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GLOSARIO DE VOCABULARIO BODEGERO
Aifiada: vino sometido a un envejecimiento estdtico, sin operaciones de sacas y
rocios, que se referencia a su cosecha o afio de elaboracion.
Burbas o Fangos: sedimento obtenido tras el desfangado de los mostos.

Clarificacion: floculacién de materia coloidal del vino por adicion de polimeros
tales como la gelatina (proteinas) y la bentonita (silicatos).

Corrido de escalas: operaciones de sacas y rocios de un soleraje.
Criaderas: escalas de envejecimiento integrantes de un soleraje exceptuando a la
solera. La 1? criadera es la que precede en vejez a la solera, la 22 la que precede a

la 12, y asi sucesivamente.

Crianza bioldgica: envejecimiento de vinos en botas en cuya superficie crece velo
de flor.

Desfangado: decantacién de los trozos de la pulpa y membranas celulares de la uva
contenidas en el mosto.

Encabezado: adicion de alcohol destilado de vino al mostofermentado o al vino.

Envejecimiento fisico-quimico: envejecimiento oxidativo del vino en botas que no
cria velo de flor en su superficie.

Fermentacion dirigida: la fermentacion del mosto no estéril- llevada a cabo
principalmente por una cepa de levadura inoculada mediante la adicién de un pie de
cuba.

Injercién de velo: inoculacion de células en fase de velo, depositindolas en la
superficie del medio.

Lagar: lugar donde se recibe la uva de las vifias y se encuentra la maquinaria de
prensado para la obtencién del mosto.



Lias: flora microbiana y compuestos que precipitan una vez fermentado el mosto.
Mosto: zumo de uva sin fermentar.

Mosto de 1? yema: primera fraccién de mosto que se obtiene al ejercer una presion
de prensado baja (2.5 Kg/cm?).

Mosto de 22 yema: segunda fraccién de mosto que se obtiene con una présién de
prensado mayor (4 Kg/cm?).

Mosto fermentado: zumo de uva fermentado sin encabezar.

Pago: zona agricola, en nuestro caso viticola, de caracteristicas semejantes.

Pie de cuba: Mosto fermentando por una cepa de levadura seleccionada en fase
tumultuosa que se inocula en el depdsito de fermentacion antes de llegar el mosto del

lagar.

Prensas: iltimas fracciones de mosto que se obtienen al ejercer una presion de
prensado muy alta (6-7 Kg/cm®) .

Rocio: reposicién del volumen de vino retirado en la saca de una escala, con el vino
procedente de la escala que le precede en vejez.

Saca: extraccion de una parte del volumen de vino contenido en las botas
pertenecientes a las correspondientes escalas de envejecimiento integrantes del sistema

dindmico.

Sobretablas: vino jéven encabezado sujeto a un sistema estdtico de envejecimiento.
Este vino es el que rocia a la escala mds joven de los solerajes de crianza bioldgica.

Solera: escala de mayor vejez de un soleraje.
Soleraje: sistema de envejecimiento dindmico compuesto por un mimero variable de
escalas de envejecimiento, sujetas a operaciones de sacas y rocios; caracteristico de

la zona de Jerez.

Vino: mosto fermentado encabezado.
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Introduccion

1.1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

La crianza bioldgica del vino de la zona del Jerez constituye una etapa
fundamental en su singular elaboracién. La evolucién que registra el vino durante
esta fase es muy marcada, llevando implicitas modificaciones muy notables en su
constitucién, y siendo esencial en la elaboracién de los vinos Finos, Manzanillas y

Amontillados.

En la actualidad, las nuevas tendencias del mercado estdn desplazando el
consumo hacia los tipos de vinos de Manzanillas y Finos de tal forma que si bien
hasta hace escasas décadas estos vinos podian constituir un porcentaje marginal en
los vinos de Jerez comercializados en el exterior, hoy constituyen una fraccién
importante y a nivel de mercado nacional casi de forma absoluta. Este desplazamiento
hacia la demanda de vino obtenido mediante crianza biolégica (Finos y Manzanillas)
establece la necesidad de programar y dirigir la elaboracién del vino de Jerez hacia
este tipo de vino y no suscribirla a los "antojos de la naturaleza”, que de manera

caprichosa podrfa dictar el porcentaje de logro de cada tipo.

En primer lugar, cabe preguntarse si los cambios tecnoldgicos introducidos
en los procesos de vinificacién en aras de conseguir productos de mayor calidad
(desfangado, clarificacidn, filtracion, entre otros) o de una mayor racionalidad
operativa pueden inducir modificaciones en la naturaleza o comportamiento de la

crianza bioldgica.

Por otra parte, se observa cdmo; segiin el soleraje y escala del mismo, el vino
sometido a crianza bioldgica posee unas caracteristicas analiticas y sensoriales mds
o menos diferenciadoras, con mayor o menor presencia de metabolitos que influyen
en ello como es el acetaldehido, asf como una mayor o menor proporcion de botas
con el velo de flor en mejor o peor estado. Asi pues, se ha hecho necesario ampliar
y profundizar en los conocimientos de la crianza bioldgica y de sus factores

condicionantes.



Debido a que el proceso es multipoblacional y a la falta de buenos marcadores
fenotipicos, se considera indispensable llevar a cabo una caracterizacion de las

levaduras de velo de flor por técnicas moleculares de clasificacion.

En el presente trabajo se caracteriza a las levaduras que forman el velo de flor
glesde un punto de vista taxonémico, genético y fisioldgico. Con este triple enfoque
se pretende llegar al conocimiento de cudl o cuales son las especies de levaduras que
intervienen de manera activa en la crianza biolégica bajo velo de flor, cudl es la
distribucién poblacional de dichas especies y sus causas, as{ como, descubrir las
caracteristicas mds destacables de cada una de ellas que pudieran tener un interés

aplicado directo en la industria.

1.2. LA ELABORACION DEL VINO EN LA ZONA DEL JEREZ
1.2.1. EL VINEDO

La combinacion de clima, tierra y variedad de cepa tiene una gran
importancia enoldgica en la elaboracién del vino de la zona del Jerez. La calidad de
los vinos depende de diversos factores siendo de gran importancia la variedad, el
estado de madurez y sanitario de la uva, el clima, el terreno y las practicas realizadas

en el cultivo de la vifia (Pérez, 1982; Domecq, 1989).

El vifiedo se asienta mayoritariamente sobre una tierra de color blanco
compuesta en un 30-60% de caliza y proporciones variables de arcilla y arena que
recibe el nombre de albariza. Esta es pobre en elementos nutricionales de la planta
pero tiene una alta capacidad de retencion hidrica, almacenando agua en los periodos
de lluvias (otofio-invierno € inicios de primavera) y suministrdndosela a la cepa

durante el verano ( Casas, 1967; Pérez, 1982; Sudrez e fﬁigo, 1990) .

Un 95% de las cepas cultivadas en los vifiedos jerezanos pertenecen a la
variedad Palomino Fino, variedad que produce unos mostos muy finos de baja

acidez. El 5% restante estd integrado por las variedades Moscatel y Pedro Ximénez,



Introduccion

productoras de vinos dulces (Pérez, 1982).

El contenido en dcidos del mosto y por tanto en la uva es un dato tan
importante a considerar como la cantidad de azicares. La acidez de la uva se debe
principalmente a los dcidos: mdlico, tartdrico y citrico. Los azucares de la nva estdn
constituidos fundamentalmente por glucosa y fructosa, aunque estdn presente otros
muchos a niveles de trazas. Durante la maduracion de la uva se produce un
enriquecimiento en azicares y una pérdida de la acidez. El contenido en azicares
pasa de unos 15 g/L a unos 200 g/L y los niveles de dcido mdlico disminuyen hasta
valores inferiores a 0.5 g/L generalmente. El seguimiento del proceso de maduracion
de la uva marca la fecha Optima para realizar la vendimia y obtener la mdxima
-calidad de la cosecha. El "indice de maduracién” mds generalizado es el que deriva
de la relacion entre la cantidad de aziicares y dcidos del mosto (Pérez ef al., 1982).

La vendimia en la zona del Jerez suele iniciarse durante la primera decena del

més de Septiembre, para finalizarla al final de ese mismo més.

1.2.2. VINIFICACION

Se entiende por vinificacién al conjunto de operaciones y prdcticas que se
llevan a cabo con el fin de transformar la uva en vino, respetando al mdximo las
cualidades intrinsecas que posee dicha uva, para asi obtener el mejor vino posible
(Sudrez e Tiiigo, 1990).

El proceso de vinificacion se inicia con la recogida y la transformacion fisica
de la uva para extraerle el mosto. La recogida se hace a mano y las operaciones de
prensado se realizan teniendo en cuenta la composicién heterogénea del mosto
contenido en las distintas partes de la uva, obviando la presencia de compuestos
procedentes de las partes sélidas que a diferencia de otros tipos de vino no
contribuyen a la calidad futura del jerez. Hoy en dia se utiliza una maquinaria de
prensado que respeta estos principios enoldgicos. A la primera fraccion del mosto,

obtenida al ejercer una presion de prensado baja, se le denomina mosto de ¢ yema



(65% del volumen total) y a la segunda fraccién obtenida con una mayor presion,
mosto de 29 yema (23%). Las iltimas fracciones del prensado, prensas (12%), no
se utilizan para elaborar el vino directamente sino que tras su fermentacion se destilan
para obtener alcohol (Pérez, 1982, 1984).

Una vez obtenido el mosto, tanto de 12 yema como de 2? yema, se deja
decantar las partes s6lidas durante 24 horas, operacién denominada desfangado. Estos
sedimentos reciben el nombre de burbas o fangos que después de ser filtradas a
travéé de diatomeas pasan a depodsitos donde fermentan separadamente (Sudrez e

Iiiigo, 1990; Casas, 1984).

Previamente a la fermentacién del mosto, éste es corregido en su acidez con
la adicion de 1.5 g/L de dcido tartdrico y se le adiciona con 80 mg/L
aproximadamente de anhidrido sulfuroso que actia como antioxidante de los mostos
y de los vinos, inhibiendo oxidasas, y como antiséptico selectivo, impidiendo en lo
posible el desarrollo bacteriano y de algunas levaduras no deseables. De esta manera,
el pH del mosto se lleva a valores préximos a 3 ya que a este pH se dificulta la
actividad bacteriana, no influyendo en la actividad fermentativa de las levaduras
(Pérez, 1982, 1984).

La fermentacién del mosto se realiza en fermentadores de 40.000 L de
capacidad, dispuestos con sistemas para regular la temperatura de fermentacién que
se sitia en torno a los 25°C. La temperatura no sélo tienc influencia sobre la
actividad fermentativa del microorganismo, sino que a medida que sea mayor, se
producen mayores pérdidas de aromas y otros componentes voldtiles, trayendo

consigo una pérdida de calidad del vino resultante (Amerine y Kunkee, 1968).

En nuestro caso, se lleva a cabo una fermentacion dirigida utilizando como
pie de cuba una cepa de levadura autoctona seleccionada de alto poder fermentativo

perteneciente a la especie S. cerevisiae.

Con estas prdcticas se consigue disminuir el tiempo de inicio de la

fermentacion, favoreciendo el crecimiento rdpido en el mosto de las levaduras
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fermentativas, reducir la posibilidad de infeccion bacteriana y poder llevar a cabo un

control durante la fermentacién (Valcarcel er al., 1990).

Al cabo de 30 dias la fermentacion queda prdcticamente finalizada. El mosto
fermentado adquiere una graduacién alcohélica anroximada del 12% (v/v), pudiendo
variar segun la cosecha y la zona de procedencia de ésta, mds o menos limitrofe al

mar.

Al término de la fermentacién alcohdlica, el vino joven, al que adn en la
zona se le sigue denominando mosto, empieza a decantar originando un precipitado
tirbio denominado /lias, compuestas por la flora microbiana y una serie de
compuéstos que han quedado insolubilizados debido a la presencia del alcohol, como
sales potdsicas y cdlcicas del dcido tartdrico, proteinas, etc. Este proceso de
decantacion se ve favorecido por los primeros frios que suelen producirse en esta
época de Diciembre. Durante este periodo de reposo se desarrolla un velo de flor o
cultivo filmégeno de levaduras que cubren la superficie del vino en contacto con la
atmosfera del interior del depdsito que lo contiene, por lo que todos los vinos secos
de la zona del Jerez tienen una fase mds o menos prolongada de Crianza Bioldgica

bajo velo de flor (Pérez, 1982, 1984).

Como técnicas recientemente introducidas, tras el encabezamiento de los
mostos, los S/T y/o afiadas se someten a un proceso de clarificacion, mediante la
adicién de gelatina y bentonita, y de filtracion a través de tierras de diatomeas, antes
de ser introducidos propiamente en los sistemas de crianza y/o envejecimiento. Estas
prdcticas tienen como objeto, el lograr una mayor estabilidad fisico-quimica futura

del producto.

El mosto fermentado ya limpio es analizado sensorialmente por catadores
expertos y analiticamente en el laboratorio, decidiéndose inicialmente la clase de
envejecimiento caracteristico que dard lugar al tipo de vino de la zona del Jerez. Los

fermentados mds finos y ligeros, normalmente procedente de mostos de 1? yema, son
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destinados a vinos con crianza bioldgica, y los de mayor cuerpo y color,

generalmente mostos de 22 yema, a olorosos.

1.2.2.1. Aspectos bioquimicos de la fermentacién.

La fermentacion alcohdlica se inicia con la glucolisis, transformdndose el
aziicar en piruvato y obteniéndose ATP y NADH. Posteriormente, las células de
levaduras descarboxilan al dcido piruvico transformdndolo en acetaldehido, que
finalmente es reducido a etanol recuperdndose los NAD* necesarios para la glucolisis

(Amerine y Kunkee, 1968). Las reacciones son las siguientes:

» 2Piruvato + 2ATP +2NADH +2H"
» 2 Etanol + 2CO, + 2NAD"

1) Glucosa + 2P; + 2ADP + 2NAD*
2) 2 Piruvato + 2NADH + 2H*
Global:

Glucosa + 2P; + 2ADP ———» 2 Etanol + 2CO, + 2ATP

Pero no todas las moléculas de aziicares del mosto siguen esta via, sino que
dependiendo de la flora microbiana presente se llevardn a cabo, en mayor 0 menor
grado, otras reacciones tales como la fermentacién gliceropirivica en la que se

origina glicerina y dcido pinivico.

El pinivico puede dar origen a otros productos secundarios, entre ellos el
dcido acético y sus éstéres, acetoina y derivados como el diacetilo que a ciertos
niveles coléboran negativamente én la apreciacion organoléptica del vino (Sudrez e
fiiigo, 1990).

De los dcidos orgdnicos contenidos en el vino, son el pirdvico, succinico y
el ldctico los producidos fundamentalmente durante la fermentacién ya que los dcidos
mayoritarios, mdlico, tartdrico y citrico provienen de la uva. El dcido ldctico se
origina bien por reduccion biolégica del pinivico, bien en la denominada
fermentacion maloldctica del dcido mdlico llevada a cabo por las bacterias ldcticas.

Cuando Ia uva ha sido atacada por Borritys, estdn presente los dcidos glucénico y

10



Introduccion

glucurdnico los cuales tienen gran repercusion en los vinos del Jerez (Pérez et al.,
1991).

Es interesante destacar la formacion de compuestos derivados del metabolismo
de la levadura, como la formacién de alcoholes superiores en las rutas de sintesis o

degradacidn de algunos aminodcidos (Pérez, 1979).

1.2.2.2._Aspectos microbiolégicos de la fermentacién.

En la fermentacién espontdnea de los mostos se perfilan tres fases, en
cada una de las cuales intervienen levaduras de distinta especie con marcadas
diferencias fisiolégicas. En la primera destacan levaduras productoras de bajo grado
alcohdlico y elevada acidez wvoldtil, en la segunda dominan especies
homofermentativas y productoras de grado alcohdlico medio y en la tercera especies

del género Saccharomyces, tipicamente alcoholigenas (Sudrez e fﬁigo, 1990)

Son numerosaé las especies de levaduras aisladas en los mostos del Jerez,
pertenecientes a los géneros Kloeckera, Candida, Pichia, Hansénula, Saccharomyces
y Saccharomycodes, principalmente. Entre ellas destacan las especies del género
Saccharomyces, y en especial S. cerevisiae, S. chevalieri, S. fermentati, S. rosei y

S. iralicus (Zajara,1957; Iiiigo et al.,1963; Garcia, 1982; Valcdreel er al. 1990).

Sin embargo, la mayoria de estas especies no se aislan durante la fermentacién
debido a las prdcticas enolégicas llevadas a cabo tales como la sulfitacién de los
mostos y a la utilizacién del pie de cuba, que ejercen una presion selectiva entre los
distintos integrantes de la flora microbiana presente a favor de las levaduras de alto
poder alcoholigeno. De esta manera, la fermentacion es dirigida mayoritariamente
por la cepa selecionada (S. cerevisiae) y por S. fermentati y S. chevalieri (Valcdrcel
et al., 1990).
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1.2.3. LA CRIANZA Y ENVEJECIMIENTO DEL VINO DE JEREZ

1.2.3.1. Tipos de envejecimientos y tipos de vinos.

Los procesos de encabezado, envejecimiento biolégico y fisico-quimico por
el sistema de afiadas y posterior de soleras, son €l fundamento de la fase post-
fermentativa, determinante en la elab'oracién del Jerez. Tan es asi que en esta zona
el vino no consigue su apelativo tras la fermentacién alcoholica del mosto puesto que
aun entonces se le sigue denominando mosto, sélo es llamado vino cuando éste ha
sido sometido al proceso de envejecimiento donde adquiere su acentuada personalidad
(Domecq, 1989).

Hay que diferenciar dos tipos de envejecimientos, la Crianza Bioldgica y el
envejecimiento fisico-quimico. Es la naturaleza de una u otra crianza lo que va a
determinar el tipo de vino resultante, estableciendo las peculiaridades y diferencias
entre ellos. El destinar al vino a uno u otro tipo de envejecimiento se consigue
mediante la fortificacién o encabezado, que consiste en afiadir alcohol destilado de
vino de tal manera que se eleve la graduacién alcohdlica original de
aproximadamente 12 % a 15.5 % (v/v) en los vinos para crianza biolégica y a 18
% (v/v) en aquellos para envejecimiento fisico-quimico (Pérez, 1991; Diaz, 1989;
Casas, 1984).

Los tipos de vinos bdsicos de la zona del Jerez son:

- FINOS Y MANZANILLAS: vinos muy finos de color oro pajizo a muy pdlido, de
aroma punzante y delicado, ligeros, secos y poco dcidos, con graduacion alcohélica
comprendida entre 15y 17% (v/v). El proceso de envejecimiento se lleva a cabo sélo

y exclusivamente mediante crianza biolégica..

- AMONTILLADOS: vinos de color 4mbar, aroma punzante atenuado (avellanado),
suave y lleno al paladar, seco y con graduacion alcohélica comprendida entre 16 y

18% (v/v). Estos tienen una primera y larga fase de crianza biolégica (tipo fino) y
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posterior envejecimiento fisico-quimico.

- OLOROSOS: vino de color oro, muy aromdtico, de mucho cuerpo (nuez), seco o
ligeramente abocado y con graduacién alcohdlica entre 18 y 20% (v/v). Estos tienen
una corta crianza bioldgica inicial previa al encabezado y una larga fase posterior de

envejecimiento fisico-quimico.

- DULCES: vinos elaborados a partir de mostos azucarados de uvas de Pedro
Ximenez y Moscatel encabezados con alcohol de vino, quedando con mds de 200 g/L

de azicar.

1.2.3.2. Sistema de envejecimiento.

El envejecimiento de los vinos del Jerez se realiza de una manera singular,
practicdndose de forma tradicional desde hace cientos de afios. La vasija utilizada es
la bota de madera de roble, con una capacidad aproximada de 500 L (Pérez, 1982,
1991).

Este sistema se fundamenta en dos etapas, la primera de forma estdtica o
envejecimiento en afiadas y 1a segunda de forma dindmica o sistemas de criaderas
y soleras; utilizindose tanto en el proceso de envejecimiento fisico-quimico como en

el de crianza bioldgica.

En la fase estdtica o envejecimiento en afiadas el vino almacenado se
caracteriza por el afio de la cosecha de la cual procede y se le denomina sobretablas.
El vino, antes de pasar a sus soleras especificas, es otra vez analizado organoléptica
y analiticamente para confirmar que la evolucién sufrida en este periodo estd acorde
con el tipo de vino inicialmente predefinido. El tiempo de permanencia en esta etapa
depende de la categorfa y tipo de vino, para los finos y manzanillas oscila entre uno
y dos afios y para los olorosos es superior a un afio, pudiendo sobrepasar los diez

afos.
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El sistema de soleras o segunda etapa de crianza y envejecimiento estd
compuesto por varias escalas o estadios formados por un nimero determinado de
botas. La que contiene el vino mds envejecido se situa sobre el suelo, razon por la
que se le denomina solera. Sobre ésta se colocan las distintas escalas que la siguen
en menor vejez, recibiendo el nombre de criaderas y enumerdndose segiin su orden
de antiguedad con respecto a la solera ( 1¢ criadera, 2¢ criadera...). El nimero de

escalas de un soleraje es variable.

La solera o escala de mayor vejez suministra el vino destinado al consumo.
Periédicamente se extrae una determinada proporcién del vino contenido en cada una
de las botas que componen la solera, produciendo un vacio parcial en ella. Esta
operacion se denomina saca. El vacio producido en la solera se completa con el
conjunto de vino de la escala que le precede en vejez, 12 criadera, mediante una saca
de dicha escala. El vacio parcial originado en la 12 criadera se repone con vino de
la 22 criadera, y asi sucesivamente hasta la criadera mds joven que se completa con
vino procedente del sobretablas o sistema de afiadas. La operacion de completar el
vacio originado en una escala se denomina rocio. Esta forma de operar en el
envejecimiento de los vinos hace de la solera una mezcla compleja por el nimero de
afiadas que la componen, permitiendo mantener la calidad del producto constante a
lo largo del tiempo independientemente de la cosecha (Fig. 1). Las operaciones de
sacas y rocios en el soleraje recibe el nombre de correr escalas (Gonzdlez Gorddn,
1948; Casas, 1967, 1973, 1984; Pérez, 1982, 1984, 1991; Diaz, 1989).

Las operaciones descritas se realizan con una técnica cuidadosa y tradicional
para conseguir la homogenizacion tras el rocio del vino contenido en la bota, y en
el caso de los sistemas de crianza biolégica para no alterar el velo de flor que cubre
la superficie del vino ni los depdsitos acumulados a lo largo de los afios en ¢l fondo
de la bota (Pérez, 1982).

El tiempo medio de envejecimiento por sistema de solera que se asigna a un
vino, es el cociente que resulta de dividir el volumen total de vino contenido en dicho

sistema por el que representa la saca anual (Pérez er al., 1984).
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1.2.3.3. El envejecimiento fisico-quimico.

En el envejecimiento de los Amontillados, 22 fase, y en el caso de los
Olorosos y vinos dulces se produce una evolucién fisico-quimica del vino hacia un
estado de equilibrio entre sus componentes durante un dilatado periodo de tiempo en
el que se produce una cesién de compuestos por parte de la madera de la bota. En
estos sistemas no se produce desarrollo biolégico debido al alto contenido alcohélico
que poseen (18% v/v). Tanto la ausencia de velo de flor, la aireacion producida en
las operaciones de trasiegos del soleraje como la continiia penetracidn a través de la
madera de la bota provocan una mayor presencia de O, en el vino, acentudndose los

procesos oxidativos (Pérez 1984, Sudrez e ffiigo, 1990).

Es interesante resaltar el efecto de la merma, efecto de pérdida de volimen
que se produce en el vino a través de la madera de la bota. Dicha pérdida no es de
vino en si, sino que debido a la absorcion relativa que la madera ejerce sobre los
distitos componentes del vino, es el agua la que penetra mayoritariamente a través
de la estructura celular de la madera para ser evaporada en su capa externa. Esto
provoca un aumento progresivo de la concentracién del resto de los componentes,
registrdndose por tanto un aumento del grado alcohdlico y del extracto seco (Pérez,

1979; Martinez er al., 1993).
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FIGURA 1: Sistema de envejecimiento del vino de Jerez, después de la primera saca
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1.3. LA CRIANZA BIOLOGICA
1.3.1. DEFINICION Y ANTECEDENTES

Se denomina "Crianza Bioldgica" a la transformacion bioquimica que sufre
el vino durante la etapa de envejecimiento como consecuencia de la intensa y
contfnua accién metabdlica de la levadura en fase filmégena o velo de flor (Pérez,
1991; Sudrez e fiiigo, 1990). Bobadilla (1943) define a la flor como un conjunto de
microorganismos que viven en la superficie del vino, constituyendo lo que
-técnicamente se llama un velo. Cuando empieza la formacién de velo, se observan
unos puntos blancos, que después se convierten en manchas mayores, con contornos
irregulares. El citado autor agrega que hay ciertos requisitos para que el desarrollo
de la flor se verifique en condiciones dptimas, siendo los principales la existencia de
superficie suficiente en contacto con el aire (por lo que se deja un vacio
aproximadamente de 1/6 de la capacidad de la bota), temperatura comprendida entre
15 y 20°C, y graduacion alcohdlica entre 14.5y 15.5% (v/v).

La crianza biolégica surge por primera vez en Sanlucar de Barrameda a
consecuencia de una bajada en la graduacion alcoholica en los vinos de consumo
local en el siglo XVIII, ya que hasta entonces el contenido alcohdlico de los vinos
superaba el 17% (v/v) (Pérez,. 1994). Es a mediados del siglo pasado cuando la
crianza biolégica comienza a practicarse en Jerez de la Frontera (Gonzdlez Gordon,
1948, Marcilla et al, 1936 y Fornachén, 1953).

En un principio, el cultivo bajo velo de flor se establece de forma estacional
sobre el vino alterndndose con periodos de baja actividad bioldgica, debido
fundamentalmente a la adecuacion no idonea de las bodegas que no mantenia las
condiciones ambientales que requiere este tipo de envejecimiento. Las épocas mds
propicias para el desarrollo del velo es la primavera y el otoiio por establecerse mejor
las condiciones del entorno. Este resurgir estacional puede aparentar una analogia con

el fenémeno de floracién; la "floracion del vino" motiva que se denomine a esta

17



crianza bioldgica, crianza bajo velo de flor (Pérez, 1982).

Segtin Cruess (1948) el desarrollo del velo de flor comienza con la aparicion
de islotes que crecen hasta unirse para formar una lisa, delgada y continua pelicula.
En pocas semanas se espesa y se arruga. El velo joven y en presencia de abundante
ai{e presenta un color casi blanco. El velo viejo adopta una coloracién grisacea,
pudiendo llegar a ser marr6n claro si existe una escasa aireacion. Con el tiempo se
desprenden trozos de €l, que caen al fondo de la bota y son sustituidos por nuevo
desarrollo. El sedimento de levaduras se autolisa, proceso que afecta positivamente

al sabor y bouquet del vino.

Durante esta etapa son metabolizados muchos componentes del vino y surgen
otros, de manera que el vino va adquiriendo una estructura caracteristica, se
acrecienta su finura, su olor punzante y la palidez de color. En el trasiego del vino
a lo largo de todo el sistema se aportan nuevos micronutrientes y oxigeno,
potenciandose asi la crianza (Gonzdlez Gordon, 1948; Pérez er al., 1984; Diaz,
1989). Este velo de levaduras consume oxigeno en su metabolismo oxidativo y al
cubrir toda la superficie del vino lo aisla del contacto con la atmdésfera, de modo que
el oxigeno estd practicamente ausente en €l, persistiendo en el medio un relativo
caracter reductor que posibilita la presencia de determinados componentes en estado

reducido e impide una evolucién oxidativa del vino (Pérez, 1982).
1.3.2. ASPECTOS MICROBIOLOGICOS

Ademds del velo de flor responsables del envejecimiento biolégico, es muy
frecuente la aparicién de otros velos aerébicos sobre muy diversos tipos de vinos que

originan en los mismos notables alteraciones, conocidas como flores del vino.

fiiigo y Arroyo (1964 a) hacen una revision de los trabajos llevados a cabo
sobre los velos de flor en la que adjudican a Pasteur las primeras descripciones de
levaduras encontradas en los velos desarrollados sobre vinos alterados, llegando a la

conclusion de que eran levaduras pertenecientes a la especie Mycoderma vini.
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Rocques (1933) se limita a senalar el hecho de la gran produccién de
aldehidos debido a la accion del citado M. vini. Los autores que posteriormente
escriben sobre estos vinos no hacen sino copiar las ideas de Rocques (citado por
Marcilla, 1936). Asi, De Rossi (1917) describe a cuatro especies del género
Mycoderma (M. vini, M. duplex, M. tenax y M.acidificans) a las que considera
causantes de dicha enfermedad (citado por Ifiigo y Arroyo, 1964 a). Posteriormente,
Lodder y Krejer Van Rig (1952) reunen a éstas y otros Mycodermas en una sola
especie, Candida mycoderma. Ademds de éstas, han sido descritas otras especies

pertenecientes al género Pichia en velos sobre vinos afectados de flores (Suarez e
Iiiigo, 1990).

No es hasta 1936, en un amplio estudio realizado por Marcilla et al. cuando
queda mds clara la diferencia entre los dos tipos de desarrollo aerdbico. Estos autores
senalan que el velo conocido como Mycoderma vini, oxida completamente grandes
cantidades de alcohol, deja casi inalterada la acidez voldtil, la resistencia al etanol
que presenta es escasa, dicha flor se desarrolla indistintamente en vinos blancos y
tintos, tolera temperaturas relativamente bajas y normalmente no se sumerge el velo
mycodérmico en unas épocas para reaparecer en otras, quedando los vinos sosos y

"vacios" al paladar.

Dichos autores concluyen que los caracteres directamente observables en las
"flores" desarrolladas en los vinos finos de Jerez y andlogos, son absolutamente
opuestos. A las levaduras responsables de este tipo de desarrollo aerdbico las
clasifican como razas de una nueva especie esporulada y de alto poder fermentativo
perteneciente al género Saccharomyces, S. beticus razas o, B y y (Marcilla et al.,
1936). Prostosserdw y Afrikian (1933) llegan a la misma conclusion, describiendo

una nueva especie S. cheresiensis (citado por Sudrez e fﬁigo, 1990).

Santa Maria estudiando el comportamiento de los genes responsables de la
formacién de flor llega a la conclusién de que tal caracteristica representa una

propiedad fisioldgica estable por 1o que puede ser utilizada para la diferenciacion a
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nivel de especie. Este reconoce especies nuevas de levaduras de flor, S. acefi, S.

oxidans, S. hispanica, S. cordubensis y S. gaditensis (Santa Marfa, 1968, 1970).

La descripcidn de estas nuevas especies da lugar a numerosas controversias
y confusiones como expresan Amerine y Kunkee (1968) en una revisién bibliografica
sobre levaduras de vinificacion en todo el mundo. Las distintas revisiones
sistemdticas realizadas hasti.a ese momento por Lodder y Krejer Van Rig (1952, 1970)
no consideran el caracter filmégeno sobre vinos de alta graduacién alcohdlica. Asf,
en la de 1952 clasifican a S. béticus como S. fermentati y a S. cheresiensis como S.
oviformis. En los estudios taxonémicos publicados en 1970, las cepas de levaduras
de flor aisladas de velos por Marcilla er al., Protosserdow y Afrikian, y Santa Maria
se encuentran caracterizadas dentro de numerosas especies: S. bayanus (S.
cheresiensis, S. beticus raza y, S. oxidans y S. aceti), S. capensis (S. beticus raza
a, S. oxidans), S. cerevisiae (S. beticus), S. fermentati ( S. beticus raza y), S.

prostoserdovii (S. hispanica) y S. aceti (S. aceti).

Cruess (1948) afirma que el velo de flor se compone de celulas de la misma
raza de levadura que fermenta el mosto, S. cerevisiae ellipsoideus, y que dichas
células eran mds pequeiias y granulares en estado filmégeno que en el fermentativo,
y que se adherian formando grupos. También encuentra especies del género Pichia

y Torulopsis.

Fernandez de Bobadilla (1949) comparte la misma idea afirmando que la
"flor" no es mds que la fase de velo de una de las variedades de levaduras que
intervienen en la fermentacidn alcohdlica (1949) y que dicho velo se mantiene en la
superficie gracias a una especie de reticulo gelatinoso formado de masas amorfas

segregadas por las mismas levaduras (1952).

Los trabajos realizados por fﬂjgo Leal et al. (Sudrez e fﬁigo Leal, 1990;
Iiigo, 1992; Iiiigo y Arroyo, 1964 a; Iiiigo, 1980; Iiiigo ez al., 1990) son definitivos
para el conocimiento de la microbiologia de los velos de flor en los vinos con crianza

biolégica. Estos proponen una nueva especie de levadura, S. montuliensis, aislada por
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primera vez en la zona de Montilla (ffiigo y Arroyo, 1964 a). Estos concluyen que
los velos blastomicéticos formados en los vinos con grado alcohélico superior a 13%
(v/v), estdn constituidos por especies de levaduras del género Saccharomyces
diferentes de las encontradas en fermentacion, y por estas mismas y otras de los
géneros Hansenula, Zygosacchafomyces, Candida, Rhodotorula, Cryptococcus y
Picchia, en vinos con grado alcohdlico inferior, por lo que no las consideran agentes
de la crianza ya que al vino antes de ser sometido a ella se le eleva el grado
alcohélico hasta 15.5% (v/v)

Las especies del género Saccharomyces que integran los velos son:
* 8. beticus (Marcilla er al., 1936)

* S. cheresiensis (Protosserdow y Afrikian, 1933)

* S. montuliensis (fﬁigo, 1964)

* S. rouxii (Boutroux, 1883)

Estos autores, en los aislamientos realizados en fase fermentativa no
encontraron nunca las especies halladas en los velos espontdneos, ni tampoco especies
propias de la fase fermentativa entre las aisladas de los velos. Sin embargo, opinan
que el fenémeno biolégico de la crianza del vino de Jerez tiene su origen en la
microflora epifitica de la uva, tanto en sus origenes ontogénico como filogénico; no
pudiéndose desconectar el fenémeno microbioldgico de la crianza, del conocimiento
de los agentes de fermentacion vinica. Asi, relacionan filogenicamente, por presentar
un patrén fermentativo de los distintos azicares similar, a S. chevalieri (Lodder y
Krejer van Rig, 1952) y S. beticus y a S. oviformis (Lodder y Krejer van Rig, 1952)
y S. cheresiensis (fﬁigo y Arrollo, 1§64 a). Ademds, suponen a S. montuliensis 'y S.
rouxii estadios mds evolucionados de S. bericus 'y S. cheresiensis, que paulatinamente

van perdiendo la capacidad de fermentar otros azicares (fﬁigo Leal, 1980).

D. Yarrow en el manual taxonémico editado por Krejer-van Rij (1984)
engloba a S. beticus y S. cheresiensi dentro de la especie S. cerevisiae y a S. rouxii

como Zygosaccharomyces rouxii. En dicha revision no se contempla a S.
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montuliensis pero su patrén de fermentacion de azicares coincide con el de S.

telluris.

Actualmente, segin Barnett ez al. (1990), S. beticus, S. montuliensis y S.
cheresiensis pertenecen a la especie S. cerevisiae y S. rouxii a Zygosaccharomyces

rouxii (Barnett er al., 1990; Barnett, 1992).

En los sistemas industriales de crianza biolégica, junto con la levadura
de velo de flor coexiste una poblacién bacteriana muy importante de morfologia
principalmente bacilar (Bravo, 1986). Esta flora participa activamente en la evolucién
que sufren algunos compuestos del vino, en concreto determinados dcidos (Pérez
Juan, 1988; Sudrez e fﬂigo, 1990).

1.3.3. ASPECTOS BIOQUIMICOS DE LA CRIANZA

No es posible describir de una manera detallada los fenémenos y reaciones
que se producen con la crianza bioldgica en los vinos de Jerez, ya que aunque existan
muchos trabajos al respecto, la informacion seria incompleta a tenor de los procesos
que se desconocen (Pérez, 1982). Los cambios se deben principalmente a la actividad
de las levaduras de flor, en los procesos respiratorios descritos en el ciclo de Krebs,
reproducion celular e incluso en los procesos de autolisis de estas levaduras. La
levadura, durante el envejecimiento bajo velo de flor, metaboliza determinados
componentes hidrocarbonados, observdndose por ello una apreciable disminucién en
el contenido de etanol, dcido acético, acetato de etilo, glicerina, aminodcidos y dcidos

orgdnicos, entre otros (Pérez, 1991).
1.3.3.1. Etanol.

El consumo de este compuesto es un fendmeno ampliamente descrito y
evidenciado por numerosos autores. Ya Marcilla(1936) atribufa la pérdida de alcohol,
observada durante la crianza bioldgica, en parte a la evaporacién y en parte a

reacciones de oxidacion llevadas a cabo por la levadura en las que se forma etanal,
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que se acumula parcialmente en el vino y del que la mayor proporcién se oxida a
dcido acético, y por tltimo a anhidrido carbénico y agua. Este hecho fue comprobado
y matizado por otros investigadores (Fornachén, 1953; Bobadilla y Navarro, 1952;
Saavedra, 1959; Saavedra y Garrido, 1963; Cabezudo et al., 1967; Webb y Noble,
1976; Casas Lucas, 1987; Gonzalez Gordon, 1948).

La disminucién del grado alcohélico que sufren los vinos finos durante su
crianza se explica por la asimilacién del etanol por parte de las levaduras. Estas, en
ausencia de azicares en el medio, utilizan dicho compuesto como principal fuente de
carbono siguiendo una via metabdlica en la que se forma acetaldéhido, reaccion
catalizada por la alcohol deshidrogenasa en presencia de NAD*, y posteriormente
acetil-CoA que pasa a formar parte del ciclo de Krebs donde se produce la energia
necesaria para la sintesis de su material celular, graSas, aminodcidos, carbohidratos

de reserva, proteinas, etc (Saavedra y Garrido, 1963; Cabezudo er al., 1967).

1.3.3.2. Glicerina.

Conjuntamente a la utilizacion de etanol por las levaduras se produce un
consumo de glicerina. La cantidad consumida de ambas sustancias depende de
diversos factores caracteristicos de las condiciones especificas de la crianza: mimero
de criaderas, sistemdtica de rociados o corrido de escalas propias de cada bodega,
relacion superficie/volumen del cultivo y condiciones climdticas, entre otras (Bravo,
1984). La presencia de precursores polares de fosfoglicéridos tiene un efecto positivo
sobre el metabolismo de la glicerina y restrictivo sobre el consumo de etanol,
sugiriendo, que ésta es consumida, al menos parcialmente, a través de una via
anabdlica para la sintesis de fosfolipidos. La glicerina no es metabolizada por la
levadura via fermentativa (Bravo Abad, 1984). Su consumo es proporcional al tiempo
de crianza, y ademds es el componente cuya concentracion disminuye con mayor
regularidad a lo largo del tiempo (Saavedra, 1959; Bravo, 1984; Martinez de la Ossa
et al., 1987a, 1987b).
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1.3.3.3. Acidez volitil.

La acidez voldtil estd constituida por la parte de dcidos grasos pertenecientes
a la serie corta, que se encuentra en los vinos en estado libre o de sal. El componente
esencial es el dcido acético y uno de sus derivados: el acetato de etilo, también

pequeiias cantidades de dcido propionico, butirico y sus ésteres (Delanoe ez al. 1987).

La acidez voldtil disminuye fuertemente durante la crianza debido a la accion
de las levaduras de flor, organismos que presentan una elevada resistencia a Ia dosis
de acético, pudiendo desarrollarse en medios con un contenido de hasta 3 g/L, y
provocar una disminucién continua durante la crianza (Marcilla e al., 1936). El
dcido acético, via conversion de acetil-CoA, se incorpora bien al ciclo de Krebbs o
bien a la ruta de sintesis de dcidos grasos en la que se fijan moléculas de CO,
(Cabezudo er al., 1967; Saavedra y Garrido, 1962; 1963).

Las levaduras de flor, asimismo, disminuyen el riesgo de contaminacién
acética (Marcilla er al., 1936; Cruess et al., 1938; Fornachon, 1953; Saavedra y
Garrido, 1962; Iiiigo y Arroyo, 1964 b). Novella (1992) contempla Ia posibilidad de
utilizar las levaduras de flor como practica enolégica como remedio curativo de la

enfermedad de la picadura acética.

El acetato de etilo diminuye progresivamente a lo largo de la crianza (Pérez,
1991; Martinez de la Ossa et al., 1987b).

1.3.3.4. Acetaldehido.

El oxigeno es utilizado por la levadura en fase de velo para combustionar
fundalmentalmente al etanol que, como ya se ha dicho, en una primera fase es
oxidado a acetaldehido. Este se forma en cantidades generalmente de 300-400 mg/L,
pudiendo llegar hasta 700-800 mg/L segiin las condiciones del medio, ejerciendo una
gran influencia en las caracteristicas sensoriales de estos vinos y es considerando el

componente mds tipico de los vinos de flor. La produccion de acetaldehido nunca
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transcurre de forma regular, generalmente hay una formacion bastante rdpida en las
primeras semanas, seguida de un periodo en que la concentracion permanece
estacionaria o disminuye, y de otro en que se vuelve a elevar o continda cayendo
(Saavedra, 1959; fﬁigo y Arrollo, 1964 b). La velocidad de formacion de etanal
depende de la cepa de levadura, temperatura, relacion superficie/volumen y del vino
en cuestion (John y Rankiine, 1977). El vino sometido a cultivo sumergido alcanza
niveles muy superiores de acetaldehido, pudiendo llegar a ser de 1000 mg/L, niveles
que ni son organolépticamente favorables ni posiblemente saludables (Rankine,
1982).

Cabezudo er al. (1968) disefian un procedimiento para acelerar el
envejecimiento biolégico' de los vinos finos en cultivo sumergido. En este estudio
realizan una seleccién de cepas de levaduras de velo teniendo en cuenta su capacidad
de consumo de la acidez voldtil y su produccién de acetaldehido, haciendo notar el
distinto comportamiento entre cepas de la misma especie. Ifiigo y Arrollo (1964 b),
también encuentran que la produccion de acetaldehido es variable segiin la capacidad
propia de cada cepa, destacdndose en la fase de aparicion de velo una cepa de S.
rouxii seguida de una de S. cheresiensis, y al cabo de un més de cultivo sobresale

una cepa de S. montuliensis.

Otros componentes, que se forman sélo en pequefias cantidades, parecen
originados en una evolucién del etanal, tales como el dietilacetal, la acetoina y el
butanodiol,2-3 (Saavedra, 1959; Fornachon, 1953). Casas (1954) apunta la
posibilidad de que el glicol provenga de la hidrogenacion de la acetoina formada en

una condensacion acetoinica del etanal .

El 2,3-butanodiol y la acetoina aumentan con la crianza, interpretdndose este
hecho como una condensacién acetoinica de dos moléculas de acetaldehido; la
acetoina asi formada es sélo reducida a 2,3-butanodiol, no oxiddndose a diacetilo en

estos casos (Sudrez e fﬁigo, 1990).
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1.3.3.5. Aciﬂos organicos.

Son muy numerosos los trabajos que se han realizado sobre la evolucién de
los 4acidos orgdnicos durante la crianza biolégica de los vinos finos. Pérez Juan
(1988), en una revision bibliogrdfica de estos estudios, concluye que la evolucidn del
contenido dcido de un vino bajo velo de flor, pasa por un minimo hacia la primera
mitad de la crianza, produciéndose a continuacién una recuperacién hasta niveles
ligeramente inferiores a los iniciales. Ese minimo aparece debido a la ocurrencia
simultanea de pérdida y generacion de 4cidos, lo que determina la concentracién de
los mismos en un momento del proceso. Las causas de la pérdida de dcidos en el
vino pueden ser de naturaleza quimica (precipitaciones) o bioquimicas (accion de
levaduras y bacterias) sobre determinadas especies 4dcidas. El proceso de generacién
abarca dos aspectos; uno, el incremento en la concentracién de dcidos presentes

originariamente en el vino y otro, la aparicién de nuevos dcidos en el vino.
1.3.3.5.1. Acido tartdrico.

Disminuye su concentracién a lo largo de la crianza como consecuencia de
precipitaciones fisico-quimicas en forma de bitartrato (Martinez de la Osa ef al.,
1987a; Pérez et al., 1982).

1.3.3.5.2. Acido citrico y succinico.

El dcido citrico presente inicialmente en el vino disminuye hasta niveles
despreciables, debido a su asimilacién por parte de las bacterias presentes en el
medio. La concentracion del dcido succinico del vino no sufre apenas modificacion
debido a que coexisten reaciones de consumo y generacion de este compuesto con

velocidad muy semejante (Pérez Juan, 1988).

Ferndndez er al. (1966), encuentran que de las especies de flor, solo S. rouxii
presenta cierta capacidad de asimilacion del citrico y del succinico (Fernandez et

al.,1966a y 1966b). Ifiigo y Bravo Abad (1963), observan un comportamiento
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identico entre S. beticus, S. rouxii y S. montuliensis, en 1o que a degradacion de
dcidos se refiere, agotando totalmente el ldctico y succinico, y disponiendo
parcialmente de citrico y mdlico; mientras que S. cheresiensis solo deja vestigios de

mdlico y citrico.

1.3.3.5.3. Acido milico.

El dcido mdlico procedente de la uva desaparece en dos procesos sucesivos.
Uno, en el intervalo de tiempo comprendido entre el final de la fermentacién y el
encabezado de los mostos, debido a la actividad de las bacterias maloldcticas. Otro,
durante durante la crianza bajo velo cuyas causas no estdn totalmente aclaradas,
aunque todos los hechos sefialan a estos mismos microorganismos como los

responsables de este descenso (Pérez, 1982; Pérez Juan, 1988).

Bobadilla y Navarro (1949, 1952) afirman que la desaparicién de este dcido
‘es un proceso de velocidad e intensidad variable segun los afios y viene determinado
por diversos factores, tales como el grado alcoholico, temperatura y dosis de
sulfuroso, considerando a las bacterias causantes del "ahilado™ las responsables de

dicha disminucién.

Las experiencias en laboratorio con levaduras de flor desarrolladas sobre vinos
(Marcilla er al, 1936), o sobre medios sintéticos (Saavedra y Garrido, 1962), usando
mdlico como unica fuente de carbono y en presencia o en ausencia de etanol,
muestran un consumo insignificante de dicho dcido. Sin embargo, Fernandez et

al.,(1966), encuentran que solo S. rouxii presenta ligera asimilacion de este dcido.

1.3.3.5.4. Acido ldctico.

Los datos sobre la evolucion del dcido ldctico son contradictorios. Algunos
autores obtienen en bodega unos incrementos considerables en dicho dcido en la

crianza bioldgica (Marcilla et al., 1936; Saavedra y Garrido, 1959; Casas, 1973;

27



Fernandez y Navarro, 1949). Bravo (1984) encuentra una variacién con numerosos
altibajos, alcanzandose en la 12 criadera la mdxima concentracion. Pérez (1982)
registran en un soleraje de fino un aumento de dcido L-ldctico en las escalas jovenes
debido a la fermentacién maloldctica llevada a cabo por las bacterias ldcticas y un
posterior consumo que lo achaca a las levaduras de velo, por el contrario el 4cido D-

ldctico no experimenta una evolucién tan regular.

En los estudios realizados a nivel laboratorio, también se encuentran
resultados contradictorios. Fornachon (1953) no encuentra variacion apreciable en la
concentracion de dcido ldctico. Saavedra y Garrido (1961) encuentran una variacion
muy irregular. fiiigo y Arrollo (1964 b), en la experiencia con diversas cepas de
levaduras de flor, no observan modificacién del contenido en dicho dcido a excepcion

de una cepa de S. montuliensis que consume aproximadamente 0.3 g/L.

Los ensayos de asimilacién del dcido ldctico en medio sintético demuestran
que las levaduras de velo de flor tienen la capacidad de asimilar este dcido
(Fernandez er al.,1964), aunque Khayyat et al. (1979) encuentran que el desarrollo

es muy lento cuando es el 4cido ldctico la tinica fuente de carbono.
1.3.3.5.5. Acido glucénico.

La concentracion inicial del dcido glucénico, que es mayor en el vino
procedente de uvas afectadas por Botrytis, disminuye a lo largo de la crianza
bioldgica debido al metabolismo de las bacterias lacticas, ya que las levaduras en fase

filmégena no consumen dicho dcido (Pérez er al., 1991).

1.3.3.6. Alcoholes superiores.

La suma de los alcoholes superiores experimenta un aumento considerable
durante la crianza (aproximadamente un 20% de la 32 criadera a la solera). El n-
Propanol, el Iso-butanol y los Iso-amilicos experimentan un aumento durante la fase

de desarrollo del velo debido a una multiplicacidn celular activa, ya que la formacién
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de dichos compuestos estd ligada a vias anabdlicas de las levaduras. El Iso-butanol
y los Iso-amilicos provienen de los cetodcidos correspondientes originados en la via
de sintesis o degradacion de los aminodcidos. El n-propanol se origina a partir del

dcido acético y del 4cido pirivico (Pérez, 1979).
1.3.3.7. Aminodcidos.

Polo (1971) comprueba la disminucion en el contenido de aminodcidos libres
que se produce en este sistema de crianza. Esteban er al. (1979) trabajando con
cultivos puros obtuvo un consumo mayoritario de la leucina, isoleucina y valina, no
encontrando variaciones en los niveles de prolina. Botella et al. (1990),0bservan un
elevado consumo de prolina, la cual inicialmente constituye un 50% de los
aminodcidos totales y en la ultima etapa de envejecimiento alcanza unos niveles del
20%, insinuando que dicho compuesto debe actuar como fuente de precursores de

aminodcidos necesarios para la sintesis de proteinas celulares.

1.4. LEVADURAS INDUSTRIALES

La utilizacién de la biotecnologia en la produccién de alimentos y bebidas se
practica desde hace mds de 8000 afios en la elaboracién de productos tan importantes
como el pan, vinagre, bebidas alcohélicas, masas agrias y quesos. Los procesos
biotecnoldgicos se utilizan actualmente para la obtencién de otros productos
fermentados, alimentos y aditivos alimentarios (aminodcidos, vitaminas, levadura).
La biologia moderna (biologia molecular, bioingenieria, etc) ha causado un fuerte

impacto en la industria alimenticia.

Las levaduras constituyen cuantitativa y econémicamente el grupo de
microorganismos mds importante explotado comercialmente por el hombre. La
cantidad total de levadura producida anualmente es superior a cinco millones de

toneladas. Ademds de la importancia en la industria alimentaria, la levadura es un
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gran modelo experimental para el conocimiento bdsico de los procesos bioquimicos,
genéticos y metabdlicos en las células vivas. S. cerevisiae se utiliza de forma
experimental debido a que es un eucariota que se puede cultivar y analizar
genéticamente como las bacterias (Botsein ez al., 1988; Oda er al., 1989). Ademds,
posee una serie de ventajas adicionales, ya que se reproduce de forma estable como
haploide, diploide aneuploide o poliploide, y al tratarse de un organismo eucariota
S;l estructura genética es mucho mds parecida a la de organismos superiores que a las

de las bacterias.

Aunque muchos son los estudios realizados sobre la genética y bioquimica de
la levadura de laboratorio S. cerevisiae, el conocimiento de las cepas industriales de
saccharomyces bajo estos puntos de vista es muy limitado. Las levaduras industriales
han sido seleccionadas durante siglos para caracteristicas que dificultan enormemente
su manipulacién genética.  Estas son generalmente poliploides o aneuploides,
homotdlicas y esporulan dificilmente, siendo muy baja la viabilidad de las esporas
(Spencer ez al., 1983; Oda er al., 1989). Todo ello hace el andlisis de tetradas y por
tanto el andlisis genético dificil (Russell et al., 1987; Keiding, 1988)).

Las razones de esta organizacion genética podria estar en el hecho de que el
hombre lleva mds de 10000 afios seleccionando alimentos y bebidas con unas
caracteristicas determinadas, y por lo tanto ejerciendo una fuerte seleccion en favor
de aquellos genotipos que no cambian facilmente. Debido a esta necesidad de
propiedades constantes en las cepas, ha habido una fuerte seleccion en contra de
aquellas cepas con una reproduccién sexual eficiente. Por otra parte, dado que
muchas mutaciones son recesivas, la seleccion ha favorecido la aparicién de cepas
con alta ploidia, cuyos fenotipos no cambian incluso cuando algunos alelos mutan
(Spencer ez al., 1990). Sin embargo, actualmente el hombre trata de mejorar a estas
cepas industriales para obtener nuevos productos, mejorar los producidos
tradicionalmente u obtenerlos a menor coste, enfrentdndose al problema que ello

supone.
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1.4.1. IDENTIFICACION

La nomenclatura de las levaduras ha cambiado considerablemente en los
liltimos afios. Tradicionalmente las cepas industriales han sido identificadas en base
a su morfologia y su capacidad para asimilar y fermentar distintas fuente< de carbono
y nitré6geno (Barnett, 1992). La clasificacién basada en las caracteristicas fenotipicas
no tiene en cuenta el concepto "mutacién”, no considerando la variabilidad
nutricional de una determinada especie. Sin embargo, se hace necesario un
procedimiento de identificacién rdpido que permita distinguir la cepa utilizada de
cualquier otra contaminacidn, para asi asegurar la presencia unica 0 mayoritaria de

la cepa original durante todo el proceso.

La identificacién de levaduras industriales no ha sido fdcil, dado que la
mayoria de ellas proceden de la misma especie, S. cerevisiae y carecen de
marcadores genéticos como las levaduras de laboratorio. Los recientes progresos en
biologia molecular han llevado a cabo el desarrollo de nuevas técnicas para la
identificacion de cepas individuales tales como el contenido GC (guanina-citosina),
porcentaje de hibridacion ADN-ADN, patrén electroforético de proteinas (van
Vuuren el al., 1987); zimogramas (Subden ez al., 1982; Yamazaki et al., 1982); el
polimorfismo de los fragmentos de restriccién del ADN mitocondrial (Russell er al.,
1987; Kitmoto et al., 1991; Pedersen, 1988; Querol er al., 1992a 'y 1992b), y la
separacion de cromosomas por electroforesis en campo pulsado (Naumov er al.,

1992; Rank er al., 1991; Querol et al., 1992¢; Yamamoto et al., 1991).

Se han descrito diferentes técnicas para separar cromosomas intactos de
Saccharomyces cerevisiae (De Jonge et al., 1986; Schwartz et al., 1984). De esta
manera, se observe que las levaduras vinicas presentaban una amplia variedad de
patrones electroforéticos, atribuyéndosele bien a la inestabilidad del cariotipo o a la
presencia de numerosas cepas en los aislamientos originales (Yamamoto et al., 1991).
Otros autores (Bidenne er al., 1992; Vezinhet er al.,1990) ,al comparar cepas

industriales con cepas haploides de laboratorio, han encontrado cambios
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intercromosomicos (tralocaciones) ademds de intracromosomicos (deleciones y

duplicaciones).

Numerosos autores han considerado a las cepas industriales de Saccharomyces
cerevisiae cOmMO 0rganismos que poseen una constitucién cromosémica desconocida
y una gran heterogeneidad genética (Bakalinsky y Snow 1990). Aneuploidias y/o
poliploidias son fenmenos muy extendidos y frecuentes entre las levaduras vinicas,
tal es asi que el mantenimiento de un complemento cromosémico estable pero
desequilibrado ha sido considerado ventajoso (Sancho er al. 1986; Adams et al.
1992): la posesién de un juego cromosémico extra podria proteger a las levaduras
vinicas de los efectos de las mutaciones recesivas letales (Jiménez y Benitez, 1988)
o incrementar el mimero de copias de genes favorables dando lugar a cepas mds

vigorosas (Adams er al., 1992).

- El polimorfismo existente en cepas industriales se ha atribuido al hecho de que
el genomio nuclear codifica para funciones génicas requeridas para la adaptacién
optima en cada medio industrial en concreto, de manera que el polimorfismo
cromosomico estaria sujeto a una fuerte presion selectiva distinta en los diferentes
procesos industriales (Bakalinsky y Snow, 1990; Yamamotb et al., 1991); por
ejemplo: mdxima tasa de crecimiento en melazas para las levaduras panaderas o
viabilidad en altas concentraciones de etanol para las levaduras vinicas. De hecho,
se obtienen variantes de tamafio y reorganizaciones cromosémicas en poblaciones de
S. cerevisiae crecidas bajo condiciones selectivas tales como un medio con fosfato

limitante, poseyendo las variantes seleccionadas ventajas adaptativas (Adams et al.,
1992).

Como alternativa a la electroforesis de cromosomas, el andlisis de los
fragmentos de restriccién del ADN mitocondrial supone un método fdcil, rdpido y
econémico, que ha permitido distinguir cepas vinicas y cerveceras de manera
inequivoca (Querol er al., 1992a). Usando este método para la identificacion de
levaduras enoldgicas, se puso de manifiesto un marcado polimorfismo (Venzinhet ez

al., 1990, Querol et al., 1992a y 1992b). Ademds, el analisis de restriccion permite
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una mejor diferenciacion entre cepas (Querol et al. , 1992a, 1992b), ya que el mimero
y el tamafio de los cromosomas de las levaduras vinicas era poco variable en

comparacién con el polimorfismo del ADNmt mostrado por las mismas cepas.

1.4.2. LEVADURAS VINICAS

El término "levaduras vinicas" abarcaba a todas aquellas cepas, pertenecientes
a numerosas especies, que se encuentran en las uvas y participan en la fermentacion
del mosto. No es hasta los dltimos 10 afios, cuando se comienza a llevar a cabo la
seleccion y produccidn industrial de cepas de levaduras vinicas (Kreuz, 1993). Estas

cepas, casi siempre, pertenecen a la especie S. cerevisiae.

Las innovaciones llevadas a cabo con respecto a la produccié;l de levaduras
vinicas se han dirigido hacia la mejora del proceso fermentativo y de la calidad y
propiedades del vino resultante (Bakalinsky y Snow, 1990; Yamamoto ef al., 1991).
Asi, las levaduras vinicas han sido caracterizadas y seleccionadas, principalmente,
atendiendo a las siguientes propiedades:

1.- Capacidad para fermentar rapida y eficientemente mostos con 20-25 % de azicar.
2.- Tolerancia al etanol, altas temperaturas, CO, y al SO,.

3.- Baja produccion de metabolitos indeseables (acidez voldtil, H,S, diacetilo, etc)
4.- Capacidad de flocular, para que asf la sedimentacién se produzca rapidamente.
5.- La no formacidn de espuma durante la fermentacién.

6.- Capacidad de asimilacién del dcido mdlico.

7.- Produccién de metabolitos que contribuyan favorablemente en la apreciacion

organoléptica del vino.

Estas propiedades tienden a estar influenciadas por las condiciones de cultivo
y favorecidas por la seleccion artificial (Bakalinsky y Snow, 1990; Yamamoto et al.,
1991). Tradicionalmente, la fermentacién de los mostos la llevaban a cabo la flora
microbiana presente en las uvas y en las instalaciones industriales; flora que varia

grandemente entre las diferentes zonas vitivinicolas e incluso en las diferentes viiias
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de una misma regién (Poulard er al., 1981; Inigo y Bravo, 1993). Durante los
dltimos, afios la mayoria de los productores de vinos utilizan cultivos puros de
levaduras, en forma de levadura seca activa, aisladas de su propia region (Subden,
1991). En el caso de las fermentaciones controladas, la levadura inoculada es la
principal responsable del proceso fermentativo pero no se inhibe el desarrollo de las
cepas naturales, pudiendo tener efectos importantes en el aroma del vino resultante
(Martinez er al., 1989; Barre, 1992). '

Dado que las levaduras vinicas fermentan un sustrato no estéril, interviniendo
varias especies en el proceso, se ha hecho necesario el desarrollo de métodos que
permitan identificar inequivocamente la cepa inoculada. Ademds, la identificacién de
cepas individuales permite asociar la presencia de ciertas cepas con determinados
productos finales y seguir el desarrollo de la cepa seleccionada con respecto a la flora
autdctona durante todo el proceso fermentativo (Martinez ez al., 1993). Los métodos
mds comunes son, como ya se indicé anteriormente, el cariotipo electroforético y el

andlisis de los fragmentos de restriccién del ADNmt.

A pesar de la importancia de las levaduras de velo de flor en el
envejecimiento de los vinos con crianza biolégica, no se conoce casi nada sobre las
caracterfsticas fisioldgicas y moleculares de estas levaduras e incluso menos sobre la

naturaleza de la formacion dél velo de:ﬂor.

Las razones por las que las levaduras vinicas producen etanol a partir de una
fuente de carbono fermentable no estdn claras, parece ser un mecanismo antagénico
contra otras especies (Jiménez y Benitez, 1987a). En cualquier caso, las levaduras
tienen que adaptarse al etanol que ellas producen para poder crecer y sobrevivir.
Ademds, en el caso del Jerez, el grado alcohdlico alcanzado en la fermentacion
(aproximadamente 12% v/v) se eleva hasta 15.5% (v/v) durante la crianza por

adiciones periddicas de etanol.

E] genomio mitocondrial mds que el nuclear se ha adaptado preferentemente

a las altas concentraciones de etanol (Jiménez y Benitez, 1988). Mientras que el
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etanol parece ser un fuerte agente mutagénico en las mitocondrias, no tiene efecto en
los genomios nucleares de las células de levaduras (Jiménez y Benitez, 1988). El
genomio mitocondrial también es el responsable de la viabilidad, jugando un papel
importante en condiciones de altas concentraciones de etanol, donde las levaduras

apenas crecen y se dividen (Jiménez y Benitez, 1988).

Las mitocondrias de las levaduras de velo de flor estdn involucradas en la
supervivencia celular en presencia de altas concentraciones de etanol debido a un
efecto directo en el mantenimiento de la respiracién ya que la respiracion estd
directamente implicada en la tolerancia al etanol y en la formacion de flor (Jiménez

y Benitez, 1988; Bandas y Zakharov, 1980).

La caracteristica "flor" la presentan aquellas levaduras vinicas cuyo ambiente
natural son vinos de graduacién alcohélica por encima de 15 %vol etanol (Santa
Maria y Vidal, 1973), como un mecanismo que les permite crecer sobre la superficie
del vino donde es posible llevar a cabo un metabolismo oxidativo dado que la toma
de oxigeno no estd restringida. De hecho, los mutantes "petite” de cepas de levaduras
de flor son incapaces de formar velo, indicando que el metabolismo oxidativo es
esencial para el mantenimiento de las células sobre la superficie del vino (Jiménez
y Benitez, 1988).
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2.1. SISTEMAS INDUSTRIALES

Se estudiaron varios sistemas de vinos finos y manzanillas que diferian entre
ellos en la composiciéon quimica del sustrato, en el sistema de crianza (afiadas y
solerajes con distinto nimero de escalas), en el tiempo medio de envejecimiento, asi

como distinta ubicacién (Jerez, Sanltcar).

2.1.1. ANADAS

Las afadas de vinos de Jerez en crianza bioldgica estudiadas corresponden a
los afios de 1981 hasta 1990. El sistema estd compuesto por un nimero reducido de
botas, variable segin el afio del que procede, que se mantienen en la bodega como
prueba experimental desde el citado afio, y no estando sometidas a las operaciones
de corrido de escalas (sistema de envejecimiento estdtico), las pérdidas de alcohol se

reponen tan solo cada cierto tiempo.

También se tomaron muestras de una bota de manzanilla con 8 afios de vejez,
cercana al sistema de afiadas pero con pequeiias reposiciones de vino mds joven de

forma no regular.

Las caracteristicas de dichos sistemas se describen en la Tabla 1.

2.1.2. SOLERAJES

Los solerajes estudiados (sistema de envejecimiento dindmico) y sus

caracteristicas se describen en la Tabla 2.
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TABLA 1: Caracteristicas de las afiadas de Finos y Manzanillas estudiadas.

Afadas Ubicacién | Vejez (aiios) | N° Botas
Finos

1981 Jerez 11 9
1982 Jerez 10 9
1983 Jerez 9 7
1984 Jerez 8 10
1985 Jerez 7 11
1986 Jerez 6 12
1987 Jerez 5 12
1988 Jerez 4 12
1989 Jerez 3 12
1990 Jerez 2 12
Manzanillas

Bb Sanlucar 8 1

TABLA 2: Caracteristicas de los solerajes de Finos y Manzanillas estudiados.

Soleraje Ubicacién | Vejez media | Escalas | N° Botas
Finos : (aiios)
A 12CRA® 1743
Jerez 5 Solera 1443
22CRA 350
B Jerez 5 123CRA 329
olera 327
32CRA 520
22CRA 484
C Jerez 5 12CRA 423
Solera 364
12CRA 1616
D Jerez 3 Solera 1408
a
E Jerez 3 1352? 223
Manzanillas
42CRA NC
32CRA NC
F Sanlucar 5 2°CRA NC
12CRA NC
Solera NC

8 CRA: criadera, ? NC: desconocido.
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2.2. CEPAS.

La clasificacion y el origen de las cepas utilizadas en este trabajo se describen
en la Tabla 3. Las levaduras de velo de flor se aislaron de solerajes industriales de
vino fino y manzanilla. Estas pertenecen a las especies Saccharomyces cerevisiae y
Zygosaccharomyces rouxii (Barnett et al., 1990). Por razones prdcticas, entre
paréntesis se expone el nombre de la especie a la que pertenencen de acuerdo con
fﬁigo y Arroyo (1964 a) y Sudrez e fﬁigo (1990): S. beticus, S. cheresiensis, S.

montuliensis y S. rouxii.

TABLA 3: Cepas utilizadas.

CEPAS ESPECIES® ORIGEN
Vinicas: .
Bl a B16 Sacch. cerevisiae (Beticus) Este estudio
CH6 a CH15 Sacch. cerevisiae (Cheresiensis) | Este estudio
M9 a M17 Sacch. cerevisiae (Montuliensis) | Este estudio
R6 a R13 Zygosacch. rouxii (Rouxii) Este estudio
Pie de cuba Sacch. cerevisiae Domecq S.A.
47G Sacch. cerevisiae T.G Villa (U. Santiago)
Laboratorio:
1101 Sacch. cerevisiae R. Esteban (U.Salamca)
1384 Sacch. cerevisiae R. Esteban (U.Salamca)
ATCC 28097 Sacch. cerevisiae (Uvarum) ATCC®
ATCC 28098 Sacch. cerevisiae (Uvarum) ATCC
ATCC 28099 Sacch cerevisiae (Uvarum) ATCC
ATCC 28100 Sacch. cerevisiae (Uvarum) ATCC
ATCC 28104 Sacch. cerevisiae (Uvarum) ATCC
A3Y3A Sacch. cerevisiae F. Prado (U. Sevilla)
FX315-5B Sacch. cerevisiae F. Prado (U. Sevilla)
DS81 Sacch. cerevisiae A. Carballo (U. Sevilla)
YNN295 Sacch. cerevisiae Biorad® (USA)
g i%gtcm Eﬁgxrleizggneg al., 31990). Entre parentesis, la clasificacién segin fnigo y Arroyo (1964).
: ype Culture Collection.
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En la Tabla 4 se describen los genotipos conocidos de las cepas de
laboratorio usadas como controles en los distintos experimentos. En la nomenclatura
se siguen las recomendaciones elaboradas en el "IV International Conference on
Yeasts Genetics" que se recogen en el Yeast Genetics Supplement (Microbial
Genetics Bulletin 31, 1969). Los genes se designan mediante tres letras que hacen
referencia a la actividad metabdlica que determinan, y un nimero. Las mutaciones
y los alelos se indican mediante el simbolo del gen afectado y otro nimero separado
del primero mediante un guién. Los alelos cuyos fenoﬁpos sean dominante se

escriben con mayusculas; los recesivos, con miniscula.
-HIS, , TRP, LYS, LEU, ADE y URA designan genes de las rutas biosintéticas de

los aminodcidos y bases a los que corresponden cada abreviatura. Las mutaciones de

estos genes producen auxotrofia para ese aminodcido o base.

-MAL, GAL y SUC son genes implicados en la fermentacion de maltosa, galactosa

y sacarosa respectivamente.

-CUPI es el gen que codifica para una metalotionefna que acompleja cobre. La

amplificacion de este gen determina resistencia a cobre.

-BIO, THI, INO y PAN son genes implicados en las rutas biosintéticas de las
vitaminas a las que corresponde cada abreviatura. Las mutaciones en estos genes
producen auxotrofia para esa vitamina.

-a'y « son alelos del gen MAT que determina sexo.

-RAD hace referencia a genes implicados en reparacion de dafios producidos por

radiaciones.
-HO es el gen determinante del homotalismo.

-A indica que la mutacién del alelo correspondiente es una delecién. Deleciones
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diferentes de un mismo gen se diferencian por la numeracion tras la delta mayuscula.

Los fenotipos se designan con la letra mayuscula inicial:
Kil-K1 o Kil-K2 se refieren a la produccién de la toxina killer K1 o K2

repectivamente.

Tabla 4: Genotipos conocidos de las cepas utilizadas como controles en los

diferentes experimentos.

CEPAS GENOTIPO

471G MATa/MATg HOIHO
1101 MATq his4 karl-1 Kil-K1
1384 MAT his4 Kil-K2

ATCC28097 MATa bio ade thia
ATCC28098 MATq bio ino

ATCC28099 - MATa/MATa biolbio
ATCC28100 MATa/MATa biolbio inolino

ATCC28104 MATo/MATal/MAta/MATa biolbiolbiolbio
pan/pan/pan/pan met/met/met/met

A3Y3A MATq leu2-K::URA3-ADE?2::leu2-K ura3 ade2 his3A200
FX315-5B MATq ura3-52 trpl leuA68 his3A200 rad52-1

DS81 MATw ura3 lys2 adel ade2 his trpl Al

YNN295 MATq ura3 lys2 adel ade2 his trpl Al

2.3. PRODUCTOS QUIMICOS.

En la Tabla 5 se relacinan los productos quimicos mds relevantes en esta tesis,
su abreviatura y su procedencia.
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Tabla 5: Productos quimicos mds relevantes utilizados en esta tesis y

procedencia de los mismos.

PRODUCTO PROCEDENCIA
Azicares . Merck
Vitaminas- , o Sigma
Ergosterol - Sigma
Acido oleico . : . Sigma
Aminodcidos Merck
Acidos orgdnicos o Merck
Polifenoles , | Fluka
Acetaldehido Merck
Glicerina Merck
Acido butirico Merck
4-metil-pentanol-2 Merck
EDTA (Etilendiaminotetraacetato) Sigma
SDS (Dodecil sulfato sédico) Sigma
Proteinasa K Merck
Zimoliasa 20000 Seikagako

E. Merck AG, Darmstadt, Alemania (Merck); Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA (Sigma):
Fluka Chemie AG, Buchs, Suiza (Fluka); Seikagako Kogyo Co., LTD. Tokyo, Japén (Seikagako).

2.4. TAMPONES Y SOLUCIONES.

2.4.1. TAMPONES PARA LA PREPARACION DE MUESTRAS PARA EL
CARIOTIPO ELECTROFORETICO.

2.4.1.1. Tampdn CPE:
Contiene dcido citrico pH 6, 40 mM; fosfato sédico pH 6, 120mM y EDTA

pH 8, 20 mM.
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2.4.1.2. Tampé6n CPES:
Se prepara a partir del tampén CPE afiadiendo D-sorbitol 1.2M. Antes de su
uso se afiaden 0.2 mg/mi de Zimoliasa 20000.

2.4.1.3. Tampén TESP:
Contiene Tris 10 mM pHS8; EDTA 450 mM pH8 y SDS 1%.

2.4.2. SOLUCIONES PARA LA EXTRACCION DEL ADNmt

2.4.2.1. Solucién 1:

Contiene D-sorbitol 1 M y EDTA 100 mM pH 7.5.
2.4.2.2. Solucién II:

Contiene Tris 50 mM y EDTA 20 mM pH 7.5.

2.4.3. TAMPONES GENERALES PARA EL MANEJO DE ADN.

2.43.1. Tamp6n T.E.:
Contiene Tris 10 mM y EDTA. 1 mM pH 8.

2.4.3.2. Tamp6n TBE: . ,

"Contiene Tris 45 mM; 4cido bérico 45 mM y EDTA 1 mM pH 8.
2.4.3.3. Tampén TAE:

Contiene Tris 40 mM; dcido acético 40 mM y EDTA 1 mM pH 8.

2.4.4. TAMPONES Y SOLUCIONES PARA LA PREPARACION DE
MUESTRAS PARA LA OBSERVACION AL MICROSCOPIO
ELECTRONICO.

2.4.4.1. Soluci6n fijadora:
Contiene 4 % de glutaraldehido en tampon acetato sédico 0.1 M pH 6.1.
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2.4.4.2._Solucién post-fijadora:
Se genera mezclando volumenes iguales del tampdn acetato sédico 0.1 M pH

6.1 y de una solucién de tetr6xido de osmio al 4 % en agua destilada. A esta

solucion se le anade ferrocianuro potdsico al 0.8 %.

2.4.5. TAMPON FOSFATO-CITRATO PARA EL MEDIO YPD,,.

Se prepara disolviendo 14.07 g de dcido citrico y 18.96 g de K,HPO, en 67
mL de agua destilada y ajustando el pH final a 4.5 con dcido citrico o K,HPO,

solidos.

2.4.6. SOLUCIONES INDICADORAS.

2.4.6.1. Reactivo de Luff:
Se prepara una solucién de dcido citrico al 12.5 % y carbonato sédico al 36
% y otra de sulfato de cobre (II) pentahidrato al 25 %. Dicho reactivo se genera

mezclando estas soluciones en proporcion 4:1.

2.4.6.2. Metilindol:

Solucion de metilindol al 0.5 % en etanol.

2.4.6.3._Naranja de metilo.
0.1 % de Naranja de metilo en agua.

2.4.6.4. Pidrpura de bromocresol:
0.4 % de piirpura de bromocresol en etanol.

2.4.6.5. Azul de metileno:
Azul de metileno al 0.01 % en tampdn acetato sédico 0.25 M pH 6.
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2.5. MEDIOS DE CULTIVO PARA LEVADURAS.

2.5.1. MEDIOS MINIMOS

2.5.1.1. Medio minimo (SD):

Contiene base nitrogenada sin aminodcidos y con sulfato amoénico (Difco),

0.67%; glucosa, 2 % y agar (Adsa-Micro, Barcelona), 2%.

2.5.1.2_Medio minimos con distintas fuentes de carbono:

En las pruebas de asimilacion de las distintas fuentes de carbono, el medio
minimo se prepara con base nitrogenada con aminodcidos y sulfato aménico (Difco),
0.67 % y agar, 2% (YNB). Al medio YNB se le afiade los siguientes azicares al
2%: glucosa (YNBD), rafinosa (YNBR), lactosa (YNBL), maltosa (YNBM),
galactosa (YNBG) y sacarosa (YNBS).

Para la prueba de asimilacion de la prolina como tnica fuente de carbono se
utiliza un medio que contiene base nitrogenada sin aminodcidos y con sulfato

amonico, 0.67%; agar, 2% y prolina 0.8% (SP).

2.5.1.3. Medio minimo con distintas fuentes de nitrégeno:

Contiene base carbonatada (Difco), 1.17% y agar, 2% (YCB). Al medio YCB
se le afiade sulfato aménico 0.5% (YCBA), nitrato potdsico 0.5% (YCBN) o prolina
0.6% (YCBP).

2.5.1.4. Medio minimo estricto (MM y MME15):
Constituido por:

a) Glucosa 1%.

b) Sulfato aménico 0.35%.

¢) Sales: KH,PO,, 1 g/L; MgS0.,.7H,0, 0.5 g/L; NaCl, 0.5 g/L y CaCl,.6H,0,
0.5g/L.

d) Trazas: H,BO,, 500 ug/L; MnSO,.4H,0, 400 pug/L; ZnSO,.7H,0, 400 ug/L;
FeCl3.6H20, 200 pg/L; Na,Mo00,.2H,0, 200 pg/L; KI, 100 pg/L y CuSO,.5H,0,
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40 pg/L.

Para determinar las vitaminas esenciales para la formacion de velo a este

medio (MM) se le anade etanol al 15% v/v (MMELS).

Soluciones de vitaminas: )

Las vitaminas se aﬁaden al medio en las siguientes concentraciones:
piridoxina, 400ug/L; myo-Inositol, 10 mg/L; pantotenato cdlcico, 2 mg/L; tiamina,
400 pg/L y biotina, 20 ug/L (Campbell and Duffus, 1988).

Para la determinacién de auxotroffas vitaminicas, el medio MM se suplementa
con todas las vitaminas menos una y se solidifica con 2% de agar. Para la
determinacion de las vitaminas esenciales para la formacion de velo las vitaminas se

afiaden al medio MMEIS5 por separado o en combinacion de todas excepto una.

2.5.2. MEDIOS COMPLETOS

2.5.2.1. Medios completos: YPD, YPG, YPDE, YPD,; e YPDG.

Constituido por extracto de levadura (Adsa-Micro), 1%; peptona (Adsa-
Micro), 2% y glucosa, 2% (YPD). El medio YPG contiene glicerol 3% en lugar de
glucosa como fuente de carbono. En algunos casos al medio YPD se le afade etanol
(Merck) 5% (YPDES), 10% (YPDEL10) o 15% (YPDE15).

El medio YPD,; se prepara afiadiendole al medio YPD, tampon fosfato-citrato
pH 4.5, 11.17% (Sherman ez al., 1986).

El medio completo YPDG contiene extracto de levadura, 1%; peptona, 2%;

glicerol, 3%; y glucosa, 0.1%.

Todos estos medios se solidifican, en su caso, afiadiendo agar, 2%.
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2.5.2.2. Medio liquido fermentativo.

Contiene extracto de levadura, 0.5%; solucion de pirpura de bromocresol,
0.8% (v/v). y uno de los siguientes azicares al 2%: glucosa (YED), lactosa (YEL),
galactosa (YEG), maltosa (YEM), sacarosa (YES). Cuando el azucar es la rafinosa
se le afiade al 4% (YER). Este medio se reparte en tubos de ensayo que tienen en su

interior una campana Durham.
2.5.3. MEDIO CON ARBUTINA.

Para la prueba de la escisién de la arbutina se prepara un medio que contiene
extracto de levadura, 0.1%; arbutina, 0.5%; agar, 2% y una solucién de cloruro
férrico (1%), 2% (v/v) (ARB).

2.5.4. MEDIOS DE PREESPORULACION.

2.5.4.1._Medio de preesporulacién 1 (PRE1)- 7
Contiene extracto de lé\radura, 1% ; nutrient broth (Difco), 3%; glucosa, 5%

y agar, 2%.

2.5.4.2. Medio liquido de preesporulacién 5 (PRES).
Contiene extracto de levadura, 0.8%; peptona, 0.3% y glucosa, 10% (Codén
et al., 1995).

2.5.5. MEDIOS DE ESPORULACION.

2.5.5.1. Medio de esporulacién 1 (SPO1).

Contiene extracto de levadura, 0.25%; glucosa, 0.1%; acetato potdsico,
0.98% y agar 2%.

2.5.5.2. Medio liquido de esporulacién 2 (SPQO2).
Constituido por acetato potdsico 0.5% (Codén er al., 1995).
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2.5.6. MEDIOS INDUSTRIALES.

2.5.6.1. Mosto sin fermentar.
El mosto sin fermentar se esteriliza en el autoclave a 100°C a vapor abierto
durante 1 h. El contenido en azdcares, grado Baumé, concentracién de sulfuroso, asi

como otras caracteristicas se especificardn en cada experimento.

2.5.6.2. Vino (S/T o0 S).

El vino joven, con menos de un aiio de crianza, se denominard sobretablas
(S/T). El vino con una vejez minima de 4 afios, procedente de la solera de los
solerajes industriales de crianza bioldgica, se denominard solera (S). Ambos tipos de
vino poseen un grado alcoholico aproximado a 15% (v/v) y otras caracteristicas que

se especificardn en cada experimento. Se esteriliza por filtracion.

2.6. ENZIMAS DE RESTRICCION.

Las restrictasas utilizadas en los andlisis de los fragmentos de restriccion del
ADN mitocondrial (ADNmt), Alul, Hinfl y Rsal, fueron suministradas por
Boehringer Mannheim (Alemania).
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Métodos

3.1. CARACTERIZACION TAXONOMICA DE LEVADURAS.
3.1.1. TOMA DE MUESTRAS.

Se introdujo un asa de cromo estéril en la bota hasta ponerla en contacto con
el velo de flor y se tocS en varios puntos de éste. A continuacidn, se introdujo en un
matraz con agua de peptona (1 g/L) donde se recogié la flor de todas las botas

muestreadas de una misma escala o afiada.

De los sistemas de afiadas estudiados se muestrearon todas las botas existentes,
y de los solerajes un 10% de éstas (Tabla 2) de forma intercalada para que asi fuera

lo mds significativo posible.

Los matraces se llevaron al laboratorio donde se procedid al aislamiento de

las distintas cepas de levaduras.
3.1.2. AISLAMIENTO Y SELECCION DE LOS CULTIVOS PUROS.

Las muestras se sembraron en YPD siguiendo la técnica de diluciones

sucesivas y se incubaron durante 4-5 dias a 28°C.

Se realizaron 20 aislamientos por afiada o escala del soleraje, atendiendo a
caracteristicas morfolégicas. Cada aislamiento se someti0 a dos zig-zag de

purificacién en el mismo medio de cultivo.
3.1.3. IDENTIFICACION TAXONOMICA.

La identificacion taxonémica se realiz6 segin Barnett et al., 1990. Por
razones précticas (industriales) se nombran de acuerdo con Ifiigo (fﬁigo y Arroyo,
1964 a; Sudrez e Iiiigo, 1990). Las pruebas llevadas a cabo tuvieron en cuenta

caracteres morfoldgicos y fisiologicos.
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3.1.3.1. Caracteristicas morfolégicas:

Se realiz6 un examen macroscépico (forma, tamafio y aspecto de la colonia)
y microscépico de la morfologia de las células crecidas en YPD (apiculada, esférica,
ovoide etc.), tipo de reproduccion vegetativa (gemacion, biparticion), agrupaciones

celulares (pareja gemante, grupo multigemante, pseudomicelio).

3.1.3.2. Fermentaciéon de aziicares:

A partir de un cultivo jéven (48h) crecido en YPD se inocula una colonia en
los medios YED, YEL, YEG, YEM, YES e YER, y se incuba a 28°C durante al
menos 15 dias. Si la prueba es positiva, el gas resultante de la fermentacion se recoge
en la campana Durham y el indicador de pH que contiene el medio (purpura de
bromocresol) vira de morado a amarillo al haberse acidificado el medio (Lodder,
1970).

En el caso de la rafinosa, aziicar compuesto por tres hexosas (fructosa,
glucosa y galactosa), la fermentacién puede ser 1/3 si queda melibiosa o sacarosa en
el medio, 2/3 si queda galactosa o completa si no hay restos de azdcares. Para su
comprobacién se determina la presencia de aziicares reductores, glucosa y/o fructosa
(Lodder, 1970).

3.1.3.3. Asimilacién de aziicares:

Cultivos jovenes (48h) de las cepas crecidas en YPD se transfieren ("replica
en terciopelo”) a los medios YNBD, YNBR, YNBL, YNBM, YNBG, YNBS ¢ YNB
(control negativo), se incuban a 28°C durante al menos 15 dias y por comparacion

\ - B - -
con el control se observa si se produce crecimiento.

3.1.3.4. Asimilacion de nitratos:

Las células de levaduras se siembran en YCB (control negativo), YCBA
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(control positivo) y en YCBN, se incuban a 28°C durante 15 dias y comparando con

los controles, se observa si se produce 0 no crecimiento .
3.1.3.5. Escisién de la arbutina:

Esta prueba se realiza para confirmar la produccion del enzima 8-Glucosidasa.
Para ello, las células de levaduras se siembran en el medio ARB que contiene
arbutina y cloruro de hierro y se incuban a 28° C durante 15 dias. Si la prueba es
positiva, la sal férrica soluble reacciona con la quinona libre, procedente de la
hidrélisis de la arbutina (hidroquinona-B-D-Glucopiranosido), dando lugar a la
aparicion de un color oscuro si actia el enzima, 0 quedando con su coloracién

original si no es asi (Lodder, 1970).

3.2. CONDICIONES DE CULTIVOS: CRECIMIENTO.

3.2.1. CULTIVOS SUMERGIDOS.

Las células se inocularon en tubos de 20 mL que contenfan 10 mL de medio
hasta alcanzar una D.O. inicial 24660 nm de 0.05 y se incubaron a 30°C (con o sin

‘agitacion, segun el caso).

El crecimiento se siguié midiendo periodicamente la D.O. del cultivo a 660

nm en un espectrofotémetro Lambda 2 (Perkin-Elmer) hasta alcanzar la fase

estacionaria tardia.

La tasa mdxima de crecimiento () se determing a partir del tiempo medio de
duplicacién (tiempo de generacion,7) durante el aumento exponencial de la turbidez,

de acuerdo con la expresion:
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3.3.2. CULTIVO BAJO VELO DE FLOR.

En los experimentos de formacién de velo, tubos de 20 mL con 10 mL de
medio se inocularon con células crecidas en YPD, hasta alcanzar una D.O. inicial a
660 nm de 0.1 y se incubaron a 25°C sin agitacion. En otros casos, el indculo se
realiz6 con el asa llena de células en fase de velo ("injercién de velo") que se
deposita cuidadosamente sobre la superficie del medio en cuestion. El crecimiento se
determing contando el tiempo requerido en dias para la formacion en la superficie del
medio de una pelicula completa y ténue. La secuencia del desarrollo del velo se
expreso de la siguiente manera: islotes (I), parcial-ténue (PT), completo-tenue (CT)

y completo-plegado (F).

En el caso de que el medio a inocular fuese minimo o se probara la influencia
de la adicién de algiin compuesto en la formacion de velo, las células se
centrifugaron y se lavaron dos veces con agua destilada estéril antes de inocular el

medio.

3.3. METODOS GENETICOS.
3.3.1. ESPORULACION.
3.3.1.1. Método 1:

Se transfiridé, con un palillo estéril, biomasa de las cepas en fase estacionaria
crecidas en YPD a una caja de medio de preesporulacion 1 (PRE1) y se incubo
durante 2 dias a 22°C. Estas cajas se replicaron ("réplica en terciopelo”) al medio
de esporulacién 1 (SPO1) y se incub6 a 22°C durante al menos 5 dias.

3.3.1.2. Método 2:

Tubos de ensayo que contenian 10 mL de medio de preesporulacién 5 (PRES)
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se inocularon con un cultivo en fase estacionaria crecido en YPD hasta alcanzar una
D.O. a 660 nm inicial de 0.05 y se incubaron a 22°C con agitacién hasta la fase
media exponencial (aproximadamente 107 celulas/mL). Las células se centrifugaron,
se lavaron dos veces con agua destilada, se inocularon en el medio de esporulacién

2 (SPO2) y se incubaron a 22°C con agitacién durante al menos 5 dias (Codon er al.
1995).

3.3.2. CARIOTIPO ELECTROFORETICO

3.3.2.1. Preparacién de las muestras:

Se inocularon 10 mL de YPD con 0.1 mL de un preinéculo realizado
previamente en el mismo medio de cultivo y se incubaron a 30°C con agitacion,
durante 48 h hasta fase estacionaria. Estos cultivos se centrifugaron a 6.000 rpm
durante 5 min, desechdndose el sobrenadante. El precipitado se lavé con 5 mL de
EDTA 50 mM pH 8 y se centrifugé nuevamente. El sobrenadante se desechd y el
precipitado se resuspendié en 0.6 mL de tampén CPES con 0.1 mg de Zimoliasa
20.000. La suspensién se mezclé inmediatamente con 1 mL de una solucién de
tampon CPE cbn 0.1% de agarosa de bajo puntb de fusién (mantenida liquida a
50°C). Esta mezcla sé vertio en los moldes, obteniéndose tras la gelificacién bloques
de 1 x2x 0.1 cm. Los bloques se colocaron en cajas de Petri estériles, se cubrieron
con 5 ml de CPE y se incubaron durante 4 h a 30°C. Transcurrido este tiempo se
eliminé el tamp6n y se afiadié 5 mL de TESP adicionado con 1 mg/mL de proteinasa
K. Las muestras se incubaron a 50°C durante 12 h, elimindndose posteriormente el
tampon. Los bloques de agarosa se lavaron tres veces a 50°C y seis veces a
temperatura ambiente con 10 mL de tampdn TE. Finalmente los bloques se cubrieron

con 10 mL de EDTA 50 mM pH 8 y se conservaron a 4°C hasta su uso.

3.3.2.2. Preparacién del gen y teiiido:

El gel empleado se prepar6 a partir de tampén TBE (0.5x) con un 0.9% de
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agarosa y se vertié en el molde. Las muestras se introdujeron en los pocillos del gel,

que posteriormente fueron sellados con tampén TBE (0.5x) con un 0.9% de agarosa.

Una vez terminada la separacion el gel se tifié durante 20 6 30 min con
bromuro de etidio (0.5 pg/mL de agua destilada) y después se lavé con agua
destilada entre 12 y 20 h. Los geles se fotografiaron con una cdmara Polaroid MP4
con i)elfcula de tipo 667, un filtro Kodak Wratten 22A y una iluminacidn inferior de
luz ultravioleta de 300 nm procedente de un transiluminador Fotodyne 3-3002 (New

Berlin, WI, USA).

3.3.2.3. Equipo utilizado:

Se utiliz6 un sistema CHEF-DRII de Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA,
USA). Este constaba de un mdédulo de control, una fuente de electroforesis, un
programador de pulsos, una cubeta de electroforesis y un circuito de refrigeracion
que mantuvo el tamp6n (TBE (0.5x)) a una temperatura constante de 14°C durante

la separacién.

3.3.2.4. Pardmetros utilizados en la separacion:

La separacion de cromosomas se realizé a 200 voltios durante 23 h; en las 15
primeras horas el campo eléctrico pulsé cada 60 segundos y durante las siguientes 8

h cada 90 segundos.

3.3.3. POLIMORFISMO DE LOS FRAGMENTOS DE RESTRICCION DEL
ADN MITOCONDRIAL.:

3.3.3.1. Extraccion de ADN:

Con 0.1 mL de un preinéculo crecido en YPD, se inocularon 10 mL de YPD
y se incubaron a 30°C durante 24 h con agitacién. El cultivo se centrifugé 5 min a

6.000 rpm, desechdndose el sobrenadante. El precipitado se resuspendi6 en 1 mL de
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solucion I y posteriormente se afiadieron 100 gL de una solucién de Zimoliasa
20.000 a una concentracién de 2 mg/ml en sorbitol IM. Se incub6 durante 1 h a
30°C. Los protoplastos se recogieron por centrifugacion a 13.000 rpm durante 1 min,
resuspendiendose en 1 mL de solucidn II y se afiadié inmediatamente 100 pL de una
solucién de SDS al 10% , incubdndose durante 45 min a 68°C. Posteriormente se le
afadié 400 pL de acetato potdsico SM y se incubé en hielo durante 30 min.
Transcurrido este tiempo se centrifugé a 13.000 rpm (2 veces) durante 5 min y se
paso el sobrenadante a un eppendorf estéril, al que se le afiade 1 mL de alcohol
isopropilico, dejdndose a temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente se
centrifugé a 13.000 rpm durante 15 min, desechdndose el sobrenadante. El
precipitado se lavé 2 veces con 0.5 mL de alcohol etilico al 70% (previamente
enfriado a -20°C), se sec6 al vacio durante 10 min para eliminar todo el resto de

alcohol y se resuspendi6 en 30 pL de tampén TE pH 8.

3.3.3.2. Restriccién de ADN mitocondrial:

10 pL de la solucién 'de ADN del apartado anterior se cortarbn previa
incubacién durante 12 h con las enzimas de restriccién (Alul, Rsal y Hinfl). ELADN
se separ6 mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% y se fotografié como
en el apartado anterior (3.3.2.3) tras ser tefiido en una solucién con bromuro de
etidio (0.5 pL/mL de agua destilada) durante 10-15 min.

3.3.4. DETERMINACION DEL CONTENIDO RELATIVO DE ADN POR
CELULA MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO.

Se inocularon 10 mL de YPD con las cepas a estudiar y se incubd a 30°C con
agitacion hasta la fase estacionaria. El cultivo diluido 100 veces, se centrifugé a
13.000 rpm durante 3 min. El precipitado se resuspendié en 1 mL de etanol absoluto
(previamente enfriado a -20°C) y se incubé a -20°C durante 30 min, tras los cuales
se centrifugl nuevamente, y se lavé el precipitado con 1 mL de citrato sédico 50

mM. Posteriormente se resuspendié en 0.5 mL del mismo tampén conteniendo 50
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pg de RNasa (para eliminar el ARN que puede interferir con la medicién del
contenido de ADN por la formacién de regiones bicatenarias) y se incubé a 37°C
durante 2 h. Las células se recogieron por centrifugacion y se resuspendieron en 0.5
mL del mismo tampén conteniendo 2 ug del colorante (yoduro de propidio). La
tincion con el colorante se llevé a cabo durante 30 min a temperatura ambiente, tras

lo cual las células pueden ser almacenadas a 4°C hasta su uso.

Inmediatamente antes de la medicion, las células se sonicaron para evitar los
agregados celulares. La determinacion del contenido de ADN por célula se realizé
en un citometro de flujo FACScan (Becton & Dickinson, Mountain View,
California). La longitud de onda del laser para la excitacién fue de 488 nm. La
longitud de onda de excitacion mdxima del yoduro de propidio (unido al ADN) es

639 nm, longitud a la que se midi6 la intensidad de fluorescencia.

Los datos fueron procesados y almacenados en un ordenador Hewlett Packard

empleando el programa de Becton & Dickison Lysis®Il (versién 1.0.2).

3.4. DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS.

3.4.1. CELULAS TOTALES:

La concentracion de células totales se estim6 mediante conteo al microscopio

dptico con una cdmara Neubauer.
3.4.2. CELULAS VIABLES:

Se define como célula viable aquella capaz de formar colonias en medio
solido. El mimero de células viables de un cultivo se determiné sembrando una
muestra del mismo en cajas que contenian medio YPD sélido. Se realizaron las
diluciones adecuadas para obtener entre 100 y 200 colonias por caja. Trds incubar

durante 3-4 dias a 30°C, se conté el nimero de colonias aparecidas. Para cada
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determinacién se sembraron 4-5 cajas de Petri y se calcul6 el valor medio.
3.4.3. VIABILIDAD CELULAR DEL VELO DE FLOR:

La viabilidad celular del velo de flor se determiné mediante tincién con azul
de metileno (Arnold, 1972).

3.4.4. FRECUENCIA DE FORMACION DE "PETITES":

El porcentaje de células "petites" que contenia un cultivo se determiné
sembrando una muestra del mismo en cajas que contenian YPDG (4-5 cajas por
determinacion), donde las colonias "petites” crecen poco y se diferencian de las
"grandes" por el tamafio. Estas se incubaron a 30°C y al cabo de 4-5 dias se realizé

el conteo.

3.5. CARACTERIZACION FISIOLOGICA.

. 3.5.1. AUXOTROFIAS VITAMiNICAs Y VITAMINAS ESENCIALES PARA
LA FORMACION DE VELO.

Las cepas en estudio y los controles de laboratorio (ATCC28097,
ATCC28098, ATCC28099, ATCC28100 y ATCC28104) se inocularon en 10 mL de
medio MM a partir de una colonia crecida en YPD y se incubaron a 30°C. A las
24h, 0.1 mL de estos cultivos se volvieron a inocular en MM para asi agotar las
reservas vitaminicas. Transcurridas otras 24h, estos cutivos se sembraron en los
medios MM sélido y MMEILS5 (previa concentracién de los preinéeulos),
suplementados con todas las vitaminas menos una, verificandose posteriormente la

aparicion de colonias o la formacidn de velo, respectivamente.
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3.5.2. AUXOTROFIAS PARA AMINOACIDOS.

Para la determinacién de auxotrofias para aminodcidos, las cepas en cuestion
y los controles de laboratorio (A3Y3A y FX315-5B) se sembraron en €l medio
minimo SD y se incubaron a 30°C durante 24 h para agotar las reservas celulares.
Pasado este tiempo se transfirieron de nuevo a SD por "réplica en terciopelo” y se

incub6 a 30°C durante 4-5 dias, verificandosé si habia 0 no crecimiento.
3.5.3. UTILIZACION DE LA PROLINA.

Para determinar la utilizacién de la prolina como tnica fuente de carbono o
de nitrégeno, las células se sembraron en los medios SP e YCBP, respectivamente.
Los medios SD e YCB se usaron como controles negativos negativos. Se incubo a

30°C durante 4-5 dias, tras los cuales se verificé la aparicién de colonias.

3.5.4. PRODUCCION, SENSIBILIDAD Y/O RESISTENCIA AL FACTOR
KILLER.

Para determinar resistencia/sensibilidad a las toxinas K1 y K2, se sembro en
el medio YPD,, un cesped de las cepas en cuestion y del control sensible (47G) sobre
el cual se deposit6 un precipitado de las cepas productoras de las toxinas K1 (1101)
y K2 (1384). Para determinar la produccion de las toxinas, sobre un cesped de la
cepa 47G se deposité un precipitado de las cepas de levaduras de flor. Las cajas se
incubaron a 30°C durante 4-5 dias y se verificé la aparicién o no de un halo de

inhibicién del crecimiento.

3.6. FORMACION DE VELO DE FLOR.
3.6.1. EFECTO DEL PRECULTIVO EN LA FORMACION DE VELO.

Las cepas a probar se precultivaron en YPD, YPDE(5 %), YPDE(10%), YPG
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y en fase de velo en vino con un contenido en etanol de 15.5% (v/v). Estos cultivos
se inocularon en sobretabla (etanol 15.5% v/v) hasta alcanzar una D.O. inicial a
660nm de 0.1. Cuando el preinéeulo era velo, el sobretabla se injert6 con un asa que
contenia igual n°® de células, depositdndose en la superficie del medio. Se incubé a
25°C y la formacion de velo se determiné contando los dias necesarios para ver la

superficie cubierta por un velo completo y ténue.
3.6.2. HIDROFOBICIDAD DE LA SUPERFICIE CELULAR.

Las células de la cepa B16 cultivadas en YPD hasta fase estacionaria se
inocularon en tubos de ensayo que contenfan 10 mL de mosto (dzucares totales, 185
g/L; sulfuroso, 60 mg/L; acidez total, 3.6 g/L expresado como dcido tartdrico y pH
3.2) o en sobretablas (etanol, 15.5 %v/v). Tanto al mosto como al vino se le
adiciond ergosterol, 5 mg/L; 4cido oleico, 5 mg/L o ambos. Estos cultivos se

incubaron a 25°C sin agitacion.

Se tomaron muestras de los diferentes medios (con o sin las adiciones):
cuando las células alcanzaron la fase estacionaria en YPD, durante la fermentacién
del mosto, una vez terminada la fermentacién del mosto y en fase de velo de flor en

mosto y en vino.

Las células se recogieron por centrifugacién, se lavaron dos veces con agua
destilada y se resuspendieron en tampén fosfato potdsico 0.5 M, pH 3.5 hasta
alcanzar una D.O. a 660nm de 0.5. Se mezclaron 2 mL de esta suspensién con 2 mL
de tolueno y se agit6 en el vortex suavemente durante 2 min. La fase acuosa se
recogié con una pipeta Pasteur y se le determiné la D.O. a 660nm final. El grado
de hidrofobicidad de la superficie celular, abreviado como H.D %, se calcul6 a partir
de la ecuacion H.D% = 100(1 - R/I), donde R e I son la D.O residual e inicial de

la solucién tampén respectivamente (Iimura et al., 1980a).
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3.6.3. TRATAMIENTO CON PROTEINASA K.

El velo de flor formado en un S/T (15.5% v/v de etanol) se injerto
(aproximadamente 10° células/mL) en 5 tubos de ensayo que contenian 5 mL de
tampon fosfato potdsico 0.1 M, pH 7.5 con 1 mg/mL de proteinasa K o en 5 tubos

| con 5 mL del tampdn sin la proteasa (control). Los tubos se incubaron a 30°C con
agitacién y periodicamente se determind la D.O a 660 nm. Antes de la toma de
muestra para la lectura de la D.O, los tubos se mantuvieron durante un minuto sin

agitacion para dejar sedimentar a los agregados celulares.

3.6.4. DETERMINACION DE LA DENSIDAD (FLOTABILIDAD)
CELULAR DEL VELO.

Para determinar la densidad celular se siguieron tres procedimientos

diferentes:

1) Con una espdtula de red (utensilio utilizado en la bodega para recoger velo de flor
de botas e injertarlo en otras que lo han perdido) se recogié aproximadamente 100
mL de velo de flor y se introdujo en un recipiente con cierre hermético y de 250 mL
de capacidad. El volumen restante se ocupé con vino que se introdujo suavemente
hasta que el matraz qued6é completamente lleno sin aire alguno. El recipiente se
sometio a ultrasonido (40 Hz) durante 2 h en un bafio de ultrasonidos "Ultrasons
3000514" (Selecta, Barcelona) para desorganizar el velo. Trds este tiempo se
observaron al microscopio 6ptico las células que cayeron al fondo y las que quedaron

en la superficie.

2) Se tomaron muestras de velo en buen estado (blanco, completo y plegado) de tres
botas en la bodega. Tras agitar suavemente, se determiné la viabilidad por tincion
con azul de metileno de las células que habian caido al fondo y de las que se habian
quedado formando velo en la superficie (flotando). Posteriormente, se agité

energicamente para homogenizar la muestra y se le hallé viabilidad global.
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3) Un velo formado en la superficie de un vino contenido en un quitasato se agité
suavemente, de manera que al fondo cayeron trozos de velo. A otro, se le sometié
a ultrasonido y se agito energicamente para disgregar totalmente a las células que
formaban el velo. Posteriormente, estos dos quitasatos se sometieron a vacio con una

bomba de agua.

3.6.5. PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA MICROSCOPIA
ELECTRONICA.

Las c€lulas de la cepa B16 se recogieron de mosto en fase fermentativa y de
vino en fase de velo y se fijaron con la solucion fijadora de glutaraldehido segun el

procedimiento de Byers y Goetsch (1991).

Para la observacion al microscopio electronico de barrido, las muestras se
deshidrataron en un gradiente de acetona (50, 70, 90 y 100%), se sombrearon al
vacio con carbon evaporado y finalmente se observaron en un microscopio Philips
L20.

~ Para la observacion al microscopio electrénico de_ transmision se llevé a cabo
una post-fijacién de las muestras con tetréxido de 0smio y ferrocianuro potdsico y
posterior inclusion en resina. Los bloques obtenidos se cortaron y tifieron con citrato
de plomo segin el procedimiento de Byers y Goetsch (1991). Las muestras se

observaron en un microscopio Philips CM10.
3.6.6. LIOFILIZACION.

Las cepas B2, B16 y CH15 se cultivaron en mosto y en vino. Las c€lulas se
recogieron durante la fase fermentativa en mosto y durante la fase de velo en vino.
Estas se mantuvieron sin lavar o se lavaron dos veces con agua destilada y se
resuspendieron en agua destilada o en una solucién de leche en polvo al 10%, o de

glucosa al 7.5% o de myo-Inositol al 5% en agua.
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Las muestras que contenian 10° células viables/mL se liofilizaron durante 20
h, a -50°C, entre 20 y 50 millitor de presién de vacio en un Flexy-Dry (FTS

Systems, inc).

Después de la liofilizacion las muestras se resuspendieron en un volumen igual

al inicial y se determind la viabilidad celular que presentaban estas suspensiones.

3.6.7. EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO EN LA FORMACION DE
VELO A DISTINTO GRADO ALCOHOLICO.

Se suplement6 con 2, 5, 10, 15 6 20 g/L de glucosa a mosto fermentado
(etanol, 10.6% v/v; acidez total, 4.6 g/L. expresada como dcido tartdrico; acidez
voldtil, 0.22 g/l expresada como dcido acético; sulfuroso, 93 mg/L y pH3.3)y a

éste mismo encabezado a una graduacién alcohélica de 14.8% (v/v).

Se inocularon tubos de 20 mL que éontem’an 10 mL de los medios arriba
descritos con las cepas B16, M10, M17, CH15 y R13 crecidas en YPD hasta fase
estacionaria y lavadas dos veces con agua desﬁlada, hasta alcanzar una D.O. inicial
a 660nm de 0.1. Se incubaron a 25°C sin agitacién. Cuando en la superficie presento
un velo completo y ténue (CT), se anoté el mimero de dias requerido para la

formacidn de velo y se determiné la concentracion de aziicares residuales.

3.7. CARACTERIZACION METABOLICA.

3.7.1. CRIANZA BIOLOGICA CON CULTIVOS PUROS.

El velo ya formado de las cepas estudiadas (B2, B3, B16, M10, CH15 y R13)
en tubos de ensayo con S/T (sobretablas), se injerté en matraces de 250 mL de
capacidad con 150 mL de S/T. A partir del velo de estos cultivos se injertaron unos
fermentadores de 5 L de capacidad con 4.5 L de S/T estéril (dos por cada cepa) y
se mantuvieron a temperatura ambiente durante un afio. PeriGdicamente se tomaron

muestras (cada mes) para ver la evolucién del grado alcohdlico, glicerina, acidez
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voldtil y derivados, color, acetaldehido, acetoina y derivados, alcoholes superiores,
acidos orgdnicos y aminodcidos. A la tltima muestra también se le determind el

contenido polifendlico.
3.7.2. CONSUMO DE GLICERINA A DISTINTO GRADO ALCOHOLICO.

Se ferment6 6 L de mosto estéril por cada cepa a probar (B16 y M10). Al
mosto fermentado resultante se le determiné el grado alcohdlico y la glicerina final
(aproximadamente 11.5% v/v y 7g/L, segin la cepa). Este se dividié en 4 partes,
una se dejé de control y a las restantes se le subi6 el grado alcohdlico con alcohol
destilado de vino hasta una graduacion de aproximadamente 13.5% y 15% (v/v).
Matraces de 500 mL con 400 mL de mosto (3 por cada cepa y grado) se incubaron
a 25°C. Cuando se form¢ el velo completo y ténue se cogi6 la primera toma de
muestra, a los 7 dias se procedid a la segunda toma de muestras, a los 10 dias la
tercera, a los 20 dias la cuarta y a los 20 dias la quinta toma de muestras. A estas

muestras se le determiné el grado alcohdlico y los niveles de glicerina.

3.7.3. ORIGEN DE LA ACETOINA EN LOS VINOS CON CRIANZA
BIOLOGICA.

A un S/T con 200 mg/L de acetaldehido y 38 mg/L de acetoina se le adicioné
acetaldehido hasta alcanzar unos nivéles de 700 mg/L.. A 200 mL del S/T control (sin
adicién) y otros 200 mL del S/T con la adicion de acetaldehido (por duplicado) se
les sometié a prueba de remontado (se agitan oxigendndose y se tienen en la estufa
a 40°C) durante 10 dias, tras los cuales se les determind el contenido final de

acetaldehido y de acetoina.

3.7.4. FERMENTACION DE MOSTOS Y BURBAS CON DISTINTA
CONCENTRACION DE SOLIDOS EN SUSPENSION.

A un mosto de 12 yema (°Bé, 10.3; sulfuroso, 87 mg/L; azicares totales, 188
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g/L; acidez total, 5.85 g/L y pH 3.26) se le dejé desfangar durante 5 h. Transcurrido
este tiempo se tom¢ el sobrenadante al cual se le sometié a una doble filtracién por
placas SA590 de la casa PB (La Papelera del Besds, Barcelona). A los mostos asi
obtenidos (control, desfangado, y desfangado y filtrado) se les determiné la
concentracion de sélidos en suspension (50 mL de mosto se centrifugan durante 15
min a 3.000 r.p.m. y el precipitado se dejé en el horno a 110°C hasta que el peso

se hizo constante).

Se llev6 a cabo una fermentacion dirigida (mosto sin esterilizar), para simular
lo mejor posible las condiciones industriales, de 600 mL de mosto (por triplicado)
con la cepa de pie de cuba que se inocul6 al 4% (v/v) a partir de un cultivo en plena
fermentacion en mosto. Durante la fermentacion se determiné periodicamente la
concentracion de azicares residuales y la acidez voldtil. Una vez finalizada ésta, se
determiné el grado alcoholico final, alcoholes superiores, acetaldehido, dcidos

orgdnicos y glicerina.

Paralelamente, sebllévé a cabo una experiencia similar con burbas o fangos
de mostos de 1? yema, sin filtrar (°Bé, 12.2; sulfuroso, 247 mg/L y pH 3.17) y
filtradas por diatomeas (°Bé, 10; sulfuroso, 207 mg/L y pH 3.18). Los sélidos en
suspension se determinanon de igual manera pero centrifugando durante 2h. La
inoculacion se realiz6 al 10% debido a la elevada concentracién de sulfuroso que

tenian &stos.
3.7.5. FERMENTACION DE MOSTOS CON CULTIVOS PUROS.

Tubos de 50 mL conteniendo 30 mL de mosto estéril se inocularon a partir
de una colonia de las cepas ensayadas (B2, B3, BS5, B16, M9, M10, M17, CHI15,
R13 y el pie de cuba) crecida en YPD y se incubaron a 25°C durante 48h. Estos
precultivos se inocularon en matraces que contenian 600 mL de mosto estéril (3
matraces por cada cepa). La fermentacion se siguié tomando muestras periédicamente
y determinando la concentracién de azicares totales y la acidez voldtil. Finalizada la

fermentacion se determiné grado alcohélico, alcoholes superiores, acidez voldtil y
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derivados, y acetaldehido.

3.7.6. DETERMINACIONES ANALITICAS EN SOLERAIJES
INDUSTRIALES.

Para la toma de muestra del vino contenido en las distintas escalas de
envejecimiento de los solerajes estudiados se tomaron 50 mL de vino del centro de
cada bota. Las muestras de cada sistema correspondientes a una misma escala se
mezclaron en tanques de 25 L. De esta mezcla se tomé el volumen necesario para

cada determinacion.

3.7.6.1. Consumo de alcohol y glicerina:

Se estudiaron siete solerajes ubicados en una bodega (A) y uno ubicado en
otra bodega (B). El alcohol consumido en los sistemas industriales se cuantificé
teniendo en cuenta el grado alcohdlico que tenfa el vino de cada escala de
envejecimiervlto. en las sacas realizadas en los ultimos 3 afios, el porcentaje de saca,
el tiempo transcurrido _éntre un trasiego y otro, el volumen de etanol adicionado a las
sacas para elevar el grado a 15.5% (v/v) y compensar la disminucién sufrida, y el

.efecto de concentracion a consecuencia de la merma.

3.7.6.2. Contenido en dcidos orgdnicos, aminodcidos y polifenoles:

Se analizaron cinco solerajes de cuatro escalas cada uno de ellos. Los

resultados se expresan como la media de los datos obtenidos en los cinco sistemas.

3.7.6.3. Contenido en acetaldehido:

El acetaldehido se determiné en todos los sistemas de afiadas y en todas las

escalas de los solerajes que se especifican en las Tablas 1 y 2.
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3.8. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS.

3.8.1. GRADO ALCOHOLICO.

El contenido de etanol se determind por varios métodos, segiin la experiencia.
3.8.1.1. Destilacién:

En mostos fermentados, el contenido alcohélico se determind por destilacion

segin ASE (American Society of Enologist, 1972).

3.8.1.2. Transflexion:

El contenido alcohélico de los vinos se determiné por la técnica de
transflexion en el infrarrojo cercano con un Infraanalyzer™ 400 de la casa
Technicon™ (Nueva York, USA).

3.8.1.3. Cromatografia de gases:

El grado alcohdlico se determiné mediante cromatografia de gases en un
cromatdgrafo Perkin-Elmer modelo Sigma 3B, equipado con inyector para columnas
empaquetadas y detector de ionizacién de llama. Se emple6 una columna de
separacion de alcoholes de la casa Tecnokroma (Barcelona) de 4 metros de longitud

y 1/8 de pulgada, cuya fase estacionaria es Carbowax 1.500.
’ Las condiciones de trabajo fueron: temperatura del inyector, 250°C;
ten{ﬁeratura del detector, 250°C; temperatura del horno, 90°C (régimen isotermo);

gas portador, nitrégeno a un flujo de 30 mL/min.

100 gL de la muestra se diluyen en 10 mL de una disolucion compuesta de

997 mL de Iso-butanol y 3mL de 3-metilbutanol-1 que actia como patrén interno.
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3.8.2. AZUCARES TOTALES Y ACIDEZ VOLATIL.

El contenido en azicares totales y la acidez volatil se determinaron por flujo
de inyeccion (FIA) en un Autoanalyzer™ II (Technicon™), siguiendo los métodos de
la neocuproina (Sawyer, 1968) y del azul de bromofenol (Owades y Dono, 1968),
respectivamente.

3.8.3. ACIDEZ TOTAL.

La acidez total se determind por valoracién potenciométrica con NaOH en un
Titralys de ICA Instruments (Trebes, Francia).

3.8.4. pH.

Se determiné con un pHmetro digital Beckman equipado con un electrodo

combinado.

3.8.5. SULFUROSO,

Se determiné por el método iodométrico segiin OIV (Office International de
la Vigne et du Vin, 1978).

3.8.6. COLOR.

El color de los vinos se determiné midiendo la absorbancia a 470nm en un

espectrofotémetro Lambda 2, Perkin Elmer.

3.8.7. DENSIDAD.

Se determiné por el método picnométrico (Ribéreau-Gayon et al., 1976) en
un densimetro digital DMA 46 de la casa Anton Paar (Graz, Alemania).
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3.8.8. GRADO BAUME.

Se determing con un densimetro Dujardin-Salleron segin método de la OIV

(Office International de la Vigne et du Vin, 1978).

3.8.9. ACETALDEHIDO, ACETATO DE ETILO, n-PROPANOL, i-
BUTANOL Y ALCOHOLES i-AMILICOS.

Se determinaron mediante cromatografia gaseosa con el cromatégrafo, la
columna y condiciones anteriormente descritas (apartado 3.8.1.3), usando 4-

metilpentanol-2 como patrén interno.
3.8.10. ACETOINA Y BUTANODIOL, 2-3.

Se determinaron mediante cromatografia de gases en un cromatégrafo Hewlett
Packard modelo 5890 serie I, equipado con un inyector para columnas capilares y
un detector de ionizacién de llama. Se emple6 una columna CP-WAX 57CB de la

casa Chrompack (Middelburg, Holanda) de 25 metros de longitud y 0.25 mm.

Se empled la técnica de inyeccidn en splitless con las siguientes condiciones
de trabajo: temperatura del inyector, 250°C; temperatura del detector, 250°C;
programacion de temperatura en el horno de 45°C a 195°C con rampa de 3°C/min;
nitrégeno como gas portador a un flyjo total de 80 mL/min, y presién en cabeza de

columna de 12 psi. Como patrén interno se utilizé el 4-metilpentanol-2.
3.8.11. Dietilacetal:

Se determiné mediante cromatografia de gases en el cromatégrafo descrito en
el apartado anterior (3.8.10), usando una columna de Alcoholes TC de la casa

Tecnokroma de 3 metros de longitud y 1/8 de pulgada.

Las condiciones de trabajo fueron: temperatura del inyector, 250°C;
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temperatura del detector, 250°C; programacién de temperatura en el horno de 60°C
a 120°C con una rampa de 3°C/min. Como patrén interno se utilizé el 4-

metilpentanol-2.

3.8.12. Acidos orgdnicos y glicerina:

Los dcidos orgdnicos: tartdrico, succinico, citrico, gluconico, mdlico y ldctico,
y la glicerina se determinaron por HPLC empleando un equipo Waters compuesto por
bombas de alta presion, inyector automdtico, horno para columnas, detector UV-
visible (diodo-array), detector de indice de refraccién y un sistema de tratamiento de
datos Mdxima-820.

Se utilizaron columnas en serie Fast-Fruit-Juice de la casa Waters
(Massachusetts, USA) termostatizadas a 55°C y una solucién de dcido fosférico como
fase movil, segiin el método descrito por Valcarcel er al. (1990). Como patrén

interno se utilizé dcido butirico.

3.8.13. AMINOACIDOS.

Los aminodcidos se determinaron por HPLC en el cromatdgrafo antes descrito
(apartado 3.8.12) utilizando la técnica "pico-tag" de Waters (manual n® 88140,
1986).

3.8.14. POLIFENOLES.

3.8.14.1. Indice de polifenoles totales:
Se calcul6 segin el método de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965).

3.8.14.2._Acidos y aldehidos fenélicos:
Se determinaron por HPLC en el cromatégrafo anteriormente descrito

(apartado 3.8.12), mediante inyeccidn directa de las muestras en una columna ODS-2
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de la casa Tecnokroma y programacidn en gradiente. Como fase mévil se emplearon
dos soluciones Acético-Metanol-Agua segin el método puesto a punto por Valcarcel

et al., Domecq S.A. (comunicacién personal).
3.8.15. PRUEBA DE REMONTADO.

En una petaca de 200 mL se introdujeron \1()0 mL de vino y se agit6 para
oxigenar. Se determing la absorbancia a 470 nm inicial. Posteriormente se introdujo
en la horno a una temperatura de 40°C durante 10 dias. Pasado este tiempo se
determiné la absorbancia final. El incremento registrado en la absorbancia es un

parametro indicativo de la tendencia de un vino a la oxidacién (remontado).
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4. RESUILTADOS Y DISCUSION



Resultados

4.1. CARACTERIZACION DE LEVADURAS DE VELO DE FLOR,
4.1.1. CARACTERIZACION TAXONOMICA.

Se han realizado un total de 580 aislamientos de cepas de levaduras de flor
presentes en los velos de numerosos sistemas industriales de crianza bioldgica. Estas
se caracterizan como Saccharomyces cerevisiae y Zygosaccharomyces rouxii (Barnett
et al., 1990), siguiendo los criterios usuales de clasificacion basados en caracteristicas
morfologicas, ‘y fermentacién y asimilacién de distintas fuentes de carbono y
nitrégeno (Lodder, 1970; Krejer van Rig, 1984; Barnett ez al., 1990). En la Tabla
6, se resumen las fuentes de carbono cuya fermentacion permite distinguir entre

cuatro grupos taxonémicos diferentes.

TABLA 6: Patron fermentativo de azicares mostrado por las diferentes

levaduras de velo de flor.

Azicares' Grupo taxonémico

Lac Gal Mal Raf Sac Glu
+ O+

+ o+

¢

n

- - - +(1/3) S. cerevisiae (beticus)

- - + +(1/3) S. cerevisiae (cheresiensis)

S. cerevisiae (montuliensis)

- - + - - Z. rouxii (rouxii)

I

¢ Lac: lactosa, Gal: galactosa, Mal: maltosa, Raf: rafinosa, Sac: sacarosa, Glu: glucosa, 1/3:
queda melibiosa en el medio, +: fermentacién positiva, -: fermentacidn negativa.

Todas las cepas asimilan los mismos azicares que fermentan excepto S.
cerevisiae (montuliensis) y Z. rouxii que también asimilan la sacarosa, no asimilan
nitrato como unica fuente de nitrégeno, no escinden la arbutina y forman velo en
medios que contienen etanol. Su morfologia macroscdpica y microscopica es la tipica

del género Saccharomyces (colonias blanquecinas y redondeadas, células ovoides,
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reproducidn vegetativa por gemacién y agrupaciones celulares en pareja gemante).

Ifiigo y Arroyo (1964) reconoceh a estos grupos taxondémicos como diferentes
especies del género Saccharomyces (S. beticus, S. cheresiensis, S. montuliensis y S.
rouxii). Por razones précticas (industriales) y apoyzindonos en Van der Walt (1987)
que considera que la industria deberfa sentirse libre para desarrollar un criterio
taxonémico especial para la clasificacion de las levaduras industriales, pudiendo
mantener los nombres dados, para asf distinguir a las diferentes cepas utilizadas en
cada aplicacion industrial, se seguirdn denominando a dichos grupos como especies

del género Saccharomyces, de igual manera que Iiigo y Arroyo (1964).

También se han encontrado, aunque en muy baja proporcién especies

pertenecientes a los géneros Debaryomyces, Pichia, Hansenula y Candida.

En la Fig. 2 se representa el porcentaje obtenido de las distintas especies
integrantes de los velos de flor teniendo en cuenta el total de los aislamientos
realizados. Se observa‘que la poblacion existente en los velos de flor en los sistemas
de crianza bioldgica es heterogénea y compuesta fundamentalmente por especies del
género Saccharomyces. Existe un notable predominio de S. beticus (75 %) seguida de
S. montuliensis (15 %), encontrdndose S. cheresiensis y S. rouxii en baja proporcion,

- 6% y 1% respectivamente.

FIGURA 2: Proporcion de las distintas especies de levaduras aisladas en los
velos de flor de los sistemas industriales de crianza biolégica.

beticus
5,7%

i

S. montuliensis
14,6%
S. rouxii S. cheresiensis
0,7% 5,7%

Otras: Debaryomyces sp.(1%); Pichia sp. (0.9%); Hansenula sp. (0.5%); Candida sp. (1%)
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Existen estudios de caracterizacion de las especies que integran el velo de flor
formado en el mosto una vez fermentado (sin alcoholizar) en la zona de Jerez. Estos
estdn formados mayoritariamente por S. beticus (62%) y Hansenula anomala (23 %),
encontrandose también S. montuliensis (4%), S. rouxii (2%) y Zygosaccharomyces
acidifaciens (5%) (Sudrez e liigo, 1990). Las discrepancias en los resultados
obtenidos en este trabajo se deben a la diferencia en el contenido alcohdlico del
medio. Tanto H. anomala como Z. acidifaciens no forman velo en vinos con grado
alcoholico elevado (15.5% v/v) (Sudrez e Iiigo, 1990). En ambos casos es S. beticus

la especie mayoritaria.
4.1.2. CARACTERIZACION GENETICA.
4.1.2.1. Contenido en ADN:;

La mayorfa de las cepas industriales son poliploides 0 aneuploides. Por esta

razon, y para determinar las posibilidades de manipulacion genética, se¢ ha
- determinado mediante citometria de flujo, el contenido de ADN en algunas de las
levaduras de velo de flor. La seleccidn se hizo de manera que estuvieran
répresentadas las cuatro especies deﬂSaccharomyces aisladas. Las cepas de laboratorio
YNN295 y DS81 se utilizaron como controles haploide y diploide respectivamente.
Los resultados se expresan en la Tabla 7A y 7B, y en la Fig. 3, en la que se recogen

como ejemplos los resultados de algunas de las cepas.

Cuando se compararon las cepas de flor con los controles YNN295 y DS81,
el conténido de ADN vari6 de 1.3 a 2n entre las cepas de S. beticus, S. cheresiensis
y S. montuliensis. No se encontr¢ correlacion entre el contenido de ADN y una
especie determinada. Sélo las cepas de S. rouxii analizadas parecen poseer una
dotacién cromosémica completa (las cuatro cepas fueron 2n). Las cepas de S. beticus
y S. cheresiensis muestran mayor variabilidad (1.3 a 2n) que las de S. montuliensis

(todas menos una fueron 2n).
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Otros autores también han encontrado una alta complejidad en la constitucion
cromosomica de levaduras vinicas, con variaciones entre 2-4 en el nimero de copias
de un cromosoma (Bakalinsky y Snow, 1990). Sin embargo, la idea de que poseer
juegos extras de algunos cromosomas hace a las cepas mds vigorosas (Adams et al.,
1992) y que, sobre todo, una constitucion cromosémica obedece a adaptaciones
especificas a cada medio industrial (Yamamoto et al., 1991), no se ve apoyada por
los resultados obtenidos en este trabajo en el que se obtiene una gran variabilidad en

el contenido en ADN entre las cepas de levaduras de velo.

FIGURA 3: Andlisis mediante citometria de flujo del contenido en ADN de las
cepas de laboratorio YNN295 (haploide) (1) y DS81 (diploide) (2) y de las
cepas de flor B5 (3), B11 (4), B7 (5), R13 (6), M14 (7), CH15 (8) y CH11
9.
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Resultados

4.1.2.2. Cariotipo electroforético:

El andlisis del cariotipo electroforético mediante la técnica de electroforesis
en campo pulsado se ha convertido en un método fiable para la identificacion de
levaduras industriales que carecen de marcadores fenotipicos (Yamamoto et al.,

1991; Naumov et al., 1992; Querol et al., 1992a, 1992b).

Las levaduras de velo de flor y la cepa de laboratorio DS81 se sometieron al
andlisis del cariotipo mediante la separacion de cromosomas intactos por
electroforesis en campo pulsado. Los resultados obtenidos se muestran en las Tabla
7A 'y 7B.

Se observa que todas las cepas de levaduras de velo de flor poseen un patrén
principal, identico en las cuatro especies (S. beticus, S. cheresiensis, S. montuliensis
.y S. rouxii) y diferente del mostrado por la cepa de laboratorio. Este patrén
denominado "patrén de flor" (PF en las Tablas 7A y 7B), lo mostraron 8 de 12 cepas
de S. bericus, todas laé cepas de S. cheresiensis, 6 de 8 cepas de S. montuliensis y

las tres cepas de S.. rouxii estudiadas.

" . Por tanto, el 80% gde las levaduras analizadas (23 de 29 cepas) tienen un
patron caracteristico de levaduras de velo de flor. Algunas cepas de S. beticus (B2,
B3, B4 y BS) y de S. montuliensis (M17 y M9) presentan un patrén diferente al que
denominamos "V" en las tablas 7A y 7B). Estas variaciones fueron especificas de
cada cepa excepto para las dos cepas de S. montuliensis las cuales comparten el
mismo patrén distinto del estandar (V5). Los cambios en los diferentes patrones
cromosOmicos se detectan tanto en el ntimero como en la longitud de las bandas,
incluso en las cepas pertenecientes a la misma especie. En la Figura 4A y 4B se

muestran los cariotipos electroforéticos de algunas de las cepas analizadas.

Las levaduras industriales muestran frecuentemente un alto polimorfismo en
el patrén de bandas. Venzinhet ez al. (1990) encuentran 20 patrones diferentes en 22

cepas vinicas. Yamamoto et al. (1991) también observa una gran variedad de
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cariotipos electroforéticos de levaduras vinicas. Sin embargo, la mayorfa de las cepas
de levaduras de velo de flor de este estudio muestran un patrén cromosémico
caracteristico, no pudiendo establecerse relacién alguna entre una variacion especifica
y una determinada especie. Las levaduras de velo estin sometidas a presiones
selectivas diferentes de las de otras levaduras vinicas, tales como el alto contenido
alcohdlico (15.5% v/v) y un metabolismo exclusivamente oxidativo (sin aziicares
fermentables); siendo posiblemente ésta la razon de la uniformidad encontrada en los

patrones cromosomicos de estas levaduras.

4.1.2.3. Andlisis de los fragmentos de restriccién del ADN mitocondrial:

Los resultados obtenidos en el andlisis de restriccién del ADNmt se muestran
en las figuras 5A y 5B y se resumen en las Tablas 7A y 7B. Cada enzima de
restriccion usada (Alul, Rsal y HinfT) determina un patrén de bandas especifico en
muchas de las cepas estudiadas. Se han obtenido 8 patrones diferentes con Alul, 6
con Hinfl y 11 con Rsal. Ademds, al tomar en cuenta a los tres patrones a la vez,
se observa que es posible identificar a la mayoria de las cepas por el andlisis de
restricciéon del ADNmt (se obtuvieron 17 diferentes combinaciones al usar las tres
enzimas). En las levaduras de velo de flor el ADNmt parece ser mds variable que el
ADN nuclear. De hecho, sélo 14 cepas de las 31 estudiadas tienen un patrén
combinado ya presente en otra cepa, lo que significa que mientras el 80% de las
cepas tienen el mismo cariotipo electroforético, el 55% de esas mismas tienen un

patrén combinado del ADNmt diferente.

El andlisis de restriccion del ADNmt no sélo permite la identificacion
individual de la mayoria de las cepas de levaduras de flor por su patrén caracteristico
sino también, en muchos casos, la clasificacion de las cepas dentro de grupos
taxonémicos de gran interés industrial (uno integrado por S. beticus y S. cheresiensis
y otro por S. montuliensis y S. rouxii). S. beticus y S. cheresiensis tienen un patrén
combinado principal (2-1-2) (PBC), compartido por 9 de 17 cepas. S. montuliensis
y S. rouxii tienen también un patrén combinado principal diferente del anterior (1-2-

3) (PMR), compartido por 4 de 14 cepas. Cualquier cepa que presentara el patrén
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PBC o el PMR, podrd ser asignada a los grupos taxonémicos anteriormente descritos

en s0lo unas pocas horas.

Otros autores también han encontrado un mayor polimorfismo en el ADNmt
que en el nuclear en levaduras vinicas (Querol ez al., 1992a, 1992b; Yamamoto ef
al., 1991; Vezinhet et al., 1990). El andlisis del patrén de restriccion del ADNmt
parece, por tanto, ser mds ttil en la identificacion de levaduras vinicas y de levaduras
de velo de flor. Otras levaduras industriales (panaderas), por el contrario, presentan
un gran polimorfismo cromosémico mientras que el andlisis de los fragmentos de

restriccion del ADNmt muestra un mismo patrén de bandas (Codon, 1994).

En principio, la asociacién entre el ADNmt y productos de genes nucleares
sugiere que ambos genémios estén sujetos a mecanismos evolutivos similares. Sin
embargo, el etanol parece ser un fuerte factor mutagénico en las mitocondrias de
levaduras pero no tiene ningiin efecto en el micleo (Jiménez y Benitez, 1988).
Ademds, el genomio mitocbndrial juega un papel importante en la viabilidad de las
células sometidas a condiciones de altas concentraciones de etanol donde las células
se dividen muy lentamente como sucede en los vinos de crianza bioldgica (Jiménez
y Benitez, 1988). Estas diferentes presiones selectivas ejercidas entre las levaduras
panaderas y vinicas podrian explicar las diferencias encontradas en el polimorfismo

del genomio nuclear y mitocondrial de estas levaduras.
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TABLA 7A: Contenido en ADN, cariotipo electroforético y patrones de los

fragmentos de restriccién del ADNmt de diferentes cepas de S. beticus y S.

cheresiensis.

CEPAS CONTENIDO PATRON PATRON MITOCONDRIAL * PATRON
EN AN CRONOS(NTCO * COMBINADO *

5 petios | Myl Enfl Rl
Bl 2 PP 2 1 2 PBC
B2 2 Vi 1 1 1 Vi
B3 1.7 Vi 1 1 1 V1
B4 1.7 V2 1 5 ND V2
B5 1.6 V4 1 6 1 V3
B6 2 PF 2 1 2 PBC
B7 1.3 PF 4 1 2 V4
B8 1.7 PF 2 1 2 PBC
B11 1.7 PP 2 1 2 PBC
B12 1.8 PF ND 1 D 0
B15 2 PF 2 1 5 V5
B16 1.7 PF 2 1 2 PBC
S. cheresiensis
CHe XD PF 2 1 5 V5
CH9 2 i 1 1 2 V6
CH11 1.7 PF 2 1 2 PBC
CHI2 1.7 PP 2 1 2 PBC
CH13 1.3 PF 4 D 0 D
CHl4 1.7 PF 2 1 2 PBC
CH15 2 PF 2 1 2 PBC

* PF indica el patrén cronosénico més frecuentemente encontrado entre todas las cepas de levaduras de flor estudiadas;
V1-V4 son variaciones del patrén PF.

* Los patrones estén denoninados arbitrariamente cono 1,2,3 etc, indicando cada nimero un patrén especifico para cada
enzina de restriccién usada.

* PBC indica el patrén conbinado de las tres enzimas de restriccién més frecuentemente encontrado entre las cepas de
§. beticus y S. cheresiensis estudiadas (2-1-2); V1-V6 son patrones combinados distintos del PBC.

¥D: no deterninado.
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TABLA 7B: Contenido en ADN, cariotipo electroforético y patrones de los

fragmentos de restriccion del ADNmt de diferentes cepas de S. montuliensis

y 8. rouxii.

CEPAS | PATREN PATRON MTTOCONDRIA. > |  PATRON 3
0 | comosinco * CONBLRADO

S. rontuliensis E— Mul HinfI Rsal
¥9 2 V5 1 2 4 V7
¥10 2 PP 1 2 3 PR
Ml 2 D 6 2 9 V8
¥12 2 PR 1 2 3 PR
M3 2 PF 1 2 3 PR
Mi4 2 PF 8 3 10 V9
M5 D PF 7 1 3 Vi0
M6 )] PF 3 2 6 Vi1
M7 1.7 V5 1 2 4 Vi
R6 pi PF 4 3 10 Vi2
R7 2 \D 4 3 7 V13
R8 2 PF 5 4 8 V14
R9 \D XD 2 D 10 V15
RL3 2 PF ! 2 3 PR
Controles
YNN295 1 6l
D381 2 G2

* PF indica el patrén cromostmico més frecuentemente encontrado entre todas las levaduras de velo de flor estudiadas;
V5 es una variacién del patrén PF.

? Los patrones se denominan arbitrariamente como 1,2,3 etc como en 1a tabla 74, indicando cada n® un patrén especifico
para cada enzima de restriccion usada.

> PR indica el patrén combinado més frecuentemente encontrado entre las cepas de S. montuliensis y §. rouxii
estudiadas (1-2-3); V7-V15 son patrones combinados diferentes de PMR.

¥D; no deterninado.
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FIGURA 4 A: Cariotipo electroforético de cepas de levaduras de velo (carriles
2-8), B12 (2), M17 (3), B15 (4), M16 (5), M10 (6), M9 (7), CH15 (8) y M12
(9); y de la cepa de laboratorio DS81 (carriles 1 y 10).

FIGURA 4 B: Cariotipo electroforético de cepas de levaduras de velo (carriles
2-10), B2 (2), B4 (3), B8 (4), R6 (5), B3 (6), CH12 (7), B11 (8), M14 (9) y
B5 (10); y la cepa de laboratorio DS81 (carril 1).
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FIGURA 5 A: Andlisis de los fragmentos de restriccién de ADN mitocondrial con tres restrictasas
diferentes; Alu I (A), Hinf I (B), Rsa I (C). Carriles 1 y 20: marcadores de tamafio correspondientes
a Ladder 1Kb (Geast Brocade); carriles 2-19 cepas de levaduras de velo: B7 (2), CHl12 (3), CH15 (4),
B8 (5), CH9 (6), M1l (7), B4 (8), CH13 (9), Ré (10), Bé (11), B5 (12), Bll (13), M15 (14), CHl1
(15), CH14 (16), M14 (17), Bl2 (18) y R13 (19).
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FIGURA 5 B: Andlisis de los fragmentos de restriccidn de ADN mitocondrial con tres restrictasas
diferentes; Alu I (A), Hinf I (B), Rsa I (C). Carriles 1 y 20: marcadores de tamafio correspondientes
a Ladder 1Kb (Geast Brocade); carriles 2-19 cepas de levaduras de velo: B3 (2), CH15 (3), M12 (4),
M10 (5), B2 (6), M17 (7), M9 (8), R13 (9), M13 (10), CH12 (11), CH6 (12), B15 (13), CH13 (14), Bl
(15), M16 (16), B16 (17), R7 (18), R8 (19).
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4.1.2.4. Esporulacion:

Se ha estudiado la capacidad de esporulacién de las cepas B2, B3, B16,
CH15, M9, M10, M12, M17 y R13 siguiendo uno de los protocolos habituales
descritos para la esporulacién, consictente en cultivar las células a 22°C en medio
sélido rico de preesporulacion durante 1-2 dias (PRE1) y transferirlas a medio de
esporulacién (SPO1) sélido e incubarlas de nuevo a 22°C durante al menos 5 dias
(método 1). Ninguna de las cepas esporulé por lo que se probé el método de
esporulacién optimizado de levaduras descrito por Codon er al. (1995) (método 2),

obteniéndose los mismos resultados negativos.

La ausencia de esporulacion en las cepas B3, B16 y M17 puede explicarse
por la falta de una dotacién cromosémica completa (1.7n) (Tablas “7JA 'y 7B). Las
restantes cepas B2, CH15, M9, M10, M12 y R13 aunque son 2n, podrian poseer

varias copias de algunos de los cromosomas y una sola copia de otros.
4.1.3. CARACTERIZACION FISIOLOGICA.
4.1.3.1. Auxotrofias:

La pérdida de actividad de las levaduras vinicas, tanto en los procesos
fermentativos como en los de crianza biolégica, no s6lo puede deberse a las altas
concentraciones de etanol y a altas temperaturas, sino también a la carencia o
agotamiento en el vino de factores nutricionales esenciales tales como nitrégeno
asimilable, aminodcidos, vitaminas o elementos trazas (Ingledew y Kunkee, 1985).
El mosto de uva y el vino son medios de composicién compleja que pueden variar
en gran medida, atendiendo a numerosos factores tales como las condiciones
climdticas, cosecha, variedad de vid, flora microbiana silvestre presente en el mosto,
cepa de levadura inoculada etc (Amerine y Kunkee, 1968; Suarez e Ifigo, 1990;
Moreno ez al., 1991; Querol et al., 1990). Asi, la seleccién de cepas de levaduras

para su uso en la industria debe tener en cuenta los requerimientos nutricionales de
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éstas, ademds de la capacidad fermentativa, tolerancia al etanol y al SO, produccion
de acidez voldtil, poder alcoholigeno, floculacion etc. Se han estudiado, por tanto,
las posibles auxotrofias para los aminodcidos y factores vitaminicos de las levaduras

de velo de flor.

4.1.3.1.1. Auxotrofias para aminoacidos:

Todas las cepas de levaduras de flor estudiadas son protétrofas para todos los

aminodcidos ya que presentaron crecimiento positivo en el medio minimo SD (Tabla
8).

4.1.3.1.2. Auxotofias vitaminicas:

Aunque todas las cepas fueron capaces de crecer en SD, las levaduras estdn
descritas como auxdétrofas para algunas vitaminas del grupo B (Russell ez al., 1987).
Las cepas ensayadas se cultivaron en un medio minimo estricto (MM) suplementado
con combinaciones de diferentes vitaminas. Todas las cepas resultaron ser auxdtrofas
para la biotina. Ademds, las cepas de S. rouxii probadas también lo fueron para el

myo-inositol (Tabla §8).

4.1.3.2. Produccién, sensibilidad y/o resistencia al factor Killer:

La actividad killer representa uno de los mecanismos de antagonismo entre
levaduras durante la fermentacién espontdnea de los mostos. Las cepas de levaduras
killer secretan toxinas polipeptidicas que matan a las cepas sensibles del mismo
género e incluso a otras pertenecientes a otros géneros (Petering et al., 1991). Es por
ello, la gran relevancia que ha supuesto en la industria el uso de cepas vinicas
seleccionadas killer como indculo en aquellas fermentaciones que requieren un
control microbiolégico estricto, inhibiendo el desarrollo y la contaminacion de

levaduras indeseables (Cansado ef al., 1992; Bussey, 1991).

Debido a la importancia que representa en la industria vitivinicola el caracter
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Killer de las levaduras, se ha estudiado el comportamiento de las levaduras de velo
de flor con respecto a las toxinas K1 y K2. Como control sensible a ambas toxinas
se utiliz6 la cepa 47G, y las cepas 1101 y 1384 como productoras de las toxinas K1
y K2 respectivamente. Todas las cepas de S. montuliensis y de S. rouxii resultaron
ser no productoras y sensibles a ambas toxinas. Las cepas de S. beficus y S.
cheresiensis fueron igualmente no productoras pero resistentes a ambas toxinas
(excepto B16 que fue sensible a la K2) (Tabla 8). La respuesta a las toxinas killer

parece ser especifica de cada especie.

TABLA 8: Auxotrofias para aminodcidos y para vitaminas vy
resistencia/sensibilidad al factor killer de algunas cepas de levaduras de velo
de flor. “

CEPAS CRECIMIENTO SIN: FACTOR KILLER®
(res/sen)
Aminodcidos' Biotina Inositol’ K1 K2
B2 + - + R R
B3 + - + R R
B16 + - + R S
CH15 + - + R R
M9 + - + S S
M10 + - + S S
Mi2 + - + S S
’M17 + - + S S
R13 + - - S S

! Ademss de las cepas descritas en esta tabla todas las cepas de levaduras de velo de flor
descritas en la Tabla 1 fueron protétrofas para todos los aminodcidos.

2 Las cepas Bl, B5, CH11, CH13, CH12, R6, R9 y R8 también se comprobaron para las auxotrofias
vitaminicas, resultando ser auxétrofas para la biotina. Las cepas R6, R9 y R8 también fueron
auxétrofas para el inositol.

3 Ninguna cepa fue productora de las toxinas K1 y K2.
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Otros autores, estudiando el caracter killer en levaduras aisladas
durante la fermentacién espontdnea de mostos, también han encontrado una baja
proporcion de cepas productoras, no aislando cepas resistentes a las toxinas (Cansado
et al., 1989). Ademds, esta proporcion disminuye considerablemente en la fase
fermentativa lenta, ya que durante la fase estacionaria de crecimiento comienza la
degradacion o inactivacién del factor killer (Caﬁsado et al., 1989).

Cansado er al.(1992) llevaron a cabo fermentaciones en las que el
mosto se inoculé con una cepa K2 productora y la isogénica K2 resistente, siendo el
n°® de células viables de la cepa resistente superior al de la productora durante todo
el proceso fermentativo. Parece, por tanto, que la incapacidad de producir el factor

killer por cepas resistentes a €l favorece la capacidad fermentativa.

4.2. FORMACION DE VELO DE FLOR.

4.2.1. EFECTO DE LA NATURALEZA DE LA CEPA.

Debido a la importancia que supone la formacion del velo de flor en
el envejecimiento de los vinos finos y manzanillas, se ha estudiade esta caracteristica
en diferentes cepas de levaduras aisladas de los velos de sistemas industriales de
crianza bioldgica. Para ello se selecionaron al azar varias cepas de las distintas
especies que integran los velos. Las células crecidas en YPD en fase estacionaria se
inocularon en S/T (15.5% v/v) hasta alcanzar una D.O. a 660nm inicial de 0.1 y se
incubaron a 25°C. las células primero crecen y/o se mantienen en el fondo del tubo
y después de varios dias suben a la superficie del medio Hquido e inician el desarrollo
del velo. El tiempo transcurrido hasta la formacidn del velo varia segin la cepa (Fig.
6). Las cepas B1, B2, B3, B16 y CHI15 pertenecientes a las especies S. beticus y S.
cheresiensis tardan en formar el velo entre 14-19 dias, mientras que las restantes
cepas M10, M12, M17 y R13 tardan entre 20-31 dias. Se observa, pues, que las
especies S.beticus 'y S. cheresiensis por una parte y S. montuliensis y S. rouxii por
otra, presentan un comportamiento similar con respecto al tiempo requerido para

formar el velo a una graduacion alcohélica de 15.5% (v/v). Las especies del primer
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grupo requieren una media de 15 dfas para alcanzar la superficie y las del segundo
una media de 26 dias.

FIGURA 6: Tiempo requerido para la formacién de velo por diferentes cepas
de levaduras de flor. ) ’ /
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S.beticus: B1, B2, B3, Bl6; S.montuliensis: M10, M12, M17; S.cheresiensis: CH1S; S.rouxii: Ri3.

4.2.2. RELACION ENTRE LA TOLERANCIA AL ETANOL Y LA
FORMACION DE VELO.

4.2.2.1. Crecimiento a distinto grado alcohélico:

Las cepas B2, B3, B16, CH15, M9, M10, M12, M17 y R13 se
cultivaron en YPD, YPDE(5%), YPDE(10%) e YPDE(15%) y se determinG la tasa

de crecimiento que presentan en dichos medios. Los resultados se muestran en la
Tabla 9.

El tiempo requerido para la formacién de velo por las diferentes cepas
resulto estar directamente relacionado con la tasa de crecimiento, p (h') en YPD
(Fig. 7A). Sin embargo, cuando se representd la inhibicion del crecimiento en YPDE

(10%) (%]1,,) con respecto a u en YPD frente al tiempo necesario para la formacién
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de velo, resulté que las cepas mds rdpidas en alcanzar la superficie (S. beticus y S.
cheresiensis) fucron aquellas cuyo crecimiento se inhibe mds en un medio con una
concentracién de etanol del 10% (v/v) (Fig. 7B). Ninguna de las cepas crece en
YPDE (15%) después de la inoculacién, sin embargo las células sobrevivieron

durante varios dias hasta subir a la superficie donde ya, sf se dividieron y formaron

velo.

La formacidn de velo de flor apareceria en levaduras vinicas como un
mecanismo adaptativo que les permite crecer en un medio de alto contenido
alcohdlico cuyas tnicas fuentes de carbono son respirables. De hecho, las cepas de
este estudio cuyas tasas de crecimiento se vieron mds inhibidas por el etanol son las

que forman antes el velo de flor.

TABLA 9: Tasas de crecimiento, x (h™') en YPD, YPDE (5%) € YPDE (10%);
porcentaje de inhibicién del crecimiento en YPDE (5%) (%is) y en YPDE
(10%) (%1,,) con respecto a p en YPD y formacién de velo (dias) en vino de
15.5% (v/v) de etanol (S/T) por diferentes cepas de levaduras de velo.

p (07

FORMACION DE VELO EN §/T
CEPA YD YPDE (5%) i,  YPDE (10%) $i,0 (15.5% v/v etanol)
B3 0,2 0,175°  27,1% 0,100 8,38 19
B2 0,26 0,080 30,4 0,088 66,2 % 15
CH15 0,31 0,92 38,1% 0,089 1n,3% U
K10 0,22 0,157  8,6% 0,092 58,2 28
¥12 0, 0,195  18,8% 0,107 55,4 %
1 0,23 0,144 MAs 0,069 70,0 % -°
N17 0,19 0,148 2,1% 0,059 68,9 % 20
R13 0,20 0,52 24,08 0,100 50,0 § 3

4 No se formé velo después de 50 dias.
Los resultados son la media de tres experimentos con desviaciones tipicas menores del 10%.
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Figura 7: Relacion entre la tasa de crecimiento, p (h') en YPD (A) y el
porcentaje de inhibicion de p en YPDE (10%) con respecto a YPD (%1,,) (B)

y el tiempo necesario para la formacion de velo por diferentess cepas de
levaduras de velo de flor. I
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Dado que las cepas mds sensibles al etanol, en el sentido que su crecimiento
se ve mds fuertemente inhibido, son las mds rdpidas en formar velo y a que el etanol
es un factor inductor de mutaciones "petites” (Jiménez y Benitez, 1988), se quiso ver

si la formacion de velo también guardaba relacion con la frecuencia de formacién de
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"petites”. Para ello se determiné la frecuencia espontanea (YPD) e inducida (YPDE
15%) de formacidn de "petites" en las cepas de levaduras de velo. Los resultados se
muestran en la Tabla 10. Se obser\;a que en general la frecuencia inducida de
formacién de "petites" en las especies S. beticus y S. cheresiensis (una media de
27%) es mayor que en las otras especies, S. montuliensis y S. rouxii (una media de
13%). Dentro de cada grupo, aquellas cepas mds rdpidas en formar velo son las que
presentan una menor frecuenc.ainducida de esta mutacién (B16 y CH15 con9y 15%
respectivamente frente a B2 y B3 con 23 y 31%, M9 que no forma velo con un 25%
frente a una frecuencia aproximada del 10% en las restantes cepas, M10, M12, M17
y R13). No se observa correlacion alguna cuando se toman en cuenta a todas las
cepas a la vez. La razon podria ser la existencia de otros factores que afecten a la
formacién de velo especificos para cada grupo taxonémico. Por otra parte, llama la
atencidn la alta frecuencia de "petites” espdntaneos que poseen algunas de las cepas
de S. bericus. Otros autores (Jiménez y Benitez, 1988) han encontrado frecuencias
espontdneas en levaduras de flor de 1-2%, algo mds bajas la frecuencia de cepas de

laboratorio (3-6%) y mds parecida a la que muestran las cepas de S. montuliensis.

TABLA 10: Frecuencia espontinea (YPD) e inducida (YPDE 15%) de

formacion de "petites” en diferentes cepas de levaduras de flor.

CEPAS FORMACION DE "PETITES"(%)
Frecuencia espontdnea 1 Frecuencia inducida
B2 17 23
B3 25 31
B16 7 9
CHI5 5 15
M9 1 25
M10 4 7
MI12 1 14
M17 1 7
R13 5 13

Los resultados son la media de 2 experimentos con desviaciones tipicas menores del 103.
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4.2.2.3. Viabilidad celular a 15.5% v/v de etanol:

Con objeto de estudiar la relacién entre la formacidén de velo y la viabilidad
celular a elevada graduacion alcohélica, las cepas B3, B16, CHIS y M9 se
inocularon en un S/T (15.5% v/v de etanol) y se incubaron a 25°C. Se determind el
mimero de c€lulas viables inicial por siembra en YPD y el porcentaje de "petites”.
A las 24h y a las 48h se tomaron muestras y se llevaron a cabo las mismas

determinaciones. Los resultados obtenidos se expresan en la Tabla 11.

TABLA 11: Formacién de velo, viabilidad celular (%) y frecuencia de
formacion de "petites” de diferentes cepas de levaduras de velo en S/T (15.5%

etanol) a las 24h y 48h después de la inoculacion.

Cepas | Formacion de | Viabilidad (%) "Petites” (%)

velo (dias) 24h 48h |0QOh 24h 48h

B3 | 19 0.1 006-|35 36 38
Bl6 | 4 |15 13 |5 34 23
cHIS | 14 15 11 |5 49 33
M9 oo? 0 0 3 - -

& o formé velo después de 50 dias.
Los resultados son la media de tres experimentos con desviaciones tipicas menores del 10%.

Se observa una relacion directa entre el tiempo requerido para la
formacién de velo y la viabilidad en vino. Las cepas B16 y CH15 las cuales tardan
14 dias presentan una viabilidad muy parecida tanto a las 24h como a las 48h y
mayor que B3 (15 veces mayor a las 24h y 20 veces a las 48h). M9 no formé velo,

presentando una viabilidad O a las 24h de la inoculacion.

El porcentaje de "petites” permanece aproximadamente constante a lo
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largo del tiempo. A la vista de los resultados del apartado anterior donde se
observaba un mayor porcentaje de "petites” cuando el etanol estaba presente en el
medio (YPDE 15%), cabria también esperar un aumento progresivo de "petites”.
Esto no es asf ya que éstos al ser mds sensibles al etanol y perder la capacidad de
formar velo (Jimenez y Benitez, 1988) se mueren en un medio cuyas dnicas fuentes
de carbono son respirables (vino con 15.5% v/v de etanol y 0 g/L de azicares). Asi,
la viabilidad presenta una relacién inversa con la frejcuencia de formacién de
"petites”, la cepa con menor viabilidad (B3) fue la que presenté mayor porcentaje de

"petites”.

Por otra parte, aunque el crecimiento con etanol se ve mds fuertemente
inhibido (Tabla 9) durante la fase no filmégena en las cepas mds rdpidas en formar
el velo, éstas presentan mayor viabilidad y menor frecuencia de formacion de

"petites”.

4.2.3. EFECTO DEL PRECULTIVO EN SUSTRATOS RESPIRABLES vs
FERMENTABLES.

Dado a que las cepas mds sensibles al etanol y con una menor
frecuencia de induccién de "petites” en vino (15.5% v/v de etanol) forman el velo
mds rdpidamente, se han llevado a cabo experiencias de formacion de velo en las que
se precultivaban las diferentes cepas hasta fase estacionaria en distintas fuentes de
carbono, respirables (glicerol (YPG) y etanol (S/T)) y fermentables con (YPDE
(5%), YPDE (10%)) o sin etanol (YPD). Estos precultivos se inocularon en S/T
(15.5% v/v de etanol) hasta alcanzar la D.O de 0.1 a 660 nm; aquellos precultivos
en S/T en fase de velo se injertaron con un asa de células. Los cultivos se incubaron
a 25°C y se contabilizé el tiempo transcurrido hasta ia formacidn del velo. Los

resultados se representan en la Fig. 8.

De nuevo, se observa que el tiempo necesario para el desarrollo del
velo es variable segtn la cepa excepto cuando el in6culo fue velo ya formado en vino

(15.5% v/v etanol), siendo este caso el mds rdpido en todas las cepas (6-7 dias). Las
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células precultivadas con etanol (YPDE) formaron el velo antes que aquellas
precultivadas en glucosa exclusivamente. La respuesta mds lenta se obtuvo cuando
los precultivos crecieron con glicerol a pesar de ser éste una fuente de carbono
respirable (mds de 30 dias). Estos resultados indican que es el etanol especificamente
y no una fuente de carbono respirable el que nreadapta a las células de manera que

éstas colonizan antes la superficie para formar el velo.

FIGURA 8: Efecto del precultivo en sustratos fermentables vs respirables en
la formacién de velo de flor en S/T (15.5% v/v etanol).
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4.2.4. HIDROFOBICIDAD CELULAR EN ESTADO FERMENTATIVO vs
FILMOGENO: EFECTO DE LA ADICION DE ACIDO OLEICO Y/O
ERGOSTEROL. 7

La cepa B16 crecida en YPD hasta la fase estacionaria se inoculo en
mosto y en S/T con o sin las adiciones de 5 mg/L de dcido oleico y/o 5 mg/L de
ergosterol. Se determiné la hidrofobicidad (HD) de las células durante la
fermentacién del mosto y en la fase de velo en mosto y en vino. Los resultados
obtenidos indican que la formacion de velo se relaciona con cambios en la HD (Tabla
12). La HD registrada en las células crecidas en YPD y durante la fase fermentativa

en mosto se mantiene aproximadamente con valores similares (21%). Cuando se
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formé el velo en el mosto fermentado (grado alcohdlico de 10.5% v/v), la HD de la
superficie celular aumentd ligeramente (desde el 21% en YPD hasta
aproximadamente el 28 %). Sin embargo, es en la fase de velo en S/T (15.5% v/v de

etanol) cuando la HD aumenta sustancialmente (aproximadamente 40%).

Este aumento en la HD no parece deberse a un aumento en
componentes lipidicos de la pared celular (Fleet, 1991). La adicién de dcido oeico
y/o ergosterol al mosto y al vino no se tradujo en un aumento de la HD (Tabla 12).
En la Fig. 9 se representan los valores relativos de la HD de la superficie celular de
la cepa B16 en mosto y en vino con o sin la adicién de dcido oleico y/o ergosterol
comparados con la HD en YPD que se considera la unidad. No se observan

diferencias significativas entre el control y los medios suplementados.

Ademds, si el aumento de la HD de la superficie celular debido a
cambios en su composicidn lipidica fuese un prerrequisito para la formacion de velo,
la adicion de dcido oleico y ergosterol podria acelerar el proceso. Sin embargo, no
se observaron diferencias en el tiempo necesario para la formacién de velo, tanto en
mosto (10.5% v/v de etanol) como en el vino (15.5% v/v de etanol): la duracion fue

de 13 dias en mosto y 17 en vino (media de seis cultivos).

limura et al.(1980a) también han manifestado una relacion entre la
hidrofobicidad y la formacién de velo. Estos autores concluyen que la hidrofobicidad

depende de la composicién en dcidos grasos de la superficie celular (limura er al.
1980b).

Otros autores (Mauricio et al.,1990; Mauricio er al., 1991; Larue et
al., 1980) encuentrzin que la viabilidad de las células en el mosto de uva aumenta con
la aireacion y que dicho aumento se relaciona con un incremento en el contenido de
esteroles y fosfolipidos que es dependiente de oxigeno. Ademds, el crecimiento de
levaduras en condiciones anaerébicas requiere ergosterol y dcidos grasos insaturados
(Thomas et al., 1978; Mauricio et al., 1990). En este trabajo, la.adicion de

ergosterol y/o 4cido olefco al medio no acelerd la formacién de velo ni provocé un
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aumento en la hidrofobicidad.

TABLA 12: Cambios en el grado de hidrofobicidad (HD %) de la superficie
celular de la cepa B16 cultivada en diferentes condiciones.

Condiciones Control | + Ergosterol + Oleico tErgosterol y
\ (5 ng/L) (5 ng/L) oleico (5 ng/L)
YPD - 21 % b ND ND

MOSTO FERMENTANDO:

Azucar residual (g/L): 170 25 %

87 23 % ND ND ND

50 18 %

4 20 %
HOSTO FERMEKTADO
(10.5% v/v etanol, 0 g/L 26 % 21 % 25 % 26 %
azucar)
FASE DE VELO EN MOSTO
(10.5% v/v etanol, 0 g/L 28 % 25 % 30 % ND
azucar)
FASE DE VELO EN VINO

41 % 35 % 34 0% 49 %

{15.5% v/v etanol)

4 ND: no determinado.
Los resultados son la media de 3 experimentos con desviaciones tipicas menores del 153.

Se ha propuesto (Straver er al., 1993) que los componentes
hidrofdbicos de la superficie celular estdn implicados en diferentes mecanismos
microbianos de adhesion, tales como la adhesién de las células de levaduras a las

burbijas de CO, en la elaboracion de vinos y la floculacién.

La floculacion requiere la secrecion de proteinas (lectinas) a la
superficie celular (Stratford, 1992a, 1992b; Teunissen et al., 1993). El andlisis de

las proteinas de la pared celular pone de manifiesto la acumulacién de una proteina
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de 37 KDa implicada en la floculacién (Femandés et al., 1993) mientras que la
hidrofobicidad celular aumenta justo antes del comienzo de la floculacion (Straver et
al., 1993). Los genes implicados en la floculacion son distintos de los implicados en
la formacion de flor, ya que cruces entre cepas con capacidad de flocular y formar

velo dan segregaciones diferentes para ambos caracteres (Jiménez, 1986).

Ademds, recientemente se han caracterizado otras proteinas implicadas en la
adhesion a superficies fuertemente hidrofébicas que se localizan externamente y que

alteran la hidrofobicidad de las células (Templeton er al., 1994).

FIGURA 9: Hidrofobicidad celular (valores relativos) de las células crecidas
en YPD (fase estacionaria), fermentando en mosto (FM), en mosto fermentado
(F’M), en fase de velo en mosto (VM) y en fase de velo en S/T (VV); con o
sin la adicién de 4cido oleico y/o ergosterol.
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4.2.5. EFECTO DE LA PROTEINASA K EN EL VELO DE FLOR.

Ante la posibilidad de que el aumento de la hidrofobicidad durante la
formacion de velo se debiera a la presencia en la pared celular de proteinas

hidrofébicas en vez de lipidos, se ha llevado a cabo un tratamiento con proteasa.

La proteinasa K destruye el velo de flor, separando a las células

individualmente, como indica el incremento registrado en la D.O a 660 nm (Fig. 10).
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El ligero aumento observado en la D.O en el control se debe a la agitacion a la que

estuvieron sometidos los cultivos durante la incubacion a 30°C.

FIGURA 10: Separacién del velo de flor de las células libres por efecto de la
proteinasa K. ‘
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La separacion de las células del velo de flor por efecto de la proteinasa
K, sugiere que el aumento registrado en la hidrofobicidad de las c€lulas en fase de

velo podrl’aAdeberse a la sintesis de proteinas hidrofébicas en lugar de lipidos.

4.2.6. MORFOLOGIA CELULAR EXTERNA E INTERNA EN FASE DE
VELO vs FASE FERMENTATIVA.

Se observaron al microscopio electrénico de barrido y de transmision
células de la cepa B16 en fase fermentativa en mosto y en fase de velo en vino (S/T
15.5% etanol). Las células en fase fermentativa son mds pequefias y redondas que
las células en fase de velo las cuales son m4s alargadas (25% mds largas) y ovoides
(Fig. 11). Cruess (1948), por el contrario, afirma que las células en fase filmégena

son mds pequefias y granulares.
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FIGURA 11: Aspecto de las células de la cepa B16 en fase fermentativa (A,
B, C, y D) y en fase de velo (E, F, G y H); (A, 12.779x; B, 8.306x; C,
2.832x; D, 1.601x; E, 10.517x; F, 8.860x; G, 3.570x; H, 2.062x).



FIGURA 12: Secciones celulares de 1a cepa B16 en fase fermentativa (A
y B) y en fase de velo (C y D); (A y B, 28.500x; C, 15.500x; D,
21.000x).




Cuando se observan secciones celulares al microscopio electrénico de
transmision la unica diferencia que se detecta es que la pared de las células en fase
de velo es mds delgada que la de las células fermentando. No se visualizan ninguna
otra estructura especial. Las células en ambas fases presentan un gran nimero de

mitocéndrias (8-10/seccién), indicando un fuerte metabolismo oxidativo (Fig. 12).

f Al igual que en la formacién de flor, en la formacion de biofilmes la
hidrofobicidad de la superficie celular también estd implicada tanto en la adhesion de
las células a la matriz como en la adhesién entre los microorganismo (Straver er al.,
1992). Sin embargo, mientras que la observacidn al microscopio electrénico de los
biofilmes revela la existencia de una matriz de exopolisacdridos (Costerton et al.,
1994), en la observacién microscdpica del velo no se observa ninguna extructura

externa o interna especifica diferenciadora de las células en estado no-filmdgeno.
4.2.7. DENSIDAD (FLOTABILIDAD) CELULAR DEL VELO DE FLOR.

El hecho de que el velo "flote” en la superficie del medio, s6lo se
explica por el hecho de que sea menos denso. Esta menor densidad podria deberse
a la existencia de vesiculas gaseosa intra o intercelulares. Para comprobar esta
hipétesis, se recogieron aproximadamente 100 ml de velo de flor y se introdujo en
un recipiente con cierre hermético de 250 ml. El volumen restante se ocup6 con vino
que se introdujo suavemente hasta que el recipiente quedé completamente lleno sin
aire alguno. Se formaron dos fases claramente diferenciadas, la inferior formada por
el vino y la superior por las células en fase filmdgena. El matraz se introdujo en un
bafio de ultrasonidos. Al cabo de 2 horas, se habian formado tres zonas (Fig 13).
Algunas células cayeron al fondo del recipiente y otras se quedaron "flotando" en la
superficie. Cuando se observaron las células al microscopio, aquellas en la superficie
formaban agregados mientras que las del fondo estaban separadas individualmente.
El ultrasonido rompe las uniones intercelulares en el velo, separando a las células
individuales que caen al fondo. Estos resultados indican que son los agregados los

que poseen una menor densidad.
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En la fase superior, atrapadas en el velo se observaron burbujas
gaseosas. Esto agregados celulares se formarian por interaciones hidrofdbicas entre
las células. Este entramado, asi formado, dificultarfa el paso de microburbujas
gaseosas que quedan atrapadas en su interior, haciéndose menos densos que el medio
y flotando por tanto en la superficie. Cuando se observaron secciones de células en
fase filmSgena al microscopio electrénico de transmision no se detecté ningiin tipo ‘
de vesiculas gaseosas intracelulares que podrfan haber explicado la menor densidad
de las células en fase de velo con respecto a las células en fase fermentativa. Por otra
parte, tras sonicar las células individuales caen, confirmando que €stas por separado

son mds densas que los agregados.

FIGURA 13: Aspecto del velo después de sonicar (40 Hz) durante dos horas.
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Para comprobar que efectivamente estos agregados celulares atrapan
burbujas gaseosas se llevé a cabo la siguiente experiencia. Un velo formado en la
superficie de un vino contenido en un quitasato se agité suavemente, de manera que
al fondo cayeron trozos de velo. Otro quitasato, se sometié a ultrasonido y se agito
energicamente para disgregar totalmente a las c€lulas que formaban el velo.
Posteriormente, estos dos quitasatos se sometieron a vacfo con una bomba de agua.
Los trozos de velo (de s6lo el primer quitasato) subieron a la superficie mientras que
las células individualmente disgregadas permanecieron en el fondo. Al haberse
producido una depresion en la atmosfera del recipiente las burbujas gaseosas
atrapadas entre las células que integran los agregados se expanden, disminuyendo la
densidad de estos agregados y subiendo a la superficie. Si existieran vesiculas
gaseosas intracelulares, las células individuales también habrian ascendido a la

superficie. El vacio se mantuvo durante 10 horas no observdndose cambio alguno.

Paralelamente, se tomaron muestras de velo en buen estado (blanco,
completo y plegado) de tres botas en la bodega. Tras agitar suavemente, se determing
la viabilidad por tincién con azul de metileno de las c€lulas que habian caido al fondo
y de las que se habian quedado formando velo en la superficie (flotando).
Posteriormente, se agité energicamente para homogenizar la muestra y se determiné

la viabilidad global. Los resultados obtenidos se expresan en la Tabla 13.

TABLA 13: Viabilidad de las células de velo sedimentadas y de las células
"flotando" tras agitar el cultivo y viabilidad global de la muestra.

Botas P()rcexitaje de células vivas (%):

G'lobal- Flotando  Fondo

N° 1 50 70 46
N° 2 53 69 36
N° 3 70 72 41

Los resultados son la media de tres conteos por muestra. La desviacién tipica fue menor del 8%.
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Se observa una mayor tendencia de las células muertas a caer mientras que las
c€lulas vivas tienen mds "flotabilidad", la viabilidad de las células que quedan en la
superficie tras ser agitado el velo es superior (diferencias de 20, 16 y 2% en las tres

muestras respecti{lamente) a la viabilidad gIObal de la muestra
4.2.8. LIOFILIZACION.

Con el fin de averiguar si las cepas pueden mantenerse como velo
liofilizado para asi, en caso necesario, regenerarlo en el menor tiempo posible (la
formacioén de velo es mds rdpida cuando el inSculo se realiza a partir de velo ya
formado (Fig. 8) se ha realizado la siguiente experiencia. Las cepas B2, B16 y CH15
se recogieron en fase fermentativa en mosto y en fase de velo en vino y se

liofilizaron bajo las condiciones descritas en métodos.

La viabilidad inicial de las suspensiones celulares sin liofilizar era de
10° céls viables/ml. La supervivencia después de liofilizar de las células en fase
fermentativa varié entre 1x10? (liofilizadas en glucosa) y 1x10” (liofilizadas en agua
destilada). Sin embargo, no se recuperé ninguna célula viable cuando éstas se
liofilizaron a partir de velo. Los resultados fueron similares en todas las cepas. El
hecho de que la misma cepa bajo las mismas condiciones de liofilizacién de una
supervivencia de 1x10*en fase fermentativa (sin lavar) mientras que en fase de velo
la supervivencia esté por debajo de 1x10® indica cambios en la composicién, ademds
de los cambios ya descritos en la forma , tamafio e hidrofobicidad de la superficie

celular.

4.2.9. VITAMINAS ESENCIALES PARA LA FORMACION DE VELO Y
EFECTO DE LA ADICION DE ESTAS AL VINO.

Segun los resultados anteriores, ninguna cepa crece en 15% (v/v) de
etanol pero sin embargo las células sobreviven, modifican la forma y el tamafio

celular, su superficie se hace mds hidrofébica y al cabo de cierto tiempo colonizan
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la superficie del liquido formando inicialmente unos islotes ténues que posteriormente
crecen uniéndose y formando un velo completo. Cabria, por lo tanto, esperar que
este proceso requiera consumo de energia y dependa de la disponibilidad de factores
esenciales tales como vitaminas. Todas las cepas de levaduras de velo son auxétrofas
para la biotina y las cepas de S. rouxii también lo son para el myo-inositol (apartado
4.1.3.1.2). Sin embargo, cuando se adicionaron las vitaminas al medio sintético
MME (15% v/v etanol) el pantotenato resulté ser la ﬁnic:; vitamina esencial para la
formacién de velo aunque con la ausencia de la biotina y del inositol sélo se
observaron islotes en lugar de un velo completo (Tabla 14). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Khayyat et al.(1980) y por Castor y Archer (citado
por Kunkee y Amerine, 1970). El que las levaduras de velo sean auxétrofas para la
biotina y sin embargo no requieran dicha vitamina para formar velo, se explica por
el hecho de que a 15% (v/v) de etanol las células no se dividen hasta que no
colonizan la superficie del medio en forma de islotes. Para que estos islotes crezcan

y formen un velo completo si es necesario que la biotina esté presente en €l medio.

Otros autores, estudiando la formacién de velo en medio sintético
afirman que no es posible el desarrollo del mismo en medios privados de biotina
(Saavedra y Garrido, 1962; Iimura et al., 1980a) y que dicha vitamina promueve la
hidrofobicidad (limura et al., 1980a).

TABLA 14: Vitaminas esenciales para la formacién de velo de algunas cepas
de levaduras de flor.

CEPAS | TODAS LAS | NINGUNMA TODAS HMENOS:
VITAMINAS | VITAMINA

BIOTINA TIAMINA PANTOTENATO IKOSITOL  PIRIDOXIRA

B16 cr! - I PT - I PT
CHIS cT - I PT - I P
M17 cT - I PT - I PT
RI3 cT - I PT - I PT

Lor: velo completo y ténue; PT: velo parcial y ténue; I: islotes; -: no se formé velo después de
50 dias a 25°C desde la inoculacién.
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Cuando se adicionaron al vino las vitaminas una a una para estudiar
el efecto en la formacion de velo se obtuvieron resultados contradictorios. En una de
las experiencias, la piridoxina aceleré la formacion de velo en todas las cepas
estudiadas (B16, CH15 y M17), y en algunas cepas (B16 y M17) la adicién de
biotina la retrasé con respecto al control negativo (Tabla 15). Sin embargo, estos
resultados no fueron repetitivos ya que cuando se utilizé otro S/T a la misma
graduacion alcohélica no se observaron diferencias significativas entre las distintas
adiciones. En el control positivo (suplementado con todas las vitaminas) siempre se
obtuvé un efecto acelerador con respecto al control negativo (ninguna vitamina
anadida). El efecto estimulante de suplementar al vino con factores vitaminicos
dependerd de los niveles que éste ya posea, ya que incluso a veces el exceso de

alguna vitamina puede retrasar la formacion de velo.

TABLA 15: Efecto de la adicién de vitaminas al vino en la formacién de velo
de distintas cepas de levaduras de flor.

CEPAS VITAHINAS ADICIONADAS AL VINO:

TODAS  NINGUNA BIOTINA TIAMINA  PANTOTENATO  INOSITOL  PIRIDOXINA

B16 158 18 19 19 16 15 12
CH15 15 18 19 15 15 15 12
M17 17 20 25 22 18 17 15

4 Dias que tardé en formarse un velo completo y ténue en la superficie.

Los datos encontrados en la bibliografia son también contradictorios.
Asi algunos autores encuentran que la biotina suplementada al vino tiene un efecto
estimulante en la formacién de velo (Cruess, 1948; Bravo, 1986). Freiberg y Cruess
(1955), por el contrario no observaron con ninguna de las vitaminas adicionadas
(tiamina, rivoflavina, inositol, biotina y dcido félico) algiin efecto estimulante.
Saavedra (1959) llega también a la conclusién de que un determinado factor sélo

estimulard la formacion de velo en un medio que sea deficitario en €l, pero si ya se

109



encuentra en las cantidades requeridas, un exceso sobre ellas no afecta al velo o lo

hace desfavorablemente.

4.2.10. EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO EN LA FORMACION DE
VELO A DISTINTO GRADO ALCOHOLICO.

Las cepas M17, M10, B16, CH15 y RI3 se inocularon en mosto
fermentado y alcoholizado (14.8% v/v de etanol) o no (10.6% v/v de etanol), al que
se le habia afadido glucosa en concentraciones crecientes. Cuando la superficie del
tubo estuvo cubierta por un velo completo y ténue, se analizé la cantidad de azicares
residuales. De nuevo, los resultados, expresados en la Tabla 16 ponen de manifiesto
diferencias en el tiempo requerido para la formacién del velo por las distintas cepas
de levaduras de flor. Sin glucosa afiadida y con 10.6% (v/v) de etanol, .el tiempo
varia de 3 dias en la cepa B16 a 13 en las cepas M17 y R13. A la graduacién
alcohdlica de 14.8% (v/v), el tiempo requerido para la formacién de velo aumenta
a 5 dias en la B16 mientras que Ias cepas M17 y R13 no formaron velo despucs de
30 dias.

El tiempo disminuye considerablemente en aquellas cepas mds lentas
(M10, M17 y R13) cuando hay glucosa en el medio, de manera que el aumento en
la concentracion de glucosa resulta en una progresiva reduccion del tiempo requerido
para la formacién del velo. Incluso las cepas M10, M17 y R13 que no formaron velo
en 14.8% (v/v) de etanol después de 30 dias, lo hicieron a los 11, 18, 13 dias
respectivamente cuando se afiadié 20 g/L de glucosa. En todos los casos, el velo se

form¢ cuando la glucosa se habfa consumido en mds del 95%.
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TABLA 16: Efecto en la formacién de velo de la adicién de concentraciones
crecientes de glucosa a distinto grado alcohélico.

FORMACION DE VELO (DIAS)

10,6% (v/v) etanol 14,8% (v/v) etanol

GLUCOSA CEPAS CEPAS

ANADIDA

(/L) M7 M0  Bl6 CHI5  RI3 M17 H10 B16 CHI5 RI3
0 13 12 3 4 13 -2 - 6 6 -
2 1 1 3 3 13 - 18 5 5 16
5 14 16 3 3 11 - 14 5 5 14
10 10 9 3 3 10 19 13 5 5 14
15 10 9 3 3 10 18 13 7 7 14
20 11 9 3 4 8 18 11 5 6 13

4: Mo se formé velo después de 30 dias.
Cuando se formé el velo la glucosa se habia consumido completamente (mds del 95%).

4.2.11. EFECTO DE ALGUNAS PRACTICAS ENOLOGICAS EN LA
ACTIVIDAD MICROBIOLOGICA.

El desfangado, la clarificacion y filtracion de los mostos son précticas
introducidas en el sistema operativo de vinificacién con el objeto de obtener una
mayor estabilidad fisico-quimica de los vinos resultantes. Con estas pricticas se
reduce considerablemente la cantidad de sélidos en suspensién en los mostos,
consiguiéndose una menor extraccion de la materia polifenélica y metdlica presente
en las partes sélidas de la uva, y evitdindose en gran medida el remontado u oxidacién
futura de los vinos. Con objeto de estudiar el posible efecto de dichas prdcticas en
los procesos microbiolégicos de fermentacion y crianza biolégica se han llevado a

cabo las siguientes experiencias.
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4.2.11.1. Efecto del defangado y filtracién de mostos y burbas en la cinética
fermentativa:

Con objeto de simular en lo posible las condiciones dadas en
el proceso a escala industrial, se ha llevado a cabo una fermentacion dirigida de los
mostos y burbas descritos en métodos que contenian concentraciones diferentes de

solidos en suspension (Tabla 17).

TABLA 17: Concentracién de sélidos en suspension de los mostos y burbas
con diferentes tratamientos.

CONCENTRACION
SOLIDOS EN
SUSPENSION (g/L)
MOSTOS:
Sin desfangar 5
Desfangado 1.1
Desfangado-filtrado 0
BURBAS:
Sin filtrar 57
Filtradas 0

El consumo de azicares y la produccién de acidez voldtil se
representan en Fig. 14. En los tres casos, la velocidad de fermentacién es similar,
los niveles de-aziicares residuales a los 6 dias de la fermentacion fueron menores de
2 g/L. Se observa una produccién diferencial de la acidez voldtil, de manera que
cuanto mayor es la cantidad de sélidos en suspension menor es la acidez voldtil (0.41
g/L expresada como dcido acético en los mostos desfangados y filtrado frente a 0.19

g/L en los mostos sin desfangar).

A los mostos fermentados se les determind el grado alcohdlico final,

concentracion de acetaldehido, acetato de etilo, alcoholes superiores, glicerina y
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dcidos orgdnicos (Tabla 18). El grado alcohdlico final fue similar en todos los casos
(las diferencias obtenidas estdn dentro del error de determinacién). La oxidacion del
dcido acético da como primer producto acetaldehido por lo que cabria esperar una
relacion directa entre el contenido obtenido en dcido acético y en acetaldehido. Sin
embargo, fueron los mostos sin desfangar los que presentaron mayores niveles de
acetaldehido y menor acidez voldtil. Los niveles de alcoholes iso-amilicos y de
glicerina resutaron tener una relacién directa con la concentracién de sélidos en
suspension. Con respecto al acetato de etilo, n-propanol, metanol y al iso-butanol no

se observaron diferencias significativas.

FIGURA 14: Fermentacién dirigida por adicion de un pie de cuba de mostos
con diferente concentracion de sélidos en suspension.

200
= AZ M1 - AZ M2 = AZ M3 > AV M1 X AV M2 ¥ AV M3 0.5
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M1: mosto sin desfangar (5 g/L sélidos en suspension); M2: mosto desfangado (1.1 g/L); M3: mosto
flitrado (0 g/L); AZ: azicares residuales; AV: acidez voldtil.

Con respecto a los dcidos orgdnicos se observa una mayor
concentracién de mdlico y succinico cuanto mayor es la concentracion de sélidos en
suspension. El contenido en dcido citrico y ldctico es practicamente el mismo en los

tres casos.
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TABLA 18: Concentracién de algunos compuestos tras la fermentacion de un

mosto de primera yema sin desfangar, desfangado y desfangado-filtrado.

Sin desfangar | Desfangado | Desfangado
y filtrado
Acidez voldtil (g/L) 0.19 0.25 0.41
Azicares (g/L) 1.7 , 1.4 1.4
Grado alcohdlico (% v/v) 10.6 10.8 10.7
Acetaldehido (mg/L) 163 54 67
Acetato de etilo (mg/L) 23 23 27
Metanol (mg/L) 31 32 36
N-propanol (mg/L) 15 15 16
Iso-butanol (mg/L) 27 25 31
Iso-amilicos (mg/L) 236 189 164
Glicerina (g/L) : 7.3 6.5 6.2
A. citrico (g/L) 0.74 . 0.77 0.64
A. mdlico (g/L) 0.07 0.15 0.24
A. succinico (g/L) 0.52 0.68 0.89
A lactico (g/L) 0.11 0.12 0.13

Resultados obtenidos a los 6 dfas desde la inoculacién. Los resultados son la media de tres
experimentos con desviaciones tipicas menores del 10%.

Los resultados obtenidos tras la fermentacion de las burbas filtradas
o no, confirman los resultados anteriores. Como puede observarse en la Tabla 19,
en las burbas sin sélidos en suspension la acidez voldtil es el doble que la de las
burbas filtradas. Los fermentados con menor acidez voldtil son los que poseen
mayores niveles de acetaldehido y de iso-amilicos, aunque las diferencias obtenidas

no son tan altas como en el caso de los mostos.
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TABLA 19: Concentracién final obtenida de algunos compuestos tras la

fermentacion de burbas filtradas y sin filtrar.

Burbas sin filtrar | Burbas filtradas
Acidez voldtil (g/1) 0.22 0.41
Azicares (g/L) 1.6 2.3
Grado alcohdlico (% v/v) 10.3 10.6
Acetaldehido (mg/L) 154 121
Acetato de etilo (mg/L) | 23 33
Metanol (mg/L) 54 44
N-propanol (mg/L) 24 18
Iso-butanol (mg/L) 39 35
Iso-amilicos (mg/L) 199 148

Resultados obtenidos a los 6 dias desde la inoculacién. Los resultados son la media
de tres experimentos con desviaciones tipicas menores del 10%.

En trabajos realizados con otros tipos de vinos también se obtuvo que
el desfangado y la clarificacion traen consigo un aumento en la acidez voldtil de los
vinos resultantes (Larue y Froudiere, 1989; Delfini er al., 1993; Delfini y Costa,
1993; Alexandre ef al., 1994). Estas prdcticas conllevan una fuerte disminucién de
los dcidos grasos y esteroles presentes en los mosto necesarios para la sintesis de las
membranas de las células de levaduras. Por tanto, la levadura tiene que sintetizarlos
a partir del dcido pirdvico, via acetil- CoA. La biosintesis de dcidos grasos
insaturados y esteroles es un proceso aerébico. Durante la segunda fase de la
fermentacién las condiciones son practicamente anaerébicas, inhibiéndose la sintesis
de dcidos grasos y esteroles. Bajo estas condiciones se acumula acetil-CoA y dcidos

grasos de cadena corta. El acetil-CoA se hidroliza originando dcido acético (Delfini
et al., 1993).
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4.2.11.2. Efecto de la naturaleza del S/T sobre la formacion de velo:

La cepa B16 se inocul6 en vino (S/T) procedente de la fermentacién
de diferentes tipos a los que se le adiciond etanol hasta elevarle el grado a 15.5%
(v/v). Se incubd a 25°C y se determin el tiempo que tardé en formarse el velo. Los

mostos utilizados fueron los siguientes:

1.- A: mosto de 1? yema procedente del pago de Macharnudo y cosechado
manualmente.

2.- B: mosto de 1* yema procedente de otros pagos asociados y cosechados
manualmente.

3.- C: mosto de 1* yema procedente del pago de Macharnudo y cosechados
mecanicamente.

4.- D: fangos o burbas originados en el desfangado del mosto del tipo A.

El tiempo requerido para la formacion de velo fue el mismo en los tres
' tipos de vinos procedente de los mostos A, B y C (12 dias). Sin embargo, en las
burbas (D) fermentadas y alcoholizadas el velo tard6 en formarse una media de 8

dias.

La aceleracion en la formacién de velo en las burbas no parece
deberse, o al menos totalmente, al mayor contenido en zicidos‘ grasos insaturados de
cadena larga y esteroles ya que la adicién de dcido oleico y/o ergosterol no aceler6
la formacion de velo (apartado 4.2.4). Con objeto de estudiar si esta diferencia se
debia a que las burbas poseen mayor cantidad de nitrégeno asimilable, se estudié la
formacion de velo en los vinos procedentes de los mostos A, B y C adicionados con:
sulfato amoénico, 1 g/L; extracto de levadura, 1 g/L y 5 g/L. No se observé una
disminuci6n en el tiempo requerido para formarse el velo, debiendo ser otro u otros

compuestos presentes en las burbas los que ejerzan este efecto estimulante del velo.
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Resultados y discusion

4.3. METABOLISMO DE LAS LEVADURAS DE VELO DE FLOR.

Durante la crianza bioldgica en sistemas industriales conviven varias especies
de levaduras y bacterias (Bravo, 1986). En este apartado se ha querido caracterizar
especificamente el papel llevado a cabo por las levaduras de velo en la crianza
bioldgica, determinar las diferencias en el metabolismo de los distintos componentes
del vino entre las distintas especies de levaduras encomI‘adas y seleccionar aquellas
cepas idéneas para realizar una "crianza biolégica dirigida". Se ha llevado a cabo una
experiencia de cultivo biolégico bajo velo en fermentadores de 5 L de capacidad,
conteniendo 4.5 L de S/T y registrando una superficie especifica de 0.057 cm’
(relacion superficie/volumen). Estos fermentadores se inocularon con cultivos puros
de 6 cepas de levaduras pertenecientes a distintas especies, S. bericus (B2, B3 y
B16), S. montuliensis (M10), S. cheresiensis (CH15) y S. rouxii (R13) (cada cepa
por duplicado). Se estableci6 un seguimiento del contenido de numerosos compuestos
en estos cultivos, compardndose con la evolucion de los mismos en solerajes

industriales.

NOTA: Uno de los cultivos correspondientes a la cepa B3 perdi6 el velo de flor a
partir del tercer més de la experiencia; y se sigui6 analizando de igual manera que
los demds, ya que sirvié como referencia.

4.3.1. ETANOL Y GLICERINA

4.3.1.1. Consumo de etanol registrado en solerajes industriales:

Se ha determinado el alcohol consumido en 8 solerajes industriales, cada uno
de ellos compuesto por cuatro escalas de envejecimiento (sistema de envejecimiento
dindmico) y el sobretabla que los rocia (sistema estdtico) (Tabla 20). Las botas que
componen estas escalas tienen una capacidad aproximada de 500 L que se llenan de

vino hasta un mdximo de 450 L, con el fin de dejar una zona importante de vacio.
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Teniendo en cuenta este volumen y las dimensiones de las mismas, se ha estimado

una superficie especifica de 0,016 cm™.

TABLA 20: Tiempo medio de crianza bajo velo de flor de las distintas escalas
de envejecimiento que componen los solerajes.

Escala de . Tiempo medio de
envejecimiento crianza (afios)

Sobretablas (S/T) 1
32 Criadera (32CRA) 2
22 Criadera (22CRA) 3
4
5

12 Criadera (32CRA)

Solera

Siete de estos solerajes se ubican en una misma bodega de crianza (A) y el
octavo en otra (B). Los valores del consumo de alcohol por bota de 500 L y afio de
crianza producidos en cada escala de los solerajes se calculé sumando al alcohol
necesario para reponer el grado de la escala correspondiente hasta 15.5 % (v/v), el
consumido y no detectado por el efecto de la merma. La merma es la pérdida que se
registra por transpiracion del vino a través de la madera de la bota y por evaporacion
a través de la superficie. Debido a que generalmente las bodegas son lugares
himedos y frescos, a que las botas se encuentran tapadas y a la presencia de velo en
la superficie del vino en contacto con la atmdsfera, es bastante mds importante la
"merma" establecida por transpiracion a través de la madera de la bota que la
efectuada por evaporacion. El vino ha de traspasar una capa de madera, cuyo grosor
puede variar de 3,5 a 5 cm., y existen componentes del vino que pasan mds
facilmente a través de ella, es decir, se establece un efecto de separacién cromato-
grafica por absorcién a través de la madera, existiendo un paso preferencial de las
moléculas de agua (Pérez, 1984). El aumento del contenido de alcohol que se
produce a consecuencia de la merma se calcul6 teniendo en cuenta el aumento del
grado alcohdlico registrado (2,1 % v/v en 10 aiios) en un soleraje de amontillados
durante su envejecimiento fisico-quimico, carente por tanto de actividad biolégica

(Tabla 21), lo que corresponde a un incremento en alcohol de 1,5 L/bota y afio.
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TABLA 21: Aumento del grado alcohélico determinado en un soleraje de
amontillado durante su envejecimiento fisico-quimico.

Escalas Edad (aiios) Alcohol (v/v)
Afiada 5 17.0
32CRA 7.5 173
22CRA 10 17.7
12CRA 12.5 18.4

19.1
Solera 15

El consumo de etanol, expresado como L/bota de 500 L y afio de crianza, fue
similar en todos los solerajes A (situados en la bodega A), sin embargo el consumo
registrado en el soleraje B (situado en la bodega B) fue menor que en el caso anterior
(Fig. 15). En el primer caso el consumo medio es de 6.1 L por bota y afio de crianza
y en el segundo de 4.9 L. Se observa un mayor consumo de alcohol en los
sobretablas que corresponde en ambos casos a 7,5 L (aproximadamente un 25%
mds). No existen diferencias significativas en el consumo entre las distintas escalas
que integran un mismo sistema dindmico (Solera, 12, 22 y 32 criadera). Aunque en
el sistema de soleras, el consumo sea independiente de la vejez del vino, éste sufre
fluctuaciones dependientes de la época del afio pues el velo es mds activo en
primavera y otofio, ya que se ve favorecido por las condiciones climdticas. Por otra
parte las operaciones de trasiego que se llevan a cabo en el sistema perturban el
estado del velo, alterando el metabolismo de la flor del vino. Algunos autores

determinan que este consumo puede alcanzar unos valores de hasta 9 L por bota y

ano de crianza (Suarez e Iiigo, 1990).

Las diferencias en el consumo entre los solerajes ubicados en la bodega A y
el situado en B no se deben a diferencias en las condiciones climatoldgicas de las
bodegas, como registra el seguimiento que a lo largo de un afio se realizé de la

temperatura y humedad de dichas bodegas (Fig. 16 A y B).
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FIGURA 15: Consumo de etanol registrado en solerajes industriales.

LISOLERAJES A LJ8OLERAJE B

a8 —
m""“ ///::’\ -------------------------
N B R A D R S I
.§s~ /’< 7=‘ 7 7=== 7L=
511 Y AX - /m‘ . | O S VAT .
2 /1% /S / 5 %
= VAN &N — . - Nl . b - . ’j\ I
£ Vit % 3 [/ <
ERS S I 7 RV 'sd N 17+ IR 70+
Sl e e TR
-—-—// \/> - i é gé( 7 // g yd >
[s] T T T T T
s/T 3*"CRA 2°CHRA 1*CRA SOLERA

Escalas de envejecimiento

Solerajes A: situados en una bodega A; Solerajes B: situados en una bodega B.

FIGURA 16: Condiciones ambientales de temperatura (A) y Humedad (B)
registradas durante un afio en la bodega A y en la bodega B.
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4.3.1.2. nsumo licerina en solerajes industrial

No se detectan diferencias significativas en el contenido en glicerina de los
diferentes solerajes. Los valores medios en glicerina en los ocho solerajes de fino
estudiados se representan en la Fig. 17. Durante la crianza bioldgica se va
consumiendo de una forma regular la glicerina existente en el vino. El contenido en

el vino joven alcoholizado antes de entrar en botas es de 6.94 g/L., disminuyendo en
la solera hasta 0.27 g/L.

FIGURA 17: Contenido en glicerina en las diferentes escalas de
envejecimiento integrantes de los solerajes industriales.
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VJ*: vino jo_ven encabezado a 15.5% v/v etanol.
4.3.1.3. Consumo de etanol durante la crianza con cultivos puros:

Los valores del grado alcohélico obtenidos durante la crianza en pureza con
las cepas anteriormente citadas se describen en la Tabla 22. La referencia
corresponde al cultivo que perdio la actividad bioldgica entre el segundo y tercer mes
de la crianza. Como puede observarse en este cultivo la disminucién sufrida por el
grado alcohélico a partir del tercer més es constante e igual a 0.1 % (v/v)/més,

(Tabla 22). Dicha perdida se debe a la evaporacién a través de la superficie.
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El consumo de etanol en todas las cepas estudiadas durante el primer més de
crianza es superior al registrado en las fases posteriores. En los dos o tres ultimos
meses, dependiende de cada cepa, el consumo alcanza valores minimos (Fig. 18). Se
deduce que la disminucién del grado alcohdlico estd ligada con la fase bioldgica del
velo. Es en la fase de formacién de éste cuando se consume mayor cantidad de
etanol. La fase de multiplicacién celular requiere mayor gasto energético que la del
mantenimiento del velo. Cuando el velo se va debilitando, se hace mds ténue y se

~oscurece, el consumo de etanol se minimiza debido a que la actividad bioldgica

disminuye.

En los cultivos correspondientes a las cepas de S. montuliensis y de S. rouxii
se registra un mayor consumo de etanol que en los de S. beticus y S. cheresiensis
(Tabla 22 y Fig. 18). En el primer caso hubo un consumo total de 5% (v/v) y en
el segundo de un 3.5% (v/v). En el cultivo referencia el grado alcohdlico disminuy6
1.9% (v/v), del cual un 1% se debié a la actividad bioldgica inicial y 0.9% a las

pérdidas por evaporacion.

TABLA 22: Grado alcohdlico (% v/v) del vino durante la crianza biolégica
~ con cultivos puros de las cepas B2, B3, B16, M10, CH15 y R13.

CEPAS TIEMPO DE CRIANZA (MESES):
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
B2 154 147 146 M2 139 135 13;1« 1280 125 123 122 121 10
B - 15,1 145 142 M0 138 135 1‘3‘.37 13.1> 127 124 121 119 118
BlE | 154 146 144 M0 13T 134 31 124 125 1.2 12 18 17
M10- 153 142 140 B.6 133 1300 126 2.2 1.7 1L4 1Ll 108 10.6
CHI5 5.4 W7 W5 W3 139 1.6 132 129 1.6 124 122 1.0 119
R13 154 143 4.2 138 135 1300 127 123 1.8 1.5 1L - 108 10.6
Ref. 154 148 146 144 13 M2 A1 M0 139 138 137 136 135

Los resultados son la media de dos cultivos diferentes por cada cepa, con tres determinaciones por cada muestra. La
desviacion tipica fue menor del 5%.
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FIGURA 18: Consumo de etanol registrado por diferentes cepas de flor
durante la crianza con cultivos puros.
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4.3.1.4._Consumo de glicerina durante la crianza con cultivos puros:

El contenido en glicerina se agota hasta niveles de trazas en los cinco-seis
primeros meses en todas las cepas estudiadas, excepto en el cultivo que perdio el velo
en el 3er més, a partir del cual permanece constante. No se observan diferencias en
la velocidad de consumo de dicho compuesto entre las distintas cepas ensayadas (Fig.
19). La cepa B3 registré valores iniciales superiores a los registrados por las demds
cepas debido a que el S/T de partida presentaba un contenido inicial de glicerina
mayor y a que durante los cuatro primeros meses la actividad de dicha cepa fue

minima (el velo no cubria completamente 1a superficie).
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FIGURA 19: Contenido en glicerina durante la crianza biolégica con cultivos
puros.
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4.3.1.5. Consumo de glicerina. a distinto grado alcohdlico:

A los mostos fermentados (aproximadamente 12% v/v de etanol) se les subié
la graduacidn alcohdlica hasta 15.5% (encabezado). La glicerina es un componente
muy indicativo del grado de crianza de un vino fino ya que durante la crianza
bioldgica decrece constantemente. Se ha estudiado la influencia del grado alcohdlico
en la asimilacion de la glicerina por parte de las levaduras y si se ejerce de igual

forma para las especies S. beticus y S. montuliensis.

Se fermentd un mismo mosto con las cepas B16 (S. beticus) y MI10 (S.
montuliensis). 1.os mostos una vez fermentados (11.5% v/v etanol) se encabezaron
con alcohol destilado de vino hasta alcanzar una graduacién de 13.5% y 15% (v/v)
respectivamente. Se incubaron a 25°C. Cuando en la superficie se formé un velo
ténue y completo (aproximadamente a los 12 dias a 11.5% v/v etanol, 25 dias a
13.5% y 38 dias a 15% v/v) se tom¢ la primera muestra. La segunda toma de
muestras se realizo a los 7 dias de la primera; la 32 a los 10 dias de la 2%; la 4% y
la 5% a los 20 dias de las tomas anteriores. A dichas muestras se les determing el

contenido en etanol y en glicerina.
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Los resultados obtenidos se representan en las Fig. 20 A, B y C. El consumo
de etanol es mdximo en todos los casos durante la fase de formacion del velo,
confirmdndose los resultados obtenidos anteriormente. Sin embargo, el consumo de
glicerina no es significativo durante la formacién del velo (aproximadamente 0,2 g/L
en todas las graduaciones y en ambas cepas), produciendose dicho consumo una vez
consolidado el velo. Se observa de nuevo que el consumo total de etanol a 15% (v/v)
fue mayor en la especie S. montuliensis que en S. beticus (4.1% frente a 3.3%

respectivamente). En las graduaciones inferiores, 11.5% y 13.8% el consumo total

de etanol por ambas especies fue similar (3.4%).

Cuanto mayor fue el contenido de etanol mds tiempo tardé en formarse el
velo. En la Tabla 23 se expresa el consumo de etanol y de glicerina producidos en
las distintas graduaciones alcohélicas en un mismo periodo de tiempo, el registrado
una vez formado el velo (a partir de este momento todas las muestras se tomaron a

intervalos de tiempo similares).

TABLA 23: Consumo de etanol y glicerina a distinta graduacién alcohélica
registrado una vez formado el velo.

CONSUMO: GRADUACION ALCOHOLICA (% v/v):
11.5% 13.5% 15%
ETANOL (% v/v) BI16 2.8 2.5 2.4
M10 2,3 2,9 2,7
GLICERINA (g/L) BI6 5,8 4,7 4,5
M10 6,3 5,6 5,4

El experimento se hizo por triplicado y con tres determinaciones por muestras. Los resultados
tuvieron una desviacién tipica menor del 5%.
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FIGURA 20. Contenido en etanol y en glicerina durante la crianza biolégica
por S. beticus y S. montuliensis de un mosto fermentado y encabezado a
distintas graduaciones alcohdlicas.
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S. montuliensis consume mds glicerina que S. bericus en todas las
graduaciones alcohélicas ensayadas. A mayor contenido alcohdlico, se consume
menor cantidad de glicerina. A 11.5% (v/v) de etanol se consume, en el tiempo que
duré la experiencia, aproximadamente 1 g/L. mds de glicerina que a 15%. La
diferencia obtenida entre 13.5% y 15% (v/v) etanol es pequefia (0.2 g/L). A la vista
de estos resultados, el consumo de glicerina podria acelerarse retrasando el
encabezado de los mostos, manteniéndolos durante mds tiempo a la graduacion
alcohdlica alcanzada en la fermentacion (aproximadamente 12%). No obstante a esta

graduacion, existe un mayor riesgo de contaminacién bacteriana.

Aunque S. montuliensis consuma mayor cantidad de glicerina que S. beticus,
la diferencia entre ambas no es suficiente para que compense el mayor consumo de
etanol que registra dicha especie. La disminucion en el contenido de etanol durante
la crianza biolGgica se repone con alcohol vinico, que se le afiade con el vino en la

adecuada proporcién en las operaciones de rociado o reposicion (Pérez, 1984).
4.3.2. ACIDEZ VOLATIL

4.3.2.1. Evoluciéon de la acidez voldtil durante la crianza biolégica con

cultivos puros:

La disminucién de la acidez voldtil durante la crianza biolégica en solerajes
industriales es un hecho bien conocido (Martinez de la Ossa et al., 1987). El
contenido en acidez voldtil expresadb en g de 4cido acético por L obtenidos durante
la experiencia de crianza bioldgica con cultivos puros se expresan en la Tabla 24.
Este compuesto desciende en todas las cepas hasta valores minimos, variando estos
valores entre 0.02 y 0.08 en las cepas CH15 y B3 respectivamente. Una vez
. alcanzado el minimo, el contenido en dicho compuesto fluctu, aumentando
ligeramente en los tltimos meses de la experiencia. Numerosos autores también han
encontrado en determinadas circunstancias un irregular comportamiento durante la

crianza (Fornachon, 1953; Saavedra y Garrido, 1962; Iiigo y Arroyo, 1964). Inigo
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y Arroyo (1964) registraron un incremento en la acidez voldtil a los pocos dias de
iniciarse el velo, coincidente con una notable disminucién del acetaldehido. Sin
embargo, en la industria esta produccidn ha ido siempre acompafiada de la presencia
de bacterias en el medio (Suarez e Iiigo, 1990). El etanol se metaboliza a través de
una via en la que se forma acetaldehido y posteriormente dcido acético que se
incorpora al ciclo de Krebs o a la ruta de sintesis de dcidos grasos (Cabezudo ez al.,
1967, Saavedra y Garrido, 1963, 1962). El aumento registrado de la acidez volitil
en el vino en la fase final de la experiencia se debe a un desequilibrio entre las
reacciones metabdlicas anteriormente citadas de produccién y consumo del dcido

acético.

TABLA 24: Niveles de acidez voldtil (g/L) durante la crianza biolégica con
cultivos puros.

CEPAS TIEMPO DE CRIANZA (MESES):
0 1 2 ] 4 5 6 7 8 9 10 1 12
B2 0,29 0.2 013 009 0.06 0.03 005 0.04 0,03 018 0.8 0.2 0.2
B3 053 0.46 0.40 03¢ 0.9 0,22 0.22 0.4 013 008 009 0.1 013
B16 0.29 0.5 0.7 0.2 0,07 0.04 0.06 0.04 0,03 0.07 0.07 0.4 0.13
M10 041 03 033 031 0.8 039 0.2 021 005 0.06 0,09 0.08 0.13
CHI5 0.29 0.5 0.7 o0J2 0.06 0.04 0.03 0.03 0,02 0.03 004 0.1 012
R13 0.3 032 030 027 0.23 0.6 0,09 007 0.7 005 0.09 0,08 0.3
LRef. 0.9 030 0.3 022 0.6 047 006 006 047 0.6 0.4 0.7 0.18

Los resultados son la media de los valores obtenidos en los dos cultivos de cada cepa con tres
determinaciones-por muestra. La desviacién tipica fue menor del 10%.

El consumo inicial de este \compuesto es superior en las cepas de S. bericus
y de S.cheresiensis que en las de S. montuliensis y S. rouxii. En los dos primeros
meses el consumo registrado por las cepas B2, B3, B16 y CH15 supéra 0.1 g/L
mientras que el de M10 y R13 es de 0.08 y 0.05 g/L respectivamente (Fig. 21). Se
vuelve a observar un comportamiento similar entre S. beticus y S. cheresiensis y

entre S. montuliensis y S. rouxii.
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FIGURA 21: Consumo de la acidez voldtil registrado a los dos meses de la
crianza biolégica con cultivos puros.
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43.2.2. Formacién de velo y degradacién de la acidez voldtil en vinos
acetificados:

El "picado acético" de los vinos es un fendmeno frecuente de graves
repercusiones para la industria. Cuando una bota pierde el velo de flor, el vino se
airea quedando expuesto a contaminacién por parte de las bacterias acéticas. Estas
metabolizan el etanol oxiddndolo a dcido acético hasta llegar a avinagrarlo (Suarez
e liigo, 1990). Las levaduras de velo de flor consumen dicho dcido, pudiendo

corregir dicha enfermedad del vino (Novella, 1992).

Un S/T con acidez voldtil inicial de 0.2 g/L (expresada como g de dcido
acético) se acetificé con vinagre de vino hasta alcanzar niveles crecientes de 1, 2
hasta 10 g/L. Estos vinos acetificados se inocularon con las cepas B3, B16, M17,
CHI15 y R13 crecidas en YPD. Ninguna de las cepas ensayadas formé velo en

aquellos tubos que contenian niveles de dcido acético superiores a 2 g/L.

Matraces de 500 mL con 400 mL de un S/T acetificado hasta una acidez

voldtil de 1.9 g/L, se injertaron con velo de las cepas anteriormente citadas. Cuando
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la superficie se cubri¢ por un velo completo y ténue se tomé la primera muestra (a
los 15 dias desde el in6culo). Se tomaron muestras periddicamente y se determing la
evolucion de la acidez voldtil (Fig. 22). Todas las cepas consumen la acidez voldtil
hasta alcanzar valores inferiores a 0.5 g/L. Las cepas mds rdpidas son B16 y CH15,
seguidas de B3 y M17, siendo R13 la mds lenta. Resultados similares se obtuvieron
en la experiencia de crianza en pureza (vino sin acetificar). A partir de la sexta
semana la acidez voldtil sufrié oscilaciones, llegando en algunos casos a aumentar

considerablemente.

Figura 22: Degradacidn de la acidez voldtil por diferentes cepas de levaduras
- de flor en un vino acetificado.

ACIDEZ VOLATIL (G/L)

+ B3 —B16 X M17 ® CH15 % R13

TIEMPO DE CRIANZA (DfAS)

4.3.3. ACETATO DE ETILO

Durante la crianza bioldgica con cultivos puros, el contenido en acetato de

~etilo disminuye hasta niveles de trazas por accién metabdlica del velo de flor (Tabla

25). Durante la crianza biolégica en los sistemas industriales, también se rZ:gistra un

descenso en la concentracion de dicho compuesto (Pérez, 1982, Martinez de la Ossa,
1987b)
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TABLA 25: Evolucién del contenido en acetato de etilo (mg/L) durante la

crianza bioldgica con cultivos puros de diferentes cepas de levaduras de velo.

Cepas | Tiempo de crianza (meses)

0 1 2 3
B2 30 14 10 8
B3 3110 § -
B16 30 15 9 7

M10 31 10 5 -
CH15 30 19 17 10
R13 30 9 7 -
Ref. 30 13 8 6

& -: no detectable. A partir del cuarto més todos los cultivos

presentaron niveles imperceptibles.

4.3.4. ACETALDEHIDO, ACETOINA, BUTANODIOL,2-3 Y DIETIL
ACETAL

4.3.4.1. Niveles de acetaldehido, acetoina y butanodiol,2-3 durante la crianza
bioldgica con cultivos puros:

El acetaldehido es considerado como el componente mds tipico de los vinos
de crianza bioldgica, ejerciendo una gran influencia en las caracterfsticas sensoriales
de estos vinos. Este se forma en cantidades generalmente de 300-400 mg/L, pudiendo
llegar hasta 700-800 mg/L; dependiendo de la cepa, temperatura, relacion
supeficie/volumen y del vino en cuestién (John y Rankiine, 1977; Ifigo y Arroyo,
1964; Martinez de la Ossa, 1987b; Suarez e Inigo, 1990).
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En todos los cultivos durante la formacién de velo, el contenido en
acetaldehido (Tabla 26) aumenta hasta alcanzar valores mdximos, coincidiendo con
la fase en la que se registra un mayor consumo de etanol. Posteriormente y hasta
aproximadamente el 4° 6 5° mes, disminuye progresivamente. Una vez alcanzado
los valores minimos, se detecta una nueva fase de produccién de dicho compuesto,
con pequefias oscilaciones, no superdndose en ningin caso los valores alcanzados en
la fase inicial (Fig. 23). Como ya se referencién en la i}ltroduccién, otros autores
también encuentran que la produccién de acetaldehido no transcurre de forma regular

(Saavedra y Garrido, 1959; Iiigo y Arroyo, 1964).

TABLA 26: Contenido en acetaldehido (mg/L) durante la crianza en pureza
con cultivos puros.

CEPAS TIEMPO DE CRIANZA (MESES)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
B2 102 264 24 2204 104 108 123 135 159 226 200 219 256
B3 159 370 363 367 31 37 339 234 2% o8 U7 2 0
B16 02 283 2 %0 131 14l ' 152 159 180 205 263 239 185
M10 131 3/ 459 489_ 391 358 293 335 418 449 383 424 425
CH15 102 246 229 230 7 138 18 129 130 174 175 173 223 18D
R13 6 314 491 M8 370 4 27 277 359 276 349 30 430
Ref. 102 280 267 263 166 184 140 116 140 111 140 112 M

Los resultados son la media de los valores obtenidos en los dos cultivos de cada cepa, con tres
deterninaciones por cada muestra. La desviacién tipica fue menor del 5%.

S. montuliensis y S. rouxii producen mds cantidad de acetaldehido que las
cepas de S. bericus y S. cheresiensis (Fig 23). En todas las fases de crianza las
grdficas de contenido en acetaldehido de M10 y R13 superan a las de las otras cepas.
Las diferencias que se observan en la grdfica correspondiente a B3 con respecto a las
demds cepas de S. bericus y S. cheresiensis se deben a que la concentracién inicial

de acetaldehido en el S/T de partida supera en 60 mg/L a la de los restantes.
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FIGURA 23: Contenido en acetaldehido durante la crianza biolégica con
cultivos puros.
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La acetofna y el butanodiol,2-3 son compuestos que algunos autores han
correlacionado con el contenido en acetaldehido. La acetoina se formaria a partir de
una condensacidn acetoinica de dos moléculas de acetaldehido y el butanodiol,2-3 por

reduccidn de la acetoina (Saavedra, 1959; Fornachon, 1953; Casas, 1954).

Se determing el contenido inicial (S/T) y final de acetoina y de butanodiol,2-
3. En la Figura 24 se representan el incremento mdximo de acetaldehido (registrado
en la fase inicial de la crianza) y el incremento final en los valores de acetoina y de
butancdiol,2-3 obtenidos con las distintas cepas. Se observa una relacion directa entre
la produccidn de acetaldehido y el incremento de acetoina, siendo los cultivos de S.
montuliensis y de S. rouxii los que registran un aumento mayor en los niveles de
acetofna. Sin embargo, no se detecta ninguna relacién con los niveles de
butanodiol,2-3, en algunas cepas (B3 y B16) incluso disminuyeron con respecto a los
valores iniciéles.

Con el fin de comprobar si el origen de la acetoina pudiera encontrarse en una
condensacion de dos moléculas de acetaldehido por via fisico-quimica (Saavedra,
1959; Fornachon, 1953; Casas, 1954) o bien deberse a la actividad bioldgica de la
levadura, se afiadi6 a un S/T 500 mg/L de acetaldehido y se someti6 durante 10 dfas

a 45 °C. Los resultados se expresan en la Tabla 27.

133



a 45 °C. Los resultados se expresan en la Tabla 27.

Figura 24: Relacion entre el incremento mdximo en acetaldehido registrado
durante la crianza con cultivos puros y el contenido final en acetoina y en
butanodiol,2-3.
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TABLA 27: Niveles de acetoina, acetaldehido y dietilacetal en un S/T
adicionado con 500 mg de acetaldehido antes y después de someterlo a la
prueba de remontado. '

S/IT SIT + S/T + acetaldehido |
inicial | acetaldehido tras remontado
Acetaldehido (mg/L) 203 693 _ 700
Acetoina (mg/L) 38 39 36
Dietilacetal (mg/L.) 19 86 90

Los resultados son la media de dos experimentos independientes con tres determinaciones por
nuestra. La desviacién tipica fue menor del 10%.

El contenido en acetoina permanecio constante, indicando que el aumento que
se registré durante la crianza con las diferentes cepas se debe al metabolismo de las
levaduras de velo de flor. En las muestras adicionadas con acetaldehido (500 mg/L),
sometidas 0 no a la prueba de remontado, los niveles de dietilacetal aumentaron. Este

aumento podria obedecer a equilibrio quimico entre la concentracion de acetaldehido
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y de dietilacetal, existindo una relacién directa entre ambos compuestos.

4.3.4.3. Relacién entre los niveles de dietilacetal y de acetaldehido en el vino:

Con objeto de comprobar que la concentracién de dietilacetal guarda relacién
con la de acetaldehido se determinaron los niveles de dichos compuestos en un gran
nimero de muestras (52). Los resutados de los anilisis se representan en la Fig. 25.
La regresion resulté tener un coeficiente de determinacién (r2) igual a 0.89. Se
comprueba que la mayor cantidad de dietilacetal obtenida en la experiencia del
apartado anterior se debia a la adicion de acetaldehidb.

s

Figura 25: Relacién entre el contenido en acetaldehido y dietilacetal en el
vino.
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4.3.5. ACIDOS ORGANICOS

4.3.5.1. Evolucidén de los 4cidos orgdnicos durante la crianza biolégica en

solerajes industriales :

El contenido en los diferentes dcidos orgdnicos estudiados (acético,
citrico, glucdnico, midlico, succinico y ldctico) registrado en las distintas escalas de

envejecimiento de los solerajes industriales se representan en la figura 26. Los datos
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corresponden a la media de los resultados obtenidos en el andlisis de cinco solerajes
de cuatro escalas. El contenido en todos los dcidos analizados experimenta una
disminucion neta en el proceso de la crianza (Tabla 28). Durante el envejecimiento
estdtico, los niveles de gluconico, ldctico y mdlico permanecen invariables. El
contenido en .dcido glucénico y mdlico disminuye a lo largo de todas las escalas del
sistema dindmico, mientras que el ldctico aumenta durante las primeras etapas (3% y
2+ criadera) y disminuye posteriormente. El 4cido citrico y succinico registran una
disminucién 'progresiva durante todas las fases de la crianza. El contenido en dcido
acético aumenta ligeramente (40 mg/L) durante ’el envejecimiento estdtico y

- disminuye durante el envejecimiento dindmico.

FIGURA 26: Contenido en diferentes dcidos orgdnicos en las escalas de
envejecimiento de los solerajes industriales.
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VJ*: vino joven encabezado (15.5% v/v etanol)

4.3.5.2._Evolucion de los dcidos orgdnicos durante la crianza con cultivos
puros:

El seguimiento del contenido en los distintos dcidos orgdnicos estudiados
durante la crianza con cultivos puros se representa en la Fig. 27 (A, B, C, D, E, F

y G). Los valores correspondientes al dcido acético se describieron en el apartado
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4.3.2.1 (Tabla 24). No se detectan diferencias significativas en el comportamiento
metabdélico con respecto a estos dcidos entre las distintas cepas. En la referencia (Fig.
27 G), el contenido de todos los dcidos orgdnicos permanece invariable (las

diferencias obtenidas se encuentran dentro del error de determinacién

cromatografico).

TABLA 28: Consumo/producci6n neta (% g/L) de los distinto dcidos orgdnicos
estudiados con respecto a los niveles iniciales durante la crianza con distintas
cepas de levaduras de velo.

Citrico | Glucénico | Mdlico | Succinico | Lactico

I soLeraes | 67% | 91% | 100% | 39% 80%
CEPAS: B2 41% O ()1 58% | 34% 100%
B3 67% - (+)39% |  33% 100%

BI6 | 38% ; (+)47% |  34% | 100%

MI0 | 62% - (+)33% |  38% 100%

CHIS | 45% - (+)34% | 4% | 100%

R13 53% .- (+) 28% 44% 100%

& (- constante, b (t) produccién

Al igual que en los solerajes, se registra un consumo neto de todos los dcidos
estudiados excepto del dcido mdlico que aumenta (Tabla 28) y del glucénico que
permanece constante. El incremento en el contenido del dcido mdlico es de
aproximadamente un 30% con respecto a los niveles iniciales en las cepas M10,

CH15 y R13, mientras que en los cultivos de B2, B3 y B16 es superior (entre 40%
y 60%).
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FIGURA 27: Evolucidn del contenido en diferentes dcidos orgdnicos durante
la crianza biolé6gica con cultivos puros; A zBZ), B (B3), C (B16), D (M10), E
(CH15), F (R139 y G (referencia).
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No existen datos en la bibliografia donde se recoga la produccidon de dcido
madlico por las ievaduras de velo durante la crianza biolégica. El dcido mdlico estd
en el ciclo de Krebs, pudiendo ser éste uno de los origenes de la cantidad encontrada
en el vino. Ademds, se han propuesto rutas de biosintesis del dcido mdlico por
levaduras vinicas. Una de ellas, a partir de aminodcidos que existen normalmente
disueltos en el vino, especialmente la glicina y el dcido aspartico (Rodopoulo er al.
citados por Polo, 1973). La otra ruta de generacién de dicho dcido seria a partir del
piriivico el cual se carboxila por accién de la piruvato-carboxilasa origindndose
oxalacetato que se reduce a malato por accién de la malato deshidrogenasa. El
glutation activa a la piruvato carboxilasa y las levaduras resistentes al SO, poseen

niveles elevados de dicho compuesto (Ronald et al., 1987).

El 4cido l4ctico se consume completamente en los tres primeros meses excepto
en el cultivo de B3 la cual consumi6 dicho dcido fundamentalmente a partir del 4°

més (como sucedil con la glicerina).

El consumo de 4cido citrico se registra en la fase inicial permaneciendo
posteriormente constante. Por el contrario, el contenido en succinico permanece
invariable en la fase inicial, consumiendosé posteriormente. Ninguno de estos

compuestos se agotaron completamente.

Cuando se comparan los resultados obtenidos en los solerajes industriales
(Fig. 26) y los obtenidos en la crianza.con cultivos puros de levaduras (Fig. 27), se
detectan diferencias en la evolucion seguida a lo largo de todas las fases de la crianza
por algunos dcidos orgdnicos (gluconico, ldctico, acético y mdlico). Dichas
diferencias se deben al metabolismo de la flora bacteriana presente en los sistemas

" industriales de crianza bioldgica.

Asi, la disminucién del dcido glucénico en los sistemas industriales (Fig. 26
y Tabla 28) obedece a la presencia de bacterias ldcticas que lo metabolizan siguiendo

una ruta heterofermentativa con produccién de 4dcido acético, ldctico, glicerina, etanol
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y anhidrido carbénico (Pérez et al., 1991). Dicho compuesto no se asimila por la
levadura en fase de velo (Fig. 27, Tabla 28). Durante el envejecimiento estdtico la
no asimilacién se debe a que en los sobretablas las condiciones del vino (50-60 mg/L
de SO,) dificultan el crecimiento bacteriano, no sucediendo igual en las etapas
posteriores ya que durante el envejecimiento dindmico la concentracién de SO, es
menor (30-40 mg/L) y ademds éste se encuentra combinado en mds de un 90% con

el acetaldehido, perdiendo parte de su actividad antiséptica.

La disminucidn del dcido mdlico en los sistemas industriales también se debe
a las bacterias ldcticas que por fermentacién maloldctica consumen dicho dcido

originando d4cido ldctico (Pérez et al., 1982).

El consumo del dcido gluconico y mdlico por las bacterias ldcticas es la causa
del aumento registrado del contenido en dcido ldctico y acético en la 3% y 22 CRA.
El posterior descenso del contenido en ldctico y acético se debe a la asimilacién por
parte de las levaduras de velo de flor. La disminucién en el contenido en dcido
citrico y succinico se atribuye a la actividad metabdlica de las levaduras por

incorporacion al ciclo de Krebs.

4.3.6. AMINOACIDOS

4.3.6.1. Evolucién de los aminodcidos en solerajes industriales:

En el apéndice se exponen los niveles medios de los distintos aminodcidos
(umol/L) registrados en las escalas de envejecimiento de los cinco solerajes
industriales estudiados. Los niveles de la mayorfa de todos los aminodcidos
disminuyen conforme aumenta el tiempo de crianza. La hidroxi-prolina y la p-
etanolamina permanecen constantes. La gabalamina y la ornitina registran un aumento
de aproximadamente de 30 y 20 umol/L respectivamente durante las primeras fases

de crianza.
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El consumo de aminodcidos totales viene fundamentalmente determinado por
la disminucion en los niveles de prolina, aminodcido mayoritario en el mosto de uva
y en el vino, hecho ya referenciado por algunos autores (Polo, 1971; Botella et al.
1990). En la Tabla 29 se expresan los niveles de aminodcidos libres totales y de
prolina registrados en las distintas escalas de envejecimiento de los solerajes
estudiados. En el vino sin crianza, la prolina constituye un 70% de los aminodcidos
libres totales. Tanto la prolina como los aminodcidos totales decrecen regularmente

a lo largo del tiempo.

TABLA 29: Contenido en amino4cidos libres totales y de prolina (mmol/L) en
solerajes industriales.

Escalas de Aminodcidos totales Prolina
envejecimiento (mmol/L) (mmol/L)
v.r 8.1 5.5
SIT 7.15 ' 4.85
32CRA - 4.86 3.16
22CRA 3 ;51 1.97
12CRA 2.28 1.1
Solera 1.77 0.79

4 y.J: vino jéven encabezado, S/T: sobretablas, CRA: criadera.Los resultados son la media de los
andlisis realizados a cinco solerajes de cuatro escalas. La desviacién tipica fue menor del 10%.

4.3.6.2. Evoluciéon de los aminodcidos durante la crianza biolégica con

cultivos puros:

En el apéndice se describen los niveles (umol/L) registrados de los distintos
aminodcidos estudiados durante la crianza con cultivos puros.

Al igual que en los solerajes, los niveles iniciales de todos los aminodcidos
estudiados registran un descenso progresivo durante la experiencia excepto la hidroxi-

prolina y la p-etanolamina que permanecen invariables. En algunos cultivos (B2, B16
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y CH15) se registra un aumento de la gabalamina durante los 2-3 primeros meses de
crianza, correspondiéndose con el incremento inicial registrado en los solerajes. La
unica diferencia significativa encontrada con respecto a los sistemas industriales fue
que la ornitina disminuye progresivamente en todos los cultivos a lo largo de la
crianza. Excepto en el cultivo de la cepa B16, se registra un ligero aumento del dcido
glutdmico entre el primer y el segundo mes de la crianza (incluso en la referencia ya
que ésta tuvo velo de flor durante los 2-3 primeros meses de la experiencia). El
consumo de la glicina y del aspdrtico podria justificar la produccién registrada de

dcido mdlico, de acuerdo con Rodopulo er al. (citado por Polo, 1973).

No se observan diferencias significativas en el comportamiento metabélico con

respecto a los aminodcidos entre las distintas cepas.

TABLA 30: Contenido inicial en los aminodcidos libres totales y de prolina
(mmol/L) y al afio de crianza bioldgica con cultivos puros de distintas cepas
de levaduras de flor.

Aminodcidos totales | Prolina (mmol/L)
(mmol/L)
Inicial 10.44 7.97
Final: B2 0.41 0.02
B3 0.56 0.04
B16 0.45 0.02
M10 0.44 0.03
CH15 0.53 0.03
R13 0.44 0.04
Ref. 9.28 6.71

Los resultados son la media de dos cultivos por cada cepa. La desviacién tipica fue menor
del 10%.

Al igual que en los sistemas industriales, el consumo de aminodcidos estd

fundamentalmente determinado por la disminucién de los niveles de prolina
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(inicialmente constituia el 75% de los aminodcidos totales) que alcanzo niveles de
trazas durante la crianza (Tabla 30). Los aminodcidos totales se consumen casi en su
totalidad (95%). El metabolismo de la levadura de velo es por lo tanto responsable

del consumo de aminodcidos en los sistemas industriales de crianza biolégica.
4.1.3.3.6.3. Utilizacion de la prolina:

' Las levaduras de flor descritas en la Tabla 3 se sembraron en un medio cuya
unica fuente de carbono era la prolina (SP) y en otro donde la prolina constituia la
unica fuente de nitrégeno (YCBP). Ninguna cepa crece en SP mientras que todas
presentan crecimiento positivo en YCBP, indicando que las levaduras de velo de flor
son capaces de utilizar la prolina como fuente de nitrégeno pero no como fuente de
carbono. Por tanto, el consumo de prolina registrado durante la crianza se debe a la
asimilacién por parte de las levaduras de velo que la utilizan como fuente de
nitrégeno.

El consumo de prolina ha sido un tema que ha dado lugar a numerosas
controversias. Generalmente se aceptaba que las levaduras vinicas y las cerveceras
asimilaban todos los aminodcidos libres disponibles excepto la prolina. El catabolismo
de la prolina como fuente de carbono o como fuente indirecta de nitrégeno requiere
la sintesis por parte de las levaduras de una permeasa y una oxidasa de este
compuesto, sintesis inducida por sustrato. La oxidasa tiene un requerimiento obligado
de oxigeno, convirtiendo a la prolina en glutamato (Brandriss and Magasanik, 1979;
Mantachian, 1984). Ambas enzimas se reprimen por amonio, desreprimiéndose |
cuando dicho i6n desaparece (Roon er al. 1975). La permeasa puede ser
irreversiblemente inactivada cuando estd presente la glutamina o amonio en €l medio
(Courchesne and Magasanik, 1983). Ingledew et al. (1987) demuestran que la prolina
es utilizada por las levaduras en la fermentacion cuando hay oxigeno disponible. El
catabolismo de la prolina ocurre en las mitocondrias, los mutantes p- ("petites”)
pierden la habilidad de usar la prolina como tunica fuente de nitrégeno (Cooper,
1982).
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De acuerdo con los trabajos referenciados anteriormente, las levaduras de velo
en fase filmégena pueden asimilar la prolina ya que hay oxigeno disponible y el
amonio presente en el mosto se agota hasta niveles de trazas durante la fermentacion
(10-12 mg/L).

4.3.7. ALCOHOLES SUPERIORES

4.3.7.1. n-propanol:

No se registran grandes variaciones en los niveles de n-propanol durante €l
tiempo que duré la experiencia. En la fase inicial (2-3 meses) se detecta un ligero
aumento, variable segin la cepa (entre 2 mg/L en B3 y 12 mg/L en B16 y R13).
Posteriormente los niveles de dicho compuesto se mantienen practicamente constante
con pequefias fluctuaciones (Fig. 28A). No se detectan diferencias entre las distintas

especies.

4.1.3.3.7.2. Iso-butanol:

Los niveles de Iso-butanol durante la crianza con cultivos puros se describen
en la Tabla 31 y Fig. 28B. Dicho compuesto sigue una tendencia inicial creciente y
de duracion variable segin la cepa. Asi, las cepas de S. beticus 'y S. cheresiensis
produjeron Iso-butanol hasta el 2° o 3* més de crianza mientras que S. montuliensis
y S. rouxii 1o produjeron hasta el 6° més. Ademds, el incremento de Iso-butanol
registrado en los cultivos de M10 y R13 fue superior al registrado en las restantes
cepas (alcanzaron un mdximo de 80 y 70 mg/L respectivamente). En las cepas de S.
beticus y S. cheresiensis el mdximo se situé en torno a los 45 mg/L. En las fases
posteriores ¢l contenido en Iso-butanol permanece prdcticamente constante. Se
observa, de nuevo, un comportamiento similar entre las especies S. beticus y S.

cheresiensis y entre S. montuliensis y S. rouxii.
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TABLA 31: Niveles de Iso-butanol (mg/L) durante la crianza biolégica con

cultivos puros.

CEPAS TIEMPO DE CRIANZA (MESES):

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
B2 28 39 48 4 39 39 36 36 3 3 U 37 3
B3 57 60 62 59 55 57 60 59 62 64 66 67 63
B16 28 35 37 41 39 37 kY] 34 3 34 34 36 kY
M10 43 54 67 72 75 7 80 7 79 80 76 74 74
CH1S 28 k1] 39 43 38 kY] 36 35 35 3 3 34 36
R13 36 50 70 67 65 69 70 66 67 66 67 67 70
Ref. 28 32 30 29 29 ] 23 24 2 25 28 i 27

Los resultados son la media de los valores obtenidos en los dos cultivos de cada cepa, con tres determinaciones por
cada muestra. La desviacién tipica fue menor que el 10%.

4.3.7.3. Alcoholes Iso-amilicos:

Al final de la experiencia, el contenido en alcoholes Iso-amilicos fue superior
al nivel inicial (excepto en B2) aunque durante la crianza se registraron oscilaciones
entre el consumo y la produccidn de dicho compuesto. Durante el primer més los
cultivos de B3, B16, CH15 y R13 registran una disminucion en el contenido de dicho
compuesto, mientras que los de B2 y MI10 tuvieron un aumento inicial. La
produccion de Iso-amilicos por las cepas de S. montuliensis (M10) y de S. rouxii
(R13) fue superior a la registrada por las cepas de S. bericus y S. cheresiensis (Fig.
28 C y Tabla 32).
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TABLA 32: Contenido en alcoholes Iso-amilicos (mg/L) durante la crianza con
cultivos puros.

CEPAS TIFMPO DE CRIANZA (MESES)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
B2 154 186 174 166 165 169 164 163 168 160 154 157 154
B3 185 180 176 178 180 184 188 190 192 19 193 190 193
B16 154 152 164 184 177 170 16l 157 161 168 162 167 160
N0 170 179 181 189 197 208 224 25 07 20 a6 A5 22
CH15 15 138 151 163 160 15 161  1e4 16l 160 159 157 155
Rl 162 148 170 194 188 l9b 189 193 202 00 20 19 199
Ref. 154 156 153 152 1% 161 1589 150 143 139 140 144 1%

Los resultados son la media de los valores obtenidos en los dos cultivos de cada cepa con tres
determinaciones cada muestra. La desviacién tipica fue menor del 10%.

La produccién de alcoholes superiores estd ligada a las rutas metabdlicas de
las levaduras (Pérez, 1979), observdndose asi las mayores variaciones en el contenido
de n-propanol, Iso-butanol y en el de Iso-amilicos en la fase de desarrollo del velo

(primeros meses de la crianza).

El Iso-butanol y los alcoholes Iso-amilicos se originan en las vias metabolicas,
tanto de sintesis como de degradacion de algunos aminodcidos, tras una
descarboxilacién y posterior reduccion del dcido ceténico correspondiente. Por el
contrario, el n-propanol no tiene precursor directo en los aminodcidos del medio. El
n-propanol se forma a partir de reacciones en las que interviene el dcido pirdvico y
el acetil-CoA (Pérez, 1979).
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FIGURA 28: Evolucion del contenido en los alcoholes superiores durante la

crianza biolGgica con cultivos puros; n-propanol (A), Iso-butanol (B) e Iso-
amilicos (C). '
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El n-propanol al no proceder de ninglin aminodcido contenido en el vino ni
a la via de simtesis de dichos aminodcidos, no ve favorecida su formacion.
Presumiblemente, el agotamiento del dcido pirdvico en el medio detenga la sintesis
del n-propanol. La disminucion de dicho alcohol puede deberse a la formacion de
propionil-CoA que tras una reaccion de carboxilacién y otra de isomerizacion, se

transformarfa en succinil-CoA que se incorpora al ciclo de Krebs (Pérez, 1979).

En la ruta de degradacion de la valina se origina el 2, metil-propanol,1 (Iso-
butanol). Como puede observarse en el apéndice y Tabla 31, el incremento registrado

en el contenido de Iso-butanol se corresponde con el decremento detectado en los

niveles de valina.

El 2,metil-butanol,1 y el 3, metil-butanol,1 (Iso-amilicos) se originan en las
vias metabélicas de degradacion o sintesis de la Iso-leucina y de la leucina,
respectivamente (Pérez, 1979). Asi, la disminucién registrada en el contenido de
“dichos aminodcidos durante la crianza con las diferentes cepas (apéndice) se
corresponde con el aumento registrado en el vino del contenido en alcoholes Iso-
amilicos (Tabla 32).

4.3.8. INTERRELACION OXIGENO / CRIANZA / REMONTADO

4.3.8.1. Evolucion del color durante la crianza biolégica:

Es un hecho bien conocido que durante la crianza bioldgica 1os vinos no se
oscurecen a pesar de estar contenidos en botas de madera. Durante la crianza con
cultivos puros, se lleve a cabo un seguimiento de la absorbancia a 470 nm (Tabla 33)
como pardmetro indicativo del color de los vinos que a su vez determina el grado de

oxidacion de éstos.

En todos los cultivos, la absorbancia disminuye progresivamente hasta

alcanzar valores minimos (aproximadamente 40) excepto en la cepa B3 donde se
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registran oscilaciones. Esto se debe a que el velo de flor formado por B3 no cubrid
completamente la superficie durante casi toda la experiencia por lo que el oxigeno
pudo penetrar y disolverse en el vino. En los tltimos meses, el color de los vinos se
acentia ya que el velo fue debilitindose. En la referencia por el contrario, la

absorbancia sigue una tendencia creciente durante toda la experiencia.

TABLA 33: Valores de la absorbancia a 470 nm de los vinos durante la crianza
bioldégica con cultivos puros.

CEPAS TIEMPO DE CRIANZA (MESES):

0 1 2 3 & 5 6 7 8 9 W uU 1
B2 8 8 77 6 55 50 4 45 4 56 58 6 6
B 8 9% % % & M & 6 non N 7N
Bl6 s 0m onm % 8 4 4 0 % 5 %5
M10 0N 68 6 57 51 4 & £ 4 & 5% 5
i 8 79 1 61 5 50 47 4 4 45 49 B4 56
RI3 B 79 M 6 59 48 42 B & 4 &4 50 %
Ref. B5 83 8 89 100 106 10 106 12 1% 44 1l 1N

Los resultados son la media de los valores obtenidos en los dos cultivos de cada cepa. La
desviacién tipica fue menor del 10%.

4.3.8.2. Viabilidad celular del velo de flor vs niveles de oxigeno:

Se midid el oxigeno presente en la atmdsfera de cinco botas que poseian un
velo desarrollado en buen estado (blanco, completo y plegado) y en otras cinco botas
con un velo en mal estado (oscuro, parcial y ténue). A dichos velos se les determiné

la viabilidad celular por tincién con azul de metileno.

Las botas con el velo en buen estado presentaban en su atmdsfera interna
niveles de O, de trazas, < 0.1 p.p.m. y una viabilidad celular media del 70%. Por
el contrario, la concentracién de O, en la atmdsfera de las botas con el velo

deteriorado fue en todos los casos 11 p.p.m. aproximadamente y la viabilidad celular
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media del velo del 10%. Cuanto mayor es la intensidad de la crianza (mayor
viabilidad celular del velo), mayor es la demanda biolégica de O, ya que hay mayor

nimero de células respirando.

El velo de flor, por tanto, supone una doble barrera para,la oxidacion de los
vinos: a) impide el contacto fisico vino-atmdsfera; b) existe una fuerte demanda
bioldgica de oxigeno a consecuencia del metabolismo respiratorio que lleva a cabo
la levadura en fase filmégena donde el O, actiia como aceptor final de los electrones

en la cadena de reacciones catabélicas de oxidacion.

4.3.8.3. Polifenoles totales y remontado:

Los polifenoles son compuestos que al oxidarse provocan un aumento en la
absorbancia de los vinos y por tanto son poco deseables en los vinos de crianza
bioldgica. Estructuras polifenélicas podrian originarse por reacciones de condensacion
de moléculas de acetaldehido (Avakiant, 1990). Dado que este compuesto es un
metabolito principal de la crianza biolégica y se acumula en el vino, se determiné la
concentracion de polifenoles totales en los vinos resultantes de la crianza con cultivos
puros y se les sometid a la prueba de remontado. Tanto los polifenoles totales como
el aumento de la absobancia se trataron de relacionar con el contenido final en
acetaldehido (Tabla 34). No se observa ninguin tipo de relacion entre la concentracién
de acetaldehido y la de polifenoles totales, asi como tampoco entre €éstos y el

incremento de absorbancia registrada tras la prueba de remontado.
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TABLA 34: Contenido en polifenoles totales, acetaldehido e incremento de la
absorbancia tras la prueba de remontado de los vinos resultantes de la crianza
con cultivos puros.

CEPAS Polifenoles Incremento en la Acetaldehido
totales (mg/L) | absorbancia (470 nm) (mg/L)
B2 296 29 256
B3 359 29 200
B16 301 31 185
M10 351 35 425
CH15 317 38 185
R13 285 38 430
Ref. 325 51 71

4..3.9. FRACCIONES POLIFENOLICAS

Dada la importancia que estos compuestos tienen respecto al remontado de los
vinos y por tanto en su calidad futura, se considerd interesante estudiar la evolucion
del contenido en los distintos polifenoles en los vinos finos a consecuencia de la
actividad bioldgica o debido al proceso extractivo de la madera de la bota. Para ello,
se determiné el contenido de diferentes dcidos y aldehidos fendlicos en las distintas
escalas de envejecimiento de los solerajes industriales (vino contenido en botas de
madera de roble) y el contenido inicial y final alcanzado de dichos compuestos en la
crianza en el laboratorio con cultivos puros de levaduras de velo (vino contenido en

recipiente de cristal).

En las Tablas 35 A y B se exponen los niveles obtenidos de los distintos
polifenoles (mg/L) estudiados en los sistemas industriales y en los cultivos de
laboratorio. En la Tabla 35 C figuran los incrementos o decrementos de dichos
compuestos registrados en el vino al afio de crianza con distintas cepas de levaduras

de velo y en los solerajes industriales.
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TABLA 35: Contenido en diferentes polifenoles (mg/L) en las escalas de
envejecimiento de los solerajes industriales (A) y en los cultivos de laboratorio
(B); e incrementos o decrementos registrados durante la crianza biolégica (C).

A.- SOLERAJES INDUSTRIALES

FCRA 2'CRA 1°CRA SOLERA

A.GALICO 68 82 96 110
A. TRANSCAFEILTARTARICO 116.0 114.0 101.0 $0.0
A. PROTOCATEQUICO 4.0 53 67 73
HIDROXIMETILFURFUROL 11 10 09 09
A. CIS-p-CUMARILTARTARICO 50 39 3.0 29
A. TRANS-p-CUMARILTARTARICO 85 78 68 57
A. p- HIDROXIBENZOICO 0.4 07 1.0 1.4
HIDROXIBENZALDEHIDO 02 04 05 05
A.CAFEICO 35 4.1 41 29
A.VAINILLICO ’ 05 04 08 08
A.SIRINGICO 06 07 [+F:] 1.0
A. CUMARICO 09 1.0 1.4 14
A.FERULICO 0.4 07 08 09

B.- CRIANZA CON CULTIVOS PUROS DE CEPAS DE LEVADURAS DE VELO.

B2 Bl R1& M19 CH1% R13 REF
A.GALICO 53 69 5.0 58 52 56 31
A.TRANSCAFEILTARTARICO 384 138 384 256 3786 318 372
A. PROTOCATEQUICO 09 08 10 11 098 11 06
HIDROXIMETILFURFUROL 02 02 0.2 02 0.2 0.2 15
A. CIS-p-CUMARILTARTARICO 6.0 36 6.0 47 58 52 61
A. TRANS-p-CUMARILTARTARICO 13 64 1.2 86 109 98 110
A. p- HIDROXIBENZOICO 17 18 12 1.3 1.1 11 06
HIDROXIBENZALDEHIDO 03 04 04 07 04 o7 04
A.CAFEICO 42 36 49 42 48 45 48
A.VAINILLICO o9 08 02 07 05 04 02
A, SIRINGICO 04 04 03 04 03 03 03
A. CUMARICO 27 24 25 24 24 24 25
A. FERULICO 07 1.0 03 07 05 06 03

C.-INCREMENTO O DECREMENTO (-} CON RESPECTO A LOS NIVELES INICIALES

B2 B B16 M1 CH1§ R12 REF  SOLERAJES
A.GALICO 28 38 25 30 27 30 28 42
A. TRANSCAFEILTARTARICO -16 0.0 -1.8 -1.2 -24 1.4 28 260
A. PROTOCATEQUICO 03 0.4 05 05 04 0.6 0.1 33
HIDROXIMETILFURFUROL 06 08 -0.6 07 0.7 07 07 03
A. CIS-p-CUMARILTARTARICO 01 -5 0.1 09 03 07 00 221
A. TRANS-p-CUMARILTARTARICO 08 1.1 0.8 01 -1 086 -1.0 -28
A. p- HIDROXIBENZOICO 15 1.0 1.1 08 10 07 05 1.0
HIDROXIBENZALDEHIDO 0.0 00 0.2 0.4 0.1 04 02 03
A. CAFEICO 19 1.0 26 18 25 22 23 06
A.VAINILLICO 05 0.8 0.2 -03 0.t 03 02 ot
A. siRINGICO 0.1 02 00 01 00 0.0 00 05
A.CUMARICO 06 04 04 03 03 03 " 04 02
A, FERULICO 03 03 00 02 02 02 00 05
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Entre los polifenoles estudiados, el dcido gdlico, protocatéquico, para-
hidroxibenzoico, cumdrico, ferilico y el hidroxibenzaldehido son los que siguen una
tendencia creciente durante la crianza tanto en el laboratorio como en la bodega. El
cafefco aumenta en los cultivos de laboratorio y en los solerajes se registra un
incremento en las criaderas y un posterior descenso en la solera. Se puede concluir,
por tanto, que ninguno de los compuestos citados anteriormente provienen sélo y
exclusivamente de la madera. El incremento registrado en el dcido protocatéquico" es
aproximadaménte tres veces superior en el vino contenido en botas que en el

contenido en vidrio por lo que dicho aumento debe ser atribuido principalmente al

proceso extractivo de la madera.

Los niveles de dcido siringico durante la crianza en el laboratorio permanen
aproximadamente constantes (las diferencias obtenidas no son significativas). Por el
contrario, los niveles de dcido sirfngico aumentan de forma regular conforme

avanzamos en las escalas de mayor vejez, por lo que dicho incremento parece deberse

al proceso extractivo de la madera.

En los sistemas industriales, el 4cido vainillico aumenta ligeramente en las
escalas con mds vejez, mientras que en los cultivos de laboratorio algunas cepas

registran un aumento y otras una disminucidn.

Estrella er al.(1983) también determinan un aumento en el contenido de los
4cidos protocatéquico, p-hidroxibenzofco, vainillico y siringico durante la crianza en

sistemas industriales.

Los compuestos polifendlicos aportados por la madera, proceden de la
degradacion de la lignina por alcoholisis, encontrdndose que primero cede p-
vainillina, dcido vainillico, siringialdehido y escopoletina, y de forma sucesiva los
dcidos gdlico, siringico y p-hidroxibenzoico, y los aldehidos p-hidroxibenzaldehido
y coniferaldehido (Guillen, 1994). Sin embargo, los sistemas de solerajes estudiados
estaban compuestos por botas de madera de varias décadas de uso o envinado por lo

que las cesiones de polifenoles al vino a consecuencia del proceso extractivo se han
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realizado en pequeiias cantidades, a pesar del largo periodo de permanencia del vino
en ellas. Es por ello por lo que los niveles registrados de los diferentes compuestos
fendlicos en el vino contenido en botas de madera no difieren en gran medida de los
detectados en ¢l vino contenido en recipientes de vidrio.

El dcido trans-cafeiltartdrico, cis-p-cumariltartdrico y el trans-p-
cumariltartziriéo siguen una tendencia decreciente en todos los caso. Dicha
disminucion se debe a la hidr6lisis de dichos compuestos, justificando al menos en
parte el incremento de 4cido cafeico y de dcido cumdrico (Pinedo ef al., 1994).

El hidroximetilfurfurol disminuye tanto en los solerajes como en los cultivos
de laboratorio.

Exceptuando el dcido protocatéquico, el hidroximetilfurfurol y el dcido
fenilico, los demds compuestos siguen la misma pauta en la referencia como en los
cultivos bajo velo, por lo que se podria responsabilizar a las levaduras de los

incrementos o decrementos registrados en los polifenoles anteriormente citados.

4.3.10. COMPORTAMIENTO FERMENTATIVO DE LEVADURAS DE
VELO DE FLOR

En determinadas industrias de vino de Jerez, se llevan a cabo una
fermentacién dirigida de mosto mediante la adicion de un "pie de cuba” de una cepa
seleccionada de alto poder fermentativo, pero que puede no tener la capacidad de

formar velo.

La utilizacion de una cepa de levadﬁraJde velo de flor como "pie de cuba”
reduciria el tiempo que tarda el velo en aparecer tras la fermentacion. Ademds,
indirectamente se estaria llevando a cabo una crianza biolégica dirigida ya que dicha
cepa seria la integrante mayoritaria en los velos de flor del sobretablas del
correspondiente afio. En las operaciones de corrido de escalas del soleraje, la cepa
seleccionada se irfa introduciendo en la poblacién de los velos de flor de las escalas
del sistema dindmico. Para ello, la cepa de levadura tendria que presentar tanto

caracteristicas fermentativas como de crianza seleccionables.
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Se han estudiado algunas caracteristicas fermentativas (cinética fermentativa,
produccion de etanol, de acidez voldtil, de acetaldehido y de alcoholes superiores)
de 9 cepas de levaduras de velo de flor y se compararon con las caracteristicas de la
cepa utilizada como "pie de cuba". En la Fig. 29 se representan las curvas
fermentativas de las diferentes cepas estudiadas. Se observan diferentes
comportamientos entre las diferentes cepas. Todas las cepas pertenecientes a S.
beticus y S. cheresiensis fermentan mds rapidamente los azicares que aquellas de las

especies S. montuliensis y S. rouxii.

Con repecto a la produccién de etanol, acetaldehido y acidez voldtil no se
observan diferencias significativas a nivel de especie, aunque si existen variaciones

entre las diferentes cepas (Tabla 36).

FIGURA 29: Cinética fermentativa de varias cepas de levaduras de velo y de
la cepa "pie de cuba”.
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TABLA 36: Produccion de etanol, acidez volitil y acetaldehido al cabo de la
fermentacién de mosto estéril por diferentes cepas de levaduras de velo y por
Ia de "pie de cuba”.

CEPAS ETANOL ACIDEZ ACETALDEHIDO
(% v/v) | VOLATIL (g/L) (mg/L)
B2 10.6 1.0 78
B3 10.6 0.85 86
B5 10.5 0.69 73
B16 10.8 0.46 131
CH15 10.8 0.49 116
M9 10.8 1.0 59
M10 10.8 0.75 58
M17 10.7 1.1 77
R13 10.8 0.67 53
Pie de cuba 10.9 0.53 71

Entre las cepas de levaduras de velo de flor ensayadas, B16 y CH15 son las
que presentan caracteristicas fermentativasr mds destacables junto con la cepa "pie de
cuba” (velocidad de fermentacién mayor, el grado alcohélico final fue el mdximo
obtenido con las cepas de flor, baja produccién de acidez voldtil y mayor produccién
de acetaldehido). La diferencia mds significativa entre estas dos cepas de flor y la de
"pie de cuba” es la mayor produccién de acetaldehido registrada por las de velo. La
cepa "pie de cuba” produjo mds etanol pero s6lo una décima mds que las mds

alcoligenas de las de velo.

Otros autores encuentran que las levaduras de velo registran una produccién
de acidez voldtil y etanol, en la fermentacién de mostos procedentes de la variedad

"Pedro Ximenez" (Montilla-Moriles), superior a la que registran las levaduras
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aisladas de la tercera fase fermentativa. Estos concluyen que las levaduras de velo
pueden ser perfectamente utilizadas en la fermentacién de mostos destinados a crianza
bioldgica; ya que la acidez voldtil, producida en exceso, es metabolizada por estas
mismas levaduras desde el momento que empieza a aparecer el velo (liiigo y Arroyo,
1964; Guijo et al., 1986). Sin embargo, dos de las cepas ensayadas en este estudio
(B16 y CH15) producen menor acidez voldtil que la cepa fermentativa ("pie de

cuba").

Con respecto a los alcoholes superiores, no se registran diferencias
significativas en la produccién de n-propanol entre las diferentes cepas. Sin embargo,
si se observan variaciones en la produccion de Iso-butanol y de alcoholes Iso-amilicos
entre las cepas estudiadas (Tabla 38). Contrariamente a lo obtenido en fase de velo,
en la experiencia de crianza bioldgica con cultivos puros donde S. montuliensis y S.
rouxii registraron una mayor produccién de Iso-butanol y de alcoholes Iso-amilicos
que S. beticus y S. cheresiensis , en fase fermentativa no se detectan diferencias a

nivel de especies.

TABLA 37: Produccién de alcoholes superiores por diferentes cepas de
levaduras de velo y por la cepa "pie de cuba” durante la fermentacion.

CEPAS n-Propanol Iso-Butanol Iso-Amilicos
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
B2 23 42 107
B3 23 60 128
BS 22 49 129
B16 22 31 94
CH15 22 32 73
M9 18 55 101
M10 18 49 151
M17 | 23 60 122
R13 20 46 151
Pie de cuba 30 45 133

158



Resultados y discusion

4.1.3.3.10.1. Resistencia al SO,:

La resistencia al SO2 es una cualidad que tienen que cumplir las levaduras
seleccionadas para llevar a cabo la fermentacién. Las cepas B16 y CHI15 fueron
capaces de fermentar un mosto que contenia 800 mg/L de sulfuroso.

‘ Tanto la capacidad fermentativa como las caracteristicas deseableé‘ ya
estudiadas con respecto al envejecimiento biolégico (las mds rdpidas en formar el
velo a una graduacion alcohdlica de 15.5%, baja frecuencia inducida de formacion
de "petites”, mayor viabilidad celular a dicha graduaci6én, menor consumo de etanol
y rdpida degradacion de la acidez voldtil, etc) de las cepas B16 y CH1S5, hacen a
dichas cepas de velo de flor las idéneas para su utilizacién como "pie de cuba” y

posterior "envejecimiento bioldgico dirigido”.

4.4. DISTRIBUCION POBLACIONAL DE LOS VELOS DE FLOR EN
SISTEMAS INDUSTRIALES DE CRIANZA BIOLOGICA.

4.4.1. SISTEMAS ESTATICOS:ANADAS.

La proporcién de las distintas especies aisladas en los sistemas de anadas
estudiados (Tabla 1, materiales) se representan en la Fig. 30. La poblacion global se
compone de:

- S. beticus: 718.18%

- S. montuliensis: 15%

- S. cheresiensis: 1.36%

- S. rouxii: 1.36%

- Otras especies no pertenecientes al género Saccharomyces: 4.1%.

4.4.2. SISTEMAS DINAMICOS: SOLERAJES.

La proporcién de las distintas especies aisladas en las distintas escalas de
envejecimiento de los solerajes estudiados (Tabla 2, materiales) se representa en las

Fig. 31. La poblacién global se compone de:
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- S. beticus: 74.17%

- S. montuliensis: 14.17%

- S. cheresiensis: 8.33%

- 8. rouxii: 0.28%

- Otras especies no pertenecientes al género Saccharomyces: 3.06%

FIGURA 30: Distribucién poblacional en los sistemas de afiadas.
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Otras: Candida sp. (1.8%); Pichia sp. (0,45%); Hansenula sp. (1.4%); Debaryomyces sp. (0.45%).

Si bien no se observan diferencias significativas cuando se comparan las
proporciones de las distintas especies en la poblacion global de los distintos sistemas
de envejecimiento (estdtico y dindmico), s{ se encuentran diferencias en las
distribuciones poblacionales que presentaban los solerajes estudiados. La especie S.
montuliensis aparecia con una proporcion mayor del 25% s6lo en dos afiadas (1982
y Bb) y en dos solerajes (B y C). Estas diferencias no se debian al distinto tipo de
envejecimiento (estdtico, dindmico), ni al nimero de escalas del que se componian
los sistemas (5,4,3,2) ni a la ubicacién (Jerez, Sanlicar). Cuando se analizé
quimicamente el vino de las afiadas y escalas de los solerajes, la diferencia mds
significativa que presentaban fue la concentracién de acetaldehido (Tabla 37 y 38).

En aquellos sistemas donde los niveles de acetaldehido eran elevados (> 400 mg/L)
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existia una presencia significativa de S. montuliensis (> 25%), y en aquellos dbnde
los niveles de dicho compuesto eran menores se observaba una presencia casi
exclusiva de S. beticus. En la afiada de 1982 (518 mg/L de acetaldehido), un 40%
de la poblacion estd compuesta por S. montuliensis y en la afiada Bb (430 mg/L),

dicha especie representa un 85% de la poblacién. Los solerajes B 'y C son los que
tienen mayor contenido en acetaldehido y en los que S. montuliensis representa

aproximadamente un 25 y 40% respectivamente de la poblacion total del soleraje.

Ademds, en los solerajes donde se aislé S. montuliensis, se puso de manifiesto
la existencia de una SELECCION ESCALAR: la proporcion de S. beticus, especie
que presenta la distribucién mds amplia, decrece al avanzar las escalas, es decir,
conforme aumenta el tiempo de envejecimiento de un soleraje. La distribucién de S.
montuliensis sigue una tendencia inversa a la de la especie anterior, ya que su
proporcion aumenta en las escalas de mayor vejez que son las que poseen los niveles
mds elevados de acetaldehido, compuesto que aumenta con la crianza. Tanto S.

cheresiensis como S. rouxii presentan una distribucion bastante irregular.

TABLA 37: Contenido en acetaldehido y porcentaje de las distintas especies
aisladas en los velos de flor de las aiiadas estudiadas.

W | AckALDRHIDO RSPECIES (4)°
(ng/L B N AR OWS

1981 %2 0 0 0 0 0
198 518 0 0 0 0 0
1983 189 % 0 0 0 10
1984 2%9 % 0 0 0 5
1985 103 0 0 0 0 1
1986 75 A 5
1987 6 % 0 0 9 5
198 9 B0® 0 0 0
1989 6 % 0 0 0 5
1990 117 0 0 15 0 5
B 430 0 85 o 15 0 |

4 B: 5. beticus, M: S. montuliensis, CH: S. cheresiemsis, R: S. rouxii, OTRAS: especies aisladas
no pertenecientes al género Saccharomyces.
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FIGURA 31: Distribucién poblacional en los solerajes industriales.
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TABLA 38: Contenido en acetaldehido y porcentaje de las distintas especies

aisladas en los velos de flor en las escalas que componen los solerajes
estudiados. ‘

SOLERATES | RSCALA | ACETALDEHIDO ESPECIES (3)°
(eg/L) B X G R OWS
1R 9 w0 00 0
! SOLERA 2 0 1w 0 70 0
24CA 116 w0 0 0 0
B 11CRA 504 w0 0 0
SOLERA 657 55 s 0 0 0
3R 125 T 0
2:CRA 28 % 0 5 0
‘ 11CRA 52 W0 w0 0
SOLERA 533 0 %5 0§ 0
' 11CRA 53 B 0 B0 0
’ SOLERA 57 5 0 B 0 0
e |6 noo0 N0 0
' SOLERA 69 5 5 W0 0
41CRA 127 B0 00 %
3CRA w w0 00 0
P 2:CRA 164 w0 00 0
1'CRA 190 B 0 5 0 15
SOLERA 200 B 0 0 0 15

4 B: 5. beticus, M: S. montuliensis, CH: S. cheresiemsis, R: S. rouxii, OTRAS: especies no
pertenecientes al género Saccharomyces.

4.4.3. FACTORES CONDICIONANTES DE LA SELECCION ESCALAR.

4.4.3.1. Seleccion escalar a "escala laboratorio™: naturaleza del sustrato y
natural la a.

Con el fin de investigar las causas que originan la seleccién escalar observada
entre las especie en algunos solerajes industriales, se ha llevado a cabo la siguiente

experiencia: tubos de ensayo que contenian 10 mL de, S/T (vino joven), o de vino
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procedente de la solera del soleraje A (90% S. beticus) o de vino de la solera del
soleraje C (95% S. montuliensis) se inocularon con igual n® de células de las cepas
B16, M10, CH15 y R13 (tres tubos por cada tipo de vino). Una vez formado el velo
en la superficie, se tomaron muestras periodicamente y se determing la proporcién
que presentaban las cuatro especies en la poblacién. La identificacion de las cepas se
basé en el diferente patréon de fermentacién de aziicares que presentan dichas
especies. Por cada tipo de vino se aislaron 30 colonias (10 colonias por tubo) en cada

toma de muestra. Los resultados obtenidos se expresan en la Tabla 39.

TABLA 39: Evolucién de la poblacién de los velos de flor formados en tres
tipos de vino diferentes.

TIPO DE VINO:
Tiempo
(Dias)® Sobretablas Solera A Solera C

BB M CH R|B M CH R|{B M CH R
8 70 0 30 01|77 0 23 0173 0 27 O
20 57 0 43 0143 0 57 043 0 57 0
37 23 0 77 023 0 77 0143 0 57 0
82 63 17 20 01|73 3 23 ol|77 7 17 0O

& Tiempo transcurrido desde el inéculo.

b Porcentaje de las diferentes especies, B: S. beticus (B16), M: S. montuliensis (M10), CH: S.
cheresiensis (CH15), R: S. rouxii (R13).Los resultados son la media de los valores obtenidos en
los tres cultivos por cada tipo de vino. La desviacién tipica fue menor del 10%.

La distribucion de las distintas especies a lo largo del tiempo en los tres tipos
de vinos utilizados resulté ser aproximadamente igual. Se observa una presencia casi
exclusiva de S. beticus y S. cheresiensis, excepto en la cuarta toma de muestras en
la que aparece S. montuliensis aunque en baja proporcion. Al inicio del velo
(formado por islotes) predomina S.beticus, disminuyendo posteriormente. La

proporcion de S. cheresiensis aumenta conforme el velo fue consoliddndose (completo
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y plegado). Cuando el velo comienza a debilitarse, aumenta de nuevo la proporcion

de S. beticus, disminuye la de S. cheresiensis y aparece S. montuliensis.

La presencia casi exclusiva de S. beticus y S. cheresiensis en los tres tipos de
vinos utilizados se debe a que dichas especies son mds veloces en formar el velo que
S. montuliensis y S. rouxii a una graduacién alcohdlica de 15.5% (v/v) (Fig. 6). S.

montuliensis se aisla, tan sélo, tras un largo periodo de envejecimiento (82 dias).

Estas mismas cepas por separado se inocularon en los mismos sustratos. Todas
formaron velo al cabo del tiempo, variable segun la cepa.

Los resultados obtenidos indican que no es la carencia de ningun factor o
micronutriente esencial para S. beticus 1o que provoca su desaparicién o disminucion
de su pfoporcién en la poblacion durante el envejecimiento biolégico del vino ya que
dicha especie formé velo de flor en el vino procedente de la solera C cuya poblacion

se componia en un 95% de S. montuliensis y un 5% de S. rouxii.

El hecho de que en las escalas jovenes de los solerajes encontremos
mayoritariamente a S. beticus y a S. cheresiensis se¢ debe, probablemente, a que
dichas especies son mds rdpidas en formar el velo que S. montuliensis y S. rouxii.
Una vez concluida la fermentacidn y el vino resultante se encabeza a 15.5% (v/v) de
etanol, la poblacién de levaduras en €l presente requiere un periodo de adaptacion
(variable segun la cepa) a la vida aerobia en superficie durante el cual se producen
cambios morfoldgicos (se alargan), en la composicién de la pared (se hacen mds
hidréfobas), se sintetiza la maquinaria enzimdtica respiratoria etc. Una vez colonizada
la superficie, la velocidad del crecimiento es practicamente igual para todas las

especies (Fig. 8)).

4.4.3.2. Produccién de acetaldehido por diferentes cepas de levaduras de velo:

Dado que la presencia de S. montuliensis en la poblacion de levaduras
integrantes de los velos de flor se relaciona con altos niveles de acetaldehido y que

la cepa M10 perteneciente a dicha especie produjo mayor cantidad de este compuesto
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durante la experiencia de laboratorio de crianza con cultivos puros (Tabla 26) se
considerd interesante estudiar la produccion de acetaldehido por un mayor nimero

de cepas.

El velo formado por las cepas B2, B3, B16, M9, M10, M12, M17, CHIS5 y
R13 en mosto fermentado por ellas, se injerté en matraces de 100 mL de capacidad
que contenian 50 mL de un S/T de graduacidn alcohdlica 15% (v/v) y 125 mg/L de
acetaldehido (por triplicado). Cuando se formé un velo completo y ténue (a los 13
dias) se tomaron muestras y se les determind el contenido en acetaldehido. Los

resultados obtenidos se expresan en la Tabla 40.

TABLA 40: Produccién de acetaldehido por varias cepas de levaduras de flor
pertenecientes a especies diferentes.

CEPAS ACETALDEHIDO
(mg/L)
B2 408
B3 ' 490
B16 496
CH15 384
M10 603
MI12 728
M17 792
M9 704
R13 546

Los resultados corresponden a la media de los tres cultivos
de cada cepa. La desviacién tipica fue menor del 4%.

Aunque se observa un comportamiento diferente entre todas las cepas, la
cantidad de acetaldehido producida por aquellas pertenecientes a S. beticus y S.

cheresiensis es inferior a la registrada por las cepas pertenecientes a S. montuliensis
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y S. rouxii (superiores a 500 mg/L). Asi pues, se asocia al cultivo bajo velo de flor
de S. montuliensis una mayor produccion de acetaldehido, lo que justifica el mayor
contenido en este compuesto encontrado en la 1* CRA y en la solera de los solerajes

ByC.

Otros autores también han encontrado una produccién de acetaldehido variable
entre cepas de la misma especie, aunque no manifestaron un C(,)mpoxtamiento
diferencial a nivel de especie (Cabezudo er al., 1968; Iiigo y Arroyo, 1964 b; John
y Rankiine, 1977).

En la experiencia de laboratorio de crianza biolégica se registré un consumo
de etanol superior en el cultivo de S. montuliensis (fig. 18). La presencia mayoritaria
de esta especie en el velo de flor de los solerajes B y C, justifica el mayor consumo
de etanol registrado en los solerajes ubicados en la bodega A (Fig. 15), en la cual se

encuentran los solerajes By C.

4.4.3.3. Formacidn de velo de flor a niveles crecientes de acetaldehido:

~El hecho de que la proporcion de S. beticus disminuya y la de S. montuliensis
aumente conforme se avanza en las escalas de mayor vejez puede deberse a la
aparicion o incremento en la concentracién de algin compuesto que favoreciera a S.
montuliensis. Se estudi6 al acetaldehido como posible factor desencadenante de la

seleccion escalar.

El velo de las cepas seguidamente indicadas formado en mosto fermentado por
ellas mismas, se injerté en un S/T al que se le habia afiadido concentraciones
crecientes de acetaldehido, contabilizdndose el tiempo (dias) que tardé en cubrirse

totalmente la superficie. Los resultados obtenidos se expresan en la Tabla 41.

El acetaldehido ejerce un efecto inhibidor de la formacién de velo,
retrasdndola o inhibiendo completamente el desarrollo de éste cuando supera el nivel

critico de tolerancia. S. montuliensis y S. rouxii son mds tolerantes a dicho
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compuesto que las otras dos especies. Los intervalos de tolerancia varian entre las
distintas cepas dentro de cada especie. Sin embargo, ninguna cepa de S. beticus ni
de S. cheresiensis forma velo cuando la concentracion de acetaldehido es superior a
550 mg/L, mientras que M9, M17 y RI13 (S. montuliensis y S. rouxii) lo formaron
cuando los niveles de dicho compuesto era de 780 mg/L Ademds, el crecimiento de
todas las cepas de S. beticus se vio retrasado a partir de la concentracion de 270
mg/L. Sin embargo, la formacién de velo de las cepas pertenecientes a S.
montuliensis 'y a S. rouxii no se vi6 afectada practicamente hasta que la concentracion
de acetaldehido no fue superior a 550 mg/L. En los casos en los que no se formé

velo, los islotes injertados en la inoculacién adoptaron una coloracién negra.

TABLA 41: Tiempo requerido (dias) para la formacion de velo de flor por

diferentes cepas de levaduras en un vino con concentraciones crecientes de
acetaldehido.

CEPAS ACETALDEHIDO (mg/L)

100 270 450 550 620 780
B2 6 8 12 16 -+ -
B3 6 11 - - - -
BIG 6 11 11 12 - -
CHIS 6 6 6 14 - -
M9 6 8 9 8§ 10 21
M10 6 6 6 6 - -
Mz |7 7 11 14 - -
M17 6 6 6 6 17 16
R13 6 6 8 6 8§ 2l

& _: no se forné velo.

Los resultados son la media de dos experimentos independientes, realizados cada uno de ellos por
triplicado. La desviacién tipica fue menor del 10%.

La concentracion de acetaldehido aumenta progresivamente conforme aumenta

el tiempo de envejecimiento y a medida que aumenta la proporcion de S.
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montuliensis en el velo de flor, debido a que dicha especie produce niveles altos de
este compuesto durante su metabolismo oxidativo en la crianza bioldgica. S. beticus
al ser menos tolerante al acetaldehido que S. montuliensis se ve desplazada,
selecionandose €sta dltima a favor. Debido a la mayor rapidez de S. beticus en
formar el velo, dicha especie es la predominante en las escalas jovenes donde el
contenido de acetaldehido es todavia bajo (no supera los 300 mg/L). los niveles de
acetaldehido aumentan progresivamente a consecuencia del metabolismo de diz:ha
especie, qué ademds al ser mds tolerante a niveles elevados se seleciona a favor

desplazando a S. beticus especie mayoritaria en las escalas jovenes de los solerajes.

FIGURA 32: Evolucién del contenido en acetaldehido en las soleras de los
solerajes situados en la bodega A, registrada durante los dltimos afios.
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El aumento progresivo de la concentracién de acetaldehido registrado durante
los ltimos afios en algunas de las soleras de vinos finos (Fig. 32), se justificaria con
un incremento paralelo en la proporcién de la especie S. montuliensis en la poblacién .
de los velos de flor. Dicha especie ha ido introduciéndose en la poblacion de aquellos
solerajes donde no se encontraba debido a la prdctica de "injercién de velo" llevada
a cabo en Bodega (cuando una bota pierde el velo o éste se encuentra en mal estado,
el velo recogido de cualquier otra bota, incluso perteneciente a otro soleraje

diferente, se injerta en dicha bota). La velocidad de formacién de flor entre las
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distintas especies es similar cuando el indculo se realiza a partir de velo (Fig. 8), por
lo que en este caso S. beticus no se ve favorecida con respecto a S. montuliensis. A
medida que aumentan los niveles de acetaldehido a consecuencia del metabolismo de

S. montuliensis, ésta se va seleccionando a favor.

4.4.3.4_ Relacidn entre la viabilidad celular, aspecto del velo de flor y niveles
de acetaldehido:

Durante el estudio de los solerajes se evidenciaron velos de flor en
determinadas botas que presentaban un aspecto macroscépico diferente del normal.
Fundamentalmente, se distinguian tres tipos: 1) velo de color "blanco”, completo y
plegado; 2) velo "negro”, parcial y ténue; 3) velo con caracteristicas intermedias de

color "grisaceo”.

Del soleraje C, se tomaron muestras del velo de 15 botas con el velo en buen
estado (10 correspondientes a la solera y 5 a la 1* CRA), de 10 con el velo
deteriorado (6 correspondientes a la soleray 4 a la 1 CRA) y de 5 botas de la solera
que presentaban un velo de caracteristicas intermedias, y se les determiné la
viabilidad celular por tincién con azul de metileno. También se tomaron muestras de

vino de dichas botas y se les determind el contenido en acetaldehido. Nueve muestras

" 1"
3

de velo, tres por cada tipo de velo ("blanco”, "negro”, "gris"), se sembraron en YPD
y se aislaron cinco colonias por bota. Los resultados se expresan en la Tabla 42.

Todas las colonias aisladas pertenecian a la especie S. montuliensis.

Los resultados obtenidos en las botas estudiadas de la 1* CRA y las de solera,
tanto las que posefan la flor "blanca" como las de flor "negra”, fueron similares. Se
observa grandes diferencias entre los niveles de acetaldehido y la viabilidad celular
de los tres tipos de velos analizados.

la viabilidad celular de la flor se asocia con el aspecto del velo, de tal manera
que en el velo de color "negro” encontramos el 95% de las células muertas, en los
de tonalidad "grisacea” un 72% y en los de color "blanco” un 50%. Las células

171



muertas adquieren un color negro. A su vez, la vibilidad celular se relaciona con los
niveles de acetaldehido que contiene el vino. Cuanto mayor es la concentracién de
acetaldehido, menor viabilidad celular presenta el velo. A niveles elevados,
aproximadamente a partir de 1000 mg/L, ¢l velo adquiere un color negro ya que las

células estdn muertas.

TABLA 42: Contenido en acetaldehido y viabilidad celular del velo de botas
que presentaban diferentes estados del velo.

Estado de Acetaldehido (mg/L)* Viabilidad celular
velo Minimo Media  Mdximo (%Y
BLANCO 385 556 684 51

GRIS 682 808 922 28

NEGRO 922 1157 1238 5

@ Los resultados corresponden al contenido minimo, al contenido mdximo, y a la media de todos los
valores. '
b 105 resultados corresponden a la nedia de la viabilidad presentada por todas las botas analizadas
(tres determinaciones por muestra). La desviacién tipica fue del 10%.

A medida que los niveles de acetaldehido van aumentando, a consecuencia del
.metabolismo de S. montuliensis, la viabilidad del velo va disminuyendo ya que se
llega a la concentracién limite de tolerancia, éste se va oscureciendo paulatinamente

hasta que adquiere un color negro.
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5. CONCLUSIONES.

- La poblacion existente en los velos de tlor en los sistemas de crianza
bioldgica es heterogénea y se compone fundamentalmente por especies del género
Saccharomyces. Existe un notable predominio de S. beticus, seguida de S.

montuliensis, encontrdndose S. cheresiensis y S. rouxii en menor proporcion.

- Las levaduras de velo de flor presentan una gran variabilidad en el contenido
en ADN. Sin embargo, muestran un patrén cromosémico mayoritario caracteristico,
no pudiéndose establecer relacion alguna entre una variacion especifica y una

determinada especie.

- E1 ADN mitocondrial de Ias levaduras de velo es mds variable que el ADN
nuclear. El andlisis de los fragmentos de restricciéon del ADNmt, no sélo permite la
identificacién individual de la mayoria de las cepas por su patrén caracteristico sino
también en muchos casos, la clasificacién de las cepas dentro de grupos taxonémicos
de gran interés industrial (uno integrado por S. bericus y S. cheresiensis y otro por

S. montuliensis y S. rouxii).

- Las levaduras de velo de flor son protétrofas para todos los aminodcidos y
auxotrofas para la biotina. Las cepas de S. rouxii son también auxdtrofas para el
myo-inositol. Sin embargo, es el pantotenato el tunico factor esencial para la

formacion de velo-en un medio de contenido alcohdlico de 15% vol.

- Ninguna de las cepas estudiadas producen el factor killer aunque la respueta
~ a las toxinas K1 y K2 parece ser especifica de especie. Las cepas de S. beticus y S.
cheresiensis son resistentes mientras que S. montuliensis y S. rouxii son sensibles

tanto a 1a K1 como a la K2.

- El tiempo requerido por las células de levaduras para alcanzar la superficie

de los S/T (vino jéven encabezado a 15.5% vol de etanol), cuando se encuentran
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sumergidas, varfa entre las distintas cepas, aunque aquellas pertenecientes a la especie
S. beticus y S. cheresiensis son mds rdpidas que las de S. montuliensis 'y S. rouxii.
Sin embargo, no existen diferencias significativas entre las cuatro especies cuando el

S/T se "injerta" con el velo ya formado.

- La formaci6n de velo apareceria en levaduras vinicas como un mecanismo
adaptativo que les permite crecer en un medio de elevado grado alcohdlico cuyas
unicas fuentes de carbono son repirables. De hecho, las cepas de este estudio cuyo
crecimiento se vié mds inhibido por el etanol durante la fase no filmégena son las
que requieren menor tiempo para formar el velo de flor. Asimismo, las cepas mds
rdpidas en formar el velo son las que presentan mayor viabilidad y menor frecuencia
inducida de formacién de "petites” en vino de 15.5% vol de etanol donde las c€lulas

no se dividen hasta que no colonizan la superficie.

- La formacidn de velo puede acelerarse cuando las células se precultivan en
un medio con etanol y cuando hay glucosa en el medio, aunque la superficie no se

coloniza hasta que la fuente de carbono fermentable se agota.

- La hidrofobicidad de Ia superficie celular es mayor en las células en fase de
velo que en fase fermentativa. Presumiblemente, este aumento de la hidrofobicidad
se debe a la presencia en la pared de proteinas hidrofébicas. La hidrofobicidad de la
superficie celular favorece la agregacion entre las células. Los agregados celulares
retienen burbujas gaseosas, haciéndose menos densos que el vino y flotando, por

tanto, en la superficie donde la toma de O, no estd restringida.

- Ademds de los cambios en la hidrofobicidad, la formacion de velo trae
consigo cambios en la forma y en el tamaiio celular. Las células en fase fermentativa
son mds esféricas y pequefias que en fase filmégena. Asimismo, la pared celular de

las células en fase de velo es mds delgada que la de las células fermentando.

- Las prdcticas enoldgicas de desfangado, clarificacién y filtraciéon de los

mostos traen consigo una mayor produccion de acidez voldtil durante la fermentacion
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y un retraso en la formacién de velo en el vino resultante alcoholizado a 15.5% vol.

- Durante la crianza biolégica de los vinos finos de Jerez se produce un fuerte
consumo de alcohol, glicerina, dcidos orgdnicos y aminodcidos; y produccion de
otros compuestos tales como alcoholes superiores y acetaldehido. Las distintas
especies integrantes de los velos de flor presentan diferencias metabélicas con
respecto a algunos de los compuestos anteriormente citados, pudiéndose establecer
la existencia de dos grupos taxonémicos de gran interés industrial. Uno de ellos lo
compone S. beticus y S. cheresiensis y el otro S. montuliensis y S. rouxii,
presentando las especies integrantes de cada grupo un comportamiento metabdlico

similar.

- El consumo de alcohol viene determinado por diversos factores. Ejerce una
apreciable influencia Ia especie dominante de levadura en el "velo de flor" y fase en
que se encuentra. S. montuliensis y S. rouxii consumen mayor cantidad de etanol que
S. beticus y S. cheresiensis. La fase de formacion del velo registra un consumo
superior a la de mantenimiento del mismo, por lo que tiene gran importancia las

alteraciones que sufre en los procesos de manipulacion del soleraje.

- S. montuliensis y S. rouxii producen mayor cantidad de acetaldehido,
acetoina, Iso-butanol y alcoholes Iso-amilicos durante la crianza bioldgica que S.
beticus y S. cheresiensis. Dependiendo de las caracteristicas deseadas en el vino
resultante y atendiendo a las diferencias metabdlicas entre las diferentes especies, se
puede dirigir de una manera mds controlada el envejecimiento bioldgico del vino,

“injertando” en las botas velo formado por una u otra especie.

- El consumo de glicerina, dcidos orgdnicos y aminodcidos se produce una vez
consolidado el velo, no existiendo diferencias significativas entre las distintas
especies. La intensidad del velo (actividad biolégica) incide sobre el consumo de
dichos compuestos, estando condicionada por las caracteristicas climdticas de las

bodegas (Humedad y Temperatura que también repercuten en la "merma”).
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- La flora bacteriana existente en los sistemas de crianza bioldgica juega un
importante papel junto con las levaduras de velo de flor en el metabolismo de algunos

de los componentes estudiados ( dcido gluconico, mdlico, l4ctico ...).

- Las levaduras de velo de flor pueden ser utilizadas como agentes
fermentativos mediante la adicién al mosto de un "pie de cuba". La fermentacion
dirigida del mosto de uva por una éepa dev’levadura de flor origina un vino con unos
caracteres mds adecuados para la posterior crianza, reduciéndose el tiempo requerido
para la formacion de velo y llevdndose a cabo indirectamente una “crianza bioldgica
dirigida". S. beticus y S. cheresiensis presentan una velocidad fermentativa mayor
que S. montuliensis y S. rouxii. De entre las cepas estudiadas, destacan B16 y CHI5
por su alto poder fermentativo, baja produccién de acidez voldtil y alta produccion

de acetaldehido.

- Existe una SELECCION ESCALAR entre las distintas especies, en aquellos
solerajes donde S. montuliensis forma parte de la poblacién de levaduras del velo de
flor. Debido a la mayor rapidez de S. beticus en formar el velo, dicha especie es la
mayoritaria en las escalas jévenes. La-proporcién de S. beticus, especie que presenta
la distribucién mds amplia, decrece al avanzar las escalas, es decir conforme aumenta
el tiempo de envejecimiento de un soleraje. La distribucién de S. montuliensis sigue
una tendencia inversa a la de la especie anterior, ya que su proporcién aumenta en

las escalas de mayor vejez.

- El acetaldehido, a ciertos niveles, ejerce un efecto téxico ¢ inhibitorio del
crecimiento en las células de levaduras. La tolerancia a dicho cofnpuesto varia entre
las diferentes cepas de levaduras de velo de flor aunque aquellas cepas pertenecientes
a las especies S. montuliensis y S. rouxii preéentan un nivel critico de tolerancia

superior a las cepas de S. beticus y S. cheresiensis.

- La concentracién de acetaldehido aumenta progresivamente conforme
aumenta el tiempo de envejecimiento y a medida que aumenta la proporcion de S.

montuliensis en el velo de flor, debido a que dicha especie produce niveles mayores
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de este compuesto durante su metabolismo oxidativo en la crianza bioldgica. S.
beticus al ser menos tolerante al acetaldehido que S. montuliensis se ve desplazada,

seleciondndose ésta ultima a favor.

- El aumento progrgasiv’o del contenido en acetaldehido registrado durante los
tltimos afios en las soleras de algunos solerajes se debe a un aumento paralelo en la
proporcién de S. montuliensis en la poblacién de los velos de flor, favorecido por la

practica de "injercion de velo" llevada a cabo en la bodega.
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7 - APENDITICIE



Contenidos en los diferentes aminodcidos registrados en las escalas de envejecimiento de 1los
solerajes industriales y durante la crianza biolégica con cultivos puros.
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