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1. Resumen

La fermentacion malolactica (FML) es una etapa crucial en la elaboracién del
vino tinto, y en algun vino blanco, cuyo inicio y finalizacién sigue siendo un reto bajo

las condiciones actuales de vinificacion.

En el presente trabajo se pretende evaluar el impacto de la encapsulacion de
Oenococcus oeni en geles mixtos de alginato (ALG) y alginato-silice (ALG-Si) en el
desarrollo de la FML bajo condiciones de pH y grado alcohdlico (GA) poco favorables
para su inicio y finalizacién. Se ensayaron dos momentos para la inoculacion de las
bacterias (tanto en estado libre como encapsuladas). En el primero se realiz6 una
inoculacion de forma secuencial de las bacterias una vez terminada la fermentacion
alcohdlica (FA), por el contrario en el segundo caso se coinocularon las levaduras y las
bacterias al inicio de la FA. Se realizé un seguimiento de la FA y la FML, y una
caracterizacion analitica de los distintos vinos una vez acabada la FML. La inoculaciéon
de las bacterias encapsulada en geles de ALG-Sien el vino, una vez acabada la FA,
logré completar la FML en los vinos elaborados con mostos con una alta concentracion
en azlcares, mientras las bacterias en estado libre y las encapsuladas en ALG no
pudieron finalizar el proceso fermentativo. La inoculacién simultdnea de levaduras y
bacterias encapsuladas en ALG-Si permiti6 una reduccion significativa del tiempo
necesario para completar la FML en mostos con una alta concentracion en azlicares y
bajo pH, sin una modificacién notable en la composicion fisico-quimica de los vinos (en

comparacion con la inoculacion secuencial).

1. Summary

Malolactic fermentation (MLF) is a crucial stage in the winemaking of red wine,
and in some white wine, whose start and end remain a challenge under the current

conditions of winemaking.

The aim of this study is to evaluate the impact of the encapsulation of
Oenococcus oeni in gels of alginate (ALG) and alginate-silica (ALG-Si) in the
development of MLF under conditions of pH and alcoholic degree unfavourable for its
initiation and completion. Two times were tested for bacterial inoculation (both free and
encapsulated bacteria). In the first one, a sequential inoculation of the bacteria was

carried out once the alcoholic fermentation (AF) was finished, on the contrary, in the
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second trial the yeasts and bacteria were co-inoculated at the beginning of AF. A
control of AF and MLF, and an analytical characterization of the different wines once
MLF was finished were carried out. Sequential inoculation of ALG-Si encapsulated
bacteria in wine successfully completed MLF in wines made with musts with a high
concentration of sugars, while freehand ALG encapsulated bacteria could not complete
the fermentation process. Simultaneous inoculation of yeasts and ALG-Si encapsulated
bacteria allowed a significant reduction of the time necessary to complete MLF in
musts with a high concentration of sugars and low pH, without a notable change in the

physico-chemical composition of wines (in comparison with sequential inoculation).

2. Antecedentes

La FML supone la transformacion del acido L-malico contenido en el vino en
acido L-lactico. Los agentes que desarrollan la FML son las bacterias acido-lacticas
(BAL) y en especial la especie O.oeni (Bauer & Dicks, 2004). Este proceso es dificil de
controlar y el desarrollo de las BAL en el vino es complicado ya que es un sustrato
poco favorable para su crecimiento y metabolismo (alta concentracién de etanol, bajo
pH, pocos nutrientes y posible presencia de agentes inhibidores (sulfuroso, polifenoles,
acidos grasos liberados de las levaduras, residuos quimicos, etc.)). Actualmente las
condiciones de vinificacion son mas estresantes para las BAL (Reguant et al., 2010),
ya que el cambio climatico que estamos viviendo esta provocando en las regiones
vitivinicolas célidas un aumento de los azlcares en el mosto de uva, lo que a su vez
da lugar a vinos desequilibrados con un mayor GA (Vila-Crespo et al., 2006). En las
regiones frias, los vinos presentan un bajo pH y un moderado incremento de la
concentracion de etanol que limitan la capacidad fermentativa de las BAL (Lasik,
2013). Debido a estas circunstancias surge la necesidad de mejorar las condiciones
para la adaptacion de O. oeni a este ambiente estresante en un intento de mejora del

proceso de la FML.

La FML se desarrolla tradicionalmente tras la FA (figura 1), sin embargo, para
gue arranque la conversion del acido L-mdlico son necesarias poblaciones de
bacterias de alrededor de 10°-10" UFC/ml de vino (Blouin & Peynaud, 2004). Tras la
FA se produce un periodo de latencia de las BAL, que suele oscilar entre una y tres
semanas, en el que debido a la baja poblacion de BAL no se produce la
transformacion del &cido L-malico. Una vez que termina la FA, la FML puede suceder

espontdneamente por las BAL presente en el vino; sin embargo, este desarrollo es

Alumno: VIRGINIA VILLACORTA FRONTELA
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacién de: MASTER DE CALIDAD, DESARROLLO E INNOVACION DE ALIMENTOS



COINOCULACION DE BACTERIAS LACTICAS ENCAPSULADAS EN BIOCOMPOSITES DE ALGINATO-SILICE PARA EL .
DESARROLLO DE LA FERMENTACION MALOLACTICA EN VINOS TINTOS Universidad deValladolid

impredecible. La FML no siempre se lleva a cabo, o no se hace en el momento
adecuado ni en condiciones éptimas, ya que son muchos los factores que influyen en
el crecimiento y desarrollo de las BAL del vino y, como consecuencia, en la

trasformacién malolactica.
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Figura 1. Evolucion de la poblacién de bacterias lacticas durante la vinificacion (Hidalgo, 2011).

Se han propuesto varias tecnologias para mejorar el desarrollo de la FML
utilizando BAL, principalmente O.oeni, debido a su buena adaptacién a pH bajos y
altas concentraciones de etanol (Wibowo et al., 1985). La induccion de la FML
inoculando altos niveles de BAL seleccionadas, permite tanto un mejor control del
proceso como garantizar que se llevara a cabo durante el tiempo requerido para la
produccion del vino (Gao & Fleet, 1994; Formisyn et al., 1997; Maicas et al., 1999). A
pesar de los avances que se han realizado en los Ultimos afios en la seleccién de
adecuadas cepas de O. oeni, el inicio y la finalizacion de la FML siguen siendo un reto

bajo las condiciones actuales de vinificacion (Betteridge et al., 2015).

Puede resultar til la inoculacion de BAL inmovilizadas en altas
concentraciones ya que se puede reducir o eliminar su fase de latencia (Hidalgo,
2011), minimizando el riesgo de contaminaciones microbianas y acortando la duracion
de la FML. También, la matriz de inmovilizacion puede mejorar la tolerancia de las BAL
a las condiciones extremas del vino. Ademas, el empleo de BAL inmovilizadas permite
su simple reutilizacién durante varios ciclos seguidos (Kurayama et al., 2012).
Finalmente, se posibilita el inicio o la parada de la FML en un instante determinado sin
gue ello suponga un aspecto negativo en la calidad del vino (Simé et al.,, 2017a;
Kourkoutas et al., 2004).

Principalmente para la inmovilizacién de las bacterias se han empleado las

técnicas de atrapamiento en geles y de inmovilizacion en la superficie de un soporte
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solido, generalmente empleando matrices organicas (ALG, carragenato, quitosano,
material celuldsico, virutas de madera, etc.). El soporte mas popular empleado para la
inmovilizacién de células es el basado en el acido alginico. Se trata de un polisacarido
obtenido a partir de algas marinas que esta formado por dos mondémeros: el acido
a-L-gulurénico (G) y el acido p-D-manurénico (M) que se distribuyen en secciones
constituyendo homopolimeros tipo G-bloques (-GGG-), M-bloques (-MMM-) o
heteropolimeros en los que los bloques M y G se alternan (-MGMG-) (Lupo et al.,
2012). El proceso de gelificacion del ALG se produce en presencia de cationes
multivalentes como el Ca®* (Coradin et al., 2001), que actian como nicleos de unién
entre los G-bloques de las moléculas de ALG produciéndose asi un entrecruzamiento
molecular que da como resultado una estructura en forma de caja de huevos (Lupo et
al., 2012). La relacién de bloques M y blogues G, la longitud de la secuencia de éstos
ultimos o el peso molecular son factores criticos que influyen en las propiedades del
gel resultante (Ramos, 2013). Presenta ademas la ventaja de que es un gel facil de
preparar, econémico y las condiciones de inmovilizacion son suaves (Vila-Crespo et
al., 2006).

En la aplicacion de bacterias inmovilizadas en el vino se ha estudiado la
posibilidad de encapsular O. oeni en una matriz de ALG (Guzzon et al., 2011), pero se
trata de un biopolimero con unas propiedades mecéanicas poco consistentes y con una
baja estabilidad quimica, limitando su aplicabilidad comercial. Una alternativa para
solucionar esta problematica es la elaboracién de biocomposites de ALG-Si, ya que el
componente inorganico permite incrementar la dureza del gel y mejorar su estabilidad
guimica (Coradin et al., 2006). Previos estudios han demostrado la buena capacidad
del soporte de inmovilizacion de ALG-Si para encapsular BAL y para realizar la FML.
Ademas, la inclusién de una red inorganica de material siliceo en el gel de ALG de
calcio permiti6 mejorar sensiblemente sus caracteristicas mecéanicas (Simé et al.,
2017b) y su actividad metabdlica en vinos de alta graduacion alcohdlica, bajo pH y a
bajas temperaturas de fermentacion (Simo et al., 2017c).

Otra técnica enoldgica estudiada para mejorar la FML es la coinoculacion de
levaduras y bacterias durante la FA (inoculacién simultanea). Recientemente, la
literatura menciona la posibilidad de realizar simultaneamente la inoculacion de las
levaduras responsables de la FA junto con las bacterias inductoras de la FML en el
mosto (Guzzon et al., 2011). Las bacterias pueden de esta forma adaptarse mejor a la
creciente concentracion de etanol y crecer en un medio con una gran cantidad de

nutrientes (Zhang et al., 2006), sin desembocar necesariamente en la produccion de
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excesivas cantidades de &cido acético (Beelman & Kunkee, 1985). En este caso, es
necesario tener en cuenta las posibles interacciones entre las levaduras y las bacterias
utilizadas (King & Beelman, 1986). Algunos autores afirman que ciertas levaduras
poseen la habilidad de inhibir a las BAL puesto que tienen un impacto negativo en la
desacidificacion y produccién de vinos de calidad (Wibowo et al., 1988; Gilis et al.,
1996), por lo que para el empleo de este tipo de inoculacion es preciso la seleccion de
cepas microbianas compatibles.

Desde un punto de vista técnico, el vino coinoculado estaria rdpidamente listo
para los procesos posteriores, como el trasiego, la clarificacion y la adicion de SO,
mejorando la estabilidad microbiana y la eficiencia de la vinificacion (Jussier et al.,
2006).

3. Objetivos

El objetivo perseguido con el presente estudio es comparar el comportamiento
fermentativo de las BAL libres e inmovilizadas (en geles de ALG y ALG-Si) inoculadas
en dos tiempos distintos: (i) al final de la FA (inoculacion secuencial) y (ii) al inicio de la

FA (coinoculacion) en mostos con distinto °Brix y pH.

4. Material y métodos

4.1. Preparacion de muestras

Para la realizacion de los ensayos se empleé mosto tinto de la variedad
Cabernet Sauvignon de la vendimia 2016. Dicho mosto tenia un pH de 3,8 y un °Brix
de 20,8% vol. Se ajusté el pH (3,0 y 3,8) y el °Brix (20,8 y 25,3) del mosto para
obtener las diferentes muestras sobre las cuales se llevé a cabo el estudio (tabla 1). La
correccion del °Brix se realizé6 mediante la adicién de sacarosa al mosto de partida. La
correccion de la acidez del vino se llevd a cabo mediante la adicion de HCI

concentrado.

El estudio consisti6 en el seguimiento de la FML de forma paralela en: (i)
muestras en las cuales se realiz6 la inoculacién de las BAL una vez acabada la FA
(inoculacion secuencial) y (i) muestras en las cuales se realiz6 la inoculaciéon de las

BAL al comienzo de la FA (inoculacion simultdnea o coinoculacion).
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La inoculacién de las BAL, para la FML, se llevo a cabo con tres tipos de
in6culos diferentes: (i) BAL inmovilizadas en capsulas de ALG; (ii) BAL inmovilizadas
en cpsulas de ALG-Si y (iii) BAL libres (sin inmovilizar).

Para el seguimiento de las fermentaciones se realizaron muestras por
duplicado. Por lo tanto las muestras de partida fueron un total de 30
(4x3x2+6controles) en el caso de la inoculacion secuencial de levaduras y bacterias y
un total de 60 muestras en el caso de la inoculacién simultadnea, 30 muestras para el
seguimiento de la FA mediante pesada y 30 similares para el seguimiento de la FML,
evitando asi la pérdida de peso durante la toma de muestra de para el seguimiento de
la FML (tabla 1). Se realizaron ensayos control (i) sin inoculacién de bacterias y (ii) con
inoculacién de capsulas de ALG y ALG-Si sin BAL para ambos regimenes de

inoculacion.

Las fermentaciones tuvieron lugar en matraces Erlenmeyer de 100 ml en los
cuales se introdujeron 50 ml de mosto estéril (esterilizacién por frio con una membrana
de nitrocelulosa de un tamafio de poro de 0,2 uym). A cada matraz se colocd una
valvula Miuller en la cual se introdujo un pequefio volumen de &cido sulfarico
concentrado, cuyo fin fue captar los compuestos volatiles distintos al CO, liberados
durante la fermentacion. Todo el material fue previamente esterilizado mediante el uso

de autoclave (121°C durante 20 minutos).
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Tabla 1: Muestras para seguimiento de las fermentaciones.

INOCULACION SECUENCIAL (Inocular INOCULACION SIMULTANEA (Inocular INOCULACION SIMULTANEA
BAL acabada la FA) BAL al principio de la FA) (Inocular BAL al principio de la FA)
Ne Tipo de Ne Tipo de N2 Tipo de
muestra Inoculo OBrix pH muestra Inoculo ©Brix pH muestra Inoculo %Brix | pH
1 ALG 208 | 3,0 31 ALG 20,8 | 3,0 61 ALG 20,8 | 3,0
2 ALG 20,8 3,0 32 ALG 20,8 | 3,0 62 ALG 20,8 | 3,0
3 ALG-Si 208 | 3,0 33 ALG-Si 20,8 | 3,0 63 ALG-Si 20,8 | 3,0
4 ALG-Si 20,8 3,0 34 ALG-Si 20,8 3,0 64 ALG-Si 20,8 3,0
5 BALLIBRE | 20,8 | 3,0 35 BALLIBRE | 20,8 | 3,0 65 BALLIBRE | 20,8 | 3,0
6 BAL LIBRE 20,8 3,0 36 BAL LIBRE | 20,8 3,0 66 BAL LIBRE | 20,8 3,0
7 ALG 208 | 38 37 ALG 20,8 | 3,8 67 ALG 20,8 | 38
8 ALG 20,8 3,8 38 ALG 20,8 | 3,8 68 ALG 20,8 | 3,8
9 ALG-Si 20,8 3,8 39 ALG-Si 20,8 | 3,8 69 ALG-Si 208 | 3,8
10 ALG-Si 20,8 3,8 40 ALG-Si 20,8 3,8 70 ALG-Si 20,8 | 3,8
11 BAL LIBRE 20,8 3,8 41 BAL LIBRE | 20,8 3,8 71 BAL LIBRE | 20,8 3,8
12 BAL LIBRE 20,8 3,8 42 BAL LIBRE | 20,8 3,8 72 BAL LIBRE | 20,8 3,8
13 ALG 25,3 3.0 43 ALG 253 | 3.0 73 ALG 253 | 3.0
14 ALG 25,3 3.0 44 ALG 253 | 3.0 74 ALG 253 | 3.0
15 ALG-Si 25,3 3.0 45 ALG-Si 253 | 3.0 75 ALG-Si 253 | 3.0
16 ALG-Si 25,3 3.0 46 ALG-Si 253 | 3.0 76 ALG-Si 253 | 3.0
17 BAL LIBRE 25,3 3.0 47 BAL LIBRE | 25,3 3.0 77 BALLIBRE | 25,3 3.0
18 BAL LIBRE 25,3 3.0 48 BAL LIBRE | 25,3 3.0 78 BAL LIBRE | 25,3 3.0
19 ALG 25,3 3,8 49 ALG 253 | 3,8 79 ALG 253 | 3,8
20 ALG 25,3 3,8 50 ALG 253 | 3,8 80 ALG 253 | 3,8
21 ALG-Si 25,3 3,8 51 ALG-Si 253 | 3,8 81 ALG-Si 253 | 3,8
22 ALG-Si 25,3 3,8 52 ALG-Si 253 | 3,8 82 ALG-Si 253 | 3,8
23 BALLIBRE | 253 | 3,8 53 BALLIBRE | 253 | 3,8 83 BALLIBRE | 25,3 | 3,8
24 BAL LIBRE 25,3 3,8 54 BAL LIBRE | 25,3 3,8 84 BAL LIBRE | 25,3 3,8
Control ALQ Control ALSS Control AL§
(25) VACIAS 20,8 | 3,8 (55) VACIAS | 20,8 | 3,8 (85) VACIAS | 20,8 | 3,8
Control AL@ Control AL§ Control AL§
(26) VACIAS 20,8 3,8 (56) VACIAS 20,8 | 3,8 (86) VACIAS 20,8 | 3,8
Control ALG-Si Control ALG-Si Control ALG-Si
(27) VACIAS 20,8 3,8 (57) VACIAS 20,8 3,8 (87) VACIAS 20,8 3,8
Control ALG-Si Control ALG-Si Control ALG-Si
(28) VACIAS 20,8 3,8 (58) VACIAS 20,8 | 3,8 (88) VACIAS 20,8 | 3,8
Control §IN Control §IN Control §IN
(29) INOCULO 20,8 3,8 (59) INOCULO | 20,8 | 3,8 (89) INOCULO | 20,8 | 3,8
Control §IN Control §IN Control §IN
(30) INOCULO 20,8 3,8 (60) INOCULO | 20,8 | 3,8 (90) INOCULO | 20,8 | 3,8
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4.2. Desarrollo y seguimiento de la FA

Tras preparar todos los matraces y las valvulas, se llevo a cabo la inoculacion
de las levaduras en el mosto estéril. Para ello se hidrataron levaduras del género
Saccharomyces cerevisiae (Lalvin Clos® YSEO®, Lallemand). La dosis de levadura
adicionada en cada matraz fue de 0,015g siguiendo las recomendaciones de la casa
comercial.

En el presente estudio, el seguimiento de la FA se llevdo a cabo mediante
diferencia de pesada. Gracias a la colocacion de las valvulas Muller se pudo realizar el
seguimiento de la pérdida de peso de los matraces durante la FA, debido al
desprendimiento de CO, como producto de la fermentacion. La FA se considerd

finalizada cuando cesoé la pérdida de peso (Suarez & Ifiigo, 1990b).

Este seguimiento se llevo a cabo en las 30 muestras preparadas para la
inoculacién secuencial, muestras 1-30, y en las muestras 31-60 en el caso de la

inoculacién simultanea.

4.3. Desarrollo y seguimiento de la FML

Para el desarrollo de la FML se inocularon BAL liofilizadas del género O.oeni
(Lalvin VP41 MBR®, Lallemand) en cada una de las muestras. Se selecciond la cepa
VP41 por ser altamente tolerante, la cual puede funcionar muy bien adn bajo
condiciones dificiles de elaboracién tales como alcohol elevado como también bajo pH
(Lerm et al., 2010). La carga bacteriana, tanto en estado inmovilizado como libre, que
se emple6 fue de ~10" UFC/ml de mosto/vino. Antes de su uso las BAL liofilizadas
fueron rehidratadas siguiendo las recomendaciones del fabricante. Una vez arrancada
la FA, en las muestras sometidas a inoculacion simultdnea, muestras 31-90, se realizo
la inoculacion de las BAL a los 3 dias en cada uno de los inéculos estudiados, para dar
comienzo a la FML. En las muestras sometidas a inoculacion secuencial, la adicion de
las BAL no se llevo a cabo hasta dar por terminada la FA. El seguimiento de la FML se
realiz6 mediante la medida del consumo del acido L-malico. Para ello, se tomaron
alicuotas de 100 ul de cada uno de los matraces y se conservaron en un microtubo a

-20°C hasta su medida.
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4.3.1. Inmovilizaciéon de las BAL

Las BAL se inmovilizaron en dos soportes diferentes: en un gel organico de

ALG y en un gel mixto organico-inorganico de ALG-Si. Los procedimientos seguidos

para la inmovilizacién se describen a continuacion:

El procedimiento de inmovilizacién en el gel de ALG fue el siguiente. Las
cépsulas de ALG se realizaron ajustando el pH de la disolucién de alginato de
sodio a 6,3 antes de afiadir las BAL. Para la preparacion de 10 ml de gel de
ALG cargado con BAL se tomaron 0,2 g de alginato de sodio, 8 ml de agua
destilada y 0,1 g de BAL rehidratadas. La suspension se hizo gotear por
gravedad mediante una jeringuilla estéril de 10 ml sobre unos 200 ml de Ca,Cl
0,2 M estéril. Se dejoé en agitacién a 260 rpm durante 2 h para que finalizase el
proceso de gelificacion. Se obtuvieron unas cpsulas de unos 3 mm y se
lavaron con unos 100 ml de agua destilada, eliminando asi las BAL que
quedaron en la superficie. Todas estas operaciones se realizaron en

condiciones estériles. La carga bacteriana de las capsulas fue ~3-10° UFC/g de

gel.

Para la inmovilizacion de las BAL en soportes mixtos de ALG-Si se empled un
proceso de coacervacion basado en la mezcla de los derivados de silice con el
ALG antes de la gelificacion en presencia de Ca** (Coradin et al., 2003). Se
siguié el método propuesto por Trivedi et al. (2006) con modificaciones
propuestas por Simé et al. (2017b), utilizando como derivados de silice silicato
de sodio y silicato coloidal, ya que se ha demostrado su capacidad para formar
geles empleando una ruta acuosa (Coradin et al., 2003). Se preparé una
mezcla de silicato coloidal (Ludox HS40, Sigma-Aldrich) y silicato de sodio y se
ajusto el pH a 6,3. A esta mezcla se afiadid alginato de sodio y las bacterias
rehidratadas y se ajusté nuevamente el pH a 6,3. Esta mezcla final se hizo
gotear por gravedad a través de una jeringuilla, siguiendo un proceso similar al
descrito anteriormente. Para la preparacion de 10 ml de gel de ALG-Si cargado
con BAL se mezclaron 0,2 g de alginato de sodio, 1,245 ml de silicato de sodio
0,4 M, 1,66 ml de silicato coloidal,5,095 ml de agua destilada y 0,1 g de BAL
hidratadas en 2 ml de agua destilada. Bajo estas condiciones se obtuvo unas

capsulas con una carga bacteriana de ~3-10° UFC/g de gel.
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4.4. Control analitico

Finalmente, tras dar por finalizada la FML de las muestras, se realizé una

analitica basica de cada una de ellas centrandonos en los siguientes parametros:
a) Azucares reductores

La determinacién de los azUcares reductores se realizé siguiendo el método del
acido dinitrosalicilico (DNS) para la determinacién de glucosa (Miller, 1959). Se
basa en una técnica colorimétrica centrada en cuantificar los azlcares reductores
producidos durante la fermentacién. Emplea acido 3,5-dinitrosalicilico para la
hidrélisis de azlcares presentes en una muestra, basandose en la reduccion del
DNS (color amarillo) por la glucosa u otro azlcar reductor al 4cido 3-amino-5-
nitrosalicilico (color rojo ladrillo) (Chaplin, 1986), cuya presencia puede detectarse
por lectura de las absorbancias mediante un espectrofotometro a 575nm. Como

se trata de vinos tintos se deben decolorar previamente con carbén activo.

b) Acidez volétil

La determinacion se basa en la separacion por destilacion directa y parcial del
vino de una fraccion del acido acético contenido en él y posterior valoracion con
NaOH 0,01 N (Garcia, 1990) (OIV-MA-AS313-02).

c) pH

La determinacién del grado de acidez o alcalinidad de la dilucién, se basa en la
medida de la concentracién en ion hidrégeno hidratado mediante una solucion

conductora de electricidad como un mosto o vino (OIV-MA-AS313-15).
d) Acido malico

La determinacién cuantitativa del acido malico se realizO mediante un kit
enzimatico (Tecnologia Difusion Ibérica, Barcelona, Ref.: 2402). El método se
fundamenta en el hecho de que la nicotinamida-adenin-dinucleétido (NAD) oxida el
acido L-Malico a oxalacetato, en presencia de la enzima L-malato deshidrogenasa
(L-MDH).

e) Indice Polifenoles Totales (IPT)
Técnica analitica basada en la obtencién del IPT por la medida de la

absorbancia del vino a 280 nm (UV), porque el nucleo bencénico caracteristico de

los compuestos polifendlicos tiene su maximo de absorbancia a esta longitud de
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onda (Zamora, 2003). Previamente las muestras fueron centrifugadas (5 min/4000
rpm), eliminando asi las particulas en suspension que podrian interferir en las
medidas espectrofotométricas (OIV-OENO 574-2017).

f) Color

La determinacion de las caracteristicas cromaticas de las muestras se realizé
siguiendo el método répido. Las caracteristicas cromaticas de un vino, se deducen
de su espectro de absorcion que presenta un minimo a 420 nm y un maximo a 520
nm, estas medidas permiten definir su intensidad colorante y su tonalidad.
Previamente las muestras fueron centrifugadas (5 min/4000 rpm), eliminando las
particulas en suspension que podrian interferir en las medidas espectrofotométricas
(OIV-MA-AS2-07B).

4.5. Tratamiento estadistico de datos

Para el tratamiento estadistico de los datos se utilizé el programa Statgraphics
Centurion XVII (Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, USA), realizando un analisis
de varianza (ANOVA) (p<0.05). Las diferencias estadisticas entre muestras se
determinaron por el test de Tukey (p<0.05). En las figuras, las barras de error indican

el error estdndar de la media.

5. Resultados y discusion

5.1. Seguimiento de la FA

Para poder entender los resultados obtenidos en el seguimiento de la FA,
comenzaremos explicando la diferencia que existe entre los vinos estudiados. Esta
diferencia vendra marcada en funcion de si la FA y la FML se realizaron de forma
secuencial o simultdnea. Partiremos de cuatro tipos de mosto, variando el pH y el
°Brix, y a su vez cada tipo lo dividiremos en base al régimen de inoculacion, secuencial

0 simultanea.

Para el seguimiento de la FA se llevd a cabo la medida de la concentracion de
CO, producido en las diferentes muestras, hasta observar una estabilizacién de la
medida. El final de la FA se comprobé mediante un analisis de los azucares

reductores, cuyos resultados se muestran en la tabla 3.
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En la figura 2, se observa la produccion de CO, frente a los dias de duracion de
la FA, para la inoculacion secuencial. Se puede apreciar como a partir del segundo dia
de fermentacion comienzan a subir las producciones de CO,, coincidiendo con el
principio de la fase tumultuosa de la FA, momento en que las levaduras tienen una
actividad de transformacion maxima (Hidalgo, 2011). Ademas, se observa como las
muestras con menor °Brix (muestras A y B) han completado la FA a los 8 dias, por el
contrario a mayores concentraciones de azlcares el tiempo es superior,
aproximadamente 10 dias, como era de esperar. De igual forma, estas muestras con
mayor cantidad de azlcares (25,3 °Brix) (muestras C y D) han sufrido un mayor

desprendimiento de CO,.
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Figura 2: Produccion de CO, durante la vinificacion de los mostos A-D con inoculacion secuencial de
levaduras y bacterias(libre y encapsuladas en geles de alginato (ALG) y alginato-silice (ALG-Si)). A
(20,8°Brix-pH 3,0), B (20,8°Brix-pH 3,8), C (25,3°Brix-pH 3,0), D (25,3°Brix-pH 3,8).

En la figura 3 se observa la produccion de CO, frente a los dias de duracion de
la FA, para el caso de la inoculacion simultanea. En este caso, tres dias después de la
inoculacion de las levaduras se realizé la inoculacién de las BAL para los tres tipos de
indculos, BAL encapsuladas en ALG, BAL encapsuladas en ALG-Si y BAL libres, por
lo que se presentan las tres series de datos para cada mosto. Se puede apreciar como
al igual que en las inoculaciones secuenciales, las producciones de CO, son mas

significativas a partir del segundo dia de la FA coincidiendo con el principio de la fase
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tumultuosa. Las cinéticas de la FA con inoculacion simultdnea fueron similares a las
encontradas con la inoculacion secuencial. Podemos observar como las muestras han
completado la FA a los 8-10 dias. Se puede, por lo tanto afirmar que la coexistencia de
levaduras con BAL libres o encapsuladas no afecté a la cinética fermentativa, hecho
que ya fue observado por otros autores empleando bacterias libres (Krieger et al.,
2006; Tristezza et al., 2016; Abrahamse& Bartowsky, 2012; Knoll et al., 2012).

A B
6,0 6,0
N 40 - ~ i e —
8 —e—ALG 8 40 it L ——ALG
% 20 - —8— ALG-Si E) 2,0 » —8— ALG-Si
r
BAL _ BAL
O,O "Jl T T T T T T 1 libres 0,0 -—L(.— T T T T T T 1 libres
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dias Dias
C D
6,0 6,0
. TV e alG
g 40 - =l —— S 40 - Yy — VY
et 1 —&— ALG-Si o 4 * TEAGS
™ 20 * ¥ 20 .
, BAL o 2, = BAL
{ libres | libres
0/0 ik T T T T T T ! 0,0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dias Dias

Figura 3: Produccion de CO; durante la vinificacion de los mostos A-D con inoculacion simultanea de
levaduras y bacterias (libre y encapsuladas en geles de alginato (ALG) y alginato-silice (ALG-Si)). A
(20,8°Brix-pH 3,0), B (20,8°Brix-pH 3,8), C (25,3°Brix-pH 3,0), D(25,3°Brix-pH 3,8).

Sin embargo, varios estudios revelan que la capacidad de las BAL para inhibir
la FA tiene un impacto adverso sobre la produccion y la calidad del vino, por el
agotamiento de ciertos nutrientes o factores de supervivencia requeridos por la
levadura (Alexandre et al., 2004). La degradacién de la pared celular de la levadura
por la actividad extracelular de la B-1,3-glucanasa de las bacterias también se ha
estudiado como otro factor que contribuye a la inhibicion de la FA (Guilloux-Benatier et
al., 2000). Por todo ello, se hace evidente que la seleccion de una combinacion
adecuada de levadura-bacteria juega un papel importante para una FA exitosa con el
objetivo de evitar una competencia por nutrientes y la sintesis de metabolitos con
posibles propiedades inhibidoras (Alexandre et al. , 2004; Guzzon et al., 2013). Los
resultados obtenidos, han corroborado que las cepas de levadura y bacterias utilizadas

en este estudio fueron compatibles con una coinoculacion simultanea.
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5.2. Seguimiento de la FML

Para realizar el seguimiento de la FML de los mostos/vinos se evaluaron los
niveles de acido L-malico. En la figura 4 se observa la concentracién de acido L-malico

frente a los dias de duracion de la FML, para la inoculacion secuencial.
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Figura 4: Consumo de &cido L-malico en los vinos inoculados con BAL libres y encapsuladas en geles de
alginato de calcio (ALG) y alginato-silice (ALG-Si) después de la FA (inoculacién secuencial): A (20,8°
Brix-pH 3,0), B (20,8° Brix-pH 3,8), C (25,3° Brix-pH 3,0), D (25,3° Brix-pH 3,8).

La cinética de la FML observada después de la FA (inoculacién secuencial)
depende en gran medida de la composicion del mosto y del tipo de inéculo (libre o
encapsulado). Las FML se pueden atribuir al in6culo de bacterias empleado ya que en
los vinos control los niveles de acido L-malico no cambiaron con respecto al valor
inicial (datos no mostrados). Podemos observar que la cinética de la FML fue muy
similar para los tres tipos de inéculos en los vinos procedentes de mostos con menor

°Brix (muestras A y B) llegando en todos los casos a su finalizacion.

En el caso del vino procedente del mosto C, caracterizado por un alto
contenido de azucar y un pH bajo, se observé una reduccién lenta de la concentracion
de acido L-malico. Bajo estas condiciones estresantes, solo las bacterias
encapsuladas en ALG-Si pudieron completar la FML, consumiéndose mas del 95% de
acido L-malico presente en el vino después de 16dias de fermentacion. Sin embargo,
el acido L-mdlico no se agotdé completamente en los vinos inoculados con bacterias

encapsuladas en ALG vy libres, logrando bajas conversiones de acido L-malico del 48%

Alumno: VIRGINIA VILLACORTA FRONTELA
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacién de: MASTER DE CALIDAD, DESARROLLO E INNOVACION DE ALIMENTOS

17



COINOCULACION DE BACTERIAS LACTICAS ENCAPSULADAS EN BIOCOMPOSITES DE ALGINATO-SILICE PARA EL

DESARROLLO DE LA FERMENTACION MALOLACTICA EN VINOS TINTOS Universidad deValladolid

y 35%, respectivamente, después de 16 dias. Por el contrario, la disminuciébn mas
rapida de acido L-médlico se evalud durante la vinificacion del mosto B, con bajo
contenido de azucar y pH alto. La cinética del consumo de &cido L-mélico fue similar
en los tres tratamientos de FML, logrando conversiones de &cido L-malico de 96-98%

después de 8 dias.

Ademas, el aumento del pH de 3,0 a 3,8 en el mosto con un alto contenido de
azucar (muestra D) solo mejord significativamente la cinética de consumo de acido
L-malico inoculando bacterias encapsuladas en ALG-Si, elevando la conversion de
acido L-malico del 51% (muestra C) al 91% (muestra D) después de 4 dias. Sin
embargo, el aumento del pH del mosto no mejord ni la cinética de la FML de las
bacterias encapsuladas en ALG ni las bacterias libres. Por otro lado, la reduccién del
contenido de azlcar de 25,3 a 20,8 °Brix en el mosto con un pH bajo (muestra A)
mejoro la velocidad de consumo de acido L-mélico utilizando bacterias encapsuladas y
libres. Después de 4 dias, las conversiones de acido L-malico aumentaron del 25%,
51% y 40% (muestra C) al 41%, 68% y 90% (muestra A) usando bacterias

encapsuladas en ALG y ALG-Si, y bacterias libres, respectivamente.

En la figura 5, se observa la concentracion de &cido L-malico frente a los dias
de duracion de la FML, para la inoculacion simultanea de levaduras y bacterias (libres

y encapsuladas).
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Figura 5: Consumo de acido L-madlico en los mostos/vinos inoculados con BAL libres y encapsuladas en
geles de alginato de calcio (ALG) y alginato-silice (ALG-Si) al inicio de la FA (inoculacién simultanea): A
(20,8° Brix-pH 3,0), B (20,8° Brix-pH 3,8), C (25,3° Brix-pH 3,0), D (25,3° Brix-pH 3,8).
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Podemos observar como los resultados obtenidos han sido muy diversos en
funcion de la composicion del mosto y del tipo de inéculo (BAL libres o encapsuladas).
Si analizamos el tipo de indculo utilizado, las BAL inmovilizadas en capsulas de
ALG-Si y en forma libre han finalizado la FML en todos los casos. Cabe destacar que
al igual que en casos anteriores, O. oeni ha metabolizado mas rapidamente el acido
L-malico a un pH menos extremo (pH 3,8, muestras B y D). Por el contario, en el caso
de las BAL inmovilizadas en cdpsulas de ALG, la FML solo se ha completado a pH 3,8,
no llegando a término para un pH mas acido. Ademas, podemos observar cédmo pese
a no finalizar la FML en las muestras con pH 3,0 (muestras A y C), las capsulas de

ALG funcionan mejor con grado alcohélico bajo (muestra A).

En el mosto C, donde las condiciones de vinificacion son menos favorables, la
inoculacion simultdnea mejoré notablemente el agotamiento de &cido L-malico del
mosto inoculado con bacterias libres y ALG-Si. Las conversiones de &cido L-malico
analizadas después de 8 dias aumentaron del 61% y 36% (inoculacién secuencial) a
94% y 79% (inoculacion simultanea) con bacterias encapsuladas en ALG-Si y libres,
respectivamente. La inoculacion simultdnea con bacterias libres y encapsuladas con
ALG-Si dio como resultado un consumo completo de acido L-malico en 17 y 13 dias,
respectivamente. Sin embargo, como se mencioné anteriormente, cuando las
bacterias encapsuladas en ALG-Si fueron inoculadas en régimen secuencial,
requirieron hasta 16dias para completar el proceso de FML, mientras que las bacterias
libres no pudieron completar con éxito la conversién de acido L-malico (figura 4C). En
las muestras A, B y D, la dinAmica de la FML en el régimen simultaneo fue similar
usando bacterias libres y encapsuladas con ALG-Si, donde el consumo completo del
acido L-malico requirié 8, 6 y 6 dias respectivamente.

La inoculacién simultdnea ha supuesto un adelanto en la fecha de finalizacién
de la FML, respecto al vino correspondiente elaborado de forma secuencial. Este
acortamiento en la duracion de la FML puede ser debido a que las bacterias pueden
adaptarse mejor a la creciente concentracion de etanol y crecer en un medio con una
gran cantidad de nutrientes (Zhang et al., 2006), sin desembocar necesariamente en la
produccion de excesivas cantidades de acido acético (Beelman & Kunkee, 1985). Este
acortamiento de tiempo se va a traducir en una serie de beneficios como son una
rapida estabilizacion microbiolégica, evitando el desarrollo de otros microorganismos
alterantes en el vino (Krieger et al., 2006). Por otro lado se encuentra la ventaja
econdmica, ya que esta reduccion de tiempo permite sacar al mercado vinos jévenes

en fechas méas tempranas.
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El efecto de la composicion del mosto (°Brix y pH), tipo de inéculo (bacterias
encapsuladas o libres) y el momento de la inoculacién (secuencial y simultanea) sobre
la conversion de acido L-malico se analiz6 a los 8 dias después de la inoculacion de
las bacterias.

En la figura 6 se presenta el promedio del % de degradacion de acido L-malico
en funcién del °Brix (a), el pH (b), el tipo de in6culo (BAL libres o encapsuladas) (c) y el
momento de la inoculacion bacteriana (secuencial o simultdnea) (d). Como puede
verse en la tabla 2, existen diferencias estadisticamente significativas sobre el % de
acido L- mélico a los 8 dias, para los 4 factores principales presentados, con un 95,0%
de nivel de confianza. Ademas los gréficos (e)-(j) de la figura 6 reflejan las
interacciones entre los diferentes factores. Tan solo tres de las seis interacciones
muestran un efecto estadisticamente significativo sobre el % de degradacién de &cido

L-malico con un 95,0% de nivel de confianza (tabla 2).

Tabla 2: Significancia estadistica para cada uno de los factores y sus interacciones con 95,0% de nivel de
confianza.

EFECTOS PRINCIPALES Valor-P
A:°Brix 0,0000
B:pH 0,0001
C:Tipo de inéculo 0,0000
D:Tiempo de inoculacion 0,0000
INTERACCIONES Valor-P
AB 0,6688
AC 0,0007
AD 0,0000
BC 0,0940
BD 0,1102
CD 0,0162
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Figura 6: Promedio del % de degradacion de acido L- malico a los 8 dias de inoculacion con BAL libres y encapsuladas en geles de alginato (ALG) y alginato-silice (ALG-Si)
usando una inoculacion secuencia (SEC) y simultanea (SIM) de levaduras y bacterias en mostos de distinta composicion.
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El mayor promedio de conversion de acido L-malico a los 8 dias se logré en los
vinos producidos con mostos con un bajo contenido de azlcar (conversion del 90%)
en comparacion con los vinos procedentes de mostos con un alto contenido de azucar
(conversion del 66%) (figura 6a). La vinificacibn de mostos con alto contenido de
azUcar produce vinos con alto contenido alcohdlico, lo que puede causar problemas
con el desarrollo de la FML (Zapparoli et al., 2009). El etanol, es uno de los factores
mas importantes que afectan negativamente al metabolismo de las BAL (Lerm et al.,
2010; Sumby et al., 2014), causando la rotura de la estructura de la membrana celular
y alteraciones de la fluidez de la membrana (Betteridge et al., 2015). Recientemente, el
analisis transcriptomico y protedmico de O. oeni revel6 que sus categorias funcionales
mas afectadas por el etanol son el transporte de metabolitos y la biogénesis de la

pared celular y la membrana (Olguin et al., 2015).

Con respecto al pH del mosto (figura 6b), se observé una disminucion de la
conversion promedio de acido L-malico del 84% al 71%, al reducirse el pH de 3,8 a
3,0. Segun varios autores, el crecimiento de O. oeni y el desarrollo de la FML estan
influenciados negativamente por valores de pH inferiores a 3,5 (Betteridge et al., 2015;
Rosi et al., 2003), mientras que se logra una mayor actividad malolactica en vinos con
pH alrededor de 3,5-4,0 (Bauer & Dicks, 2004). Recientes estudios han demostrado
gque las categorias funcionales de O. oeni mas afectadas por el pH del vino son el
transporte de membrana y el metabolismo de los aminoacidos y de los carbohidratos
(Liu et al., 2017). Solieri et al. (2010), indicaron que valores bajos de pH de 3,0-3,2 son
el factor principal que afecta a la FML, independientemente de la concentraciéon de
etanol (10-13%). En estudios realizados en vinos Riesling y Chardonnay se ha
observado que la reduccién del pH de 3,8 a 3,2 (vinos con un 9,8% de etanol),
aumento significativamente la duracion de la FML hasta 34 dias, mientras que a pH
3,2y 11,8% de etanol se observé una FML parcial (Knoll et al. 2011).

El tipo de in6culo afecté significativamente a la conversion promedio de 4cido
L-médlico (figura 6c), proporcionando los mejores resultados utilizando bacterias
encapsuladas en ALG-Si (90%). Peores resultados se obtuvieron con las bacterias
libres (79%) y encapsuladas en ALG (65%). En el mosto con alto contenido de
azucares, el rendimiento de las bacterias encapsuladas con ALG-Si fue superior (87%)
al de las bacterias libres (62%). Sin embargo, ambos tipos de in6culo mostraron un

rendimiento similar (93-95%) en el mosto bajo en azlcares (figura 6f).
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La encapsulacion de bacterias y levaduras en matrices porosas se ha aplicado
como una herramienta para mejorar sus actividades cataliticas en la produccion de
bebidas alcohdlicas (Kourkoutas et al., 2004). Un estudio reciente ha destacado que la
encapsulacion de O. oeni en biocompuestos de ALG-Si mejoré notablemente su
actividad malolactica en comparacion con las bacterias encapsuladas en ALG vy las
libres (Simo et al., 2017b). La inclusion del material siliceo en las cipsulas de ALG
aumento la tolerancia de las bacterias en el ambiente estresante del vino (bajo pH, alto
etanol y bajos nutrientes) y a bajas temperaturas de fermentacion (Simé et al., 2017c).
Rodriguez-Nogales et al. (2013) observaron un aumento significativo en la eficacia de
la FML en vinos con un alto contenido en etanol inoculados con O. oeni encapsulada
en un gel de polivinil alcohol. El éxito de la FML en vinos de alto contenido alcohdlico
inoculados con BAL encapsuladas podria atribuirse a varios factores. Por un lado, la
matriz del hidrogel podria ofrecer proteccién contra las duras condiciones ambientales
del vino, como el alcohol, el pH, los inhibidores, etc. (Kosseva, 2011; Kourkoutas et al.,
2010). Ademas, se ha evidenciado un aumento en el nivel de los acidos grasos
saturados de la membrana celular de las bacterias encapsuladas en geles de ALG en
respuesta al estrés con etanol, proporcionando una mejor tolerancia al alcohol de las
células (Junter & Jouenne, 2004). Por otro lado, se ha indicado que el contacto célula-
célula en matrices con una alta densidad celular mejoré la resistencia celular frente al
etanol (Norton et al., 1995). Finalmente, también se ha observé una mayor proteccion
de las células encapsuladas en geles de ALG debido a la existencia de polimeros de
ALG no gelificado que ayudan a estabilizar la capa de hidratacion de las BAL (Sun et
al., 2007).

La inoculacion simultanea tuvo una influencia positiva en la conversion
promedio del &cido L-malico, aumentando este parametro del 70% (régimen
secuencial) al 86% (régimen simultaneo) (figura 6d). Estos resultados evidenciaron
gue la inoculacién simultdnea es el régimen de inoculacion mas eficiente, lo que
confirma lo observado por otros autores (Abrahamse & Bartowsky, 2012; Antalick et
al., 2013; Homich et al., 2016; lzquierdo-Cafias et al., 2014; Tristezza et al., 2016;
Versari et al., 2016). Esta practica mejoré notablemente el comportamiento de la FML
en mostos con un alto contenido de azucar, donde se logré una conversion malica
media del 83% en comparacién con el 49% obtenido por régimen secuencial. Sin
embargo, este comportamiento no se observé en el mosto con un bajo contenido en
azucar donde no se encontro diferencia estadisticamente significativa para el promedio

de la conversion de acido L-malico entre ambos regimenes de inoculacion (figura 6g).
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La inoculacion simultdnea dio como resultado una estrategia vélida para
permitir un periodo de adaptacion bacteriana a la concentracion gradual de etanol
producida durante la FA (Zapparoli et al., 2009). Durante este periodo, O. oeni puede
activar algunos mecanismos celulares para adaptarse a las condiciones desfavorables
del vino, tales como la modificacion de la composicion de &cidos grasos de su
membrana (Maitre et al., 2014), la sintesis de proteinas de estrés (Maitre et al., 2012)
y la reubicacion de proteinas citosolicas en la membrana (Olguin et al., 2015).
Recientemente, Margalef-Catala et al. (2016), observaron la importancia de la
regulacién de la traduccion, la absorcién de nitrégeno, la biosintesis de la pared celular
y los mecanismos de mantenimiento redox, como metabolismos clave involucrados en
la proteccion de O. oeni al estrés del vino durante el periodo de adaptacién antes del
inicio de la FML. Se observaron diferencias en el rendimiento de las bacterias
encapsuladas en ALG-Si y libres entre ambos regimenes de inoculacion (figura 6j).
Cuando se inocularon las bacterias después de la FA, se encontré6 la mayor
conversion media de acido L-malico inoculando bacterias encapsuladas en ALG-Si.
Sin embargo, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre las

bacterias libre y encapsuladas en ALG-Sien un régimen de inoculaciéon simultaneo.

5.3. Andlisis quimico de los vinos

En la tabla 3 se presenta el promedio de la composicion basica de los vinos
después de la FML en funcién de la composicién del mosto (°Brix y pH), tipo de
indculo y sistema de inoculacién (inoculacion secuencial o simultanea).

Tabla 3:Composicion béasica de los vinos inoculando con BAL libres y encapsuladas en geles de alginato
(ALG) y alginato-silice (ALG-Si) usando una inoculacion simultanea y secuencia.

alcoﬁ(gﬁgg %) rﬁéggg%re:s v cﬁé?tiitlk(egzll) pH final pigfi:fgjigs Inter::s;?;d e Tonalidad
x 208 11,79+0,07* | 3,12+1,2* | 0,20%0,05* | 3,410,27° 190 3,68+0,33* | 0,790,10°
c!% 25,3 14,78+0,06" | 4,62+0,98"° | 0,24%0,05° | 3,370,12° 19+1° 2,75+0,38" | 1,08+0,16"
. 3,0 13,25+1,56% | 4,43+1,57* | 0,23+0,06° | 3,12+0,12° 19+1° 3,2040,72* | 0,97+0,25°
= 3,8 13,32+1,58" | 3,32+0,71° | 0,21+0,05° | 3,65+0,09" 19+1° 3,2340,45% | 0,90+0,13°
° ALG 13,26+1,59* | 3,74+1,3* | 0,210,07* | 3,32+0,30° 19+1° 3,1440,62° | 0,91+0,16°
g ALG-Si 13,29+1,63% | 4,21+1,57* | 0,22+0,05° | 3,38+0,31" 19+1° 3,36+0,60* | 0,87+0,15°
= LIBRE 13,3+1,59° | 3,67+1,17° | 0,22+0,05* | 3,47+0,30° 19+1° 3,14+0,59* | 1,02+0,25°
g_) SECUENCIAL | 13,28+1,54® | 4,00+1,40° | 0,23+0,05" | 3,35+0,29° 19+1° 3,31+0,56% | 0,97+0,21%
E SIMULTANEA | 13,29+1,59° | 3,75+1,29° | 0,21+0,06° | 3,43%0,30° 19+1° 3,11+0,62° | 0,91+0,19°
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Se observaron diferencias estadisticamente significativas para el grado
alcohdlico de los vinos en funcion del °Brix y el pH del mosto, siendo los menores
valores los correspondientes a los vinos elaborados con los mostos con 20,8 °Brix y
pH 3,0. Por el contario, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

en funcion del tipo de in6culo o el régimen de inoculacion.

Para los azucares reductores también existen diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras en funcion del grado alcohdlico y el pH, siendo los
menores valores los correspondientes a 20,8 °Brix y pH 3,8. Por el contario, no se
observo un efecto estadisticamente significativo en funcion del tipo de inéculo, o del
tiempo en el que se realice la inoculacion. Todos los vinos pueden considerarse

"secos" debido a que sus niveles de azlcar se reducen a menos de 5 g/l.

Los niveles de acidez volatil observados no fueron de importancia tecnologica
ni legal, ya que los umbrales sensoriales y los niveles legales maximos para el acido
acético oscilan alrededor de 1 g/l (Jussier et al., 2006). Para la acidez volatil si existen
diferencias estadisticamente significativas entre las muestras en funcién del °Brix, el
pH y el momento de inoculacién de las BAL, observandose los menores valores los
correspondientes a 20,8 °Brix, pH 3,8 e inoculacién simultanea. Por el contario, el
analisis de varianza mostré que no existe un efecto estadisticamente significativo en

funcién del tipo de inoculacion.

Por un lado, Zapparoli et al. (2009), observaron un aumento significativo de
acido acético proporcional al contenido de azucar del mosto, probablemente causado
por el metabolismo de la levadura. Esto puede explicarse por el hecho de que la
levadura en condiciones de estrés produce niveles mas altos de &cido acético
(Erasmus et al., 2004). Por otra parte, Azzolini et al. (2010) no encontraron ninguna
relaciébn entre el acido acético y el pH en los vinos elaborado por inoculaciéon
simultdnea. Segun nuestro estudio y otros estudios realizados previamente con BAL
no inmovilizadas (Abrahamse & Bartowsky, 2012; Cafias et al., 2012; Homich et al.,
2016; Knoll et al., 2011; Rosi et al., 2003; Tristezza et al, 2016; Versari et al., 2016), la
inoculacion simultdnea no provoco un incremento de la acidez volatil (respecto a la
inoculacion secuencial)a pesar del metabolismo heterofermentativo de O. oeni capaz
de consumir las hexosas del mosto y producir acido acético. Nuestros resultados
también son consistentes con los obtenidos en un estudio reciente con S. cerevisiae y
O. oeni coinmovilizados en geles de alginato donde el régimen de inoculacion

(simultdnea o secuencial) no afectd a la acidez volatil (Bleve et al., 2016).
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Para el pH final Unicamente se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras en funcién del pH inicial del mosto, el tipo de in6culo y
el momento de inoculacion de las BAL, siendo los menores valores los
correspondientes a pH 3,0, capsulas de ALG-Si e inoculacion simultdnea. Estas
diferencias no presentaron importancia tecnoldgica, a excepcion de las encontradas en
funcion del pH inicial del mosto. Jussier et al. (2006) no encontraron diferencias
significativas con respecto a los valores finales del pH del vino entre inoculacion

secuencial y simultanea.

El contenido de polifenoles, la tonalidad de color y los valores de intensidad

son factores importantes en la evaluacién de la calidad del vino.

Para el indice de polifenoles totales si existen diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras en funcién del pH, el tipo de indculo y el momento de
inoculacion de las BAL, siendo los menores valores los correspondientes a pH 3,8,
capsulas de ALG-Si o ALG (pues no se muestran diferencias entre ambos tipos de
inmovilizacién), y en los vinos elaborados por inoculacion simultanea. Por el contario,
no se observé un efecto estadisticamente significativo en funcion del grado alcohélico
de las muestras. Por otro lado, para la intensidad de color solo existen diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras en funcién del °Brix, siendo los
menores valores los correspondientes a 25,3 °Brix. Por el contario, no se encontré un
efecto estadisticamente significativo para el resto de los parAmetros. Finalmente, para
la tonalidad si existen diferencias estadisticamente significativas entre las muestras en
funcion del°Brix, la acidez inicial y el tipo de inéculo, siendo los menores valores los
correspondientes a los vinos procedentes de mostos con 20,8 °Brix y pH 3,8, y para
las bacterias encapsuladas. Por el contario, no se mostré un efecto estadisticamente

significativo en funcion del tiempo en el que se realiza la inoculacion de bacterias.

En general, las diferencias observadas en el indice de polifenoles totales y el
color del vino debido a la composicion del mosto de uva, el tipo de inéculo y el tiempo
de inoculacion fueron menores. Otros estudios no han encontrado cambios
significativos en el indice de polifenoles totales, la intensidad de color y la tonalidad en
vinos elaborados mediante inoculacion secuencial y simultanea (Abrahamse &
Bartowsky, 2012; Versari et al., 2016). A priori, el uso de BAL encapsuladas en
hidrogeles para desarrollar la FML podria diluir los metabolitos y modificar el color del
vino, ya que las capsulas de ALG y ALG-Si son hidrogeles formados por agua

(aproximadamente 96-99%) y tienden a deshidratarse en presencia de etanol (Simé et
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al., 2017b). Ademas, se ha descrito que los geles ALG tienen cierta capacidad para
adsorber polifenoles (Massalha et al., 2007). Sin embargo, en nuestro estudio no
observamos diferencias notables en el IPT y en las caracteristicas cromaticas del vino
en funcion del tipo de in6culo. Resultados similares se han encontrado con un estudio
llevado a cabo por Bleve et al. (2016) con S. cerevisiae y O.oeni coinmovilizados en
geles de alginato.

6. Conclusion

Las principales conclusiones de este estudio se muestran a continuacion:

e La cinética de la FA no se vio modificada por la inoculacién simultanea de
levaduras y bacterias (libres o encapsuladas).

e Las cinéticas de la FML con BAL encapsuladas en ALG-Si y libres fueron
similares en los vinos de bajo GA independientemente del régimen de

inoculacion empleado (inoculacién secuencial o simultanea)

e La inoculacién secuencial de las BAL encapsuladas en ALG-Si permitio la
finalizacion de la FML en vinos con un alto GA, mientras que con BAL libres y
encapsuladas en ALG el desarrollo de la FML fue parcial.

e La inoculacibn simultAnea de BAL encapsuladas en ALG-Si redujo
notablemente la duracion de la FML en las condiciones menos favorables de
vinificacion (alto GA y bajo pH). Ademas, con este régimen de inoculacién las
BAL libres pudieron completar la FML en los vinos de alto GA.

e El régimen de inoculacién simultaneo no incrementd la acidez volatil de los

vinos y no modificé sensiblemente los otros parametros enolégicos estudiados.

Para una aplicacién industrial de las BAL encapsuladas en ALG-Si son necesarios
mas estudios que aborden otras cuestiones como su estabilidad operacional, su efecto
sobre la composicion volatil y las caracteristicas organolépticas del vino bajo

condiciones reales de vinificacion.
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