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1. INTRODUCCI1. INTRODUCCIÓÓNN

1.1 LAS BACTERIAS LÁCTICAS (BL) DEL VINO Y LA FERMENTACIÓN 
MALOLÁCTICA (FML)

La Fermentación Malolactica (FML) es 
considerada generalmente una simple 
degradación del ácido málico en los vinos 
tintos y en algunos vinos blancos, con la 
consiguiente liberación de CO2, formación 
de ácido láctico y reducción de la acidez 
total contenida en el vino en cuestión. Si 
bien esto es un hecho que realmente 
sucede,  podría ser considerado como una 
simplificación del proceso en general.
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☺☺☺☺ EFECTOS BENEFICIOSOS DE LA FML:

Disminución de la acidez: sobre todo, en vinos producidos en regiones de 

climas fríos. 

Mejora del perfil organoléptico: la calidad sensorial del vino se ve 

afectada por los componentes que son consumidos y producidos en el vino por 
el crecimiento bacteriano.

Estabilidad microbiológica: una FML completa proporciona una cierta 

estabilidad microbiológica  al eliminar del vino el ácido málico y algunos 
azúcares, y al producir compuestos antimicrobianos.
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1.1 LAS BL DEL VINO Y LA FML



���� EFECTOS INDESEABLES DE LA FML:

Elevación de la acidez volátil

Reducción de aromas varietales

Reducción del color

Alteraciones durante la FML que pueden afectar a la seguridad 
alimentaria:

Formación de aminas biógenas
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1.1 LAS BL DEL VINO Y LA FML

Producción de carbamato de etilo (CE)



El CE es el éster etílico del ácido carbámico

Se encuentra de forma natural en muchos alimentos y bebidas 
fermentados.

Es bien absorbido por el tracto gastrointestinal. Sus metabolitos 
activos  son capaces de interaccionar con el ADN.

En 2007 el IARC aumentó el CE del grupo 2B al grupo 2A 
(“probablemente carcinógeno para el ser humano”)

Dosis diaria “sin efectos” para el hombre 0,3 mg/kg/día. 

(persona 80 kg: 24 mg/día ���� 1600 L/día!)

Máximo en vinos: 

Health Protection Branch (Canadá): 30 µg/L

FDA-USA: 15 µg/L
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1.2 EL CARBAMATO DE ETILO

CARACTERÍSTICAS



Pirocarbonato de etilo

C2H5-O-C-O-C-O-C2H5 + NH3 → C2H5OH + CO2 + C2H5-O-C-NH2
ll       ll ll
O      O                                      O

pirocarbonato de etilo                    etanol                  CE

Ácido cianhídrico: compuestos aldehídicos y cetónicos propios 
de los destilados pueden formar peróxidos por acción de la luz, que 
por una reacción de tipo radical transforman el ácido cianhídrico y 
el etanol en CE.

Compuestos carbamílicos
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1.2 EL CARBAMATO DE ETILO

ORIGEN EN VINO
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1.2 EL CARBAMATO DE ETILO

ORIGEN EN VINO
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1.2 EL CARBAMATO DE ETILO - Origen



Viticultura

Estatus nitrogenado del mosto/adiciones

Cepas de levaduras

Bacterias lácticas

Aplicación de ureasa

Envejecimiento sobre lías

Transporte y almacenamiento
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1.2 EL CARBAMATO DE ETILO

INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE VINIFICACIÓN



2.1 RESULTADOS: INFLUENCIA DE DIFERENTES CONDICIONES DE VINIF2.1 RESULTADOS: INFLUENCIA DE DIFERENTES CONDICIONES DE VINIFICACIICACIÓÓN N 
SOBRE LA FORMACISOBRE LA FORMACIÓÓN DE CE N DE CE 
AntecedentesAntecedentes

Establecer la influencia de distintas condiciones de vinificación 
sobre la formación de CE. 

Condiciones de vinificación estudiadas: 

tiempo de maceración con los hollejos durante la fermentación 
alcohólica (FA)

FML inducida/espontánea

FML sobre lías

conservación
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Resultados analResultados analííticos de los vinosticos de los vinos

---11,45--11,90Grado alcohólico (% vol)

---6,5--7,9Glicerol (g/L)

---1515--1534Ácido glucónico (mg/L)

ND2,022,040,411,951,981,19Ácido tartárico (g/L)

20840523441678316Ácido cítrico (mg/L)

inapr.inapr.inapr.inapr.inapr.inapr.inapr.Glucosa/ Fructosa (g/L)

1,901,861,840,021,881,900,02Ácido láctico (g/L)

0,180,190,182,690,200,202,60Ácido málico (g/L)

0,620,740,760,390,690,700,36Acidez volátil (g/L)

5,105,205,355,505,505,106,85Acidez total (g/L)

3,943,863,863,743,843,803,71pH

Final 
FML

Final 
FML

Final 
FML

Final
FA

Final 
FML

Final 
FML

Final
FA

Etapa

TN’TLTNTPLPNPVino



2.1 INFLUENCIA DE DIFERENTES CONDICIONES DE VINIFICACI2.1 INFLUENCIA DE DIFERENTES CONDICIONES DE VINIFICACIÓÓN SOBRE LA N SOBRE LA 
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2.1 INFLUENCIA DE DIFERENTES CONDICIONES DE VINIFICACI2.1 INFLUENCIA DE DIFERENTES CONDICIONES DE VINIFICACIÓÓN SOBRE LA N SOBRE LA 
FORMACIFORMACIÓÓN DE CE N DE CE 
ConclusionesConclusiones

La máxima producción de CE se produce durante la FA.

No observamos influencia de la FML en las concentraciones de CE, 
aunque el desarrollo de la FML provocó un aumento del CEP. 

La realización de la FML sobre lías no evidenció elevación de los niveles 
de CE o de sus precursores en los vinos.

Un tiempo mayor de exposición con los hollejos durante la FA tampoco 
afectó la producción de CE, pero sí de CEP. 

No se advirtió producción de CE después de la conservación del vino 
por 12 meses.



2.2 EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES V2.2 EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES VÍÍNICAS SOBRE  LA  FORMACINICAS SOBRE  LA  FORMACIÓÓN  DE  N  DE  
CE EN VINO SIMULADOCE EN VINO SIMULADO
AntecedentesAntecedentes

Se investigó en laboratorio la capacidad potencial de 
producción de CE y de sus precursores en vino simulado durante la 
FML por parte de diferentes cepas y especies de BL frente a 
distintas condiciones de pH, concentración de etanol, temperatura 
y concentración de ácido málico.

Cepas:

O. oeni → 2 cepas: 
A (aislada de un vino de la variedad Tempranillo) 
CECT 217T

L. plantarum → 1 cepa: CECT 5671 (originalmente aislada de un 
mosto de la variedad Tempranillo)
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Oenococcus oeni CECT 217T

• arginina degradada: 94%

• proporción de conversión
arginina a citrulina: 

16% (p/p)
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Lactobacillus plantarum CECT 5671
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2.2 EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES V2.2 EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES VÍÍNICAS SOBRE  LA  FORMACINICAS SOBRE  LA  FORMACIÓÓN  DE  N  DE  
CE EN VINO  SIMULADOCE EN VINO  SIMULADO
ConclusionesConclusiones

La degradación de la arginina siempre fue retrasada con respecto a la 
degradación del ácido L-málico. No se observó degradación de arginina 
en los casos en que no se realizó la FML. 

Para las cepas de O. oeni la formación de CE fue mayor cuando la 
concentración de etanol era más elevada y el pH más bajo. Pero el CE 
potencial resultó mayor a pHs más altos. 

En el caso de L. plantarum, las condiciones que más favorecen la 
producción de CE y de CEP durante la FML fueron los niveles más elevados 
de etanol y de ácido L-málico.

La cepa estudiada de L. plantarum no fue capaz de degradar la 
arginina y no excretó citrulina en las diferentes condiciones estudiadas, 
aunque los niveles obtenidos de CE fueron similares a los alcanzados por 
las cepas de O. oeni. 



2.3 RELACI2.3 RELACIÓÓN ENTRE CARACTERN ENTRE CARACTERÍÍSTICAS ENOLSTICAS ENOLÓÓGICAS DE MOSTOS Y VINOS Y LA  GICAS DE MOSTOS Y VINOS Y LA  
FORMACIFORMACIÓÓN  DE  CEN  DE  CE
AntecedentesAntecedentes

Procedimiento:

En la vendimia de 2003 se recogieron muestras de mostos y de 
vinos al final de la FA (FFA) y al final de la FML (FFML) de 81 
vinificaciones llevadas a cabo en la bodega experimental de la 
Estación Enológica de Reus (INCAVI) 

Finalidad:

Evaluar la influencia de diferentes parámetros, como la variedad de 
la uva, la procedencia y otros parámetros enológicos habituales, 
sobre el metabolismo de la arginina y la producción de CE y sus 
precursores. 



2.3 RELACI2.3 RELACIÓÓN ENTRE CARACTERN ENTRE CARACTERÍÍSTICAS ENOLSTICAS ENOLÓÓGICAS DE MOSTOS Y VINOS Y LA  GICAS DE MOSTOS Y VINOS Y LA  
FORMACIFORMACIÓÓN  DE  CEN  DE  CE
ObjetivosObjetivos

Encontrar una correlación entre algún parámetro enológico fácil 
y habitualmente medible en mostos y vinos y el CE, o CEP, para 
poder utilizarlo como previsor de los niveles finales en los vinos de 
CE.

Determinar la posible influencia sobre el metabolismo de la 
arginina de la infección de la uva por Botrytis cinerea.



2.3 RELACI2.3 RELACIÓÓN ENTRE CARACTERN ENTRE CARACTERÍÍSTICAS ENOLSTICAS ENOLÓÓGICAS DE MOSTOS Y VINOS Y LA  GICAS DE MOSTOS Y VINOS Y LA  
FORMACIFORMACIÓÓN  DE  CEN  DE  CE
Controles analControles analííticos ticos 

Se determinaron parámetros enológicos habituales en mostos y 
vinos al FFA y al FFML. 

Se determinaron citrulina, arginina, urea, nitrógeno, CE y CEP en 
mostos, vinos de FFA y vinos de FFML. 

Se realizó el procedimiento de correlaciones bivariadas con el 
programa SPSS que calcula el coeficiente de correlación de 
Pearson.
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FORMACIFORMACIÓÓN  DE  CEN  DE  CE
Resultados: AnResultados: Anáálisis de Correlaciones lisis de Correlaciones 

Hubo una correlación negativa entre el nivel de podredumbre 
de la uva y los niveles de nitrógeno total y amonio en mostos
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FORMACIFORMACIÓÓN  DE  CEN  DE  CE
Resultados: AnResultados: Anáálisis de Correlaciones lisis de Correlaciones 

La concentración de arginina correlacionó negativamente con el 
contenido de ácido glucónico y con el nivel de afectación de la 
uva por B. cinerea.

Barras de error: 95% IC

0

20

40

60

80

100

120

140

160

SANA AFECTADA

Afectación por Botrytis cinerea

M
ed
ia
 a
rg
in
in
a 
(m
g
/L
)



2.3 RELACI2.3 RELACIÓÓN ENTRE CARACTERN ENTRE CARACTERÍÍSTICAS ENOLSTICAS ENOLÓÓGICAS DE MOSTOS Y VINOS Y LA  GICAS DE MOSTOS Y VINOS Y LA  
FORMACIFORMACIÓÓN  DE  CEN  DE  CE
Resultados: AnResultados: Anáálisis de Correlaciones lisis de Correlaciones 

El nivel de afectación de la uva por B. cinerea se correlacionó
con el consumo de arginina durante la FA.

Las medias en los consumos de arginina para uvas sanas y 
afectadas por el hongo no resultaron significativamente diferentes.

Barras de error: 95% IC
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Resultados: AnResultados: Anáálisis de Correlaciones lisis de Correlaciones 

Los niveles de CEP al FFA y al FFML correlacionaron con los 
niveles de amonio y nitrógeno total del mosto y de arginina de 
mosto y vinos de FFA y de FFML. 

Estos niveles nitrogenados pueden ser buenos indicadores de los
niveles finales de CEP en los vinos.
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Resultados: AnResultados: Anáálisis de Correlaciones lisis de Correlaciones 

Observamos correlación positiva entre los niveles de glicerol y 
de CEP al FFA.
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Resultados: AnResultados: Anáálisis de Correlaciones lisis de Correlaciones 

Observamos correlación negativa entre los niveles de CEP al 
FFML y los niveles de acidez total de mostos y vinos al FFA.
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Conclusiones Conclusiones 

Dentro de los parámetros habitualmente determinados en 
mostos y vinos aquellos que mostraron correlación con el CEP 
fueron la acidez total y el glicerol.   

Estos parámetros, junto con los niveles nitrogenados (amonio, 
nitrógeno total y arginina) de mostos y vinos son buenos 
indicadores de los niveles de CE que podrían desarrollarse en un 
periodo de almacenamiento en los vinos.
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LA FORMACILA FORMACIÓÓN DE CEN DE CE
AntecedentesAntecedentes

Objetivo:

Determinar cuál es el momento de inoculación en que se observa 
un mejor desarrollo de la FML y una menor formación de CE y de 
sus precursores en mostos y vinos de pH elevado.

Método: 

Se inocularon mostos Tempranillo y Merlot en distintos momentos de 
la vinificación con distintas cepas bacterianas.

Cepas:

Lalvin 31® (Lallemand)

Lalvin Elios1® (Lallemand)

CECT 5671 (L. plantarum, originalmente aislada de un mosto de la 
variedad Tempranillo)
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CaracterCaracteríísticas de las vinificacionessticas de las vinificaciones

128120Nitrógeno total (mg/L)

0,950,47Glicerol (g/L)

768394Ácido glucónico (mg/L)

210209Ácido cítrico (mg/L)

2,062,38Ácido málico (g/L)

4,564,58Ácido tartárico (g/L)

5,34,0Acidez total (g/L)

3,373,51pH

13,9511,64Grado alcohólico probable (% vol)

23,720,3ºBrix

MERLOTTEMPRANILLOPARÁMETRO
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CaracterCaracteríísticas de las vinificacionessticas de las vinificaciones

Uva 
Tempranillo
o Merlot

Estrujadora -
Despalilladora

Escobajo

Lallzyme EXV

MOSTO

Adición de SO2

Fermentación 
alcohólica -
Maceración

La
lle
ma

nd

YEAST
YEAST

Levadura 
VN®

980

1000

1020

1040

1060

1080

1100

Tiempo

Densidad

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

A
24 h FA  

B
1/2 FA

C
10 g/L G/F

D
Fin FA
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Resultados: EvoluciResultados: Evolucióón de la FA en las vinificacionesn de la FA en las vinificaciones

0,3011,050,001211,60
Sin 
inocular

Testigo

0,1411,600,211411,67Fin FA

0,2111,350,041411,5410 g/L G/F

0,2711,100,011411,541/2 FA

0,2611,050,031411,6024 h FA

CECT 
5671

0,2011,150,061411,75Fin FA

0,2511,300,061411,5410 g/L G/F

0,3511,350,111411,751/2 FA

0,2611,400,131411,6724 h FA

Elios 1®

0,1511,150,221411,75Fin FA

0,2311,350,021411,6010 g/L G/F

0,3711,100,001411,601/2 FA

0,4611,000,001411,6724 h FA

Lalvin
31®

Ácido 
acético 
(g/L)

Grado 
alcohólico 
adquirido 
(% vol)

Glucosa/ 
Fructosa 
(g/L)

Duración 
de la FA 
(días)

Grado 
alcohólico 
probable 
(% vol)

Momento de 
inoculación

CEPA

0,4913,650,0019
14,01  
0000

0,5013,450,001913,87

0,5413,550,001913,94

0,5413,450,021914,08

0,5213,450,001913,94

0,4813,500,021913,80

0,5413,150,001913,94

0,5313,450,001913,94

0,5213,450,001913,94

0,5513,600,001914,01

0,5213,750,001914,01

0,5413,650,001913,94

0,5813,150,001914,01

Ácido 
acético 
(g/L)

Grado 
alcohólico 
adquirido 
(% vol)

Glucosa/ 
Fructosa 
(g/L)

Duración 
de la FA 
(días)

Grado 
alcohólico 
probable 
(% vol)

MERLOTTEMPRANILLO
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Resultados: EvoluciResultados: Evolucióón de la FML en las vinificaciones n de la FML en las vinificaciones 

--Cinética FML

→→→→→→→→Viabilidad
Testigo

----------+Cinética FML

↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓↓Viabilidad
CECT 5671

--+/-+/-++++++Cinética FML

→→→→→→→→↑↑↑↑ (I)↑↑↑↑ (I)↑↑↑↑↑↑↑↑ (I)↑↑↑↑↑↑↑↑ (I)↑↑↑↑↑↑↑↑ (I)↑↑↑↑↑↑↑↑ (I)Viabilidad
Elios 1®

-+/-++-+/-++++Cinética FML

→→→→ (I)↑↑↑↑↑↑↑↑↑↑↑↑ (I)↑↑↑↑↑↑↑↑ (I)→→→→↑↑↑↑↑↑↑↑↑↑↑↑ (I)↑↑↑↑↑↑↑↑ (I)Viabilidad
Lalvin 31®

Fin FA
10 g/L 
G/F

1/2 
FA

24 h 
FA

Fin FA
10 g/L 
G/F

1/2 
FA

24 h   
FA

Momento de 
inoculación

MERLOTTEMPRANILLOVARIEDAD
CEPA

(I): Hubo imposición 



Se evidenció diferente capacidad para degradar la arginina por parte de las dos 
cepas comerciales de O. oeni ensayadas, así como diferentes niveles de CEP. Los 
niveles de CEP de los vinos inoculados con L. plantarum CECT 5671 fueron similares 
a los que presentaban los vinos inoculados con las cepas de O. oeni
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Resultados: Resultados: FormaciFormacióón de CE n de CE 

976024 Hs FA

Lalvin
Elios 1®

73661/2 FA

807110 g/L G/F

6171Fin FA

52

59

62

91

26

21

35

54

FFML

MERLOT

51

55

72

65

46

47

45

84

FFML

TEMPRANILLO

Fin FA

10 g/L G/F

1/2 FA

24 Hs FA

CECT 
5671

Fin FA

10 g/L G/F

1/2 FA

24 Hs FA

Lalvin 31®

Momento de 
inoculación

CEPA

CEP (µg/L)
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Resultados: Resultados: AnAnáálisis estadlisis estadíístico stico 

En los vinos Tempranillos se observó correlación entre los niveles 
de CEP y la concentración de ácido acético. 
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Resultados: Resultados: AnAnáálisis estadlisis estadíístico stico 

En los vinos Merlot las medias de las concentraciones de citrulina
y de CE al FFML fueron diferentes dependiendo de la cepa 
inoculada. 

Barras de error: 95% IC
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Resultados: Resultados: AnAnáálisis estadlisis estadíístico stico 

Las concentraciones de citrulina tanto al FFA como al FFML 
difieren en las variedades de uva ensayadas.

Barras de error: 95% IC
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Resultados: Resultados: AnAnáálisis estadlisis estadíístico stico 

Las concentraciones de citrulina presentaron correlación tanto 
con el tiempo de duración de la FML como con las 
concentraciones de ácido acético. 
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ConclusionesConclusiones

Las dos cepas comerciales ensayadas mostraron diferente 
capacidad para degradar la arginina y los vinos obtenidos con 
Lalvin Elios 1® presentaron niveles más elevados de CEP que los 
inoculados con Lalvin 31®. 

Los niveles de CEP de los vinos inoculados con L. plantarum CECT 
5671 fueron similares a los que presentaban los vinos inoculados
con las cepas de O. oeni.

En los vinos Tempranillo hubo correlación entre los niveles de 
CEP y la concentración de ácido acético. 

En los vinos Merlot las concentraciones de citrulina y de CE al 
FFML fueron ligeramente mayores en los vinos inoculados con las 
cepas comerciales de O. oeni en comparación a aquellos 
inoculados con la cepa de L. plantarum. 



3. CONCLUSIONES GENERALES3. CONCLUSIONES GENERALES

Entre diferentes prácticas de vinificación examinadas, ni la realización 
de la FML sobre lías ni la conservación del vino por 12 meses afectaron los 
niveles de CE. Aunque el desarrollo de la FML y un mayor tiempo de 
exposición con los hollejos no influyeron los niveles de CE, sí provocaron 
un aumento del CEP. 

La degradación de la arginina aumentó el crecimiento de O. oeni en 
algunas condiciones y siempre fue retrasada con respecto a la 
degradación del ácido L-málico. No se observó degradación de arginina 
en los casos en que no se llevó a cabo la FML. 

Diferentes cepas comerciales de O. oeni mostraron diferente capacidad 
para degradar la arginina y diferentes niveles de CEP.

La cepa ensayada de L. plantarum no degradó arginina ni excretó
citrulina, aunque los niveles de CE fueron similares a los alcanzados con
cepas de O. oeni. 

Los niveles nitrogenados, de glicerol y de acidez total de mostos y vinos 
pueden ser buenos indicadores de los niveles de CE que podrían formarse 
durante la conservación de los vinos.

Hubo mayor consumo de arginina durante la FA en uvas afectadas por 
B. cinerea, aunque no diferencias significativas con respecto a uvas sanas. 
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