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RESUM

La vinificacio és un procés biotecnologic clau que implica la fermentacié alcoholica i la fermentacio
malolactica, realitzades pels llevats i els bacteris lactics respectivament. No obstant aix0, no tots els vins
requereixen la fermentacié malolactica, fet que ressalta la importancia de coneixer els factors que afecten
a la fermentaci6 alcohdlica i als llevats implicats, aixi com als bacteris lactics que realitzen la fermentacid
malolactica i els factors que influeixen en aquesta reaccio. Es crucial entendre els factors associats a aquests

processos per poder conéixer les interaccions entre microorganismes i els factors del medi.

L'objectiu d'aquest treball es estudiar I'efecte de I'addicié d'acid fumaric i de lies de llevat en el most i
el vi durant la fermentacid alcoholica i la fermentacié malolactica a dues condicions diferents de pH. Es
busca analitzar I'evoluci6 de I'acid fumaric i els diferents pH en la cinética de la fermentaci6 alcoholica i
en la poblacio de Saccharomyces cerevisiae EC1118. També s'analitza I'efecte de I'acid fumaric en diferents
etapes de la fermentacié malolactica i la poblacié d'Oenoccocus oeni VP41. Es realitza un analisi dels
parametres principals del vi al final de la fermentaci6 alcohdlica i de les dues fermentacions malolactiques
en les diferents condicions establertes.

ABSTRACT

Winemaking is a key biotechnological process involving alcoholic fermentation and malolactic
fermentation, carried out by yeasts and lactic acid bacteria respectively. However, not all wines require
malolactic fermentation, which highlights the importance of knowing the factors that affect alcoholic
fermentation and the yeasts involved, as well as the lactic bacteria that carry out malolactic fermentation
and the factors that influence it reaction It is crucial to understand the factors associated with these processes

in order to understand the interactions between microorganisms and environmental factors.

The aim of this work is to study the effect of the addition of fumaric acid and yeast lees in must and
wine during alcoholic fermentation and malolactic fermentation at two different pH conditions. The aim is
to analyze the evolution of fumaric acid and the different pH in the kinetics of alcoholic fermentation and
in the population of Saccharomyces cerevisiae EC1118. The effect of fumaric acid on different stages of
malolactic fermentation and the population of Oenoccocus oeni VP41 is also analyzed. An analysis of the
main parameters of the wine is carried out at the end of the alcoholic fermentation and of the two malolactic

fermentations under the different established conditions.



1. INTRODUCCIO

Catalunya, situada al nord-est d’Espanya, és una regi6 del Mediterrani que ofereix un clima favorable
per al conreu de la vinya i per a la produccio de vins de qualitat. Aquest petit territori té una llarga i rica
tradicio vitivinicola que data segles enrere. El sector vitivinicola catala és conegut per la seva diversitat
varietal de raim i per la seva qualitat. Una de les principals caracteristiques que destaca del sector és la
presencia de nombroses Denominacions d'Origen (DO) i una Denominacions d'Origen Qualificada (DOQ);
algunes de les més reconegudes sén DOQ Priorat, DO Montsant, DO Penedeés, DO Costers del Segre i DO
Emporda, entre d’altres. Segons dades oficials de I’any 2021 de la Generalitat de Catalunya, de 'INCAVI
i de I’Observatori de la vinya, el vi i el cava, Catalunya té una superficie total de 57.250 ha en produccio,
18.637 ha per a varietats negres i 38.391 ha per a varietats blanques. Respecte la collita de raim es van
recollir un total de 421.316 Tn i es van produir 3.246.197 hL de vi, un 33,4% superior a I'any anterior. Les
exportacions de vi van ser de 619.218 M d’€, un 19% superior a ’any anterior. Tot i tenir dades molt

gratificants i distintives del sector, cal destacar 1’efecte del canvi climatic a la industria vitivinicola.

El procés de vinificacio el constitueixen un seguit d’etapes i operacions que es realitzen per a 1’obtencio
de vi a partir de la fermentacio alcoholica (FA) del most de raim i la posterior fermentacié malolactica
(FML) del vi. La FA del most és un procés bioquimic que es realitza en tots els vins, en el qual els llevats
metabolitzen els sucres en etanol i dioxid de carboni [ CeH120e — 2 CO2 + 2 CoHsO + 2 ATP].
Aquest proceés es produeix principalment gracies als llevats del grup Saccharomyces cerevisiae, els quals
tenen requeriments nutricionals i de creixement variables segons les soques de S. cerevisiae ([sucres],
[nitrogen], [microelements], temperatura, oxigen i substancies inhibidores o toxics) (Kenneth C. Fugelsang
& Charles G. Edwards, 2007). La glucosa present en el medi, mitjangant la via metabolica de la glucdlisi,
es degradada en dues molécules d'acid pirtvic, les quals s'oxiden per obtenir acetaldehid i en el procés de
la FA a partir d’aquest obtenir com a producte I’etanol. El cicle de Krebs (CK), també conegut com a cicle
de I’acid citric, el formen un seguit de processos que es duen a terme a I’interior de les cél-lules tant dels
llevats com dels bacteris lactics durant la FA i la FML, a través dels quals s’obté energia, coenzims i
molécules necessaries per al creixement i I’activitat dels llevats. Degut a les caracteristiques del medi en
condicions enologiques el CK no es completa i es troba dividit en dos parts. Per una banda es duen a terme
les reaccions fins la de formacio de 1’acid succinic, i per altra banda, es duen a terme les reaccions fins la

formacio d’a-cetoglutarat. Es pot observar en I’esquema del CK segiient (Figura 1.1).
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Aquest cicle s’inicia amb el metabolisme de ’acetil-CoA, una molécula clau en el CK la qual es pot
obtenir a partir del metabolisme del piruvat, dels acids grassos i dels aminoacids. A través del cicle de Krebs
es poden obtenir metabolits importants per al metabolisme de les cél-lules; com I’acid citric: el metabolisme
del qual dona inici al CK, I’acid a-cetoglutaric: que és un intermediari important per a la produccié d'energia
i per al metabolisme dels aminoacids, 1’acid fumaric, I’acid malic, I’acid oxalacétic, per tancar el CK. Per
altra banda, la FML, és un procés de descarboxil-lacié de 1’acid L-malic a acid L-lacic catalitzada pels
bacteris lactics, principalment per Oenoccocus oeni [acid L-malic — acid L-lacitc + CO2] (Bauer
& Dicks, 2004). Les condicions optimes per O. oeni son: pHs d’entre 3,3-3,6, medi amb aminoacids, grau
alcoholic d’entre 10-14% (v/v), dioxid de sofre (SOy) inferior a 50 mg/L, evitar acids grassos de cadena
mitja al medi i temperatures d’entre 18-20°C. Aquest tipus de bacteris poden utilitzar els sucres del medi
generant acid L-lactic i acid acétic, ja que son heterofermentatius. A més, també poden metabolitzar I’acid
citric donant lloc al diacetil, un compost volatil amb aroma a mantequilla. La FML es realitza en la majoria

de vins negres i en alguns tipus de vins blancs per disminuir 1’acidesa, empobrir el medi per evitar



microorganismes competidors i augmentar la complexitat aromatica. No obstant, el canvi climatic presenta
diverses problematiques forca rellevants per al sector vinicola i la qualitat dels vins. Actualment els
productors han d'implementar estratégies adaptatives per continuar amb la produccié i mitigar els impactes.
Aquestes problematiques son 1’augment del pH dels vins, 1’elevat grau alcoholic, la disminucié de la
concentracid d’acid malic, I’alta quantitat de nitrogen i I’elevada produccié d’amines bidogenes, entre
d’altres. Aixi doncs, per minimitzar i eludir aquest seguit de problemes en el mon del vi i per evitar la FML
en vins blancs i rosats, una de les principals alternatives que s’ha proposat es modificar el procés de
vinificacid e inhibir la FML del vi. (Ubeda et al., 2020)

Per tant, I’alternativa que els productors utilitzen per contrarestar la disminuci6 de 1’acidesa total dels vins
i el fet d’inhibir la FML en els vins poc acids és afegir acids organics al vi. Els acids organics tenen un
paper fonamental tant en la FA com en la FML del vi. La seva importancia no es limita només al fet que
son productes metabolitzats pels microorganismes implicats en aquests processos, sind que també tenen un
impacte significatiu en la quimica i en el perfil general del vi. Per aix0 és important congixer les propietats

d’aquests compostos i especialment els pKa (Figura 1.2 seglent).

Taula 1.2 — Dades del pKa dels principals acids organics en el vi. Font: (Gancel et al., 2022)

Acids organics pKaa 20°C Acids organics pKaa 20°C
Acid tartaric 2,98-4,34 Acid citric 3,09-4,39-5,74
Acid L-malic 3,40-5,05 Acid fumaric 3,03-4,44
Acid L-lactic 3,81 Acid succinic 4,18-5,23

Els acids organics autoritzats per la Organitzacio Internacional de la Vinya i del Vi (O1V) son els acids D-
i L-lactic, ’acid L-tartaric, 1’acid citric, i des del 2021, 1’acid fumaric. L’acid fumaric, E297, és un acid de
baixa solubilitat (6,6-8,1 g/L) en comparacid amb els altres acids que en baixes concentracions es capag
d’inhibir el procés de la FML mitjangant el control del creixement i de ’activitat dels bacteris lactics
(Morataetal., 2020). A més, té una accio acidificant i pot ser una forma complementaria per reduir I’addicid
d’anhidrid sulfurds durant el procés de vinificacid. L acid fumaric es pot afegir en vins a una dosis maxima
permesa de 0,6 g/L sense repercutir en les caracteristiques organoléptiques (International Organization of
Vine and Wine, 2021a, 2021b) . A part de ’acci6 inhibidora de I’acid fumaric, en els casos que es duu a
terme la FML, hi ha diferents condicionants que influeixen en el procés de la FML i que s’han de tenir en
compte. Alguns d’aquests condicionants son: la temperatura, el pH, els acids organics i la preséncia o

abséncia de lies de llevat.

e La temperatura és un factor essencial per al procés fermentatiu i per al desenvolupament d’O. oeni
VP41. Les temperatures optimes solen estar entre els 18-20°C, ja que els valors massa baixos poden
alentir l'activitat dels bacteris lactics i les temperatures massa altes poden afectar negativament el perfil
organoleptic del vi (Bauer & Dicks, 2004).

e El pH del vi és un factor imprescindible per I’activitat d’O. oeni, per aquest motiu es necessari que els
valors del pH siguin superiors a 3,3 i aixi facilitin la supervivéncia i I'activitat dels bacteris lactics; un

pH més baix provoca inconvenients en 1’activitat metabolica de la soca VP41 (Bauer & Dicks, 2004).



e Els acids organics principals que es troben en el vi son 1’acid L-malic, I’acid tartaric, 1’acid succinic i,
en el cas de ser afegit, I’acid fumaric. Els nivells d'acid L-malic disponibles en el vi s6n essencials per
a la realitzacio de la FML; I’acid tartaric és un dels principals acid organics del vi, el qual només pot
ser metabolitzat pels bacteris lactics en condicions aerobiques. L’acid succinic és produit durant la FA
per part dels llevats, tant mateix, aquest acid no és metabolitzat pels bacteris lactics durant la FML.
L’acid fumaric és un acid que pot estar present en el vi per dos fets: degut al metabolisme dels llevats
en el CK a partir del succinat o degut a I’addicié d’aquest acid en el vi (Bauer & Dicks, 2004).

e Lesliesde llevat provenen de la biomassa i de les restes dels llevats durant la FA. L’addici6 d’aquestes
durant la FML pot estimular el rendiment d’O. oeni VP41l degut a la major disponibilitat de
manoproteines i compostos nitrogenats. Aquestes macromolécules presents en el medi poden ser
assimilades pels bacteris lactics com a font de nitrogen, afavorint en el seu metabolisme (Balmaseda
etal., 2021).

2. OBJECTIUS

L’adici6 d’acid fumaric de moment només s’autoritza en vins afectats com s’ha descrit anteriorment. S ha
demostrat en els estudis realitzats que 1’acid fumaric es metabolitza poc pels bacteris lactics i que te un
efecte inhibidor dels mateixos en els vins, no obstant, falta sobre ’efecte de 1’acid fumaric respecte els
llevats, tant a nivell del desenvolupament de la FA com en el metabolisme dels llevats durant el procés, ja
gue sabem que 1’acid fumaric és un metabolit del CK. Per altra banda, com s’ha mencionat anteriorment a
la Taula 1.2, aquest acid té un pKal de 3,03 i un pKa2 de 4,44, el seu efecte es dona lloc a pHs extremes
tant pels llevats com pels bacteris lactics. Per tant, seria interessant estudiar 1’efecte de 1’acid fumaric en
mostos i vins a pH 3 i 4. La preséncia de les lies de llevat, posit constituit principalment pels llevats que
realitzen la FA, seria un parametre interessant d’estudiar per conéixer la seva influéncia en I’eficiéncia de

I’acid fumaric en els vins.

Per tant, I’objectiu principal d’aquest treball és estudiar 1’efecte de 1’addicio d’acid fumaric i de lies de

llevat en el most i el vi durant la FA i la FML en dues condicions de pH.
Els objectius especifics son:

e Estudi de I’efecte i de I’evolucié de ’acid fumaric i els diferents pH en la cinética de la FA i en la
poblaci6 de Saccharomyces cerevisiae EC1118.

e Estudi de I’efecte i de I’evolucioé de 1’acid fumaric, els diferents pH i I’addicio de lies de llevat en la
cinética de la FML i en la poblaci6é d’Oenoccocus oeni VP41,

e  Estudi de I’efecte de xocs d’acid fumaric en diferents moment de la FML respecte la cinética de la
fermentacié i la poblacio d’Oenoccocus oeni VP41,

e Analisi de I’efecte de les diferents condicions en els principals parametres del vi al final de la FA i de
les dues FML.



3. MATERIALS | METODES

3.1. MOST SINTETIC

El most sintetic que es va utilitzar per a realitzar la fermentacid alcoholica es va preparar segons Ruiz-
de-Villa et al., 2023 110 g/L glucosa (Panreac, Barcelona, Espanya): 110 g/L fructosa (Panreac), 5 g/L
d’acid tartaric (Sigma-Aldrich, Barcelona, Espanya), 2 g/L d’acid L-malic (VWR, Barcelona, Espanya),
0,5 g/L d’acid citric (Panreac), 1,7 g/L de Yeast Nitrogen Base sense aminoacids ni sulfat d'amoni (Difco,),
50 mg N/L de clorur d'amoni (Panreac) i 1,56 mg N/L d’un stock d'aminoacids (tots de Sigma-Aldrich,
composicié en Annex 1-Taula A3). Per tal de reproduir les condicions més semblants a les del most natural
es va ajustar una part del most a pH 3 i I'altra part a pH 4.

Un cop ajustat el pH, es va filtrar el most amb una membrana de 0,22 um (Sigma) amb una bomba de
vuit en un recipient estéril. Posteriorment, es va afegir una solucié de B-sitosterol (Ref: 85541, Sigma-
Aldrich) i acid linoleic (Ref: 62240, Sigma-Aldrich) per obtenir una concentracié final de 5 i 100 mg/L
respectivament. Finalment, els dos mostos preparats a pH 3 i 4 es van separar en dos condicions, adicié
d’acid fumaric (Ravago Chenicals, Barcelona, Espafia) (3MF i 4MF) amb una dosi de 0,6 g/L i sense acid
fumaric (3M i 4M); (Figura 3.1.1).

ACID FUMARIC
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Figura 3.1.1 - Esquema de les condicions del most. Font: propia.

3.2. MICROORGANISMES

3.2.1. Llevats

Per dur a terme la FA es va utilitzar la soca de llevat Saccharomyces cerevisiae EC1118 (Lallemand
S.A., Montreal, Canada), llevat sec actiu (LSA) comercial. Per preparar els indculs es van seguir les
instruccions del fabricant per rehidratar-la a 38°C durant 30 minuts amb aigua destil-lada estéril. La tassa

d’inoculacio va ser 1-108 cél-lules/mL.

3.2.2. Bacteris lactics

Per realitzar la FML es va escollir la soca VP41 d’Oenococcus oeni (Lallemand), ja que aquesta soca
ha demostrat obtenir bons resultats en estudis anteriors de Ruiz-de-Villa et al., 2023. Per les FML amb i
sense lies de llevat, O.oeni VP41 (conservada amb 15% (v/v) de glicerol a -80°C) es van reactivar en medi
liquid modificat de Man Rogosa Sharpe (MRS) a 28°C. La composici6 del MRS és la segiient: 55 g/L. MRS
(Scharlau, Barcelona, Espanya) complementat amb 4 g/L d'acid D,L-malic (Sigma-Aldrich,) i 5 g/L de
fructosa (Panreac) a pH 5. Les fermentacions es van inocular amb una poblacid inicial de d’O. oeni d’1-10”
cel/mL.



Per realitzar la FML amb xocs d’acid fumaric també es va utilitzar O.oeni VP41 liofilitzada
(Lallemand). Per rehidratar els bacteris es van seguir les instruccions del fabricant: 20°C durant 10 minuts

amb aigua destil-lada estéril. La poblacié inicial de bacteris va ser d’1-107 cel/mL.

3.3. LIESDELLEVAT

Els vins resultants de la FA es van centrifugar a 10.000 rpm durant 15 minuts, un cop centrifugats, es
va obtenir el pellet de cada condicié, que és la biomassa i les restes dels llevats. Aquests pellets es van
congelar i liofilitzar per tal d’obtenir les lies de llevats de cada condicid. L’esquema de 1’obtencid de les

lies de llevat a partir dels vins es pot veure en la Figura 3.3.1.
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Figura 3.3.1 - Esquema de I’obtencio de les lies de llevat. Font: propia

3.4. CONDICIONS DE FERMENTACIO

3.4.1. Fermentacié Alcoholica

Per dur a terme les FA dels mostos sintetics es van preparar quatre condicions: dos valors de pH, 3 i 4,
i dos tipus de most, un most control (M) i un most en el qual s’afegia 0,6 g/L d’acid fumaric (MF). Per dur
a terme la fermentaci6 alcohdlica es van utilitzar fermentadors de 500 mL, es van afegir 400 mL de most
sintétic a cada fermentador i es van posar a una agitadora-incubadora (Infors HT, Bottmingen, Suiza) a
28°C i una agitacio6 a 80 rpm. Totes les fermentacions es van realitzar per triplicat. Un cop acabada la FA,
els vins es van estabilitzar durant 7 dies a 4°C. Passada 1’estabilitzacio, el vi resultant es va centrifugar a
10.000 rpm durant 15 minuts. El vi centrifugat es van filtrar amb membranes de 0,22 um (Merck) mitjangant

una bomba de vuit. L’esquema general de les diferents condicions es troba a I’ Annex 1 — Figura Al.



3.4.2. Fermetacié Malolactica amb i sense lies de llevat

Per realitzar la FML es van reunir els triplicats de cada condicié (pH 3 i 4 i M i MF) per obtenir 4 vins.
A aquestes 4 condicions se’ls van afegir 2 condicions més, la de preséncia 0 absencia de lies a una
concentracio d’1g/L; es mostra I’esquema del pla experimental a la Figura 3.4.2.1. Les FML es van realitzar

amb tubs de 50 mL a 20°C en condicions estatiques.
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=5 =5 O. oeni
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~ ¥ _
D

3MFS 3MFL 4MFS 4MFL

FERMENTACIO MAOLACTICA
AMB i SENSE LIiES DE LLEVAT

Figura 3.4.2.1 - Esquema de les diferents condicions de fermentacions malolactiques amb i sense
lies de llevat. 3MS, pH 3 vi control sense lies; 3ML, pH 3 vi control amb lies; 4MS, pH 4 vi control
sense lies; 4ML, pH 4 vi control amb lies; 3MFS, pH 3 vi amb acid fumaric sense lies; 3MFL, pH 3 vi
amb acid fumaric i lies; 4MFS, pH 4 vi amb acid fumaric sense lies ; 4MFL, pH 4 vi amb acid fumaric

i lies. Font: propia

3.4.3. Fermentacié Malolactica amb xocs d’acid fumaric

Per a realitzar aquesta FML el vi restant a pH 4 de la fermentaci6 alcoholica es va corregir. En el cas
del vi amb acid malic, es va afegir 0,2 g/L d'acid malic i en el cas del most amb acid fumaric a pH es va
corregir amb 0,2 g/L d'acid malic. Posteriorment els dos vins van ser corregits fins a pH 4 amb KOH a 5M.

Les condicions de les FML dels xocs van ser: pH 4 i most malic, amb control, xoc A i xoc B, i pH 4 i most



malic i fumaric, amb control, xoc A i xoc B. Es pot observar I’esquema a la Figura 3.4.3.1 seglient. Les

FML es van realitzar en tubs de 50 mL, a 20°C en estatica.
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079
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FERMENTACIO MAOLACTICA
AMB XOCS D’ACID FUMARIC

O. oeni
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Figura 3.4.3.1 - Esquema de les diferents condicions de fermentacions

malolactiques amb xocs d’acid fumaric. Font: propia

35. DETERMINACIONS DE LES POBLACIONS EN LLEVATS | BACTERIS LACTICS

3.5.1. Poblacid dels llevats

Es va realitzar el recompte de les cél-lules viables dels llevats en medi solid Yeast extract Peptone Dextrose
Agar (YPDA), les quals contenien 10 g/L d'extracte de llevat (Panreac), 20 g/L de peptona (Panreac), 20
g/L de glucosa (Panreac) i 20 g/L d’agar (Panreac). A partir de dilucions seriades es va sembrar el YPDA

en superficie i les plaques s’incubaven durant 48 h a 27°C.

3.5.2. Poblaci6 de bacteris lactics

El recompte de bacteris lactics es va realitzar en plaques MRS solidificat amb 20 g/L d’agar (Panreac) a un

pH de 5. Les plaques un cop sembrades s’incubaven durant 8 dies a 27°C en una incubadora de CO; (10%).

3.6. SEGUIMENT DE LES FERMENTACIONS ALCOHOLICA | MALOLACTICA

3.6.1. Fermentacié Alcoholica

Durant el procés, es van prendre mostres diaries i es va determinar la cinética de fermentacié mitjangant
la mesura de la densitat de mostres centrifugades amb un densimetre electronic (Densito 30PX Portable
Density Mettler-Toledo, Espanya). El final de la fermentacié alcohdlica es va considerar quan la
concentracio de sucres era inferior a 2 g/L, determinada de manera enzimatica mitjancant el

multianalitzador Y15 (Biosystems S.A., Barcelona, Espanya).
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3.6.2. Fermentacions Malolactiques amb o sense lies de llevat i amb xocs d’acid fumaric

El consum d'acid L-malic es va controlar de manera enzimatica a diari mitjancant I’analitzador Y15
(Biosystems S.A.). Les FML es van considerar completades quan la concentracid d'acid L-malic < 0,1 g/L

0 quan la concentraci6 d'acid L-malic era constant durant 1 setmana.

3.6.3.  Calcul de les arees de sota la corba (AUC)

La mesura de l'area sota la corba (AUC) tant per la baixada de les densitats de la FA o el consum de L-
malic durant la FML, es va utilitzar com a indicador del rendiment de fermentacio, el qual, ens va permetre
donar-nos una indicacié sobre els consums de sucres per part dels llevats i d’acid L-malic per part dels
bacteris lactics independentment dels temps totals de cada procés. Les AUCs es van calcular integrant la
disminuci6 de la densitat durant la FA o la reducci6 del consum d'acid L-malic durant la FML entre dues
vegades consecutives. La férmula del calcul és la suma de les AUCs consecutives = X [((d2+d1)/2) * (to-t1)
+ ...+ ((da*+dn1)/2) * (ta-tn)] on di, da, ... dn, a1 SON les densitats del most de raim/vi en els temps 1, 2,

nin-1, respectivament.

3.7. ANALISI DELS PRINCIPALS PARAMETRES ENOLOGICS

3.7.1. Mesura del pH

Es va mesurar el pH dels mostos, dels vins abans i després de la FA i dels vins abans i després de la
FML. La mesura es va fer mitjancant un pH-metre, que per tal de garantir la precisié de les mesures es va

calibrar amb solucions de pHs coneguts (4 i 7).

3.7.2.  Analisis enzimatics i colorimeétrics

Es van analitzar els mostos abans de la FA i els vins després de la FA, abans de les FML i un cop
acabades. Per tal de determinar la concentracié dels acids organics (tartaric, acetic, D-lactic, L-lactic, citric
i L-malic) i altres metabolits (glucosa-fructosa, nitrogen amino primari (PAN) i amoni). Els diferents
metabolits es van quantificar de manera enzimatica mitjancant el multianalitzador Y15 (Biosystems S.A.).
El pre-tractament de la mostra consistia en centrifugar les mostres a 7.800 rpm durant 5 minuts per tal

d’evitar particules en suspensio.

La determinacié de la concentracié de 1’acid fumaric abans de la FA i dels vins després de la FA, abans

de les FMLs i un cop acabades, es va realitzar utilitzant el métode Fernandez-Vazquez et al., 2021.

3.7.3.  Analisi per HPLC

Després de la FA es van analitzar el glicerol, 1’etanol i I’acid succinic del vi per cromatografia liquida
d’alt rendiment (HPLC) mitjancant un Agilent 1100 (Tecnologies Agilent, Waldbronn, Alemanya) segons
el métode de Zhu et al., 2020. El procediment de preparaci6 de la mostra implicava filtrar les mostres amb
filtres de porus de 0,22 um (Tecnologies Agilent) abans de la injeccio. Les condicions cromatografiques
eren: columna HI-PLAX H (300 mm x 7,7 mm) dintre un forn a 60°C, una fase mabil constituida per 5

mM H,SO4 i un cabal de 0,6 mL/min. Els diferents metabolits van ser detectats a 210 nm mitjancant un
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detector MWC (detector de longitud de diverses ones G1365B) i per refracci6 amb un detector RID
(detector d'index de refraccio de 1260 Infinity I, tecnologies Agilent). Les concentracions de glicerol,
d’etanol i d’acid succinic es van calcular a partir de les rectes de calibracié externes dels estandards

coneguts.

3.8. ANALISI ESTADISTIC

Tant la FA com les dues FMLs es van realitzar amb totes les condicions per triplicat. Es va utilitzar la
versio 2021.5.1 del programari XLSTAT (Addinsoft, Paris, Franga) per a realitzar els analisis estadistics.
Les dades es van analitzar mitjancant un ANOVA bidireccional i amb proves Tukey HSD (diferéncia
significativa de I’honestedat) amb un interval de confianga del 95% i el nivell significatiu amb un valor p
<0,05.

4. RESULTATS I DISCUSSIO

41. FERMENTACIO ALCOHOLICA

A continuaci6 s'analitzen els resultats de les fermentacions alcoholiques que es van realitzar a pH 3 i 4,
tant en preséncia només d'acid L-malic en el most com en presencia simultania d'acid L-malic i acid fumaric
per a cada condici6 de pH.

4.1.1. Cinetica, poblaci6 i evolucié de I’acid fumaric durant la fermentacié alcoholica
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Figura 4.1.1.1 a) Evoluci6 de la cinética de la fermentacio alcohdlica dels mostos sintétics 3M — most
de pH 3 amb acid malic, 4M — most de pH 4 amb acid malic, 3MF — most de pH 3 amb acid malic i acid
fumaric i 4MF — most de pH 4 amb acid malic i acid fumaric amb S. cerevisiae representada mitjancant la
densitat (g/L) al llarg del temps (dies). b) - Seguiment de la poblaci6 de llevats cultivables (ufc/mL) durant
la fermentaci6 alcoholica dels mostos sintéetics 3M, 4M , 3MF i 4MF. c) — Evolucié de la concentracié
d’acid fumaric (g/L) durant la fermentacié alcoholica dels mostos sintetics 3M , 4M, 3MF i 4MF al llarg

del temps (dies). Font: propia

A la Figura 4.1.1.1 a) de I’evoluci6 de la cinética de la fermentacié es pot observar que tot i no haver
canvis significatius rellevants al llarg del proces i que les fermentacions es van completar totes al dia 13, a
meitat de la fermentacié el consum de sucres dels medis 3MF i 4MF és menor respecte les condicions que
no tenen acid fumaric (3M i 4M). Aquest fet també es veu reflectit en la Taula A4 de I’Annex 1 en els
valors de la concentraci6 de sucres residuals. Tan mateix, a la Figura A2 de I’Annex 1 — Representacié de
les AUCs, s’observa un increment de les AUCs dels mostos 3MF i 4MF, 11258,2 i 11260,6 en comparacio
amb les AUCs dels mostos 3M i 4M, 11245,1 i 11244,6. Tenint en compte també les lletres dels grups
segons ’ANOVA, es pot veure que el pH no influencia de forma significativa en la cinetica de la
fermentaci6 alcoholica en aquest cas pero si que ho fa la preséncia d’acid fumaric en el medi, tot el contrari

dels resultats de I’article de Jamalzadeh et al., 2012.

A la Figura 4.1.1.1 b) s’observa que la poblacio de S. cerevisiae a I’inici de les FAs en les quatre
condicions és de 10°+ 0 ufc/mL. Les poblacions augmenten de forma exponencial fins al dia 3, on arriben
al maxim de poblacié, amb valors de fins a 3 x 107 ufc/mL. Es pot veure que durant tota la FA es manté la
poblacio entre les condicions, no obstant, en la condicié 3M la poblacio final és de forma no significativa

inferior a les demés, amb un valor d’1 x 107 ufc/mL.

Alafigura4.1.1.1 c) s’observa que no hi ha quantificacié d’acid fumaric en els mostos 3M i 4M al llarg
de la fermentacio6 alcoholica. El fet de que la concentracié d’acid fumaric sigui 0 g/L en tota la fermentacio
pot ser degut a que el llindar de deteccio del kit enzimatic sigui superior a les concentracions d’acid fumaric
dels vins 3M i 4M. El limit de quantificacio i el limit de determinacié del métode enzimatic per a la
quantificacio d’acid fumaric en most sintétic amb acid malic és de 0,016 g/L i 0,055 g/L respectivament

(Fernandez-Vazquez et al., 2021).
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En el cas dels motos 3MF i 4MF, es pot observar que la concentracio inicial d’acid fumaric és de 0,65
g/L. AllaFigura4.1.1.1 ¢) es mostra que durant la fermentacio la concentraci6 d’acid fumaric extracel-lular
disminueix de forma gradual amb el temps. S’observa que hi ha una diferencia significativa en les
concentracions finals d’acid fumaric en els vins 3MF i1 4MF, on les concentracions a I’altim dia de
fermentacio son 0,13 i 0,36 g/L respectivament. Segons Shah et al., 2016, i tal com s’observa al grafic,
disminueix la concentracio d’acid fumaric degut a que les cél-lules de llevat capten I’acid fumaric a
I’interior de la cél-lula mitjangant el métode d’importacio de la difusié passiva, quan ’acid es troba de
forma no-disociada al medi. Tant mateix, la concentracié més baixa de fumaric a final de fermentaci és
en la condicié 3MF. El pK,1 de I’acid fumaric (3,03) és molt proper al pH del vi (pH =3), d’aquesta forma
hi ha un 50% d’acid fumaric no dissociat en equilibri amb 1’altre 50% de la forma monodissociada, aixi
doncs, tal com diu Gancel et al., 2022 i Jamalzadeh et al., 2012, I’acid no dissociat és la principal espécie
que absorbeixen les cél-lules de llevat per difusid passiva, ja que la forca motriu en aquestes condicions és

de I’exterior cel-lular a I’interior. Per tant, les condicions del vi a pH 3 faciliten la captaci6 de I’acid fumaric.

4.1.2. Parametres quimics dels vins

La composicié metabdlica dels vins un cop finalitzada la fermentacié alcoholica va canviar entre les
diferents condicions. Es pot consultar a Annex 1 - Taules A3 i A4 les dades dels diversos parametres tant
a I’inici com al final de la FA: pH, en g/L: densitat, glucosa-fructosa, acid tartaric, acid acetic, acid D-lactic,
acid L-lactic, acid citric, acid succinic i acid L-malic, en v/v% I’etanol i finalment, en mg N/L: nitrogen-
PAN, nitrogen-AMONI i YAN final.

Pel que fa al pH dels vins, es pot observar una disminuci6 de I’acidesa en els quatre vins un cop acabada
al fermentacio alcoholica. Es pot observar a la Taula A4 que entre els vins de les condicions 3M i 3MF hi

ha diferencia significativa en el valor del pH.

Les dades dels sucres residuals (glucosa-fructosa) dels vins sintétics que s’aprecien a la Taula A4
mostren que en tots els casos la concentracié és inferior a 2 g/L, per tant hi ha hagut un elevat consum per
part del llevat en totes les condicions; no obstant, les concentracions de glucosa-fructosa a pH 4 (4M i 4MF)

son significativament inferiors a la concentracio6 de la condicié 3MF.

Tal com es veu a la Taula A4, hi ha hagut una baixa produccié d’etanol en les quatre condicions. Tant
mateix, en les condicions on hi havia preséncia d’acid fumaric en el most (3MF i 4MF) s’observa que la

tendéncia és d’una disminucié del grau alcoholic del vi.

En el cas del glicerol, nitrogen-AMONI, acid acetic, acid L-lactic, acid citric i acid L-malic, no

s’observa cap diferéncia significativa entre les diferents condicions.

Les dades del nitrogen-PAN dels vins mostren que en totes les condicions hi ha hagut un elevat consum
per part del llevat, ja que les concentracions inicials de PAN eren de 131,33 + 5,26 mg N/L. El consum del
nitrogen-PAN durant la fermentacid és per part de la soca EC1118 de S. cerevisiae, ja que utilitzen aquest
aport de nitrogen per dur a terme les funcions metaboliques, per al seu creixement i per a la sintesi

d’aminoacids (Ribéreau-Gayon et al., 2006a).
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Quan s’analitzen els valors de les diferents condicions d’acid tartaric es pot observar que del valor
inicial, 5 g/L, hi ha hagut una disminucié de 0,5 g/L, la qual s’associa principalment a la precipitacié de

I’ac. tartaric degut a ’estabilitzacié dels mostos abans de comencar la fermentacio.

Tenint en compte els valors de la Taula A4 de 1’acid D-lactic es detecta que hi ha una escassa formacid
d’aquest metabolit, els valors del qual sén 10gics en el procés de la fermentacio alcoholica (Ribéreau-Gayon
et al., 2006a) . S’observa que la condicié 3MF té una diferencia significativa amb la resta de condicions
(3M, 4M i 4MF). Aquesta petita formacioé d’ac. D-lactic deriva del metabolisme dels llevats EC1118, els

quals a partir del sucre donen lloc a I’ac. D-lacitc.
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Figura 4.1.2.1 - Concentracions en acid L-malic a), acid fumaric b) i acid succinic c) al final de
la fermentaci6 alcoholica dels mostos sintétics a pH 3 i 4, en preséncia de 0,6 g/L d’acid fumaric
(F) o en la seva abséncia. Les lletres indiquen diferencies significatives entre condicions. Font:
propia.

Les concentracions d’acid L-malic en els vins al final de la FA no son significativament diferents (Figura
4.1.2.1 a). No obstant, s’observa una major desapariciéo d’acid L-malic a pH 3 de forma independent a
I’addici6 o no d’acid fumaric (-22,4 + 0,08 %), mentre que a pH 4 la disminucié de la concentracio és de
12,3+0,2% .

Alafigura4.1.2.1b) s’observa que no hi ha quantificacié d’acid fumaric en els mostos 3M i 4M al llarg
de la fermentaci6 alcoholica. El fet de que la concentracio d’acid fumaric sigui 0 g/L en tota la fermentacid
pot ser degut a que el llindar de detecci6 del kit enzimatic sigui superior a les concentracions d’acid fumaric
dels vins 3M i 4M. El limit de quantificacid i el limit de determinacié del métode enzimatic en most sintétic
amb acid malic és de 0,016 g/L i 0,055 g/L respectivament (Fernandez-Vazquez et al., 2021). En el cas
dels motos 3MF i 4MF, es pot observar que durant la fermentacié la concentracié d’acid fumaric
extracel-lular disminueix de forma gradual amb el temps. S’observa que hi ha una diferencia significativa
en les concentracions finals d’acid fumaric per a 3MF i 4MF, ja que 1’ultim dia de fermentacié son 0,13 i
0,36 g/L respectivament. EI metabolisme de 1’acid fumaric en aquestes condicions, ja sigui per conversié
en altres metabolits i/o I’adhesio de 1’acid a les parets cel-lulars, és més gran a pH 3 (0,52 g/L) que a pH 4
(0,28 g/L).

Per altra banda a la Figura 4.1.2.1 ¢) s’observa que les concentracions d’acid succinic dels vins son més
elevades en preséncia d’acid fumaric independentment del pH. Si es calculen les diferéncies entre les
condicions amb preséncia i abséncia d’acid fumaric al medi per als dos pHs estudiats amb les mitjanes,
podem observar que aquesta diferencia és practicament igual en els dos casos: a pH 3, tenim 0,99 — 0,75 =
0,24 ¢g/L d’acid fumaric i a pH 4, tenim 0,91 — 0,65 = 0,26 g/L. Segons aquests resultats semblaria que la

formaci6 d’acid succinic depén més de la preseéncia d’acid fumaric en el medi que del pH.



16

Tenint en compte les variacions dels els acids durant el procés fermentatiu i les tres figures 4.1.2.1 a, b
ic) anteriors, es pot explicar la formaci6 d’acid succinic durant la FA tenint en compte que s’ha descrit en
la literatura que la fumarat reductasa pot convertir ’acid fumaric en acid succinic en condicions
enologiques, de fermentaci6 i d’hipoxia (Camarasa et al., 2003; Hauber & Singer, 1967; Rossi, 1964; Wales
& Lloyd2, 1979). Es dificil de formular una hipotesis sobre la disminucié de 1’acid fumaric, destacant la
de pH 3. Una part del fumaric podria anar a la formacié d’acid succinic com s’ha explicat abans, pero els
0,28 g/L restants tenen un desti hipotétic. No obstant sabem que a pH 3, I’acid fumaric entra facilment en
la cél-lula perqué té un pKal de 3,03 i per tant entrara a priori més que a pH 4. Part d’aquest fumaric del
qual no es coneix el desti podria anar a la formaci6 d’acid L-malic mitjangant I’acci6 de la fumarasa que té
normalment una afinitat més gran per 1’acid fumaric que la fumarat reductasa (Pines et al., 1996), tot i que
els llevats en condicions enologiques contenen més malat deshidrogenases i fumarat reductases que
fumarases (Hauber & Singer, 1967; Rossi, 1964; Wales & Lloyd2, 1979). Tenint en compte els valors de
les Taules A3 i A4 de I’Annex 1, en els que es mostra que la concentracié d’acid L-malic disminueix durant
la FA, no s’exclou pensar que una part de 1’acid fumaric podria passar a acid oxalacétic via la fumarasa i

la malat deshidrogenasa, el desti d’aquest acid es desconeix.

42, FERMENTACIO MALOLACTICA AMB | SENSE LIES DE LLEVAT

A continuacid es descriuen vuit fermentacions amb dues condicions de pH diferents (3 i 4), dos tipus
de vi diferents (amb acid L-malic i amb acid L-malic i acid fumaric) i una variacié addicional: la preséncia

0 absencia de lies de llevat.
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4.2.1. Cinética de la fermentacié malolactica i area sota la corba (AUC)
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Figura 4.2.1.1 a) Evolucio de la cinética de la fermentacié malolactica amb i sense lies de llevat dels vins
3MS — vi de pH 3 amb acid malic sense lies de llevat, 3ML — vi de pH 3 amb acid malic amb lies de llevat,
4MS — vi de pH 4 amb acid malic sense lies de llevat, 4AML — vi de pH 4 amb acid malic amb lies de llevat,
3MFS —vi de pH 3 amb acid malic i acid fumaric sense lies de llevat, , 3SMFL — vi de pH 3 amb acid malic
i acid fumaric, 4MFS — vi de pH 4 amb acid malic i acid fumaric sense lies de llevat i 4MFL — vi de pH 4
amb acid malic i acid fumaric amb lies de Ilevat amb O. Oeni VP41 representada mitjancant la concentracio
d’acid L-malic (g/L) al llarg del temps (dies). b) Representaci6 de les arees sota la corba (AUCs) durant la
cinética de la fermentacié malolacitca amb i sense lies de llevat dels vins 3MS — vi de pH 3 amb acid malic
sense lies de llevat, 3ML — vi de pH 3 amb acid malic amb lies de llevat, 4MS — vi de pH 4 amb acid malic
sense lies de llevat, AML — vi de pH 4 amb acid malic amb lies de Ilevat, 3MFS — vi de pH 3 amb acid
malic i acid fumaric sense lies de llevat, SMFL — vi de pH 3 amb acid malic i acid fumaric amb lies de
llevat, 4AMFS — vi de pH 4 amb acid malic i acid fumaric sense lies de llevat i 4MFL — vi de pH 4 amb acid
malic i acid fumaric amb lies de llevat . Les lletres de sobre les barres indiquen la diferencia significativa

entre les condicions utilitzant la prova de Tukey (HSD) a p < 0,05. Font: propia
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Quan s’observen les grafiques de la cinética de 1’acid L-malic i de les AUCs de les quatre condicions a pH
3 es pot observar que tant les dues condicions sense acid fumaric (3MS, 3ML) com les dues condicions
amb fumaric (3MFS, 3MFL) la FML no s’ha dut a terme; els valors de I’AUC son en les 4 condicions molt
elevats, i en el grafic de la cinética es pot observar també que els valors tant inicials com finals de les 4
condicions son valors molt propers. Per tant, es confirma el negatiu efecte de pHs inferiors a 3,5 en la taxa
de degradaci6 de I’acid L-malic (Gockowiak & Henschke, 2003). Amb aquestes observacions es pot deduir
que no s’ha dut a terme el procés, que el pH hi té un gran efecte pero que si en la condicid s’hi troba la
presencia d’acid fumaric la diferéncia és encara més significativa. Aquest fet es pot veure d’una forma molt
clara també amb la comparaci6 de les 4 condicions en el grafic de les AUCs, ja que les arees son més altes

en les condicions amb preséncia de fumaric que en les dues condicions sense fumaric.

En el cas de les condicions a pH 4, tant les dues condicions sense acid fumaric (4MS, 4ML) com les
dues condicions amb fumaric (4MFS, 4MFL) es pot evidenciar que I’AUC en totes les condicions és més
petita que en les condicions a pH 3 comentades anteriorment, per tant s’ha realitzar el procés de la FML o
s’ha iniciat. En el cas de les condicions sense presencia d’acid fumaric (4MS, 4ML), en el grafic de la
cinética de I’acid L-malic es pot observar que la fermentacio va finalitzar el dia 20 amb una concentracio
aprox. de 0,10 * 0,05 g/L d’acid L-malic i que les AUCc son forca baixes en comparacié amb la resta de
condicions; tant mateix, en el cas de les condicions amb acid fumaric (4MFS, 4MFL) s’aprecia que la
concentraci6 de 1’acid L-malic va disminuir fins el dia 13 amb una concentracio aprox. de 0,99 + 0,06 g/L
d’acid L-malic la qual es va mantenir de forma constant fins 1’altim dia de fermentacié. Aquestes dades
equivalen a una parada de la fermentaci6é degut a I’efecte inhibidor estable en el temps de 1’acid fumaric

Morata et al., 2020.

En el cas de les AUCs de les condicions 4MFS i 4MFL, s’observa que son més baixes en comparacio
amb les mateixes condicions a pH 3, el que significa que hi ha hagut un minim consum de 1’acid L-malic.
Amb aquestes observacions es pot deduir que ha comengat la FML en totes les condicions i que el pH no
hi té cap efecte, en canvi, en les dues condicions amb preséncia d’acid fumaric la fermentaci6 ha tingut una
parada a meitat del temps, per tant, I’acid fumaric a pH 4 demostra tenir un efecte inhibidor forca
significatiu.

Tenint en compte un factor complementari, que és el fet d’addicionar o no addicionar lies, es pot
observar que no te cap efecte significatiu en cap de les vuit condicions. Segons Balmaseda et al., 2021,

I’addicio de lies de llevats durant la FML, que proporciona manoproteines als bacteris lactics, no suposa un

comportament fermentatiu més eficient.
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4.2.2. Velocitat de consum d’acid L-malic
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Figura 4.2.2.1- Representacio de la velocitat de consum d’acid L-malic al llarg de la fermentacio
malolacitca amb i sense lies de llevat per part dels bacteris lactics per a les condicions 3MS — vi de pH 3
amb acid malic sense lies, 3ML — vi de pH 3 amb acid malic amb lies, 4MS — vi de pH 4 amb acid malic
sense lies, 4ML — vi de pH 4 amb acid malic amb lies, 3MFS — vi de pH 3 amb acid malic i acid fumaric
sense lies, 3MFL — vi de pH 3 amb acid malic i acid fumaric amb lies, 4MFS — vi de pH 4 amb acid malic

i acid fumaric sense lies i 4AMFL — vi de pH 4 amb acid malic i acid fumaric amb lies. Font: propia.

En aquest grafic es pot observar de forma directa les condicions que han experimentat activitat
fermentativa. S’observa clarament que les condicions 4MS i 4ML son les tniques que han consumit 1’acid
L-malic amb més velocitat, 0,084 g/L/dia, i que han completat la FML. Les condicions 4MFS i 4MFL, amb
preséncia de fumaric, van experimentar una velocitat de consum menor la primera meitat de la fermentacio,
ja que a la segona meitat la fermentacid malolactica es va aturar per I’efecte del fumaric. Les quatre
condicions a pH 3 (3MS, 3ML, 3MFS i 3MFL) mostren que no s’han consumit gairebé acid L-malic durant
els 23 dies degut a I’efecte del pH a la soca VP41.
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4.2.3. Poblacié viable de bacteris lactics
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Figura 4.2.3.1- Representacié de la poblacié de bacteris lactics cultivables (ufc/mL) el dia 0 de
fermentacié malolactica amb i sense lies de llevat dels vins 3MS — vi de pH 3 amb acid malic sense lies,
3ML —vi de pH 3 amb acid malic amb lies, 4MS — vi de pH 4 amb acid malic sense lies, 4ML — vi de pH
4 amb acid malic amb lies, 3SMFS — vi de pH 3 amb acid malic i acid fumaric sense lies, 3MFL — vi de pH
3 amb acid malic i acid fumaric amb lies, 4MFS — vi de pH 4 amb acid malic i acid fumaric sense lies i

4MFL — vi de pH 4 amb acid malic i acid fumaric amb lies. Font: propia.

En la representacio de la poblacié inicial, la qual es va obtenir de plagues MRS sembrades 30 min
després d’inocular les fermentacions, es pot observar una notable diferencia entre la poblacié de bacteris
lactics de les condicions a pH 3 i a pH 4. La poblacié inicial a pH 3 és d’aprox. 3,7 x 10° ufc/mL, cal
destacar que disminueix considerablement en presencia d’acid fumaric i que la preséncia de lies potencia
el creixement dels bacteris lactics. La poblaci6 inicial a pH 4 és d’aprox. 3,4 x 107 ufc/mL, en la qual no

s’observen diferencies significatives entre les quatre condicions.

Comparat d’una forma amplia totes les condicions s’observa un significatiu efecte del pH, ja que les
poblacions a pH 3 son més baixes que en el cas de les de pH 4. També s’observa I’elevat efecte inhibidor
de I’acid fumaric amb les bactéries lactiques, ja que al cap de 5 dies de fermentacio les poblacions a pH 3

(B3MFS i 3MFL) iapH 4 (4MFS i 4MFL) sonde 0 + 012 x 10* ufc/mL respectivament.

Les condicions a pH 3 sense addicio d’acid fumaric (3MS i 3ML) i amb preséncia d’acid fumaric (3MFS
i 3MFL) tenen un comportament forca igual, ja que la poblacid disminueix des del principi de la
fermentacio. Aquest fet es pot associar al significatiu efecte del pH, ja que els bacteris lactics a pHs baixos,

vora 2,8-3, es veuen generalment afectats en la viabilitat bacteriana i en I’activitat fermentativa, (Knoll et

al., 2011) .

En el cas de les condicions a pH 4 sense addici6 d’acid fumaric (4MS 1 4ML) s’observa que el pH té un
efecte favorable i que facilita el procés de la FML, ja que a partir de pHs vora 3,5 el seu desenvolupament,
la viabilitat i I’activitat fermentativa es veu influenciats favorablement, (Ribéreau-Gayon et al., 2006). En
canvi, en les condicions amb preséncia d’acid fumaric (4MFS i 4MFL) la poblacié disminueix

progressivament fins no detectar cel-lules cultivables en el medi, ja que 1’acid fumaric es capag d’inhibir la
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poblaci6 de bacteris lactics quan aquesta es troba en valors forca elevats (Morata et al., 2020). Per tant

s’evidencia la persisténcia de 'efecte inhibidor de 1'acid fumaric, el qual supera 1'efecte favorable del pH.

En les vuit condicions i després de pocs dies de 1’inici de la fermentacié s’observa que tant la presencia
com I’abséncia de lies durant la FML no té cap efecte significatiu ni demostra una pérdua de la viabilitat

de la poblacio, tal com diu Balmaseda et al., 2021.

4.2.4. Parametres quimics del vi

La composicio metabolica dels vins un cop finalitzada la fermentacié malolactica amb lies de llevat va
canviar entre les diferents condicions. Es pot consultar a I’Annex 1- Taula A5 les dades dels diversos

parametres: pH, en g/L: acid acétic, acid D-lactic, acid L-lactic, acid citric, acid fumaric i acid L-malic.

Pel que fa als canvis en el pH dels vins 4MS, 4ML, 4MFS i 4MFL, s’observa una disminucié de
I’acidesa forca significativa respecte la resta de condicions. Les dues condicions en les que el pH ha
augmentat de forma considerable son en les que s’ha dut a terme de forma completa o parcial la fermentacio
malolactica, per tant, aquest fet s’associa principalment a la descarboxilacié de I’acid L-malic a acid L-
lactic per part d’O. oeni VP41,

En les dades de I’acid L-malic s’observa en les condicions 3MS i 3ML una petita disminucié de la
concentracio; en les condicions 3MFS i 3MFL un petit augment de la concentracid, el qual podria estar
relacionat amb la disminucio de 1’acid fumaric; en les condicions 4MS i 4ML s’observa gairebé la total
degradaci6 de I’acid L-malic i en les condicions 4MFS i 4MFL es pot veure que ha disminuit la concentracid
de I’ac. L-malic a gairebé la meitat de la concentracié inicial, aixi doncs, les dades de les concentracions
de L-malic de 4MS i 4ML son diferents significativament de les concentracions de L-malic de 4MFS i
4MFL. En les condicions que s’ha metabolitzat la majoria de I’ac. L-malic s’associa al fet que s’ha
completat la fermentacié malolactica, en els casos que el consum de L-malic és parcial es deu a la parada
de la fermentaci6 per I’efecte de I’acid fumaric. Per ultim, la resta de condicions en les que la diferencia de

la concertaci6 és minima es degut a que la fermentacio de 1’acid L-malic no s’ha dut a terme.

Tenint en compte els fets de les condicions anteriors, per a la composicié de ’acid L-lactic s’observa
una diferencia significativa entre les condicions a pH 3 i les condicions a pH 4. A la Taula A5 es pot veure
que en les condicions on hi ha hagut un consum d’acid L-malic la concentracié d’acid L-lactic ha
augmentat. En concret, en el cas de les condicions on s’ha completat la FML (4MS i 4ML) la metabolitzacid
de I’acid L-lactic és major que en els casos on la FML s’ha parat (4MFS i 4MFL). En canvi, en les
condicions on la fermentacié malolactica no s’ha dut a terme, la concentracid d’acid L-lactic és exactament

la mateixa que la dels vins de I’inici de FML.

En les vuit condicions de la Taula A5 s’observa que un cop acabada la fermentacié malolactica
augmenta de forma considerable la concentracié d’acid acétic, aquest fet presenta diferéncies significatives
entre les condicions a pH 3 respecte les de pH 4. L augment de la concentraci6 d’acétic es deu a la produccio
d’aquest acid per part d’O. oeni VP41 mitjancant el metabolisme dels sucres, ja que son bacteris

heterolactics, els quals poden metabolitzar els sucres residuals del medi per formar acid acétic (Ribéreau-
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Gayon et al., 2006b). El fet de que I’augment en la concentracid sigui inferior en les condicions a pH 3 es

deu a la baixa/nul-la activitat dels bacteris lactics durant la FML.

En les diferents condicions de la Taula A5 es pot apreciar que les concentracions d’acid D-lactic
presenten diferencies significatives entre els dos valors de pH. En el cas de les condicions a pH 3 s’observa
gue no hi ha hagut augment de la concentracié de D-lactic, en canvi, en les quatre condicions a pH 4
s’observa un modest augment d’aprox. 33 £ 10 mg/L de la concentracié. Aquest augment es deu al

metabolisme dels sucres residuals per part dels bacteris lactics, el que també es coneix com a picat lactic.

En les vuit condicions per a 1’acid citric es pot comprovar a la Taula A5 que no existeixen diferencies

significatives entre els diferents valors de concentracio.

Entre les condicions amb preséncia i abséncia d’acid fumaric a pH 3 i 4 s’hi observa una evident
diferéncia significativa. En les condicions 3MFS i 3MFL la desaparici6 d’acid fumaric és del 23% i en les
condicions 4MFS i 4MFL el percentatge de desaparicio és del 33%. Aquests dades recolzen la hipotesi de
que en les condicions 4MFS i 4MFL, les quals tenen un pH 4,12 + 0,01 i sent el pKa2 de I’acid fumaric
4,44, valors forga propers, el percentatge de desaparicié sigui superior degut a que la meitat de I’acid
fumaric extracel-lular es troba en forma no dissociada, fet que facilita ’entrada de 1’acid a I’interior de la
cel-lula. Cal afegir que a pH 4 els bacteris lactics es troben en un entorn forga favorable per al seu
metabolisme tot i haver preséncia d’acid fumaric. En canvi, les condicions 3MFS i 3MFL, tot i tenir valors
de pH de 3,3 £ 0,06 i sent el pKal de I’acid fumaric 3,03, el percentatge de desaparicié és menor perque la
poblacio de la soca VP41 no es troba en un entorn propici per al seu creixement, el que provoca una reduccié

de I’activitat metabolica i aixi una menor desaparici6 de 1’acid fumaric.

4.3. FERMENTACIO MALOLACTICA AMB XOCS D’ACID FUMARIC

4.3.1. Xoc d’acid fumaric amb vi en abséncia d’acid fumaric

A continuacié es comenten tres fermentacions, les quals es duen a terme a pH 4: una es manté com a
condici6 control sense acid fumaric, mentre que en les altres dues s’afegiran xocs d’acid fumaric (0,6g/L)

en dies diferents.

4.3.1.1 Cinética de la fermentacio malolactica amb xocs d’acid fumaric i poblacio viable de

bacteris lactics

Observant els grafics A6 de I’Annex 1 a i b) es pot veure que en el cas de la condici6 sense acid fumaric
(4MC), es va iniciar la FML, amb una poblaci6 de bacteris lactics actius. No obstant, a mesura que va anar
progressant l'experiment es va produir una disminucié gradual de la poblacié d’O. oeni VP41 fins al punt
de provocar una parada de la FML. En les condicions 4MFA i 4MFB, on es va aplicar el xoc d’acid fumaric
el dia 5 i el dia 12 respectivament, s’observa que a partir del dia del xoc la poblaciéo d’O. oeni VP41
disminueix progressivament fins no detectar cel-lules cultivables en el medi. Cal afegir que la cinética de
I’acid L-malic es deté ja que no es produeix una reduccio significativa de la concentracié d'acid L-malic.
En les dues condicions quan s'aplica el xoc d'acid fumaric es pot veure que tant l'activitat dels bacteris

lactics com la disminuci6 de la concentracié d'acid L-malic s6n practicament nul-les (Morata et al., 2023).
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En les representacions de la cinética de I'acid L-malic, es pot verificar que la concentraci6 d'acid fumaric
al final de la fermentacid és més baixa que la concentracio aplicada en els xocs. Aquesta disminucid indica
que els bacteries lactics metabolitzen 1’acid fumaric durant el procés. A més, s’observa que quan el xoc
d'acid fumaric s'aplica durant els primers dies de la fermentacio, la disminucié de I'acid fumaric al llarg del
procés és menor en comparacio amb quan el xoc s'aplica en els Ultims dies de la fermentacio. Aquestes
observacions determinen que una vegada O. oeni es desenvolupa en un medi durant dies, per molt que les
poblacions gradualment disminueixin i que el seu metabolisme sigui reduit per les condicions adverses, és
més dificil inhibir el seu desenvolupament en aquest cas que quan els bacteris lactics porten pocs dies en el

medi.

4.3.1.2 Velocitat de consum d’acid L-malic
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Figura 4.3.1.2.1 - Representacio de la velocitat de consum d’acid L-malic al llarg de la fermentacio

malolacitca amb xocs d’acid fumaric per part dels bacteris lactics per a les condicions dels vins 4MC — vi
control de pH 4 amb acid malic, 4AMFA — vi de pH 4 amb acid malic en el que s’ha aplicat un xoc¢ d’acid
fumaric el dia 5 de FML i 4MFB — vi de pH 4 amb acid malic en el que s’ha aplicat un xoc d’acid fumaric
el dia 12 de FML. Font: propia.

En el grafic que representa la velocitat de consum d'acid L-malic durant la FML, grafic 4.3.1.2.1, es
poden observar diferéncies significatives entre les tres condicions analitzades. En primer lloc cal destacar
la condici6 control (4MC), en la que no hi ha preséncia d’acid fumaric. La condici6 4MC presenta la
velocitat de consum més elevada, el que indica que es va produir un major consum d'acid L-malic i que el
procés es va allargar durant més temps en comparacié amb a resta. D'altra banda, en les condicions en que
es va aplicar el xoc d'acid fumaric, es pot observar que la velocitat de consum d'acid L-malic és inferior.
Aix0 implica que I'addicié d'acid fumaric ha afectat negativament la velocitat de consum d'acid L-malic
durant la FML. Cal destacar que en la condicio 4MFB, en la qual es va afegir el xoc d'acid fumaric més
tard, concretament als 12 dies, la velocitat de consum d'acid L-malic és més elevada en comparacié amb la

condicié 4MFA, en la qual el xoc es va afegir només als 5 dies. Aixi doncs es pot concloure que l'acid
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fumaric té un efecte inhibidor sobre la velocitat de consum d'acid L-malic durant la FML i que aquest efecte

pot variar en funci6 del moment en que s'aplica el xoc d'acid fumaric.

4.3.1.3  Parametres quimics del vi

La composicié metabolica dels vins un cop finalitzada la FML amb xocs d’acid fumaric va canviar entre
les diferents condicions. Es pot consultar a la Taula A8 i A9 de I’Annex 1 les dades dels diversos
parametres: pH, en g/L: acid L-malic, acid L-lactic, acid D-lactic, acid acétic i acid citric a Iinici i al final
de la FML.

Pel que fa als canvis en el pH dels vins s’observen diferencies significatives entre les tres condicions.
En el cas de la condiciéo 4MC s’observa una disminuci6 de I’acidesa degut a la descarboxil-lacié de I’acid
L-malic a acid L-lactic per part d’O. oeni VP41. En el cas de les condicions amb xocs, 4MFA i 4MFB,
s’observa que augmenta 1’acidesa del medi, fet que es relaciona amb els xocs d’acid fumaric i al

metabolisme dels acid organics per part d’O. oeni (Morata et al., 2020).

En les dades de I’acid L-malic s’observen també diferencies significatives entre les tres condicions. En
el cas de 4MC s’observa una degradacié de més de la meitat de 1’acid L-malic, en canvi, en les condicions
en les que s’aplica el xoc de fumaric s’observa que si el xoc s’aplica 5 dies després de comencar la FML la

descarboxilacio de I’acid L-malic és menor que si el xoc s’aplica 12 dies després de I’inici de la FML.

Respecte els dades de la Taula A9, es pot veure que la composicio de 1’acid L-lactic presenta diferencies
significatives entre les tres condicions; en el cas de 4MC s’observa una elevada formacié d’acid L-lactic,
en canvi, en les condicions en les que s’aplica el xoc de fumaric s’observa que la concentracié és menor.
Tant mateix, en 4MFA la concentraci6 té un menor increment que en el cas de 4MFB, aix0 es deu a que
com més aviat s’aplica el xoc de fumaric, més aviat es perjudica la poblacié de bacteris lactics i és més

facil dur a terme la parada de FML.

En les diferents condicions es pot apreciar que hi ha diferencia significativa entre la concentracié d’acid
D-lactic en la condicié control i les altres dues en les que s’aplica el xoc. Aquest reduit augment de la

concentracio es deu al metabolisme dels sucres residuals per part de la soca VP41 (picat lactic).

Les concentracions d’acid acétic en els vins al final de la FML son significativament diferents entre la
condicid control i les dues restants. Es pot observar una major formacié d’acétic en la condicié control,
seguit de la condicio 4MFB i per ultim, la condicié on menys va augmentar la concentracio va ser 4AMFA.
En el cas de ’acid citric s’observa també que entre la condicio control i les altres dues existeixen diferencies
significatives; en el cas de la condici6 control la concentracié de citric disminueix 60 mg i en el cas de les
condicions del xoc disminueix 50 mg. Aquestes diferencies entre les concentracions d’acid acétic 1 d’acid
citric poden ser el resultat del metabolisme de 1’acid citric per part de la soca VP41, que allibera acid acétic,
i també per la capacitat heterofermentativa d’O. oeni de metabolitzar els sucres residuals en acid acétic
(Ribéreau-Gayon et al., 2006b).
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4.3.2. Xoc d’acid fumaric amb vi en preséncia d’acid fumaric

Seguidament es comenten tres fermentacions realitzades a pH 4: una condicid és el control amb
presencia d’acid fumaric (0,36g/L), a les altres dos se’ls afegiran xocs d’acid fumaric (0,6g/L) en dies

diferents.

4.3.2.1 Cinetica de la fermentacié malolactica amb xocs d’acid fumaric i poblacié viable de

bacteris lactics

Tal com es pot veure en els grafics A7 a i b) de I’ Annex 1, s'observa que la condicié control (4MFC) ha
sigut la que ha experimentat el consum més elevat d'acid L-malic, no obstant, malgrat el consum al cap de
19 dies la FML s'ha aturat a causa de la preséncia de 0,36 g/L d'acid fumaric en el medi. L acid ha inhibit
I’activitat d’O. oeni VP41, tal com es pot veure en el grafic de la poblacié, que des del dia 2 disminueix
progressivament. En la condicié 4MFFA on s'ha afegit el xoc d'acid fumaric el dia 3 s'observa que el
consum d’acid L-malic és minim i que a partir del dia del xoc disminueix de forma pronunciada la poblacio,
ja que la concentracié d’acid fumaric es superior a la inicial. En la condicié 4MFFB, s’observa un consum
més elevat de L-malic, tot i aixo, la poblacié de bacteris lactics baixa drasticament fins el dia 9 que s’aplica
el xoc d’acid fumaric, en el que la poblacid ja és molt baixa. A partir del dia 9 s’observa que la poblacio és
nul-la. Aquests fets indiquen en els dos casos que 1’augment de la concentracié d’acid fumaric ha aturat
totalment la FML i ha restringit I’activitat dels bacteris lactics, fins i tot, tenint poblacions inicials elevades
d’0. oeni (Morata et al., 2020).

En el grafic de la cinética de la fermentacid, es pot observar que en la condici6 de control, el consum
d'acid fumaric és el mateix que en la condicié amb el xoc A. No obstant aixd, en la condicié amb el xoc B,
el consum d'acid fumaric és aproximadament el doble. Aquests resultats indiquen que una concentracié
minima d'acid fumaric, en aquest cas 0,36 g/L, és suficient per inhibir la FML, tot i que hi ha un minim
consum d'acid L-malic en les etapes inicials. No obstant, és evident que quan s'afegeix I'acid fumaric més
aviat i en una concentracié més alta, la FML s'atura abans, hi ha un menor consum d'acid L-malic i s'inhibeix
I'activitat d'O. oeni VP41,
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4.3.2.2 Velocitat de consum d’acid L-malic
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Figura 4.3.2.2.1 - Representaci6 de la velocitat de consum d’acid L-malic al llarg de la fermentacio
malolacitca amb xocs d’acid fumaric per part dels bacteris lactics per a les condicions dels 4MFC — vi
control de pH 4 amb acid malic i acid fumaric, 4MFFA — vi de pH 4 amb acid malic i acid fumaric en el
que s’ha aplicat un xoc d’acid fumaric el dia 5 de FML, 4MFFB — vi de pH 4 amb acid malic i acid

fumaric en el que s’ha aplicat un xoc d’acid fumaric el dia 12 de FML. Font: propia.

Mitjangant l'analisi de la representacié grafica de la velocitat de consum de I'acid L-malic al llarg de la
FML, grafic 4.3.2.2.1, es poden observar diferéncies significatives entre les condicions estudiades.
Primerament, s'observa que la condici6 control 4AMFC, la qual conté una concentracié d'acid fumaric de
0,36 g/L, presenta la velocitat de consum d'acid L-malic més elevada. Aix0 indica que en aquesta condicid
s'ha produit un major consum d'acid L-malic durant la FML i que el procés s'ha allargat més en el temps en
comparacié amb la resta de condicions. En canvi, en les condicions on s'ha aplicat el xoc d'acid fumaric
(4MFFA i 4MFFB) i la seva concentracio ha superat el valor de 0,36 g/L inicials, s'observa una disminucié
de la velocitat de consum d'acid L-malic. Aix0 implica que I'addicié d'acid fumaric ha tingut un efecte
inhibidor sobre la velocitat de consum d'acid L-malic durant la FML. Es destacable que en la condicié
AMFFB, en la qual s'ha afegit el xoc d'acid fumaric als 9 dies, la velocitat de consum d'acid L-malic és
gairebé el doble de la condicié 4MFFA, on el xoc s'ha afegit als 3 dies. Aquestes observacions, com bé s’ha
comentat en 1’apartat 4.3.1.2 anterior, mostren la influencia de la concentraci6 d'acid fumaric i el moment

de la seva addici6 en la velocitat de consum d'acid L-malic durant la FML.

4.3.23  Parametres quimics del vi

La composicié metabolica dels vins un cop finalitzada la FML amb xocs d’acid fumaric va canviar entre
les diferents condicions. Es pot consultar a la Taula A8 i A10 de I’Annex 1 les dades dels diversos
parametres: pH, en g/L: acid L-malic, acid L-lactic, acid D-lactic, acid acetic i acid citric a I’inici i al final
de la FML.

Pel que fa als canvis en el pH dels vins s’aprecien diferéncies significatives entre les tres condicions.

En la condicié 4MFC, es pot observar un augment del pH del vi, fet que es pot atribuir a la descarboxilacio
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de I'acid L-malic a acid L-lactic per part de la soca O. oeni VP41, D'altra banda, en les condicions amb xocs
d'acid fumaric, 4AMFFA i 4MFFB, es pot observar un augment de I'acidesa del medi, el qual pot estar
relacionat amb el metabolisme dels acids organics per part dels bacteris lactics i degut a 1’adicié d'acid

fumaric, un agent segur per a ’acidificaci6 segons Morata et al., 2020.

En les dades de l'acid L-malic també es poden apreciar diferéncies significatives entre les tres
condicions. En el cas de la condicié 4MFC, s'observa una degradacié de la meitat de I'acid L-malic. No
obstant, en les condicions en les quals s'aplica el xoc d'acid fumaric, s'observa que el que s’aplica als 3 dies
després de I'inici de la FML la descarboxilacio de I'acid L-malic és menor en comparacié amb el que s'aplica

als 9 dies després de I'inici de la FML.

Referent a les dades de la Taula Al0, s’observa que hi ha diferencies significatives entre les tres
condicions i a més que hi ha variacions rellevants en la composicio de I'acid L-lacitc; en el cas de 4MFC es
pot apreciar una alta produccié d'acid L-lactic, mentre que en les condicions amb aplicacié de xocs de
fumaric s'observa una concentracié més baixa. A més, en el cas 4AMFFA, l'increment de la concentracio és
inferior al cas 4AMFFB, aix0 es deu al fet que l'aplicaci6 precog¢ del xoc de fumaric perjudica abans la

poblaci6 de bacteris lactics i facilita la inhibici6 de la FML.

En les diferents condicions es pot veure que existeix una diferéncia significativa entre la condicio
control i les dues restants respecte la concentracié d'acid D-lactic. L'augment de 10 mg d'acid D-lactic en
les tres condicions s'atribueix al picat lactic, també conegut com el metabolisme dels sucres residuals per

part d'O. oeni.

Les concentracions d'acid acétic en els vins al final de FML mostren diferéncies significatives entre la
condicid de control i les altres dues condicions. Es pot observar una major concertacio d'acid acétic en les
tres condicions. Pel que fa a l'acid citric, també s’observa que hi ha diferéncies significatives entre la
condicié de control i les altres dues condicions. En la condicid de control, la concentracié de citric
disminueix en 40 mg, mentre que en les condicions amb xoc, la disminucié és de 30 mg. Aquestes
diferéncies en les concentracions d'acid acétic i acid citric, tal com s’ha comentat en 1’apartat 2.3.1.3
anterior, poden ser degut a la capacitat heterolactica d'VP41 per metabolitzar els sucres residuals en acid

acetic i pel resultat del metabolisme de I'acid citric, que produeix acid acetic (Bauer & Dicks, 2004).

5. CONCLUSIONS

- Durant la fermentaci6 alcoholica s'ha pogut comprovar que el pH no influéncia en el desenvolupament
del procés fermentatiu ni en el metabolisme dels llevats. No obstant, la preséncia d'acid fumaric si que
atraca el procés de la fermentaci6 alcohdlica.

- Respecte els parametres analitzats després de la fermentacié alcohdlica s'observa que tant I'acid
fumaric com l'acid L-malic disminueixen al llarg del procés amb una destacada reducci6 a pH 3, en
canvi, la concentraci6 d'acid succinic augmenta en les condicions amb preséncia d'acid fumaric. El fet
de que disminueixi la concentraci6 d'acid fumaric i d’acid L-malic es relacionada amb la formaci6
d'acid succinic i potser d'acid oxalacétic, ja que la concentracio d'acid L-malic disminueix durant la

fermentaci6 i per tant no es duu a terme la seva formacio.
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Durant la fermentacié malolactica s'ha confirmat que I'impacte de I'acid fumaric depén del pH. En les
condicions a pH 3, s'observa que I'acid fumaric té un efecte inhibidor major en la velocitat de consum,
en la poblacio de bacteris lactics i en la cinética de I'acid L-malic, en comparacié amb les condicions
apH4.

En els vins de pH 4 en abséncia d'acid fumaric, la fermentacié malolactica es va completar. No obstant
aixo, en els vins amb un pH de 4 en presencia d'acid fumaric, s'observa que I'efecte d'aquest acid és
menys pronunciat que a un pH de 3, pero finalment acaba inhibint la FML.

La preséncia de les lies de llevat té un efecte beneficids només en la pablacié inicial d'O. oeni, ja que
durant la FML i al final no es troba cap diferéncia significativa entre les condicions amb preséncia de
lies de llevat i en abseéncia d'elles.

S'ha observat que I'acid fumaric pot ser eficag en vins amb altes poblacions inicials de bacteris lactics
(3,7 x 107 ufc/mL).

L'acid fumaric té un efecte inhibidor sobre la velocitat de consum de I'acid L-malic durant la
fermentacié malolactica. La seva eficacia en aturar la FML pot variar segons el moment en que
s'afegeix al vi. Afegir-lo de manera precog és més efectiu per aturar la fermentacio, tot i que també es
duu a terme la inhibicié quan s'afegeix més tard encara que ja s'hagin consumit alguns metabolits i la

poblacid de bacteris lactics sigui alta.

PERSPECTIVES

Estudi de I’efecte de diferents dosis d’acid fumaric en les condicions i el perfil organoléptic del vi.
Estudi del desti de 1’acid fumaric durant el procés de la FA i la FML del vi.
Analisi de I’acid fumaric en les parets dels llevats i els bacteris lactics.

Efecte de I’acid fumaric en els lipids de les membranes dels llevats.
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Figura A2 - Representacid de les arees sota la corba (AUCs) durant la cinética de la fermentaci6
alcoholica dels mostos sintetics 3M — most de pH 3 amb acid malic, 4M — most de pH 4 amb acid malic,

3MF — most de pH 3 amb acid malic i acid fumaric i 4MF — most de pH 4 amb acid malic i acid fumaric.
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Les lletres de sobre les barres indiquen la diferéncia significativa entre les condicions utilitzant la prova de
Tukey (HSD) a p < 0,05. Font: propia

Taula A3 - Dades dels parametres quimics dels mostos a I’inici de la FA per a les condicions 3M — most
de pH 3 amb acid malic, 4M — most de pH 4 amb acid malic, 3MF — most de pH 3 amb acid malic i acid

fumaric i 4MF — most de pH 4 amb acid malic i acid fumaric. Font; propia.

Parametres pH 3 pH 4

3M 3MF 4M 4MF
pH 3,05+0,01° 2,94+0,01°¢ 3,91+0,01° 3,93+0,00°
Densitat 1090,00 + 0,00 |1090,00+0,00 |[1090,00+ 0,00 [1090,00 + 0,00
Nitrogen-PAN 134,67 + 0,582 130,33 £1,53° 124,33 + 0,58 ¢ 136,00 + 0,002
Nitrogen-AMONI 24,67 £ 1,152 26,00 +2,00° 20,67 + 0,582 25,00 + 0,00
YAN final 159,33 + 77,78 156,33 + 73,77 145,00 + 73,30 161,00 + 78,49
Acid tartaric 5,00+£0,002 5,00+ 0,002 5,00+£0,002 5,00+ 0,002
Acid citric 0,47 +0,00° 0,45+ 0,00 0,43+0,01°¢ 0,46 +0,012°
Acid L-malic 2,02+0,00?2 2,03+£0,002 2,01+0,002 2,01+£0,002
Acid fumaric 0,00 + 0,00° 0,65+0,01° 0,00+ 0,00 ® 0,64 +0,02°

Taula A4 - Dades dels parametres quimics dels vins un cop acabada la FA per a les condicions 3M — vi
de pH 3 amb acid malic, 4M — vi de pH 4 amb acid malic, 3MF — vi de pH 3 amb acid malic i acid fumaric
i 4AMF — vi de pH 4 amb acid malic i acid fumaric. Font: propia

Parametres gll\_|/| 2 3ME Z,\H/l : AME

pH 3,30+£0,03°¢ 3,39+0,00° 4,11+0,002 4,13+0,012
Glucosa-fructosa 0,94 +0,302° 1,33+0,51°% 0,41 +0,05° 0,71+0,133b
Etanol 12,22 £ 0,134 11,95+ 0,492 11,46 +0,162° 10,78 +0,28"
Glicerol 6,27 £ 0,292 6,76 0,812 6,68 £ 0,272 6,21+ 0,662
Nitrogen-PAN 9,00 £ 0,00 8,00 £ 0,00 11,00 £ 0,00 10,00 £ 0,00
Nitrogen-AMONI 5,50+0,502 7,00+£1,002 6,50+ 1,502 2,50+£0,502
YAN final 14,50 + 2,47 15,00+ 0,71 17,50 £ 3,18 12,50 £ 5,30
Acid tartaric 4,60 +0,072° 4,68+0,052 4,47 +0,06° 430+£0,05¢
Acid acétic 0,48 + 0,032 0,40 £ 0,084 0,36 £0,04% 0,42 £ 0,062
Acid D-Lactic 0,10 + 0,002 0,09 +0,00° 0,10 +0,002b 0,11+0,01%
Acid L-Lactic 0,03+0,018 0,02+0,01% 0,02 +£0,02% 0,02+0,01%
Acid citric 0,43+£0,032 0,47+0,012 0,46 £0,012 0,47 £0,032
Acid L-malic 157+0,03% 1,58+0,17 @ 1,77 +0,02°2 1,76 £ 0,162
Acid succinic 0,75+0,112P 0,99+0,432 0,65+ 0,05°" 0,91+£0,052
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Taula A5 - Dades dels parametres quimics dels vins un cop acabada la FML amb lies de llevat per a les
condicions 3MS — most de pH 3 amb acid malic sense lies, 3ML — most de pH 3 amb acid malic amb lies,

4MS — most de pH 4 amb acid malic sense lies, 4ML — most de pH 4 amb acid malic amb lies, 3MFS —

most de pH 3 amb acid malic i acid fumaric sense lies, SMFL — most de pH 3 amb acid malic i acid fumaric
amb lies, 4MFS — most de pH 4 amb acid malic i acid fumaric sense lies i 4AMFL — most de pH 4 amb acid

malic i acid fumaric amb lies. Font: propia.

Parametres pH3 pH 4
3MS 3ML 3MFS 3MFL 4MS 4ML 4MFS 4MFL

pH 3,32+0,03° | 3,36+0,01¢ | 3.42+0,01% | 3.44=0,01 4,33+£0,01° 4,33+£0,01° 4.31+0,018 | 430+0,01°
Acid L-milic 1,48+0,01% | 149+0,03" | 1,65+0,01= |1,63+0,02® 0.11+0,05¢ 0,09+ 0,06¢ 0,99 £0,05¢ | 1,05£0,02¢
Acid L-Lactic 0,03+0,01® |0,03+0,01® | 0,03+0,01® | 0,03£0,01¢ 1,05+0,012 0,98 +0,02b 0,74+0,01¢ | 0,66+0,01¢
Acid acétic 0,72 +£0,00%5 | 0,72 4£0,012b | 0.65 +0,03b¢ | 0,63 £0,01¢ 0.75+0.,072 0.75+0.,032 0.80+0.02® | 0.79+0.,02%
Acid D-Lictic 0.10+0,00¢ | 0,10+0,00¢ | 0,10+0,00¢ | 0,09+0,01°¢ 0,13 +0,00" 0,15+0,002 0.13 +0,00® 0,13 +0,00}
Acid citric 0.44+0,002 | 044+0,012 | 0,44+0,00% | 0.45+0,002 0.45+0,022 0,43 +£0,042 042+0,002 | 042+0,022
Acid fumaric 0,00 +£0,00¢ | 0,00%0,00¢ | 0,10+0,00® | 0,10=0,01° 0.,00+0,00¢ 0,00+0,00¢ 0,25+0,042 | 0,24+0,01%
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Figura A6 — a) Evolucié de la cinética de la fermentacié malolactica amb xocs d’acid fumaric per a les
condicions 4MC — vi control de pH 4 amb acid malic, 4AMFA — vi de pH 4 amb acid malic en el que s’aplica
un xoc d’acid fumaric el dia 5 de FML, 4MFB — vi de pH 4 amb acid malic en el que s’aplica un xoc d’acid
fumaric el dia 12 de FML amb O. Oeni VP41 representada mitjangant la concentracio d’acid L-malic (g/L)
al llarg del temps (dies). En la informacio complementaria del grafic F és acid fumaric. b) Seguiment de la
poblacié de bacteris lactics cultivables (ufc/mL) durant la FML amb xocs d’acid fumaric per a les
condicions 4MC — vi control de pH 4 amb acid malic, AMFA — vi de pH 4 amb acid malic en el que s’aplica
un xoc d’acid fumaric el dia 5 de FML, 4MFB — vi de pH 4 amb acid malic en el que s’aplica un xoc d’acid

fumaric el dia 12 de FML. Nt és la poblaci6 al temps t i NO és la poblacid a temps 0. Font: propia
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Figura A7 —a) Evolucié de la cinética de la fermentacié malolactica amb xocs d’acid fumaric per a les

condicions 4MFC — vi control de pH 4 amb acid malic i acid fumaric, AMFFA — vi de pH 4 amb acid malic

i acid fumaric en el que s’ha aplicat un xoc d’acid fumaric el dia 3 de FML, 4MFFB — vi de pH 4 amb acid

malic i acid fumaric en el que s’ha aplicat un xoc d’acid fumaric el dia 9 de FML amb O. Oeni VP41

representada mitjangant la concentracié d’acid L-malic (g/L) al llarg del temps (dies). La concentracio

inicial d’acid fumaric en les tres condicions es de 0,36 g/L. En la informacié complementaria del grafic F

és acid fumaric. b) Seguiment de la poblacio de bacteris lactics cultivables (ufc/mL) durant la FML amb

xocs d’acid fumaric per a les condicions 4MFC — vi control de pH 4 amb acid malic i acid fumaric, AMFFA

— Vi de pH 4 amb acid malic i acid fumaric en el que s’ha aplicat un xoc d’acid fumaric el dia 3 de FML,

AMFFB — vi de pH 4 amb acid malic i acid fumaric en el que s ha aplicat un xoc d’acid fumaric el dia 9 de

FML amb O. Oeni VP41. Nt és la poblacié al temps t i NO és la poblacié a temps 0. Font: propia
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Taula A8 - Dades dels parametres quimics dels vins a I’inici de la FML amb xocs d’acid fumaric per a les
condicions 4M — vi control de pH 4 amb acid malic i 4MF — vi de pH 4 amb acid malic i acid fumaric. Font:
propia.

Parametres 4M 4MF

pH 4,00+0,01% |4,07+0,03°
Glucosa-fructosa 0,34 £ 0,06 0,24 £0,11
Nitrogen-PAN 11,00+0,00 |11,00+0,00
Nitrogen-AMONI 6,67 + 0,58 7,50+ 0,50
YAN final 17,67 £3,06 |18,50 2,47
Acid tartaric 458+0,18 |4,69+0,06
Acid acétic 0,66 £ 0,03 0,65+ 0,04
Acid D-Lactic 0,10+0,00 0,10+ 0,00
Acid L-Lactic 0,03+0,02 0,04 0,02
Acid citric 0,46 £0,01 0,49+ 0,02
Acid fumaric 0,00+0,00% |0,36+0,01°
Acid L-malic 1,72+0,00 (1,80+0,00

Taula A9 - Dades dels parametres quimics dels vins un cop acabada la FML amb xocs d’acid fumaric per
a les condicions 4MC — vi control de pH 4 amb acid malic, AMFA — vi de pH 4 amb acid malic en el que
s’aplica un xoc d’acid fumaric el dia 5 de FML, 4MFB — vi de pH 4 amb acid malic en el que s’aplica un
xoc d’acid fumaric el dia 12 de FML. Font: propia.

Parametres Control -4MC [ Xoc A-4MFA | Xoc B -4MFB
pH 4,10 £0,00° 3,92+0,01°¢ 3,96+0,00°
Acid L-malic 0,45+0,02°¢ 1,27 £0,07 2 1,06 +0,05°
Acid L-Lactic 0,83+0,01° 0,33+0,06° 0,46 + 0,03
Acid D-Lactic 0,12+ 0,002 0,11+0,00° 0,11+0,00°
Acid acétic 0,71+0,012 0,68 +0,01° 0,70+0,01%
Acid citric 0,40+0,01° 0,44+0,002 0,44+0,002
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Taula A10 - Dades dels parametres quimics dels vins un cop acabada la FML amb xocs d’acid fumaric per
a les condicions 4MFC — vi control de pH 4 amb acid malic i acid fumaric, 4MFFA — vi de pH 4 amb acid
malic i acid fumaric en el que s’ha aplicat un xoc d’acid fumaric el dia 3 de FML, 4MFFB — vi de pH 4
amb acid malic i acid fumaric en el que s’ha aplicat un xoc d’acid fumaric el dia 9 de FML. Font: propia.

Parametres Control -4MFC [ Xoc A-4MFFA | Xoc B - 4MFFB
pH 4,14+0,01° 3,97+0,01°¢ 3,99+0,00°
Acid L-malic 0,89 £0,04°¢ 155+0,01° 1,38+0,02°
Acid L-Lactic |0,64+0,052 0,22 +£0,02 ¢ 0,34+0,01°
Acid D-Lactic  |0,11+0,0° 0,11+0,01° 0,11+0,00°
Acid acétic 0,69+0,01°2 0,68+0,01° 0,69+0,01%
Acid citric 0,45+0,00° 0,46 £ 0,00 ® 0,46 £ 0,00 @




