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Malolactic fermentation occurs in grape wine and ciders. It is a process where malic acid is
converted into lactic — acid by lactic acid bacteria — mostly Oenococcus oeni. This process
can occur naturally by bacteria present on grapes or can be initiated by starter cultures
inoculation. Malolactic fermentation reduces acidity and has an impact on wine taste and
aroma. However, the growth of bacteria in wine is dependent on some factors: pH, 50, and
ethanol content or temperature of aging.

Fermentacja jabtkowo-mlekowa wystepuje w winach gronowych i cydrach. Jest to proces
przeksztafcania kwasu jabtkowego do kwasu mlekowego przez bakterie mlekowe, glownie
Oenococcus oeni. Zachodzi ona spontanicznie dzieki bakteriom obecnym na winogronach
lub w wyniku dodatku kultur starterowych. Fermentacja jabtkowo-mlekowa prowadzi do
zmniejszenia kwasowosci, a takze wplywa na cechy smakowo-aromatyczne. Jednak rozwaj
bakterii w winie zalezy od takich czynnikéw, jak: pH, zawartos¢ SO, i alkoholu oraz tempe-
ratura lezakowania.

Bakterie fermentacji mlekowej (ang. LAB — lacid acid bacteria) najczgscie]
kojarzone sg z produkcja wyrobow mleczarskich i kiszonek. Jednak odgrywajg one
takze istotng role w winiarstwie. Rola bakterii fermentacji mlekowej w winiarstwie

jest zaréwno pozytywna, jak i negatywna. Dziatanie pozytywne to proces fermen-
tacji jabtkowo-mlekowej, czyli biologiczne odkwaszanie win. Polega ono na prze-

ksztatceniu kwasu L-jabtkowego do kwasu L-mlekowego i dwutlenku wegla. W pro-

cesie tym mogq takze powstawac inne produkty uboczne, pozytywnie wplywajgce
na cechy sensoryczne. Niestety, bakterie mlekowe mogg takze wytwarzac zwigzki,
ktdre wptywaja niekorzystnie na smak i zapach oraz powodujg zmetnienie win, czyli
moga by¢ przyczyng ,chorob™ win.

Fermentacja jabtkowo-mlekowa

enzymatyczne przeksztatcania kwasu jabtkowego do kwasu mlekowego. Szlakiem
najczesciej wykorzystywanym przez bakterie kwasu mlekowego jest bezposrednia
konwersja kwasu jabtkowego do kwasu mlekowego przy udziale enzymu dekarbo-
ksylazy jabtczanowej, zwanego rowniez enzymem jabitkowo-mlekowym (ang. MLE
— malolactic enzyme). Drugim typem przemiany jest przeksztaicenie kwast
L-jabtkowego do kwasu pirogronowego przez dehydrogenazg jabiczanowa, po czym
kwas pirogronowy jest redukowany przez dehydrogenaze mleczanowg do kwast
mlekowego. Trzecia przemiana kwasu jabtkowego polega na dziatalnosci nastgpu-
jacych enzymow: dehydrogenazy jabiczanowej, dekarboksylazy szczawiooctanowe
| dehydrogenazy mleczanowej. Kwas jabtkowy zostaje przeksztatcony do szczawio-
octanu, ktory nastepnie ulega dekarboksylacji do pirogronianu, po czym pirogronian
' zostaje zredukowany do kwasu mlekowego [1].

Fermentacja jabtkowo-mlekowa wystepuje zazwyczaj po fermentacji alkoholo-
wej i odgrywa wazng role w produkcji win gronowych, a takze cydrow. Zastgpienie
mocno zdysocjowanego kwasu jabtkowego stabo zdysocjowanym kwasem mle-
kowym przyczynia si¢ do redukcji kwasowosci. W wyniku rozkiadu 1 g kwasu
jabtkowego powstaje 0,67 g kwasu milekowego i 0,33 g CO,. Ogolny spadek
kwasowosci, spowodowany dziatalnoscig bakterii kwasu mlekowego, moze wahac
sie od ok. 0,1% do 0,3%, a pH moze wzrosng¢ o 0,1-0,3 jednostki [2]. Zwykle
w winach kwas mlekowy wystepuje na poziomie 1,5-3,5 g/dm3. Wina, ktore
- zawierajg wigksze ilosci kwasu mlekowego w stosunku do innych kwasow, cha-
'~ rakteryzuja sie petniejszym i bardziej tagodnym smakiem. Jego obecnoS¢ wzmac-
nia kolor i zapach wina [3].
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Bakterie fermentacji jabtkowo-mlekowej wytwarzajg takze zwigzki, ktore nada-

ia cechy aromatyczno-smakowe. Gtownym zwigzkiem tworzonym podczas fermen-
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~ tacji jabtkowo-miekowej jest diacetyl, ktory powstaje jako produkt posredni meta-

bolizmu kwasu cytrynowego. Gdy jego stezenie jest w granicach 1-4 mg/dms,

" w zaleznosci od rodzaju wina, odczuwalny jest tagodny maslano-orzechowy cha-

rakter win. Natomiast, kiedy zawarto$¢ przekroczy 5-7 mg/dm3, maslany aromat
zaczyna byé zbyt silny, co jest niepozadane [4, 5]. Niestety diacetyl jest zwigzkiem
niestabilnym chemicznie i moze zostac¢ zredukowany do acetoiny, a ta z kolei do
2 3-butanodiolu. Ma to bezposredni wptyw na aromat wina, gdyz zwigzki te w mnigj-
szym stopniu oddziafujg na odczucie maslanego aromatu wina. Ich progi wyczu-
walnosci wynosza odpowiednio ok. 150 i 600 mg/dm3, a w przypadku diacetylu,
w zalezno$ci od rodzaju win, 0,2-0,9 mg/dm3 [6].
nnymi zwigzkami, ktorych poziom ulega podwyzszeniu to estry — mleczan
etylu i bursztynian dietylu. Pierwszy nadaje winom owocowy, lekko maslany i kre-
mowy charakter, a drugi — owocowy, lekko melonowy aromat [6]. Niektore szcze-
oy bakterii wykazujq takze zdolnosci przeksztatcania zwigzanych, nielotnych zwigz-
kow aromatycznych do formy czynnej — lotnej. W efekcie zmienia si¢ profil zapa-
chowy win i uzyskujg one aromaty owocowe, cytrusowe i waniliowy [7]. Przykiadowe
zwigzki aromatyczne, ktorych poziom wzrasta w wyniku fermentacji jabtkowo-
mlekowej, to: waniling, linalol, farnezol oraz 4-winylogwajakol [8].

Spotaniczna fermentacja jabtkowo-mlekowa

Owoce sg naturalnym siedliskiem bakterii mlekowych, stad mikroorganizmy te
w wyniku ttoczenia lub fermentacji w miazdze przechodzg do wina. Populacja
bakterii kwasu mlekowego na winogronach waha sie od ok. 102 do 104 jtk/cms,
w zaleznosci od warunkow klimatycznych panujgcych w ostatnich dniach dojrze-
wania owocow. Jest to gtdwnie skorelowane z pH, im jest ono wyzsze, tym wigksza
catkowita liczba bakterii. Mikroorganizmy obecne na owocach nalezg do rodzajow:

. Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus i Pediococcus. W pierwszych dniach

fermentacji alkoholowej populacja bakterii kwasu miekowego na ogot wzrasta do
maksimum 104=102 jtk /cm3, a nastepnie stopniowo zmniejsza sie [3].

Alkohol wptywa nie tylko na catkowitg liczbe bakterii, ale przede wszystkim na
zmniejszenie roznorodnosci gatunkow. W czasie fermentacji alkoholowe;

. Lactobacillus, Pediococcus i Leuconostoc mesenteroides stopniowo obumierajg
" badz sq na poziomie zbyt niskim do wykrycia; Oenococcus oeni jest najczgstszym

gatunkiem zidentyfikowanym po zakonczeniu fermentacji [3], a jego liczebnosc
wynosi¢ moze do 107 jtk/cm3 [9]. Przemiang kwasu jabtkowego do mlekowego
| C0, mozemy zaobserwowac dopiero, gdy populacja bakterii osiagnie ok. 100 jtk/
cm3. Czas pomiedzy zakonczeniem fermentacji alkoholowej a poczatkiem fermen-
tacji jabtkowo-mlekowej zalezy gtownie od temperatury, pH i zawartosci etanolu,
gtownych czynnikdw wptywajacych na wzrost bakterii w winie [3, 10].

W ostatnich latach wykazano, ze niektore szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus
sa w stanie przetrwa¢ warunki produkcji wina i wptywaja korzystnie na cechy win
[11]. Jednak inne szczepy Lactobacillus i Pediococcus moga przetrwac, przyczynia-
jac sie do zepsucia wina [3]. Drobnoustroje te mogg przeksztafcac niektore kwasy
fenolowe, a pochodne winylowe tych kwasow nadajg aromat ,medyczny”, natomiast
pochodne etylowe — ,zwierzecy” [6]. Natomiast w wyniku metabolizmu aminokwasow
w winie powstajg heterocykliczne zwigzki azotowe nadajgce im mysi posmak [12].

Proces spontanicznej, naturalnej fermentacji jabtkowo-mlekowej jest powolny
| niepewny. Moze on trwac nawet kilka tygodni lub miesigcy, a wyniki nie sg powta-
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Charakterystyka kultur starterowych dostepnych na polskim rynku
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Nazwa ~ Zastosowanie = stezenie = poziom SO, ~ malne = optymalna
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rzalne ani przewidywalne. W zwigzku z tym w ostatnich latach na rynku pojawity
sie czyste kultury starterowe bakterii Oenococcus oen.

Wykorzystanie kultur starterowych bakterii

Jak wspomniano powyzej Oenococcus 0eni sg najczesciej izolowang bakterig
kwasu mlekowego podczas spontanicznej fermentacji jabtkowo-mlekowej. S3 to
Gram-dodatnie, nieruchliwe komorki, o ksztaicie elipsoidalnym do kulistego.
Zazwyczaj wystepujg parami lub w krotkich fancuchach. Sg one wzglednymi bez-
tlenowcami, jak wiekszosC bakterii kwasu mlekowego wystepujgcych w winie.
Optymalna temperatura ich wzrostu miesci si¢ pomiedzy 20 a 30 °C. Przystosowane
sg do wiekszych stezen alkoholu oraz niskich wartosci pH, w zaleznosci od szcze-
pu, moga wzrastac¢ nawet przy pH ponizej 3 [13].

Do produkcji kultur starterowych stosuje sie rozne szczepy 0. oeni, ktore
wyizolowane zostaty z owocow winogron lub moszczow. Komercyjne szczepy
roznig sie odpornoscig na obecny w winach etanol, SO,, niskie pH, ponadto roznig
sie optymalng temperaturg wzrostu i produkcjg zwigzkow wpiywajgcych korzystnie
na cechy sensoryczne. Ponadto inne kultury stosuje sie¢ do win biafych, a inne do
czerwonych. Szczepienie win Kulturami starterowymi pozwala na szybkie rozpo-
czecie fermentacji jabtkowo-mlekowej i jej wiasciwy przebieg, poniewaz Kultury te
zawierajg wysoki poziom bakterii w 1 g. Zatem po dodaniu do wina bakterie te
szybko zaczynajg dominowac nad mikroflorg obecng w winie, uniemozliwiajac jej
rozwoj. Stosowanie Kultur starterowych daje tez mozliwosSc kontrolowanego zakon-
czenia biologicznego odkwaszania poprzez dodatek lizozymu lub SO,.

Handlowe preparaty bakterii oferowane sg najczesciej w postaci zliofilizowane;,
niekiedy mrozonej. Na rynku krajowym dostepne sg preparaty liofilizowane.
Stosowanie kultur liofilizowanych jest fatwe w uzyciu. Nie jest potrzebna rehydra-
tacja, jak w przypadku drozdzy suszonych, preparat dodaje sie bezposrednio do
zbiornika wina. W tabeli przedstawiono charakterystyke preparatow bakterii dostep-
nych na naszym rynku. Kultury te sprzedawane sg przez firme Begerow, jednak ich
bezposrednim producentem jest firma Christian Hansen, ktéra nie sprowadza
bakterii fermentacji jabtkowo-mlekowej na rynek Polski.

L

Czynniki wptywajgce na przebieg fermentacji
jabtkowo-mlekowej

Jak podano w tabeli o kulturach starterowych, skiad wina i temperatura wply-
wajg na rozwaj tych kultur, ale takze wpiywajg na rozwaj bakterii w czasie fermen-
tacji spontanicznej. Nalezy jednak zaznaczycC, ze dziatanie wymienionych w tabeli
czynnikow jest ze sobg powigzane. Podane poziomy dwutlenku siarki wystepuja
wowczas, gdy pH jest minimalne. W przypadku niskiego pH bakterie sg mniej
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odporne na SO,, natomiast pH w granicach 3,4-3,6 powoduje, ze bakterie lepie
tolerujg dwutlenek siarki, przyktadowo szczep CH11 nawet do 70 mg/dm3. Ponadic
graniczne wartosci pH i SO, sg przyczyng diuzszego namnazania bakterii, a tyr
samym diuzszego procesu biologicznego odkwaszania win [14]. Najszybsza prze-

- miana kwasu jabtkowego do mlekowego zachodzi, gdy pH miesci sie w granic;
- 3,4-4,0[15].

Optymalny wzrost bakterii, tzn. najkrotszy czas adaptacji i najszybsz
wzrost, oraz najwyzsza mozliwos¢ biologicznego odkwaszania zachodzg, gc.
stezenie etanolu wynosi od 10% do 13% obj. [3, 10]. W optymalnych warunkac~
no dodaniu bakterii, proces fermentacji trwa od 1 do 4 tygodni. Przy utrudnionyc®
dla rozwoju bakterii warunkach biologiczne odkwaszanie, po dodatku Kultur starte-
rowych, moze si¢ wydiuzy¢ nawet do 3 miesiecy [14]. Zatem, gdy mamy c=
czynienia z winem o niskim pH i zawierajgcym dwutlenek siarki, mozemy niester,
przez diugi czas nie zaobserwowac oznak fermentacji, czyli sporadycznie wydzis-
lajacych sie drobnych pecherzykdw CO,. Ponadto, gdy temperatura lezakowni bedz=
wynosita ok. 10 “C, mimo dodatku bakterii ich rozwdj moze nie nastapic.

Nalezy zatem pamietac, ze stosowanie bakterii fermentacji jabtkowo-mlekow=
moze przyczyni¢ sie do poprawy jakosci win 0 wysokiej kwasowosci, jednak r =
w kazdych warunkach bakterie te bedg sie rozwijaly.
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