





INFLUENCIA DEL ACIDO
L-MALICO EN EL PROCESO DE
ACETIFICACION

1.- INTRODUCCION

Lanaturalezamicrobiolégicadel
vinagre se supo, cuando Kiitzing (1873)
dio a conocer que la conversién del
ctanol a dcido acéticoerallevadaacabo
por microorganismos vivos.

Quince afios antes Peerson habfa
designado concl nombrede Mycoderma
a la pelfcula que se forma sobre los
lfquidos en los cuales tiene lugar una
fermentaci6n acética.

Pasteur (1868) confirmé la opi-
nién de Kiitzing y demostré la natura-
leza fisiol6gica de la misma, pero
Pasteur crefa que ésta fermentacién era
ocasionada por una séla especie de
bacterias: Mycoderma aceli.

En 1878 Hanscn demostré que
cranmds de una las especies capaces de
producir 4cido acético en la cerveza,
aisl6 y dio nombre al Bacterium aceti y
Bacterium Pasteuranum, més tarde

aisl6 el Bacterium Kiitzingianum.
Hacia 1879 Henberg cstudié cl

grupo, describi6 otras especies y lo
clasificé de nuevo.

Actualmente las bacterias acéti-
cas se agrupan en dos géneros:
Acctobacter y Gluconobacter, son fre-
cucntces sobre las uvas, a veces en pro-
porcién més importante que las bacte-
rias l4cticas o levaduras (6), como es ¢l
caso del fruto parasitado por Botrytis
ginerea (podredumbre), que con-
lleva a una poblacién de estos
microorganismos igual o superior a la
flora blastomicética, debido ala ruptura

de la piel del grano (3), la densidad de
bacterias acéticas es proporcional al
grado de infeccién de las uvas (12).

Forman parte de la flora
microbiana en los mostos y vinos, pcro
su mimero se ve reducido hacia el final
de la fermentacién alcohélica debido a
las caracterfsticas de la misma, y pre-
dominacntonces el géncro Acetobacter
sobre Gluconobacter.

Son microorganismos aerobios
estrictos (crecen en la superficie de
contacto vino-aire, formando pelfculas
0 velos), precisan del oxfgeno para po-
der dcsarrollarse (el anhfdrido carb6ni-
coinhibe laoxidaciéndel ctanol), Gram
negativos, polimorfos, sc presentan en
forma elipsoidal o cn bastones de 0'6-3
micras de tamario, sc encuentran aisla-
das, en parcjas o cn cadenas. Las fucn-
tes dc carbono principales son la
glucosa, ctanol, glicerol y lactato; las
fuentes de nitrégeno son minerales y
orgénicas (1).

El peculiar metabolismo de las
bacterias acéticas, es su capacidad para
producir 4cido acético a expensas del
grado alcohélico del vino (ctanol), cste
proceso sc conoce como acetificacién,
picadura acética o acescencia. Es una
enfermedad importante que puede al-
terar las caracterfsticas organolépticas
del vino, llegando a no scr apto para cl
consumo, y cuyo destino serfan las
vinagrerfas o alcoholcras.

El andlisis de la acidez voldtil
(4cido acético), pcrmite apreciar el es-
tado de alteracién dc los vinos, no solo
por cstas bacterias, sino por los otros
microorganismos, también capaces de
dcteriorarlos (8). El producto que con-

35



fiere los aromas caracterfsticos de la
acescencia es el acetato de etilo, forma-
do por la esterificacién del etanol del
vino y el 4cido acético producido.

La oxidacién de etanol (Figura
1), pasa por la formacién obligatoria de
un metabolito intermedio que es el
acetaldehido, siendo el resultado de
reacciones sucesivas, la primera
catalizada porlactanol deshidrogenasa,
que es inhibida por concentraciones
crecientes de acetaldehido, y la segun-
da por la aldehido deshidrogenasa que
e¢s inhibida por una concentracién en
acetaldehido de 8 mM/1. Poresta razon,
¢s contraproduccnie en determinadas
ocasiones, adicionar anhfdrido
sulfuroso con la intencién d¢ paralizar
el crecimiento de las bacterias acéticas,
porque este antiséptico s¢ combina con
acetaldehfdo producido y al no estaren
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forma libre, ademi4s de no afectar a la
acetificacion, puede incluso estimular-
la.

2.- OBJETIVO

Los 4cidos mayoritarios en los
mostos y vinos sontartarico y L-mdlico,
el 4cido L-mélico en la Denominacién
de Origen Utiel-Requena se encuentra
en los mostos en porcentajes aproxi-
mados (scgin variedades) del 40%
respecto a la acidez total titulable (9)
(10), es el 4cido fisiol6gicamente més
vulnerable y susceptible de ser degra-
dado por bacterias acéticas (5). M4s del
50% del 4cido tartdrico precipita des-
pués dc 1a fermentacién alcohélica en
forma de sales, por el contrario del
dcido L-mdlico solo desaparece gene-
ralmente (precipitacién o degradacién)
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Figura 1.- Oxidaciétn del etanol en acético, a expresas del 6xido del alre, por las

bacterias acéticas (Divies 1973).
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Se pretende con esta experiencia
observar la influencia del 4cido L-
mdlico en el proceso de acetificacién
por bacterias acéticas.

3.- MATERIAL Y METODOS

La experiencia se realizé en un
medio nutritivo sintético que contenfa:

A.- 2 g/l de 4cido tartdrico+2 g/l
de glucosa.

B.- 2 g/l de 4cido tartérico.

C.-2 gl de 4cido L-mdlico+2g/1
de glucosa.

D.- 2 g/l de 4cido L-mélico.

Seutilizaron éstas cantidades por
ser similarcs a la de los vinos de la
Denominacién de Origen Uticl-Reque-
na.

Todos contenfan:

- 12% (v/v) de etanol.

- 3 g/l de extracto de levadura.
- 3 g/l de extracto de malta.

- 1 g/l de sulfato de amonio.

Sc utiliz6 una cepa de bacterias
acéticas aislada de vino acetificado y 1a
experiencia se llevé a cabo durante 30
dfas, a 26° C.

Andlisis realizados:

- Recuento de microorganismos: mé-
todo por dilucién en seric incubado a
26° C. de temperatura sobre agar YM
modificado:

Extrato de levadura 3 g/l

Extracto de malta 3 g/l

Glucosa 10 g/l

- Sulfato de amonio 1g/l.

- Glucosa: método qufmico.

- Acidez voldtil expresada en 4cido
acético: método Garcfa-Tena.

- Etanol, acetaldehido acetato de etilo
por cromatograffa de gases:
cromatégrafo Varian 3700, columna
Supelcowax-10de 30cm?de longitud y
0'S micras de didmetro intemo.

- Acidos tartdrico y L-mdlico por
cromatograffa de lfquicos (HPLC),
cromatégrafo Varian 5000, columna C-
8 de 5 micras de didmetro de partfcula
spherisorb, se analiz6 con dos colum-
nas en seric de 25 cm?,

- Ph: phmetro Radiometer
Copcnhagen 82.

4.- RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos analfticos viencn ¢x-
presados en:

- acidez voldtil en g/l en 4cido
acético.

- ctanol ¢n porcentaje v/v.

- acetaldehido en ppm.

- acetato de etilo en ppm.

- mélico en g/l.

- tartérico en g/l.

- glucosa en g/l.

- bacterias acéticas en microor-
ganismos/cm?,
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ENSAYO A

Acidez Ace Bacteri
Dias pH wvoldtil Etanol Acetaldehido de Eu]oTanﬁnco Glucosa acéuc:ss
0 35 - 12,00 - 2 2 652

1 342 0.14 12.00 14.47 18.08 2 2 -
3 342 0.8 1145 1441 464 2 1.5 540
9 342 0.18 1140 7.61 198 2 1.5 500
13 341 020 1083 15.10 325 197 15 800
15 341 022 1049 6.60 288 197 14 1250
18 341 051 985 17.00 253 195 1.3 1800
21 338 052 963 31.70 443 190 1.3 2650
30 320 328 797 4047 1069 1.85 0.3 8000

ENSAYOB

Acid
Dias pH v:;égll Etanol Acetaldehido de E,ulo Tartérico Ef,ﬁms
0 350 - 12,00 - - 2 652

1 340 0.14 12,00 942 1279 2 -
3 342 0.18 1195 6.77 452 2 530
9 342 0.18 11.95 3.81 1.78 198 500
13 342 020 11.73 5.35 1.31 197 440
15 339 022 11.26 2.64 1.24 197 400
18 339 025 1040 2191 289 195 355
21 338 025 990 35.10 1.57 192 360
30 338 033 926 45.73 254 186 450

ENSAYO C
Acidez ) Bacterias
Dias pH  voléil  Etanol Acetaldehido de Eulo Milico Glucosa acéticas
0 35 - 12.00 - - 2 2 652

1 339 022 1132 13.03 1089 2 1.8 -
3 338 025 1103 14.31 378 2 1.8 670
9 338 025 1061 14.88 255 2 1.8 710
13 337 073 1002 40.85 244 1.82 1.6 48x10?
15 321 247 9.27 105.78 1647 164 15 73x10
18 257 45.09 4.02 76.88 1358.00 1.10 1.5 22x10°
21 254 46.12 3.50 9266.80 766.40 1.09 15 80x10°
30  2.51 4797 285 901.61 66.21 1.09 15 55x10°



ENSAYO D

Dfas pH egigﬁnz Etanol Acetaldehido 3‘:‘:?3}3 Milico l?‘zgtuerc;ass
0 350 - 12.00 - - 2 652
1 340 0.16 11.65 1200 1521 2 -

3 340 0.18 11.33 11.28 392 2 580
9 339 0.18 10.81 4.72 1.08 2 560
13 339 0.25 10.22 5.81 1.27 197 22x10?
15  3.36 025 949 2830 1.76 195 4x10?
18 296 12.28 7.83 32676 85400 195 9x10°
21 2,61 3508 378 61.60 542 145 20x10°
30 260 3874 3.01 582.00 326 1.25 26x10°

Los resultados obtenidos nos permiten
deducir:

- En los medios nutritivos donde hay
4dcido L-mdlico, la produccién de 4cido
acético cs considerablemente superior
aloscnsayos A y B que no lo contienen
al igual que la tasa de crecimiento, la
participacién de éste 4dcido en el
metabolismo de las bacterias acélicas
esporlavidadel ciclode Krebso porla
del ciclo de glioxilato.

-El 4cido tartdrico no cs degradado y la
pequefla proporcién que desaparece
debe ser en forma de precipitado.

- Sin glucosa o L-madlico, ¢l ctanol no
parece ser una fuente de carbono fi-
cilmente degradable, y en la misma
concentracién favorece més la produc-
cién de 4cido acético el d4cido L-malico
que la glucosa.,

- El 4cido L-mélico podrfa ser 1a causa
de quedeterminadas varicdades de Vitis
YVinffera como la tempranillo, cuyo
porcentaje en este 4cido, respecto del
tartdrico, es mayor, scan més susccpti-
bles dc¢ acctificarsc que otros, como ha
ocurrido cn varias ocasiones. Estas al-
teraciones no serfan provocadas por
bacterias ldcticas, ya que determinadas

cepas, en la fermentacién malol4ctica
son capaces de producir 4cido acético,
pero en proporciones de 1 g/l de acidez
voldtil (7), al no scr capaces dc utilizar
el etanol como fuente de carbono.

S.- CONCLUSIONES

Los vinos conservados c¢n
barricas o en depdsitos, no suclen ser,
estables microbiolégicamente, los
microorganismos (poblaciones peque-
fias) se encuentran en estado latente, se
desarrollardn cuando las condicioncs
sean favorables. Las operacioncs dc
trasiego son suficientes para iniciar cl
desarrollo (5), (1). Ademds pucden vi-
vir en condiciones de anacrobiosis
(ausencia de oxfgeno), esto explicarfa
el lento crecimiento de las bacterias
acéticas, en el vino almacenado, es de-
cir al abrigo del aire (2).

Podemos concluir que el 4cido
L-mélico influye positivamente en el
proceso de acetificacién y como fuente
de carbono, es suficiente para que las
bacterias acéticas desarrollen la enfer-
medad de la acescencia (acetificacién),
cuando las condiciones de aircacién y
temperatura scan idéneas.
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