiles y bases heterociclicas aromaticas. La produccion de los
compuestos que proporcionan olores desagradables son, en parte, responsabilidad de las BL
(Cedrdn, 2004). En este grupo podemos incluir los olores del tipo animal, que se atribuyen
a niveles excesivos de fenoles volatiles siendo los principales: 4-etil-fenol, 4-etil-guayacol,
4-vinil-fenol y 4-vinil-guayacol (Boutou y Chatonnet, 2007 y Muifioz et al., 2011). Las
especies de BL responsables de la generacion de estos compuestos son Pediococcus y
Lactobacillus (Boutou y Chatonnet, 2007; Ruiz et al., 2010a y Mufioz et al., 2011).

La generacion de los fenoles volatiles, se debe a la descarboxilacion de los &cidos
hidroxicinamico p-cumarico y ferulico por parte de BL (Pediococcus y Lactobacillus),
originando 4-vinil-fenol y 4-vinil-guayacol, respectivamente (Lonvaud-Funel, 2010).
Luego de esta descarboxilacion, se produce una reduccion de vinil-fenol a etil-fenol, dando
como resultado la generacion del 4-etil-fenol y 4-etil-guayacol (De la Rivas et al., 2009 y
Silva et al., 2011).

La produccién de los compuestos heterociclicos, originan olores y sabores desagradables en
el vino, descrito como "sabor a raton" (Bartowsky, 2009 y Costello y Henshcke, 2002). Este
defecto se atribuye a 3 compuestos volatiles: 2-acetil-1-pirrolina, 2-acetiltetrahidropiridina
y 2-etil-3,4,5,6-tetrahidropiridina. Estos compuestos son producidos por BL
heterofermentativas pertenecientes a las especies Lactobacillus brevis (Costello y
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Henshcke, 2002), Lactobacillus plantarum y Lactobacillus hilgardii (Mufioz et al., 2011 y
Izquierdo et al., 2012), también a especies de Pediococcus (Costello y Henshcke, 2002) y
en menor medida, a O. oeni (Mufioz et al., 2011).

Existen un reducido numero de estudios relacionados a la produccion de bases
heterociclicas por parte de BL. Costello y Henshcke (2002) y Lonvaud-Funel (2010),
relacionaron la generacion de estas bases heterociclicas al metabolismo de los aminoacidos
ornitina y lisina en presencia de etanol, glucosa o fructosa y hierro (Fe*?). Estos
aminoacidos son ciclados y acetilados dando origen a estos compuestos (Figura 7)
(Costello et al., 2001 y Costello y Henshcke, 2002). Mufioz et al. (2011), asociaron la
produccion de estos compuestos a pH altos (>3,5) y bajos niveles de dioxido de azufre en el
vino, lo cual condiciona la aparicion de cepas bacterianas productoras de estos compuestos.

L-lisina
COOH
NH: NH:
D-fructosa
D-glucosa l
COr +
Lactato +
Acetil- CoA
Acetilacion /
T N
Acetaldehido
Etanol
//
N
|
0]
2-acetiltetrahidropiridina

Figura 7: Formacion de una base heterociclica (2-acetiltetrahidropiridina) a partir de un
aminoacido (Lisina) por Lactobacillus hilgardii (Costello y Henshcke, 2002).

Compuestos generados por Bacterias Lacticas, nocivos para la salud humana. Las BL
de los géneros Lactobacillus, Pediococcus y algunas cepas de O. oeni, tienen la capacidad
de metabolizar aminoacidos, para formar una amplia gama de compuestos nocivos para el
ser humano (Jackson, 2014a). Estos compuestos se conocen como aminas bidgenas y
precursores de carbamato de etilo, lo que le daran un impacto negativo en la calidad del
vino (Lonvaud-Funel, 2010; Garcia-Moruno y Mufioz, 2012 y Henriquez et al., 2012).
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Las aminas bidgenas, son bases nitrogenadas que resultan de la descarboxilacion de los
aminoacidos en CO, y aminas (Figura 8) (Rossi et al., 2009). Su produccion esta
directamente relacionada a la cantidad de aminodcidos libres (precursores), que estan
presentes en el medio (Izquierdo et al., 2008a). Esta condicidn, a su vez, esta dada por
diversos factores que derivan del manejo del vifiedo, como una excesiva fertilizacion
nitrogenada, lo que repercute finalmente, en una mayor cantidad de compuestos
nitrogenados al vino; entre ellos aminoacidos (precursores de aminas bidgenas) (Garcia,
2012).

Histidina Histamina

(1) Histidina descarboxilaza
Figura 8: Formacion de histamina a partir de histidina (Boido, 2002).

También, el cultivar de uva establece la cantidad de nutrientes asimilables durante la FML,
puesto a que cuando se acaba el &cido citrico y el acido L-malico, las BL empiezan a
metabolizar los aminoacidos (Rossi et al., 2009). Por otra parte, las diferentes practicas
durante la vinificacion influird en la cantidad de precursores de aminas bidgenas, como la
maceracion con piel de la uva, que proporciona aminoacidos al mosto (Henriquez-Aedo et
al., 2012), o FML con presencia de lias de levadura, que producto de la lisis celular, libera
aminoéacidos al medio (Landete, 2005). Por dltimo, los pH elevados (>3,5) y las bajas dosis
de SO, en el medio, crean condiciones para que los géneros de BL alterantes como
Pediococcus y Lactobacillus proliferen en la FML, produciendo asi, este tipo de
compuestos (Cuadro 1) (Rossi et al., 2009 y Mufoz et al., 2011).

Herbert et al. (2006) y Maygar et al. (2011), reportaron que el contenido de aminas
bidgenas aumenta, cuando existe la presencia de Botrytis cinerea en las uvas (Cuadro 1).
Este hongo, es responsable de descarboxilar los aminoacidos presentes en la uva,
aumentando asi el contenido de aminas bidgenas entre un 7% (Sass-Kiss et al., 2008) a un
40% (Eder et al., 2002).
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Cuadro 1: Origen microbiano de las aminas bidgenas encontradas en el vino (Moreno-
Arribas et al., 2010).

Especie Amina biégena reportada.

Saccharomyces cerevisiae Histamina

Brettanomyces bruxellensis Agmatina, feniletilamina y
etanolamina

Kloeckera  apiculata, Candida  stellata, Agmatina, feniletilamina y

Metschnikowia pulcherrima etilamina

Botrytis cinerea Tiramina, putrescina, cadaverina,
feniletilamina y espermidina

Lactobacillus spp y Histamina, tiramina, putrescina y

Pediococcus spp feniletilamina

Oenococcus oeni Histamina, y putrescina.

Las aminas bidgenas mas comunes que se pueden encontrar en los vinos son, histamina,
tiramina y putrescina, las cuales derivan de la descarboxilacion de los aminoacidos
histidina, tiramida y ornitina, respectivamente (Lonvaud-Funel, 2001 y Mufioz et al., 2011).
La aparicion de putrescina, también estd asociada al ciclo de la urea, por parte de algunas
BL (Lb. brevis, Lb. hilgardii, P. parvulus y P. pentosaceus). Este ciclo, suministra arginina
al vino (Figura 9), y mediante la ruta metabolica de la arginina deiminasa, la arginina es
metabolizada a ornitina, la cual mediante la enzima ornitina descarboxilasa, se transformara
en putrescina (Constantini et al., 2013).
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Citrulina
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Carbamil-putrescina Citrulina
l\A Cabamil-fosfato »| NH3+CO,+ATP
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Putrescina |« Ornitina
(4)

(1) Arginina descarboxilasa
(2) Agmatina deiminasa

(3) Arginina deiminasa

(4) Ornitina descarboxilasa

Figura 9: Formacién de putrescina, a partir del ciclo de la urea, por Lactobacillus hilgardii
X1B (Constanitini et al., 2013)

El problema a nivel de salud, radica a que un nimero reducido de la poblacion humana
puede ser intolerante a estos compuestos, que segun la organizacion mundial de la salud, se
calcula en un 1% a un 3% de la poblacion mundial adulta (WHO, 2006). Los consumidores
de vino pueden presentar signos y sintomas de hipertension, hipotension, nauseas, vomitos,
diarrea, migrafias, insuficiencia renal, shock anafilactico, e inclusive la muerte (Henriquez
et al., 2012). Las aminas bidgenas relacionadas con estos efectos toxicos son histamina,
tiramina, putrescina, cadaverina, B-feniletilamina y triptamina (Moreno-Arribas et al.,
2010).

Si bien, la concentracion de aminas bidgenas en el vino es baja en comparacion con otros
alimentos fermentados (quesos y embutidos), el efecto toxico de estos compuestos se ve
potenciado con la presencia de etanol (Alvarez y Moreno-Arribas, 2014). Esto se debe a
que el alcohol, inhibe las enzimas monoamino oxidasa y diamino oxidasa, responsables del
catabolismo de las aminas biogenas en el organismo (Rossi et al., 2009). Estas enzimas,
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presente en el tracto intestinal, convierten a las aminas biégenas en compuestos no toxicos,
que finalmente son excretados del cuerpo humano (Moreno-Arribas et al., 2010). Valores
del orden de 8 - 40 mg L™ de histamina, podrian producir ligeros sintomas de intoxicacion
(Landete, 2005). Actualmente, en Chile no existe alguna normativa que fije un maximo en
el contenido de aminas biogenas en los vinos (Henriquez et al., 2012 y Pineda et al., 2012).
Sin embargo, algunos paises ya optaron por establecer un méximo en el contenido de
histamina en los vinos como: Alemania (2 mg L™Y), Austria (10 mg L™), Bélgica
(5-6 mg L), Francia (8 mg L™), Holanda (3 mg L™) y Suiza (10 mg L™) (Garcia-Marino et
al., 2010).

Paralelamente, la produccion de aminas biégenas no solo tiene implicancias para la salud
humana, sino también, repercute en la calidad final del vino. La produccién de ciertas
aminas bidgenas (volatiles), pueden generar alteraciones en el perfil aroméatico del vino,
como lo es la cadaverina que genera olores a humedad, carnico y avinagrado (ver
detalladamente punto: Produccion de compuestos toxicos por Bacterias Lacticas, en la
fabricacion de vinos tintos) (Catania y Avagnina, 1994 y Manfroi et al., 2009). Mientras,
que la putrescina en cantidades superior a 30 mg L™ genera olores tales como: fruta podrida
y ranciedad. Sin embargo, a una concentracién de 10 a 20 mg L™ esta amina bidgena
repercute positivamente ya que redondea el sabor de los vinos tintos (Landete, 2005).

Por otra lado, el metabolismo de la arginina por parte de algunas BL heterofermentativas
formara carbamato de etilo (también llamado uretano); compuesto potencialmente
cancerigeno (Uthurry et al., 2006 y lzquierdo et al., 2008a). La formacion de este
compuesto implica una reaccion del etanol con la citrulina, un compuesto intermedio en el
metabolismo del aminoacido arginina, mediante la ruta de la arginina deiminasa (ADI) por
parte de algunas BL (Figura 10) (Mira de Ordufia et al., 2001; Araque, 2010 y Alberto et
al., 2012). En los mamiferos, el 90% del carbamato de etilo es hidrolizado por el higado a
etanol, amoniaco y didoxido de carbono. Sin embargo, una pequefia proporcién del
carbamato de etilo total es convertido a N-hidroxicarbamato (0,01%), hidroxicarbamato de
etilo y carbamato de vinilo (0,05%) (zZhao et al., 2013). ElI N-hidroxicarbamato, en
presencia de cobre (Cu*?), es transformado en oxigeno y oxido nitrico, oxidando y
depurinando (rompimiento del enlace glicocidico entre la base y la desoxirribosa) el ADN,
provocando mutaciones (Schlatter et al., 2010). El hidroxicarbamato y el carbamato de
vinilo, tienen la propiedad de unirse al ADN, ARN vy proteinas, pudiendo provocar tumores
benignos y malignos (Sakano et al., 2002). La Agencia Internacional para la Investigacion
sobre el Céancer (IARC), perteneciente a la Organizacion Mundial de la Salud (WHO),
revelo que el cancer al higado es el mas comun provocado por la ingesta de carbamato de
etilo (IARC, 2010). Si bien, no se ha profundizado mucho en investigacion sobre que BL
especificamente son productoras de este compuesto (Mufioz et al., 2011). Mira de Ordufia
et al. (2000); Arenas et al. (2002) y Uthurry et al. (2006), revelaron que especies como
Lactobaillus hilgardii, Lactobacillus brevis y Oenococcus oeni en medios que contienen
altos niveles de arginina (1,5 a 2,3 g L™), tienen la capacidad de excretar citrulina; un
precursor de carbamato de etilo (Mira de Ordufia et al., 2000; Bourdineaud, 2006).
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Figura 10: Degradacion de la arginina por la via de la arginina deiminasa (ADI) por parte
de BL (Mira de ordufa et al., 2001).

El carbamato de etilo en un vino, al igual que las aminas bidgenas, tienen un umbral de
toxicidad. Schalatter y Lutz (1990), sefialaron que el consumo de carbamato de etilo no
deberia ser mayor a 0,3 ppb Kg™ de peso corporal al dia. Por otra parte, la Administracién
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), ha expuesto un limite
méximo en vinos de mesa (>14% /v de etanol) de 0,06 mg L™ de carbamato de etilo.
Mientras, que para los vinos de mesa con menor graduacion alcohdlica (<14% de etanol), la
concentracion de carbamato de etilo no debe ser mayor a 0,015 mg L™ (FDA, 2000). Por
otro lado la Organizacion Internacional del Vino y de la Vifia (OIV), recomienda un
méximo de 0,18 mg L™ de carbamato de etilo en vinos tintos (FAO, 2009).

Debido a los efectos dafiinos a la salud humana que posee el carbamato de etilo y las
aminas biogenas, es necesario encontrar estrategias que permitan anular la produccion de
estas moléculas (Henriquez et al., 2012). La inoculacion con cultivos iniciadores
comerciales podria reducir considerablemente la aparicion de estos compuestos, ya que
gracias a los avances en la Biotecnologia, es posible detectar las cepas que producen una
mayor proporcion de aminas biogenas y precursores de carbamato de etilo. Esta estrategia,
permitiria inocular con cepas comerciales que produzcan una nula cantidad de estos
compuestos (Uthurry et al., 2004 y Mufioz et al., 2011).
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Exito de la Fermentacion Malolactica

Para que ocurra la FML espontanea, se requiere que las distintas especies de BL nativas
(mayoritariamente géneros de Oenococcus oeni) se adapten a las condiciones del vino, para
asi, lograr su proliferacion y comiencen a degradar el acido mélico (Bordons, 1997). En una
FML espontanea existen factores que no pueden ser controlados, como la ocurrencia de
ésta, la probabilidad que se produzcan compuestos indeseables, lo que podria alterar la
composicion aromatica del vino (Wibowo et al., 1985; Bordons, 1997 y Sleczkowski y
Gerland, 2004). Gonzélez et al. (2011), sefialan que la inoculacién con cultivos comerciales
de BL seleccionadas, se puede obtener una mayor seguridad en el proceso de la FML,
debido a que estos cultivos poseen una alta carga bacteriana (alrededor de 10** UFC mL™)
(OlV, 2012a). Esto conlleva a un desplazamiento de las BL nativas por parte de los
inéculos comerciales, disminuyendo asi el riesgo de que géneros alterantes de BL
(Pediococcus y Lactobacillus) proliferen en el vino (Mufioz et al., 2011). Por otra parte, se
ejerce un efecto positivo en las caracteristicas sensoriales en un vino, dependiendo del
inoculo comercial utilizado, otorgandole una mayor complejidad aromatica, potenciando
sus aromas propios, lo que permite controlar las caracteristicas organolépticas del producto
final (Rossi et al., 2003). Gonzalez et al. (2011), también indican que en el mercado existen
una amplia gama de cultivos bacterianos, lo que permite escoger el cultivo de BL que mejor
se adapte a las condiciones de la materia prima y estrategia de vinificacion.
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3. Cultivos Iniciadores de la Fermentacion Malolactica

Fundamentos de la Fermentacion Malolactica inducida

La induccion de la FML mediante cultivos iniciadores comerciales presenta claras ventajas.
En primer lugar, se tiene la certeza del momento de ocurrencia y la velocidad de esta
fermentacion (Du Plessis, 2005). Al final de la fermentacion alcoholica, la biomasa de BL
que contiene el vino es muy reducida y, por lo tanto, se puede requerir de semanas para que
exista de una poblacion bacteriana adecuada para producir una FML exitosa (Edward y
Beelman, 1989). A continuacion, se analizaran los beneficios de utilizar in6culos
comerciales de BL, apoyandose en diferentes estudios cientificos que respaldan el uso de
los cultivos iniciadores de la FML.

Incidencia de la utilizacion de cultivos iniciadores de Bacterias L4cticas en la duracion
de la Fermentacion malolactica. Al inocular el vino con cultivos iniciadores comerciales
de BL se puede evitar retrasos importantes, ya que estos indculos poseen una alta carga
bacteriana (a lo menos 10 UFC mL™Y) (O1V, 2012a y Gonzalez et al., 2011), desplazando
las BL nativas por superioridad numérica, lo que conlleva a una iniciacion rapida de la
FML (Rossi et al., 2003 e Izquierdo et al., 2012). Ademas, se asegura que el tipo de BL que
esta realizando la FML corresponde a la seleccion elegida por el en6logo y no por los
maultiples géneros de BL que se generan en una FML espontanea (Gonzélez et al., 2011). Se
reduce el riesgo que otros géneros de BL actien en el vino, los cuales generan metabolitos
indeseados que pudieran afectar la calidad del vino (ver detalladamente punto: Generacion
de olores indeseables por parte de indculos comerciales de bacterias lacticas) (Coucheney et
al., 2005). Estos cultivos comerciales se seleccionan para que expresen su actividad
malolactica en medios con pH bajo y un alto contenido de etanol, condiciones cominmente
encontradas luego de la FA (Gonzélez et al., 2011).

Edward y Beelman (1989), explican que la utilizacion de cultivos comerciales de BL
logrard una rapida implantacion, consiguiendo asi una mayor rapidez en la FML;
obteniendo también asi, una estabilidad microbioldgica temprana, deseada por el enélogo.

Lopez et al. (2012), evaluaron el efecto en la velocidad de la FML de un cultivo comercial
de BL (UvaFerm Alfa U de Lallemand), frente a una FML espontadnea en vinos cv.
Tempranillo en Espafia (La Rioja). El cultivo comercial logré consumir el acido malico en
14 dias con un pH de 3,4, mientras que las bacterias nativas terminaron la FML en 28 dias,
a un mismo pH. Por lo que el uso de un cultivo comercial de BL, disminuyo0 la velocidad de
la FML. Resultados muy similares obtuvo lzquierdo et al. (2013), quiénes evaluaron el
efecto de seis cultivos de BL en la duracion de la FML, en un vino del cv. Tempranillo en
Espafia. Los cultivos comerciales utilizados fueron Enoferm alfa MBR, PN4 MBR, C22L9
MBR, Enoferm alfa 1-Step, PN4 1-Step y C22L9 1-Step, todos proporcionados por
Lallemand. La FML logro completarse en 11 dias (C22L9 1- Step), 12 dias (C22L9 MBR),
13 dias (PN4 1-step), 14 dias (PN4 MBR y enoferm alfa 1-step) y 16 dias (enoferm alfa
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MBR). Los cultivos que necesitaron reactivarse antes de ser inoculados (1-step), fueron los
mas eficientes en consumir el acido malico, los cuales tardaron 12 dias promedio en
terminar el proceso, mientras que las cepas de inoculacion directa (MBR) promediaron 14
dias en completar la FML.

En Chile, la experiencia del uso de cultivos iniciadores de la FML se muestra muy variada.
Un estudio realizado por Guzman (1996), quién utilizo tres cepas comerciales: Viniflora
(Chr. Hansen), BitecD (Bitec) y OSU (mezcla de dos cepas: EY-2D y ER-1A de
Lallemand), en vinos del cv. Cabernet Sauvignon (etanol 13,5% “'y, pH 3,79, SO, total 26
mg L™Y). Se obtuvo que el término de la FML fue a los 25 dias con la cepa Viniflora,
mientras que las cepas BitecD y OSU demoraron 42 y 40 dias, respectivamente. El
tratamiento testigo (FML espontanea), le tomé 39 dias degradar el acido malico, no
existiendo mayor beneficio en el uso de estos cultivos bacterianos, a excepcion de la cepa
comercial Viniflora. Para la mezcla de cepas OSU, la empresa Lallemand recomienda una
segunda fase en la reactivacion del cultivo bacteriano, antes de ser inoculado en vinos con
estas caracteristicas, que en este caso no fue realizada. Se sabe, que el éxito en la FML
viene dada directamente por la capacidad que tiene los indculos comerciales para adaptarse
y desplazar a la microbiota lactica autdctona del vino (Zhao y Zhang, 2009). En este caso,
en particular, los cultivos comerciales (BitecD y OSU) fueron desplazados por las BL
nativas que se encontraban en el vino, siendo ellas las responsables de conducir la FML
(Van der Westhuizen y Loos, 1981 y Gonzélez et al., 2011).

Villarroel (1999), inocul6 un vino cv. Cabernet Sauvignon con la FML parada, con cepas
comerciales MBR EQ 54, OSU y 3X1 Step, todas pertenecientes a la empresa Lallemand.
El medio posefa un pH 3,14, SO, total 29 mg L™, etanol 13,9% /v y una concentracion
muy baja de acido maélico (0,505 mg L™). La cepa comercial 3X1 Step, fue la que
inicialmente degrado el &cido malico con mayor velocidad. Sin embargo, ningln
tratamiento se diferencid del testigo (FML espontanea), en la duracion de la FML, teniendo
una duracion de 17 dias para todos los tratamientos. El nulo beneficio de estos cultivos, se
atribuye a la carencia de nutrientes en el medio. En este caso en particular, el vino contenia
bajos niveles de 4cido malico (0,505 mg L™). Segtin Krieger et al. (1992), los niveles altos
de acido malico estimulan el desarrollo de Oenococcus oeni, generando mayor biomasa, lo
que resulta en una mayor velocidad de transformacion del &cido malico en &cido lactico. La
velocidad de la FML, también puede estar influenciada por el tipo de inoculacion de BL.
Tomando en cuenta, que la cepa 3X1 Step (cultivo que ya no lo comercializa la empresa
Lallemand), fue la que degradd el &cido malico con mayor velocidad inicial, puesto a que
requiere un proceso de pie de cuba, en donde la cepa recibe un proceso de adaptacion antes
de ser inoculado en el vino (Van der Westhuizen y Loos, 1981 y Izquierdo et al., 2013). Por
otro lado, el vino inoculado con el cultivo comercial de BL MBR EQ 54 de inoculacion
directa, logré disminuir el tiempo de la FML minimamente, resultados que concuerdan con
los obtenidos por Prat (1996) y Ulloa (1996) (datos no presentados). Esto se debe a que este
tipo de indculos comerciales son sometidos a un proceso de secado por congelacion
(liofilizacion). Este proceso podria afectar a las BL, pudiendo existir una pérdida en la
viabilidad (Gonzélez et al., 2011 y Masqué et al., 2007b). Para el caso de la mezcla de
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cultivos OSU, a pesar que requeria un proceso de reactivacion, no se diferencio del
tratamiento testigo, debido a que este indculo no estd recomendado para ser utilizado en
condiciones tan estresantes (tolerancia méxima de etanol 12,5% Y/v). Tomando en cuenta
que estas bacterias deben reactivarse y multiplicarse dentro del vino, también se debe
considerar la fuerte competencia existente con las BL nativas, lo que sumado a lo anterior
dificultara su adaptacion (Prat, 1996; Guzman, 1999 y Gonzélez et al., 2011).

Bastias (2000), en el Valle del Maule, utilizé las cepas comerciales Lalvin 31 y EQ 54
(Lallemand), en vinos cv. Cabernet Sauvignon (pH 3,42, SO, total 29 mg L !, Etanol 13,5
% V/\). La FML tardé en completarse 48 y 59 dias, respectivamente. En contraste, las BL
nativas (tratamiento testigo) demoraron 75 dias en consumir el acido malico. Por lo tanto, el
uso de los cultivos iniciadores para la FML, efectivamente cumplié su objetivo, logrando
disminuir la duracién de ésta en un 28,7%, en comparacion a la FML espontanea.

De igual modo, Silva (2008), evalu6 la cinética fermentativa en vinos cv. Carménére en
Chile. Comparé 9 cepas comerciales de BL (PN4, 49A1, V22, Lalvin VP41, Lalvin 31,
Lalvin ICV Elios Blanc, Lalvin Elios 1, Uvaferm Alpha y Uvaferm Beta), pertenecientes a
la empresa Lallemand. Se logré reducir el tiempo de la FML un 24% en promedio
utilizando los cultivos comerciales, comparado con una FML espontanea (tratamiento
testigo). Las cepas que lograron consumir el &cido malico con mayor velocidad fueron:
49A1, PN4, Lalvin VP41 y Uvaferm Alpha y Beta que lograron terminar la FML en 21
dias, en contraste con los 31 dias que le tomo a la FML espontanea.

Para los ensayos de Bastias (2000) y Silva (2008), donde las concentraciones (promedios)
de alcohol fue de 13,5% V/v, pH de 3,29 y SO, total de 29 mg L™, estos cultivos de BL no
estaban del todo adaptados a estas condiciones consideradas estresantes (Embeita, 2013).
Para Du Plessis (2005), la eficiencia de los preparados comerciales de BL, depende
exclusivamente del medio en donde fueron aislados. Por su naturaleza, los cultivos
comerciales de BL toleran concentraciones de etanol menores a 14% /v, pH superior a 3,2
y hasta 50 mg L™ SO, total. Mientras mas cercanos son los valores de estos parametros, las
BL se vuelven extremadamente sensibles (Knoll et al., 2011). Esto se confirma con el
estudio realizado por Masqué et al. (2007b), en La Rioja, en donde inoculd vinos cv.
Tempranillo (12% Y/v de etanol y pH de 3,5) con cultivos comerciales Lalvin EQ54 y
Lalvin Elios 1 (Lallemand). EI consumo total del acido malico fue en 12 y 15 dias a 20°C,
utilizando las cepas Lalvin EQ54 y Lalvin Elios, respectivamente. Mientras, que para un
vino del cv. Merlot (14% Y/v de etanol y pH de 3,37), en iguales condiciones, la FML tardd
1 mes en terminar.

En sintesis, se puede apreciar que la utilizacion de BL seleccionadas ha logrado disminuir
la duracidn de la FML, desde el ensayo de Guzman (1996) a Silva (2008). Esto corrobora

2 Embeita, A. 2013, oct. Cultivos comerciales de bacterias lacticas. [Entrevista personal]. San Francisco de
Mostazal, Lamothe-Abiet.
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que ha existido un avance en la produccion de cepas de BL mas robustas, capaces de
conducir la FML en condiciones adversas (alcohol 14% Vi, pH <3,3 y SO, > 50 mg L™),
condiciones tipicas encontradas durante la elaboracion de vinos tintos en Chile (Gonzalez et
al., 2011).

Produccion de compuestos toxicos por Bacterias Lacticas, en la fabricacion de vinos
tintos. Frecuentemente, las BL estdn asociadas a la produccion aminas bidgenas y
precursores de carbamato de etilo en el vino (Landete, 2005; lIzquierdo et al., 2008a y
Mufioz et al., 2011). Ambos compuestos, producen un deterioro en la calidad del vino, ya
que son tdxicos para el ser humano (ver detalladamente punto: Compuestos generados por
BL, nocivos para la salud humana) (Mufioz et al., 2011). También, la aparicion de algunas
aminas bidgenas volatiles conllevan a alteraciones en la composicion organoléptica del
vino (Izquierdo et al., 2008a; Henriquez et al., 2011 y Lopez et al., 2012).

Las aminas bidgenas que generalmente estdn en mayor proporcién en el vino son la
histamina, tiramina y putrescina (Mufioz et al., 2011). La generacidén de histamina esta
asociada a las especies O. oeni (IOEB 9204) (Lonvaud-Funel, 2001), Lb. hilgardii (Garcia
et al., 2011) y P. parvulus (Garcia-Moruno y Mufioz, 2012). Estas son las BL, aisladas del
vino, que poseen mas activa la ruta metabolica de la histidina descarboxilasa, lo que se
traduce a una mayor concentracién de histamina en el vino (Landete et al., 2005 y Moreno-
Arribas et al., 2010). Lonvaud-Funel (2001) y Mufioz et al. (2011), revelaron que
Lactobacillus brevis y Lactobacillus hilgardii poseen muy activa la ruta metabodlica de la
tiramida descarboxilasa, metabolizando la tiramida, generando tiramina en el vino. La
aparicion de putrescina, esta asociada a microorganismos como: O. oeni IOEB 8419, Lb.
brevis, Lb. hilgardii, P. parvulus y P. pentosaceus (Lonvaud-Funel, 2001 y Constantini et
al., 2013).

En relacion a la produccion de precursores de carbamato de etilo durante la FML (citrulina
y fosfato de carbamilo), esta asociada a BL heterofermentativas con la ruta metabélica ADI
activa como: Lb. buchneri, Lb. hilgardii, Lb. brevis y algunas cepas de O. oeni (O. oeni
X,L) (ver detalladamente punto: Compuestos generados por BL, nocivos para la salud
humana) (Mira de Ordufia et al., 2000; Bordons et al., 2004; Uthurry et al., 2006 y Mufioz
et al., 2011). Es muy importante sefialar, que los indculos comerciales se seleccionan por
sus propiedades enoldgicas y tecnoldgicas, entre éstas se considera la nula o muy baja
produccion de aminas bidgenas (ausencia de las enzimas aminoécido descarboxilasa) y la
minima degradacion de la arginina (minima actividad de arginina deiminasa), con el
objetivo de no producir precursores de carbamato de etilo (Gonzélez et al., 2011).

Lopez et al., (2012) en La Rioja (Espafa), utilizaron cepas comerciales UvaFerm alfa U
(Lallemand) en vinos cv. Tempranillo. Concluyeron que la utilizacion de indculos
seleccionados comerciales logran reducir en un 30% la cantidad de aminas bidgenas
producidas durante la FML, en comparacion a una FML espontanea. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Masqué et al. (2007b), quiénes utilizaron las cepas
Lalvin EQ 54 y Lalvin Elios pertenecientes a Lallemand (Cuadro 2).
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Cuadro 2: Contenido de aminas bidgenas en vinos cultivar Merlot (Masqué et al., 2007b).

Cepa inoculada Aminas biodgenas total (mg L.,)
EQ54 0,8
Elios 1 1,0
Espontanea 15

Estos estudios (Léopez et al., 2012 y Masqué et al., 2007b), concuerdan que la utilizacion de
cultivos comerciales de BL reducen considerablemente la produccion de aminas bidgenas.
Gracias a los avances en la Biotecnologia enologica, es posible obtener cepas especificas
que produzcan una nula cantidad de estas moléculas. A pesar de obtener este progreso en la
industria enoldgica, no ha sido posible erradicar la aparicion de estos compuestos (Mufioz
et al., 2011). Numerosos estudios, concuerdan que la cantidad de aminas bidgenas en vinos,
es directamente proporcional a la cantidad de aminoacidos que contiene el vino después de
la FA (Lonvaud-Funel, 2001; Masqué et al., 2007a y Masqué et al., 2007b). También,
Lopez et al. (2012), demostraron que a pH bajos (<3,4), el consumo de aminoacidos por
parte de las levaduras en la fermentacion alcoholica es menor; incidiendo asi, en un mayor
consumo de aminoacidos por las BL, lo que conlleva a un aumento en la produccion de
aminas biogenas.

Henriquez et al. (2012), realizaron un estudio sobre el contenido de aminas bidgenas en
vinos cv. Merlot, Carménére y Cabernet Sauvignon varietales reserva comercializados en
Chile, de todos los Valles Vitivinicolas de Chile. El contenido promedio de las 39 muestras
superd los 25 mg L™ de aminas bi6genas total, dentro de los cuales el 38% de las muestras
superaron los 8 mg L™ de histamina (7,8 mg L™ de histamina promedio). Resultados
similares arrojé un estudio realizado por Pineda et al. (2012), sobre vinos jovenes varietales
comercializados en Chile. Se obtuvo, que el 11,1% de las muestras promedié como minimo
8 mg L™ de histamina. El Codex enolégico recomienda que la cantidad de aminas biégenas
en un vino no sea superior a 12 mg L™ (O1V, 2005), valores ampliamente superados por los
vinos Chilenos.

Es por esto que se debe investigar mas sobre la generacion de aminas bidgenas por parte de
cultivos iniciadores para la FML en Chile, ya que las autoridades de los paises
importadores de vinos estan siendo mas estricto (Garcia-Marino et al., 2010), debido
fundamentalmente a que en los ultimos 20 afios se ha duplicado las alergias alimentarias,
alcanzando niveles que bordean el 3% de la poblacion mundial, en el cual dentro de estos
alérgenos esta la histamina (WHO, 2006).

En el caso de la formacién de precursores de carbamato de etilo, existe muy insuficiente
informacion disponible, y con resultados no muy claros. Uthurry et al. (2006), evaluaron la
capacidad de metabolizar la arginina de una cepa comercial de O. oeni (Uvaferm MLD de
Lallemand) en vinos cv. Cabernet Sauvignon, bajo dos condiciones de temperaturas (25°C
y 30°C). El cultivo bacteriano, fue capaz de metabolizar la arginina a citrulina en las dos
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condiciones de temperatura Sin embargo, solo se detectd un discreto aumento en la
concentracién de carbamato de etilo en los vinos a 30°C (0,0065 mg L™). Mufioz et al.
(2011), atribuyen un mayor consumo de aminoacidos. Por parte de las BL a la presencia de
altas temperaturas, combinado con un bajo nivel de glucosa durante la FML. Ambas
condiciones, se presentaron durante el progreso de la FML en el estudio de Uthurry et al.
(2006). La altas temperaturas (>18°C), incrementan la tasa de crecimiento de biomasa
bacteriana, aumentando el consumo indiscriminado de nutrientes. También, al no poseer un
azlcar fermentable en el medio, las BL consumen aminoacidos, entre ellos la arginina
(Izquierdo et al., 2008a).

A pesar, que la arginina fue consumida en su totalidad por las BL (datos no presentados),
hubo un discreto aumento en la concentracion de carbamato de etilo presentado en el
estudio de Uthurry et al. (2006). Para Mira de Ordufia et al. (2000); Ordufia et al. (2001) y
Romero (2010), las BL heterofermentativas (como O. oeni) poseen muy activa la ruta
enziméatica ADI de degradacion de la arginina (ver detalladamente punto: Compuestos
generados por BL, nocivos para la salud humana). Sin embargo, la citrulina no es excretada
inmediatamente al medio. La citrulina es almacenada de forma intracelular, para ser
reutilizada cuando se agota la arginina, o bien, es excretada luego de la lisis celular.

Araque (2010), en Tarragona (Espafa), evalud la capacidad de 4 cepas comerciales de
Oenococcus oeni para metabolizar la arginina en citrulina en vino cv. Tempranillo. Los
cultivos de BL utilizados fueron Uvaferm Alfa (Lallemand), CH16, CH29 y Viniflora
Oenos (Chr. Hansen). La cepa Uvaferm Alfa degrad6 un 20,8% de la arginina presente en
el medio, mientras que las cepas de CHR-Hansen lo degradaron un 10,7%. En ninguno de
los casos, hubo un aumento en el contenido de carbamato de etilo. Este estudio confirma
los avances en la Biotecnologia enoldgica, ya que las cepas estudiadas (Uvaferm Alfa,
CH16, CH29 y Viniflora oenos) no fueron capaces de consumir la totalidad de la arginina
presente en el medio. Esto se debe, a que gracias a los métodos moleculares, las empresas
de insumos enolégicos son capaces de seleccionar cepas de Oenococcus oeni con una muy
baja actividad de la enzima arginina deiminasa (ADI), responsable de la degradacion de la
arginina, teniendo asi, una muy baja conversion a citrulina (Araque, 2010; Gonzalez et al.,
2011 y Patrignani et al., 2012).

Aln existe una controversia sobre la influencia que tiene la FML en la formacion de
carbamato de etilo. Diversos estudios, concluyeron que las practicas enoldgicas durante la
vinificacion, pueden influir en el contenido de carbamato de etilo en los vinos resultante
(Mira de Ordufia et al., 2001; Uthurry et al., 2006; Romero et al., 2007; Araque 2010;
Romero 2010 y Patrignani et al., 2012). En una FML (inducida o espontanea) larga (2
meses) en presencia de lias; la autolisis de éstas suministraria aminoacidos al vino, entre
ellos la arginina, que es metabolizado por las BL, lo que podria contribuir en un aumento en
el contenido de carbamato de etilo en los vinos (Uthurry et al., 2006). El control de la
temperatura una vez terminada la FML es muy importante. Zhao et al. (2013), reportaron
que a una mayor temperatura (>19°C) terminada la FML, aumenta la incidencia de
contaminacion con microorganismos no deseados, que podrian metabolizar la arginina a
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citrulina. Es por esto que terminada la FML, se debe emplear alguna técnica en la
vinificacion que termine con la actividad de las BL en el vino, como un control en la T°,
aplicacion de SO, o lisozimas, entre otros (Uthurry et al., 2006). De todas formas, todos los
estudios relacionados con esta investigacion, arrojaron niveles de carbamato de etilo muy
por debajo del maximo recomendado por la Organizacién Internacional de la Vifia y el
Vino (OIV) (0,03 mg/L) (WHO, 2006).

Cultivos iniciadores de la Fermentacion Malolactica comercializados en Chile

En Chile, por lo general, se espera a que la FML transcurra espontaneamente, y el empleo
de cultivos comerciales de BL, no ha sido masivo. Solo se emplean como una medida
correctiva frente a una FML parada (Embeita, 2013°).

La utilizacién de estos cultivos en nuestro pais, atin no han dado buenos resultados®. Este
problema se puede atribuir al cambio climético, que afecta a todo el mundo (incluyendo
Chile), donde existe un marcado aumento en las temperaturas en zonas vitivinicolas
(Neuenschwander, 2010). Como consecuencia de esto, existe un incremento en la tasa
respiratoria de las bayas, aumentando la concentracidn de azucares en éstas (25 a 26° Brix).
Lo que conlleva a obtener vinos con mayor graduacion alcohélica, hasta 15,5% Y/ de
etanol (Mira de Ordufia, 2010). También, la temperatura influye fuertemente en la
concentracion del acido malico en las bayas. A medida que aumenta la temperatura, existe
un descenso progresivo de este acido (Sepulveda, 2009 y Lee et al., 2013). El problema con
este 4cido, radica en que actia como estimulante para el crecimiento de las BL (Krieger et
al., 1992). Tambien, las cosechas con mayor nivel de madurez (25° a 26° Brix), daria una
menor concentracion de &cido malico en las bayas (Malherbe et al., 2007; Olguin et al.,
2009 y Lee et al., 2013). Du Plessis (2005), atribuye esta condicion a la utilizacién de
cultivos de BL foraneos. Por lo tanto, la productividad de éstos se ve limitada, puesto que
las condiciones de vinificacion donde fueron aisladas, son completamente distintas a las
condiciones que existen en los vinos de Chile.

Las empresas de insumos enoldgicos en Chile ofrecen una amplia gama de cepas
pertenecientes a la especie Oenococcus oeni; por su gran capacidad de adaptacion al medio
estresante del vino. Estas empresas cuentan con cultivos de O. oeni o una mezcla de
diferentes cepas pertenecientes a esta misma especie, por la sencilla razon de que es la BL
mas fiable para el desarrollo de la FML (Boido, 2002 y Du Plessis, 2005).

En la actualidad, existen empresas internacionales como Anchor Wine Yeast y Lallemand,
gue en base a sus investigaciones (investigaciones no publicadas), concluyeron que
Lactobacillus plantarum posee un efecto positivo en una FML espontanea. Esto se debe, a

3 Embeita, A. 2013, oct. Cultivos comerciales de bacterias lacticas. [Entrevista personal]. San Francisco de
Mostazal, Lamothe-Abiet.

4 Loc. Cit.
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su gran capacidad de manifestar su actividad malolactica en ambientes estresantes (pH
<3,5, tolerancia al etanol hasta 14% VY/v). También, concluyeron que gracias a su
metabolismo heterofermentativo facultativo, no se produce acido acético, a partir de
glucosa. Ademas, sus atributos sensoriales son similares a O. oeni (Du Toit, 2012). Mtshali
et al. (2009), revelaron que Lb. plantarum posee una proporcion de enzimas asociadas a la
produccion de aromas, que impactan positivamente en el vino, como proteasas y esterasas
mayor que O. oeni. Posee una alta viabilidad después de ser liofilizada (Alegria et al.,
2004). Por estos motivos, las empresas decidieron aislarla y comercializarla como cultivo
iniciador para la FML. La empresa Anchor Wine Yeast (en colaboracion con Lallemand),
desde el afio 2011 exhibe en sus catalogos un cultivo iniciador, que contiene una mezcla de
O. oeni y Lb. plantarum (NT 202). La empresa Lallemand el afio 2007, lanz6 entre sus
productos un cultivo iniciador puro de Lb. plantarum (cepa V22®). Tanto el cultivo
iniciador NT 202 y V22, estan presentes en Chile (Lallemand S.A., 2011).

A continuacién, se presenta la oferta de cultivos iniciadores para la FML, que las distintas
empresas internacionales de insumos enoldgicos tienen presentes en Chile, especificando
sus propiedades técnicas (Cuadros 3, 5, 7, 9, 11 y 13) y las caracteristicas enoldgicas que se
promocionan para el producto final (Cuadros 4, 6, 8, 10, 12 y 14).

Productos comerciales marca Anchor Wine Yeast. Empresa de origen Sudafricano,
fundada en 1923. En sus inicios se dedicaba a la produccion de levaduras destinadas a la
industria panadera. En el afio 2006, Anchor Wine Yeast, fue adquirida por el grupo
Lallemand. En la actualidad, esta empresa se orienta a producir levaduras para la industria
alimenticia y vitivinicola. En el afio 2011, introduce entre sus productos un cultivo de BL
(Mezcla de O. oeni y Lb. plantarum) para la industria del vino. La empresa encargada de
distribuir los productos de Anchor Wine Yeast en Chile, es Oenobrands (Anchor Wine
Yeast, 2013).

Cuadro 3: Ficha técnica de los cultivos iniciadores para la FML disponibles en Chile de la
empresa Anchor wine yeast (Catalogos comerciales Anchor Wine Yeast, 2014).

Nombre del Bacteria Rango de Rango de  Tolerancia al T° Velocidad
producto LActica pH SO, total alcohol de la FML

NT 202 Co- O. oeniy L.

) >34 <50mgL?  <155%Iv >20°C Rapida
inoculant plantarum




34

Cuadro 4: Caracteristicas enoldgicas de los cultivos iniciadores para la FML ofrecido por la
empresa Anchor Wine Yeast (Catalogos comerciales Anchor Wine Yeast, 2014).

Nombre del producto Caracteristicas enoldgicas

Este cultivo iniciador consta de una mezcla bacteriana entre O. oeni y L. plantarum,
es la primera mezcla de BL que se comercializa en el mundo. La actividad
malolctica de L. plantarum es mayor a pH alto en comparacion con O. oeni, por lo
que permite un inicio de la FML mas rapido a un pH elevado y con esto una mayor
seguridad durante esta fermentacién. En cuanto a los aportes otorgados por este
cultivo, se sefiala que mejora el caracter afrutado del vino y reduce las sensaciones
herbaceas en éste, minimo aumento en la acidez volatil e imperceptible para el
paladar. Posee nula produccion de aminas bidgenas.

NT 202 Co-inoculant

Productos comerciales marca Chr. Hansen. Christian Hansen (Chr. Hansen) fue fundada
en 1874 en Dinamarca, Hoerscholm. En sus inicios desarrollaba colorantes naturales para
mantequillas y quesos. En la actualidad, esta empresa se orienta mayoritariamente a
desarrollar y producir cultivos microbioldgicos (bacterias lacticas, levaduras, probidticos y
enzimas) para la industria agroalimentaria y farmacos. Alun mantiene la tradicion de
elaborar colorantes naturales, para luego ser utilizados en la industria alimenticia (Chr.
Hansen, 2005). Esta empresa cuenta con oficinas en nuestro pais.

Cuadro 5: Ficha técnica de los cultivos iniciadores para la FML disponibles en Chile de la
empresa Chr. Hansen (Catalogos comerciales Chr. Hansen, 2014).

Nombre del Bacteria Rango de Rangode  Tolerancia al To Velocidad
producto LActica pH SO, total alcohol de la FML
Viniflora® . -~
! 0. oeni >3,4 <40mg Lt <16%“Iv >17°C Rapida
CH16
Viniflora® . -
' éiNe 0. oeni 3,2 «BomgLt  <14%Vw  >17°C Rapida
Viniflora® . 4 v L
O. oeni >3,2 <40mg L <14%*Iv >17°C Répida

Oenos
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Cuadro 6: Caracteristicas enoldgicas de los cultivos iniciadores para la FML ofrecido por la
empresa Chr. Hansen (Catalogos comerciales Chr. Hansen, 2014).

Nombre del Caracteristicas enoldgicas
producto

Viniflora®CH16 Cultivo iniciador para la FML que ofrece una rapida implantacion y corta duracién
de la fermentacion, con una alta seguridad en ésta gracias a su alto ndmero de
células activas. No produce aminas biégenas y aumenta muy poco la acidez volatil.
No dispone de informacién sobre aportes sensoriales al vino.

Viniflora®CiNe Cultivo puro de Oenococcus oeni recomendado para cualquier tipo de vino.
Garantiza una rapida y segura fermentacion malolactica, no produce aminas
bidgenas. ElI aumento de la acidez volatil es imperceptible, gracias a su nulo
consumo de acido citrico. Aporta aromas a frutos primarios, con muy bajos toques
lacteos.

Viniflora®0enos Recomendado para vinos tintos y blancos. Se asegura una FML rapida y segura,
gracias a su alta tolerancia a pH bajos y alta graduacién alcohélica. No produce
aminas bidgenas. Aporta buena complejidad aromética y un nulo aumento en la
acidez volatil del vino.

Productos comerciales marca Laffort Fundada en Burdeos el afio 1895. Desde su inicio,
esta empresa ha estado enfocada en la industria enolégica. Laffort, cuenta con insumos
enoldgicos tales como Levaduras, BL, enzimas, nutrientes para levaduras y BL, taninos,
roble francés (duelas, virutas y chips), entre otros (Laffort, 2015). La empresa encargada de
distribuir sus productos en Chile es Partner S.A.

Cuadro 7: Ficha técnica de los cultivos iniciadores para la FML disponibles en Chile de la
empresa Laffort (Catalogos comerciales Laffort, 2014).

Nombre del Bacteria Ranao de bH Rangode  Toleranciaal T Velocidad de
producto Lactica godePT 50, total alcohol la FML
Lacgfsg%%o 0. oeni >35 <8omgL?  <17%“Nv >16°C Répida
Lath)?:z\c():s®350 O. oeni >2.9 <80mg L™ <16% VIv >15°C Moderada
Lac;c;gg\c;s@BZS 0. oeni >3,1 <80mg L™ <16% Vv >16°C Répida
Laﬁtr?setgﬁfc@s B3 0. oeni >3,3 <3mgL’  <15%Iv >16°C Lenta
Lactoenos B16 0. oeni >2.9 <60mg L™ <16% “Iv >16°C Moderada

standard®
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Cuadro 8: Caracteristicas enoldgicas de los cultivos iniciadores para la FML ofrecido por la
empresa Laffort (Catalogos comerciales Laffort, 2014).

Nombre del Caracteristicas enoldgicas
producto
Lactoenos 450 Es una de las cepas con mayor actividad malolactica en el mercado, por lo que se
PreAc® garantiza una FML muy &gil y con excelente control, sin que aumente la acidez

volatil del vino. Gracias a su gran tolerancia a altas concentraciones de alcohol es
recomendada para vinos de alta gama. Es aromaticamente neutra, la produccion de
diacetilo es baja, lo que permite conservar las caracteristicas varietales del vino. La
produccion de aminas bidgenas es nula.

Lactoenos 350 Este cultivo es muy robusto frente a distintas condiciones en el mosto, gracias a su
PreAc® alta tolerancia al pH puede aclimatarse rapidamente dando origen a una FML
temprana y muy segura, con una nula produccion de aminas bidgenas. En cuanto a

los aportes sensoriales que otorga este cultivo el productor no los especifica.

Lactoenos B28 Esta cepa de O. oeni posee una elevada actividad malolactica en condiciones
PreAc® estresantes del medio como: es resistente a niveles medio de acidos grasos (C8 y
C10), a bajas temperaturas, a elevados niveles de &cido tartarico y alto contenido
alcohdlico del vino, lo que resulta en una FML répida y segura. La empresa no

especifica cambios o aportes organolépticos en el vino.

Lactoenos SB3 Cepa de inoculacion directa, disefiada especialmente para vinos tintos de alta gama
Instant® con FML en barrica. Es compatible con una amplia gama de levaduras comerciales.
Gracias a la baja produccion de acidez volatil, diacetilo y a que es aromaticamente

neutra, permite conservar el caracter afrutado propio de la variedad.

Lactoenos B16 Cultivo recomendado para variedades blancas de vinos. También se recomienda para
standard® cualquier tipo de vino en condiciones estresantes o con parada de FML. La empresa
no especifica cambios o aporte en la composicioén organoléptica.

Productos comerciales marca Lallemand. Empresa canadiense fundada en Montreal a
finales del siglo X1X. Durante sus inicios, la empresa solo se enfocaba a la produccion de
levaduras para panaderias. En el afio 1970, Lallemand comenzé a elaborar levaduras con
fines enoldgicos, y ya en 1985, afiadio cultivos de BL para la FML, entre sus productos
(Lallemand, 2011). Segun Lavarello et al. (2011), esta empresa abarca el 70% del mercado
de levaduras y BL a nivel global, y esté presente en 36 paises del mundo, incluyendo Chile.
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Cuadro 9: Ficha técnica de los cultivos iniciadores para la FML disponibles en Chile de la
empresa Lallemand (Catélogos comerciales Lallemand S.A., 2014).

Nombre del Bgcte_ria Rango de Rango de Tolerancia al T Velocidad

producto Léctica pH SO, total alcohol de la FML

Lalvin 31® 0. oeni >3,1 <45mg L™ <14%"Iv >13°C  Moderada
Lalvin VP41® O. oeni >3,1 <60mg L™ <16% Vv >16°C Répida
Lalvin o Elios 5 geni >34 <somgL?  <15%YA  >18°C  Répida
Uvaferm Alpha®  O. oeni >3,2 <60mg L*  <15,5%“Iv >14°C Répida
Uvaferm beta ® 0. oeni >3,2 <60mg L™ <15% Vv >14°C Répida

V22 ® L. plantarum >3,5 <50mg Lt <155% “Iv >17°C Lenta
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Cuadro 10: Caracteristicas enoldgicas de los cultivos iniciadores para la FML ofrecido por
la empresa Lallemand (Catalogos comerciales Lallemand S.A., 2014).

Nombre del . .
Caracteristicas enologicas
producto
Lalvin 31® Este tipo de cultivo proporciona una buena FML vy fiable. Le otorgara al vino un
mayor volumen en boca, una mayor estructura tanica, también aportara notas a
picantes, frutos rojos como grosella y leves toque a mantequilla. Esta recomendado
para regiones frias.
Lalvin VP41® Este cultivo iniciador al poseer gran resistencia al SO2 y a altas concentraciones de

etanol hace que sea un cultivo muy confiable. Le dara al vino mayor volumen en
boca y una moderada intensidad tanica, pero con taninos muy suaves (en
comparacion a Lalvin 31®). Contribuird con aromas a chocolate, café y frutos rojos
como arandano, frutilla y grosella roja. Se recomienda usarlo en bodegas donde las
condiciones de vinificacion estén bien controladas.

Lalvin ICV Elios1  Cultivo puro de Oenococcus oeni que soporta condiciones media de pH vy
® temperatura. Evita la formacion de aminas bidgenas y evita la incidencia de
aparicion de BL alterantes, debido a su rapida implantacién en el vino. En los vinos
tintos potencia los aromas varietales frescos, aporta notas de licor pimiento y fruta

madura.

Uvaferm Alpha® Las caracteristicas propias de este cultivo hacen que sea capaz de soportar maltiples
condiciones de vinificacion, lo que la hace un cultivo muy confiable para la FML.
Tiene una produccion moderada de diacetilo lo cual otorgara aromas a mantequilla,
aporta notas a frutos rojos como a moras y frutilla y disminuye considerablemente
los aromas herbaceos del vino. Asegura una buena calidad del producto final y una
buena preservacion.

Uvaferm beta ® Esta cepa de BL posee la capacidad de proliferar rdpidamente en el vino generando
una rapida FML. Le dar4 mayor volumen en boca y aumenta la expresién frutal del
vino, aparte aportard aromas a berries como la grosella roja, y al poseer una gran
produccion de diacetilo los aromas lacteos estardn muy presentes en el vino.

V22 ® Cultivo puro de Lactobacillus plantarum recomendado para co-inoculacién.
Asegura buena implantacién con una FML segura. Al ser una BL
heterofermentativa facultativa se asegura un nulo aumento en la acidez volatil
proveniente de los azlcares. La produccion de diacetilo es muy baja, por lo que no
tendrd un impacto mantecoso en el vino. Destaca altas notas de frutos rojos y
negros, vainilla y chocolate. No produce aminas bidgenas.

Productos comerciales marca Lamothe-abiet. Empresa de origen Frances, que desde
1878 esta enfocada en la produccion de insumos enoldgicos. Dentro de sus productos se
pueden encontrar levaduras, BL, taninos, enzimas, activadores para levaduras y BL, roble
americano y francés (chips y duelas), entre otros (Lamothe-abiet, 2014a). En Chile, la
empresa encargada de su distribucion es Vinicas.
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Cuadro 11: Ficha técnica de los cultivos iniciadores para la FML disponibles en Chile de la
empresa Lamothe-abiet (Catalogos comerciales Lamothe-abiet, 2014b).

Nombre del Bacteria Ranao de bH Rangode  Tolerancia al T° Velocidad de
producto Léactica g P SO, total alcohol la FML
AF 06 Oeno 1 0. oeni >3,3 <45mg L* 15% Viv 16 a 24°C Répida
AD 08 Oeno 2 0. oeni >3,2 <60mg L?  155% Y/  16a24°C Répida

Cuadro 12: Caracteristicas enoldgicas de los cultivos iniciadores para la FML ofrecidos por
la empresa Lamothe-abiet (Catalogos comerciales Lamothe-abiet, 2014b).

Nombre del producto Caracteristicas enoldgicas

AF 06 Oeno 1 Cepa recomendada especialmente para vinos tintos de alta gama. Asegura un
arranque rapido y con una menor duracién de la FML, con una gestion segura, ya
que puede expresar su actividad malolactica con altas concentraciones de etanol. El
proveedor no especifica los caracteres aromaticos ni la produccion de compuestos
toxicos aportados por esta bacteria.

AD 08 Oeno 2 Kit que comprende una cepa de O. ceni con un activador, muy flexible lo que
permite utilizarla en co-inoculacién tardia (al finalizar la FA) o inoculacion
secuencial (terminada la FA), incluso se puede utilizar para activar fermentaciones
paradas. Gracias a su capacidad de soportar medios muy estresantes para la bacteria
permite una FML répida y muy segura. No se especifican aportes aromaticos ni la
produccion de compuestos tdxicos aportados por esta bacteria.

Productos comerciales marca Oenofrance. Empresa fundada en 1943, en Paris, Francia.
Desde sus inicios ha sido una empresa enfocada en producir insumos y tecnologias que
contribuyan a la industria enolégica. Oenofrance, fue la empresa que finaliz6 con el
proyecto de BL liofilizadas. Esta empresa, esta presente en Chile (Oenofrance, 2015).

Cuadro 13: Ficha técnica de los cultivos iniciadores para la FML disponibles en Chile de la
empresa Oenofrance (Catalogos comerciales Oenofrance, 2014).

Nombre del Bacteria Ranao de bH Rango de Tolerancia al To Velocidad

producto Léctica 9 P SO, total alcohol de la FML
FML Expertice C  O. oeni >2,9 nle” <14%“Iv >18°C Rapida
FML Expertice S O. oeni >3,3 <50mg L*  <14,5%Iv >14°C Rapida

FML Expertice

0. oeni >3,1 <60mg L*  <15,5%“Iv >14°C Répida
Extreme
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Cuadro 14: Caracteristicas enoldgicas de los cultivos iniciadores para la FML ofrecido por
la empresa Oenofrance (Catalogos comerciales Oenofrance, 2014).

Nombre del Caracteristicas enoldgicas
producto

FML Expertise C  Esta BL posee una gran actividad malolactica incluso a pH muy bajos y a altas
concentraciones de alcohol, lo que garantiza una rapida FML y de forma muy segura.
Esta recomendada para vinos acidos de preferencia cepas blancas. En los catalogos no
se especifican el impacto en las propiedades organolépticas.

FML Expertise S Cepa de O. oeni de rapida implantacion y una gran actividad malolactica, lo que
permite una rapida iniciacion de la FML y de corta duracién con gran seguridad.
Gracias a su gran resistencia a altas concentraciones de etanol es recomendada para un
gran namero de cepas tintas. Este cultivo respeta los aromas propios de la variedad,
aumentando la expresion de frutos rojos, los aromas lacteos no dominan en el
producto final. Esta cepa produce bajos niveles de aminas bidgenas.

FML Expertise Este cultivo posee una rapida implantacion, con una alta tasa de supervivencia luego
Extreme de la siembra, permite realizar una FML en condiciones de pH y alcohol extremas, lo
gue garantiza una rapida y segura FML. Este cultivo logra respetar el caracter

afrutado del vino.

* N/e: No especifica

Cabe destacar que los fabricantes de cultivos comerciales de BL (Chr. Hansen, Laffort y
Oenofrance), advierten en las fichas técnicas de los productos, que las tolerancias de estos
cultivos interactdan entre si, por lo cual, no siempre seran exactos estos datos (Cuadros 3,
5 7,9, 11 y 13). Estos parametros influiran en la supervivencia de las bacterias y en
consecuencia en la FML. La interaccidn entre esos parametros tendra un mayor impacto en
el nivel de estrés para las bacterias, mucho mayor que un factor por si solo (Knoll et al.,
2011). De igual manera, los proveedores especifican que la eficiencia y los cambios
sensoriales aportados por las BL (Cuadros 4, 6, 8, 10, 12 y 14) se veran afectados, si no se
cumple los protocolos de empleo tales como respetar el volumen de vino indicado para la
dosis de bacteria, el momento recomendado de inoculacion, utilizar levaduras
recomendadas por el fabricante y seguir adecuadamente los pasos de aclimatacién si es
requerido. Por lo tanto, recomiendan utilizar estos cultivos asociados a distintos kits, tanto
de aclimatacion como de nutricion, para estas bacterias que disponen las distintas empresas
de insumos enoldgicos.

Comparacion de las propiedades enoldgicas de los cultivos comercializados en Chile

No solo es necesario saber que tipo de BL es la mas idonea para las condiciones enologicas
del vino a inocular, sino también, qué resultados se espera de este proceso fermentativo. Se
tienen como antecedentes, que la induccion de la FML no solo la agiliza y aporta seguridad
alimentaria a ésta. Ademas, cepas de O. oeni aportan complejidad a nivel de sabores y
aromas. Es por esto, que resulta util revisar las distintas ofertas de BL que existen en el
mercado y hacer una comparacion entre ellas.
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En este punto se comparan las caracteristicas tecnoldgicas de los cultivos iniciadores para
la FML (velocidad de la FML, tipo de inoculacion y produccion de compuestos nocivos)
descritas en los catdlogos comerciales (Cuadro 15), y también, los atributos sensoriales
producidos por los cultivos iniciadores para la FML (Cuadro 16).

Cuadro 15: Propiedades técnicas entre los distintos cultivos iniciadores para la FML entre
las distintas empresas.

Generacion

Dinamica Tipo de siembra (directa,
Empresa Producto . compuestos - -
fermentativa L reactivar o pie de cuba)
toxicos
Lamothe-Abiet AF 06 Oeno 1 Fex nle” Directo
(a) AD 08 Oeno 2 ok nle’ Pie de cuba
Lalvin 31® ** Muy baja Directa (MBR®)
Lalvin VP41® il Nula Directa (MBR®)
Lallemand (b) Lalvin ICV Elios 1® il Nula Reactivar o directa
Uvaferm Alpha® Fhx Nula Directa (MBR®)
Uvaferm Beta ® il Nula Directa (MBR®)
V22 * Nula Directa (MBR®)
Lacgcr)s'r&ci;SO falalel Nula Reactivar
Lac;?gz‘c;s®350 fale Nula Reactivar
Laffort (c . .
© Lac;?ggi%)BZS falalel nle Reactivar
Lacﬁ?;gﬂf@? B3 * Nula Reactivar
La:tt;?;;zgm ok n/e” Pie de cuba
FML expertise C Fhk nle” Pie de cuba
1 *kk 1 1
Oenofrance (d) FML expertlsfe S Bajo Directa
FM;(fr);Fr)sénse faleie Nula Reactivar
A@Qggt\é\é;ne NT 202 Co-inoculant Fhx Nula Reactivar
CHR-H Viniflora® CH16 Fhx Nula Directa
-Hansen
) Viniflora® CiNe Fkx Nula Directa
Viniflora® Oenos Fhx Nula Directa

(a): Lamothe-abiet, 2014b; (b): Lallemand, 2014; (c): Laffort, 2014; (d): Oenofrance, 2014; (e): Anchor Wine Yeast, 2014
y (f): Chr. Hansen, 2014.

* Lenta ** moderada *** rapida.

n/e”: No especifica.
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En el Cuadro 15, se presentan resumidamente, las principales caracteristicas tecnicas,
expuestas en los catalogos comerciales de los indculos de BL. Todos los productos ofrecen
agilizar la FML, a excepcion de las cepas Lactoenos SB3 Instant (Laffort) y V22
(Lallemand), donde sus técnicos recomiendan utilizar estos cultivos para FML en barrica.
También, se destaca la nula produccion de compuestos nocivos para la salud humana.

En cuanto a la informacidn entregada por las empresas sobre la velocidad fermentativa de
los indculos comerciales, ésta es imprecisa y se limitan a indicar si la FML ocurre a una
velocidad rapida, moderada o lenta, siendo un dato muy ambiguo, tanto a nivel de
produccion como cientifico.

En lo que respecta a la siembra de estos cultivos bacterianos, el comercio ofrece dos formas
de inoculacion: siembra directa o con una fase de reactivacion.

Inoculacién directa: Este tipo de siembra, consiste en BL liofilizadas que pueden
afiadirse directamente al vino (Viniflora® CH16, Viniflora® CiNe, Viniflora®
Oenos), o solo necesitan ser rehidratadas para ser inoculadas (FML expertise S
Lalvin 31®, Lalvin VP41®, Lalvin ICV Elios 1®, Uvaferm Alpha®, Uvaferm
Beta®, V22® y AF 06 Oeno 1) (Gonzalez et al., 2011). Para la rehidratacion de
estos cultivos, es necesario mezclar el contenido del envase en el equivalente a 10-
20 veces su volumen con agua mineral. Con respecto a los cultivos de inoculacién
directa MBR, es un proceso patentado por Lallemand, en donde las BL durante su
aislamiento, son sometidas a diferentes tensiones, como pH bajo (3,0), alta
graduacion de etanol (12% V/\) y altas temperaturas (42°C) (Prat, 1996; Guzzo et
al., 1997). Esto conlleva, a una sintesis de la proteina del estrés especificamente la
proteina LO18 (proteina de choque térmico), confiriéndole mayor resistencia en la
membrana celular, lo que le permite soportar condiciones mas robustas del vino
(Coucheney et al., 2005).

Siembra con reactivacion: Son cultivos congelados, liquidos y mayormente
liofilizados de BL. Debido a su alta tasa de mortalidad que implicaria una siembra
directa (alrededor del 80%), necesitan una fase de reactivacion antes de inocular en
el vino (Hayman y Monk, 1982). En este proceso, las BL son aclimatadas al vino
donde sera inoculado, con el objetivo de resistir la transferencia al vino (Prat, 1996).
Generalmente, el protocolo de reactivacion consiste en inocular los cultivos de BL
en un medio gque contiene 50% agua sin cloro y 50% de vino con muy bajo nivel de
SO, total (30 a 40 mg L) (Gonzalez et al., 2011). Adicionalmente, los fabricantes
de algunos cultivos de BL (FML expertise C, Lactoenos B16 standard® y ADO08
oeno2) recomiendan realizar un pie de cuba antes de inocular el vino. El pie de
cuba, consiste en inocular con levaduras seleccionadas un mosto sin sulfitar, el cual
equivale al 3-5% del volumen total del vino que se quiere inducir la FML.
Terminada la FA del pie de cuba, se agrega las BL que recibieron la reactivacion, y
cuando las BL hayan consumido 2/3 del acido malico del pie de cuba, se puede
sembrar al volumen total del vino (Prat, 1996).
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Cuadro 16: Aportes organolépticos otorgados por los cultivos comerciales de BL al vino.

Aumento en la

Empresa Producto Caracteristicas organolépticas ' o
acidez volatil.
Lamothe-Abiet AF 06 Oeno 1 nfg*** n/e***
(@) AD 08 Oeno 2 nfex** nfg***
Lalvin 31® Frutos rojos, mayor mteps!dad colorante y Baja produccion
estructura tanica.
Lalvin VP41® Frutas tropicales, frutas rojas, chocolate y Baja produccion

Lalvin ICV Elios 1®
Lallemand (b) o VI ICV Elios

Uvaferm Alpha®

Uvaferm Beta ®

café
Aromas frescos, pimiento y fruta madura.

Frutas rojas, yogurt y mantequilla.

Berries, grosella y mantequilla.

Baja produccién
Baja produccion

Baja produccion

V22 ® Frutos rojos y negros, vainilla y chocolate. No aumenta

Lacgc:szc;ié)%o Aromaticamente neutra.* Baja produccion

Laffort (c) Lac;?gg\%s®828 nje*** nfe***
Lacfﬁ;g?ég B3 Arométicamente neutra* Baja produccion

Lactoenos B16 . o

standard® nfe /e
FML expertise C n/e*** nfe***
FML expertise S Frutos rojos nfe***
Oenofrance (d)

FM;(ter)gr)ﬁ;tlse Notas afrutadas y picantes. Baja produccion
Arlt(:gssrt\é\é;ne NT 202 Co-inoculant Mejora el perfil aromatico** Baja produccion

Viniflora® CH16
Viniflora® CiNe
Viniflora® Oenos

CHR-Hansen (f)

n/e***
Frutos primarios y muy poco lacteo.

Aumenta complejidad aromatica.

Baja produccion
No aumenta

Baja produccion

(a): Lamothe-abiet, 2014b; (b): Lallemand, 2014; (c): Laffort, 2014; (d): Oenofrance, 2014; (e): Anchor Wine Yeast, 2014

y (f): Chr. Hansen, 2014.

* Aroméaticamente neutra: Conserva las caracteristicas varietales de la variedad del vino.
Mejora del perfil aromatico: Esta caracteristica hace resaltar las notas afrutadas de la variedad del vino.

" nle: no especifica.

El Cuadro 16, muestra los aportes organolépticos de los cultivos iniciadores a los vinos
resultantes de la FML. Se enfatiza en el nulo aumento de la acidez volatil. Todas las
empresas, destacan que cumplen con todos los parametros establecidos en el CODEX
enoldgico, como cumplir con lo especifica la etiqueta del envase: "El nombre del género y
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de la/las especies, asi como la/las referencias de la/las cepa/s en el caso de que exista un
registro" (OIV, 2009). Debe poseer una concentracién minima de BL revivificable de 10"
UFC mL™ (OIV, 2012b). "No debe producir aminas biégenas, a menos que sea en
cantidades minimas y no debe trasmitir gusto extrafio ni producir substancias nocivas para
la salud humana" (O1V, 2009).

En cuanto a la informacion sobre mejoras organolépticas aportadas por estas bacterias
(Cuadro 16), ésta se acota a solo algunos cultivos de BL, y las que proporcionan esta
informacion resaltan descriptores aromaticos tales como frutos rojos y negros, chocolate,
café y mantequilla, mientras que otras BL comerciales respetan o resaltan los aromas
varietales del vino.

Impacto del uso de cultivos iniciadores comerciales en las propiedades organolépticas
del vino

El rol de las BL durante la vinificacion estd asociado como las responsables de la
conversion del &cido D-malico en &cido D-lactico, reduciendo asi la acidez de los vinos
tintos (Catania y Avagnina, 1994). Sin embargo, diversos estudios muestran que O. oeni
puede modular el perfil aromético del vino (Bordons, 1997 y Petri et al., 2013). Esto se
asocia a la produccién ésteres etilicos, propios del metabolismo (actividad esterasa) de
Oenococcus oeni, como el acetato de etilo que en pequefias dosis (<80 mg L™) acenttan el
caracter afrutado del vino (De Revel et al., 1999 y Plata et al., 2003). Existen muchos
compuestos volatiles con potencial aromatico en la uva tales como monoterpenos,
derivados del benceno, norisoprenoides, alcoholes alifaticos, entre otros (asociados a
aromas a flores y miel). Sin embargo, éstos suelen estar ligados a una molécula de glucosa,
formando un compuesto Ilamado glicosido (no volatil) (Michlmayr et al., 2012). Grimaldi
et al. (2005), demostraron, en general, que las cepas comerciales de Oenococcus oeni,
poseen una gran actividad glucosidasa; enzima responsable de la disociacion de los
glicosidos, liberando asi estos compuestos aromaticos al medio. También, la generacién de
pequefias dosis de compuestos como el diacetilo, otorgaria aromas mantecosos al vino (1-4
mg L™), aportandole complejidad a éste (Bartowsky y Henschke, 2004). Este tipo de
aromas son denominados como aromas secundarios (Francis y Newton, 2005). La
generacion de estos compuestos estan influenciados por la genética de la cepa bacteriana
(Gonzalez et al., 2011). Por lo tanto, la expresion aromaética del vino dependera
intimamente de la cepa de BL que se utilice, teniendo como objetivo acentuar el caracter
afrutado de la variedad del vino (Bartowsky et al., 2012).

Aportes de los cultivos iniciadores para la Fermentacion Malolactica en las
propiedades organolépticas del vino

Existen numerosos estudios, que evaluan el impacto que poseen los cultivos comerciales de
BL en el perfil sensorial de los vinos tintos. Sin embargo, terminada la FML, los resultados
a nivel organolépticos suelen ser muy variables. Boido (2002) en Uruguay, reporté que en
vinos del cv. Tannat inoculados con cepa D-11 Malolactine O (Oenofrance) y DSM 7008
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Viniflora (Chr. Hansen), se generaron compuestos aromaticos producidos por estas cepas
bacterianas. Se reveld, una concentracion de lactato de etilo 20 veces mayor en el vino
inoculado con las cepas de BL comerciales, que en vinos con FML espontanea. Este
compuesto esté relacionado con aromas lacteos y notas a café (Afion et al., 2014). Por otro
lado, se presentd una baja concentracion de acetatos y esteres en los vinos inoculados con la
cepa Viniflora, compuestos relacionados a aromas frutales. Aunque, estaban en una mayor
concentracion que en los vinos donde se realizd la FML espontaneamente. Los vinos
inoculados con la cepa de Oenofrance, produjeron cantidades significativas de acetato de
isoamilo y alcohol B-feniletilico, compuestos relacionados a descriptores de frutas y floral
respectivamente (Sumby et al., 2010). De estos resultados se puede desprender, que la cepa
DSM 7008 Viniflora, posee una mayor actividad esterasa, en comparacion con la cepa D-
11 Malolactine y las BL nativas (Plata et al.,, 2003). También, se evidencié que la
utilizacion de estas cepas comerciales, proporciona una mejora sustantiva en la calidad
organoléptica del vino con respecto a una FML espontanea.

Sumby et al. (2013) en Australia, evaluaron la composicion de los ésteres producidos
durante la FML en vinos cv. Cabernet Sauvignon, inoculados con las cepas comerciales de
O. oeni Viniflora (Chr. Hansen), 3X1 Step, Lalvin MTOL1 y cepa no comercial Nuovo cepi
002 (Lallemand). En estos tratamientos, se obtuvieron una mayor cantidad de compuestos
aromaticos, como lactato de etilo que otorga notas lacteas, octanoato de etilo y 2-
metilpropil de etilo, que se reportan como descriptores afrutados y fruta madura (Sumby et
al., 2010). En general, el vino inoculado logré obtener un 60% mas de ésteres relacionados
al carécter afrutado del vino, comparados con los que no fueron inoculados.

En contraste, una investigacion realizadas en vinos cv. Pinot Noir (Burdeos) por Gerbaux
(2006), quién utiliz6 cepas comerciales Lalvin 31 y Enoferm Alpha (Lallemand), no
encontr6 diferencias en las cualidades organolépticas, con respecto a una FML espontanea.

A nivel nacional, los estudios siguen el mismo patron. Guzman (1996), evalu6 el impacto
en las propiedades organolépticas de las cepas Viniflora (Chr. Hansen), Bitec-D (Bitec) y
OSU (Lallemand), en vino cv. Cabernet Sauvignon con alta graduacion alcohdlica (13,5%
VIv) y pH 3,79. Terminada la FML, no se encontraron diferencias entre los tratamientos, en
lo que respecta al sabor, aroma y color, comparados con una FML espontanea (tratamiento
testigo). Catania y Avagnina (1994) y Jackson (2014b), reportaron que los vinos tintos con
pH mayores a 3,8 (los vinos resultantes del estudio de Guzman (1996), fue de pH 4,0), la
hidrolisis de ésteres acetatos (compuestos relacionados con aroma floral y frutal) se hace
mas rapida, conllevando a vinos menos frutosos y con menor complejidad en boca.

Villarroel (1999), indujo la FML en vinos cv. Cabernet Sauvignon, el cual presentaba un
alto grado alcohdlico (13,9 % Y/v) y muy bajo pH (3,14), con las cepas OSU, EQ 54 y 3x1
Step (Lallemand). Se produjo predominio del caracter aromatico “chocolate-chancaca” con
los tratamientos 3x1 Step y EQ 54. Esta Gltima, también, difirié del resto con la presencia
de aromas a berries, aunque este descriptor fue muy leve y estadisticamente no fue
significativo. Estas notas a frutos rojos se describen en los catadlogos comerciales de EQ 54
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como uno de los aportes organolépticos que otorga esta cepa al vino. El tratamiento con el
cultivo OSU, no tuvo mayor impacto en el perfil aromatico del vino, siendo incluso, peor
catalogada que el tratamiento testigo (FML espontanea). En la evaluacion sensorial
realizada en este estudio, los tratamientos con las cepas EQ 54 y 3X1 Step tuvieron una
mayor calidad aromatica, influyendo positivamente en la composicion organoléptica del
vino. La ausencia de notas afrutadas en el ensayo de Villarroel (1999), se puede explicar a
que el etanol posee un efecto de supresion de los aromas frutales en los vinos (Villamor et
al., 2013). También, un alto contenido de etanol (14% V/,), aumenta la solubilidad de los
ésteres de etilo, provocando la disociacion de estos, reduciendo asi la percepcion de aromas
frutales en el vino (Jackson, 2014b).

Por su lado, Bastias (2000) inoculé un vino del cv. Cabernet Sauvignon con 13,5% V/v de
etanol y bajo dos condiciones de pH 3,42 y 3,0, con cepas comerciales EQ 54 y Lalvin 31
de (Lallemand). No logro encontrar diferencias sensoriales muy notorias utilizando los
cultivos comerciales, comparadas con una FML esponténea, siendo el tratamiento con la
cepa Lalvin 31 a pH 3,42 la que fue mejor catalogada, teniendo mayor cuerpo y una mayor
intensidad aromatica, resaltando aromas como vainilla, madera quemada y mentol
(diferencia no significativa). A pesar que estos cultivos de BL, en sus respectivos catalogos,
destacan aumentar el carécter afrutado del vino, la ausencia de este atributo, el autor lo
atribuye al tiempo de almacenamiento (datos no mostrados) que estuvieron sometidos los
vinos antes de ser analizados. Durante el almacenamiento, existe la liberacion de
compuestos C13 norisoprenoides como el 4,5-Dihidrovomifoliol (aroma a menta) y fenoles
volatiles como la vainillina (aroma a vainilla) y el Hidroxipropiosiringona (aroma a madera
tostada) (Catania y Avagnina, 1994; Boido, 2002; Cedrdn, 2004 y Izquierdo et al., 2008b).
Esto explica, en parte, la aparicion de estos aromas en el vino inoculado con Lalvin 31, en
el estudio de Bastias (2000).

Silva (2008), inoculé vinos del cv. Carménére con 13,9% Y/v de etanol y pH 3,5, con las
cepas PN4, 49A1, V22, Lalvin VP41, Lalvin 31, Lalvin ICV Elios Blanc, Lalvin ICV Elios
1, Uvaferm Alpha y Uvaferm Beta (Lallemand). Los vinos inoculados con Uvaferm Alpha,
Lalvin ICV Elios 1 y 49A1, fueron los que se diferenciaron significativamente del resto,
presentando caracter a pimenton. La cepa Lalvin ICV Elios 1, es la Unica que en su
catalogo comercial promociona este tipo de aromas. Los demas tratamientos no difirieron
del tratamiento testigo (FML espontanea). ElI aroma proporcionado por el compuesto 2-
isobutil-3-metoxipirazina (pimentdn), es deseado en muy pequefias concentraciones en el
vino (0,6 - 15 ng L™) (Boido, 2002), debido a que le aporta complejidad y volumen en boca
al vino, teniendo un efecto positivo en la composicion organoléptica del vino (Catania y
Avagnina, 1994; Ortega-Heras et al., 2002; Ferreira, 2007 y Jackson, 2014b).

Con excepcion de los estudios de Guzman (1996) y Bastias (2000), en los cuales la
evaluacion sensorial de los vinos obtenidos con indculos comerciales de BL, no presentaron
diferencia significativa con el vino sin inocular (tratamiento testigo). Los vinos inoculados
con BL comerciales estudiados en esta monografia, incluyendo los ensayos realizados en
Chile por Villarroel (1999) y Silva (2008), la FML conducida por in6culos comerciales se
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diferenci¢ significativamente con el tratamiento testigo (FML espontanea), en donde hubo
una menor acidez y una disminucion en las sensaciones herbaceas en los vinos resultantes
de una FML inducida, como lo ha reportado Mufioz et al. (2011) y Lépez et al. (2012). Sin
embargo, en los catadlogos comerciales de BL especifican que resaltan el caracter frutal de
la variedad y contribuyen a la complejidad organoléptica, siendo relativa la evidencia en los
vinos resultantes. En la mayoria de los vinos analizados, luego de finalizada la FML, no
presentaron un caracter afrutado como se especifica en los catalogos comerciales de BL, a
excepcion de los ensayos realizado en Chile por Villarroel (1999), en Uruguay por Boido
(2002) y en Australia por Sumby et al. (2013). Knoll et al. (2007), sefialan que una
inoculacion tardia con BL, proporcionaria menores concentraciones de compuestos
relacionados con aromas frutales como esteres etilicos (35% menor), esteres acetatos (datos
no presentados), 1-hexanol (10% menor), alcohol bencilico (20% menor), entre otros. Por
otro lado, Escudero et al. (2007); Knoll et al. (2011); Bartowsky et al. (2012) e Izquierdo et
al. (2012), sefialan que la proporcién de los compuestos que derivan los aromas frutales y
florales, es mayor cuando la FML se efectila a menor pH (<3,3), lo que concuerda con el
estudio de Villarroel (1999).

Disminuciéon en la intensidad colorante del vino, producto de la Fermentacion
Maloléctica

El color de los vinos tintos estd directamente relacionado con la concentracion de
antocianos y el pH del vino (Araque, 2010). Los antocianos, son compuestos que presentan
distintas formas en funcién del pH del vino, condicionando asi su coloracion (Sanchez et
al., 2014). Generalmente, en valores de pH cercanos a 3,5, los antocianos presentan su
equilibrio quimico hacia el catién flavilio, cuya coloracion es roja (Pefia, 2006). A medida
que aumenta el pH (0,1 a 0,3 unidades de pH), el equilibrio quimico de los antocianos es
desplazado a la forma quindnica y la pseudobase carbinol, generando coloracion azul-
violeta o incolora respectivamente (Boido, 2002; Moreno-Arribas et al., 2008 y Araque,
2010). Lo anterior, explicaria la disminucién en la intensidad colorante en los vinos
obtenidos en los estudios de Guzman (1996), Villarroel (1999), Bastias (2000) y Silva
(2008), en donde el pH, producto de la FML, tuvo un alza promedio de 0,13 unidades de
pH. En cada estudio, la disminucién de tonos rojos entre la FML inducida y espontanea, fue
estadisticamente igual. Esto se debe a que una vez terminada la FML, el pH de los vinos, no
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos, lo que coincide con lo
reportado por Boido (2002) y Araque (2010).

Generacion de olores indeseables por parte de inoculos comerciales de Bacterias
Lécticas

De todos los estudios analizados en esta monografia, la Gnica cepa que generd defectos fue
Lalvin VP41, en el reporte de Silva (2008). En este estudio, se presentaron olores a
reduccidn, los cuales estan relacionados con compuestos azufrados volatiles, tales como el
sulfuro de hidrogeno o mercaptanos (Sumby et al., 2010). Este defecto, se puede deber a
que esta cepa bacteriana, en particular puede producir altos niveles de sulfuros otorgandole
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al vino este tipo de aromas (Ulloa, 1996 y Jackowetz y Mira de Ordufia, 2012).
Incremento en la acidez volatil producto de la inoculacion de Bacterias Lacticas

Una de las caracteristicas que promocionan los cultivos seleccionados de BL, es su minimo
aumento en la acidez volatil. Los estudios realizados por Guzman (1996), Villarroel (1999),
Bastias (2000) y Silva (2008), encontraron niveles mas altos de la acidez volatil en los
vinos inoculados que en los testigos. El alza en la acidez volatil de todos los tratamientos
fluctud entre los 0,1 y 0,25 g L™. Segin Henschke (1993) nombrado por Guzman (1996),
hay un incremento normal en la acidez volatil de 0,2 - 0,3 g L™ cuando Oenococcus oeni
realiza la FML, por lo que esta alza en la acidez volatil fue esperada por estos autores. Las
cepas que lograron concentraciones menores de acido acético (0,07 g L™ promedio), fueron
Lalvin VP41 y Uvaferm Alpha en el ensayo de Silva (2008).

El aumento en la acidez volatil se produce durante la fase de crecimiento de las BL. Estas
consumen los azlcares presentes, produciendo pequefias cantidades de &cido acético y
acido D-Lactico, terminada esta fase, comienza el consumo del &cido maélico (Shimazu et
al., 1985 y Osborne y Edwards, 2005). El pH y el etanol son altamente influyentes en la
composicion de la acidez volatil final de un vino. A pH bajo (<3,5) y en presencia de
etanol, se activan los genes implicados en la via del citrato en O. oeni, y se consume una
proporcion del &cido citrico, transformandolo en acetato (Olguin et al., 2009).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los antecedentes recopilados en esta monografia se puede concluir:

Los cultivos de BL comercializados en Chile por las distintas empresas, no
presentan diferencias en las propiedades enoldgicas declaradas. Se destaca que los
aportes organolépticos otorgados por el uso de las cepas son similares entre ellos,
especialmente, aromas a frutos rojos y notas lacteas. La mayoria ofrece un
indetectable aumento en la acidez volatil, una corta duracién de la FML y la nula
contribucion de compuestos toxicos para el humano como las aminas bidgenas.

En general, los estudios respaldan el uso de los cultivos comerciales de bacterias
lacticas, debido a los buenos resultados que se han obtenido, como la indetectable
generacion de aminas bidgenas y acidez volatil que generan estos indculos.
También, existio una disminucion en la duracion de la FML, producto del uso de
BL seleccionadas. Aunque en Chile, ésta disminucion en el tiempo, no fue tan
sustancial. En los estudios extranjeros, los vinos inoculados con BL seleccionadas
alcanzaron una mayor proporcién de ésteres etilicos y ésteres acetatos, que se
describen como aromas afrutados. No fue asi el caso de Chile, donde los 4 reportes
estudiados en este aspecto, las notas afrutadas estaban ausentes en los vinos
resultantes de la FML inducida por las BL comerciales.
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