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RESUMEN

El velo de flor es un biofilm producido por ciertas cepas
de Saccharomyces cerevisinze, que mediante un metabolismo
oxidativo son capaces de metabolizar la fuente de carbono no
fermentable disponible en vinos secos. Durante el proceso de
crianza biolégica estas levaduras tienen una gran influencia
en la produccién y caracteristicas del vino fino del sur de
Espafia. En este trabajo se han seleccionado cepas con distintas
caracteristicas organolépticas durante la formacién de velo
de flor y se ha estudiado su metabolismo en distintos vinos
de la denominacién de origen protegida Montilla-Moriles,
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observando diferencias significativas en la formacién de velo
y en el consumo y produccién de metabolitos en funcién del
sustrato empleado y de la cepa estudiada. Paralelamente
se ha estudiado la forma mas efectiva de inocular levaduras
formadoras de velo de flor en botas de bodega, siendo el
“injerto” (inoculacién de biofilm en la superficie del vino)
la mas rapida en producir un biofilm completo. Este estudio
contribuye a la mejora y mantenimiento de la crianza biol6gica
en bodega mediante técnicas microbioldgicas.

SUMMARY

The flor yeast is a biofilm produced by certain strains of
Saccharomyces cerevisine, which are able to consume the non-
fermentable carbon sources available in dry wines, due an
oxidative metabolism this yeasts changes wine composition
during the biological aging process being essential to produce
the fino wine, characteristic of southern Spain. In this work,
strains with different organoleptic characteristics during flor
yeast formation have been selected and their metabolism has
been studied in different wines of the Montilla-Moriles region,
significant differences were observed in the flor formation and
in metabolites consumption and production depending on
the used substrate and the strain studied. At the same time,
the most effective way to inoculate flor yeasts in cellar barrels
has been studied, being the “injerto” (biofilm inoculation on
the surface of the wine) the fastest way to produce a complete
biofilm. This study contributes to the improvement and
maintenance of biological aging in cellars by microbiological
techniques.

Palabras clave: Velo de flor - Metabolémica - Vino fino -
Crianza biolégica

INTRODUCCION

El velo de flor es un biofilm formado cepas de la especie Saccharomyces
cerevisize y es fundamental para la elaboracién de vinos con crianza
biolégica (Legras et al., 2016). Tras el final de la fermentacién alcohélica y
ante la ausencia de fuentes de carbono fermentables, estas cepas forman en
la superficie del vino un biofilm. Esta agregacién favorece el metabolismo
oxidativo que emplean las levaduras para consumir etanol, glicerol y 4cido
acético, fuentes de carbono disponibles del vino (Moreno-Garcia et al.,
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2018). Como producto de esta actividad metabélica, el vino se mantiene
en un ambiente reductor que evita la oxidacién de sus componentes vy,
ademds, se producen compuestos que cambian su perfil organoléptico.
Este proceso junto al sistema dindmico de criaderas y solera, donde los
vinos de diferentes afiadas se homogenizan en diferentes escalas, dan como
resultado el proceso de crianza biolégica y con ello al vino fino (Valcarcel
et al., 2022). La homogenizacién de los vinos se lleva a cabo durante el
proceso de saca y rocio, en el que el vino listo para comercializar es retirado
(saca) de la solera y a su vez, el volumen obtenido es repuesto (rocio) con
vino de la primera criadera, previamente homogenizado en un depdsito,
este proceso se repite hasta llegar a la tltima criadera, donde el volumen es
repuesto con vino joven del afio.

En las diferentes escalas del sistema de criaderas y solera, la composicion
del vino varia, lo que afecta a las poblaciones de levaduras que viven en
él (Ruiz-Mufioz et al., 2020), factores como la altura a la que estd situada
la escala influyen en la temperatura y humedad a la que el vino esta
sometido, siendo esto parametros muy importantes para que el velo de su
superficie se mantenga estable (Cafias et al., 2022). El velo de flor puede ser
formado por una o més cepas diferentes de S. cerevisiae, el estudio de este
fenémeno ha llevado a diversos autores a concluir que estas cepas tienen
metabolismos diferentes y el consumo de las fuentes de carbono y de los
aminodacidos presentes en el vino, asi como la producciéon de metabolitos,
difiere en funcién de las cepas establecidas (Legras et al., 2016).

Por ello, el objetivo de este trabajo es conocer el metabolismo de cepas de
interés, su capacidad para formar velo flor y explorar métodos para inocular
levaduras en botas del sistema de criaderas y solera en bodega, con la
finalidad de mantener el velo de flor activo durante el mayor tiempo posible.

MATERIALES Y METODOS

Trabajo en bodega

En las bodegas del grupo Pérez Barquero se seleccionaron tres vinos con
diferentes crianzas y pardmetros quimicos (Tabla 1) y se escogieron 40 botas
de una criadera que estaba siendo sometida al proceso de saca y rocio, para
inocular velo de flor en ellas, estudiar su formacién y las caracteristicas
sensoriales del vino transcurridos 2 meses.
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Las inoculaciones se realizaron de dos maneras (Figura 1): A) “Injerto”
de biofilm ya formado mediante una paleta metdlica. B) Inoculacién de
una suspensién de levaduras formadoras de velo de flor. Con la primera
metodologia se depositaban 2 paletas completas de velo de flor en la
superficie del vino y con la segunda, la misma cantidad de velo era
previamente disuelta en 250 mL de vino y posteriormente afiadido con la
ayuda de una probeta milimetrada. El velo de flor empleado se obtuvo
desde tinajas que contenian vino joven del afio, el mismo que se empled
para el rocio de las botas seleccionadas. Del total de 40 botas, 15 se
inocularon mediante injerto con paleta, 15 con suspensién de levaduras y
en 10 no se realiz6 ningtin tratamiento. Se controlé la formacién de biofilm
en la superficie del vino semanalmente durante 2 meses, finalizando el
experimento con un andlisis sensorial del vino de cada bota.

Microcrianza en laboratorio (Figura 2)

Los vinos seleccionados en bodega fueron filtrados utilizando filtros de
membrana de 0.45 pm y 142 mm de didmetro, de la marca Pall Supor™,
para eliminar la microbiota existente y realizar microcrianzas axénicas con
cepas seleccionadas.

Se emplearon 4 cepas distintas, denominadas G1, GT2, B13C9 y C248, siendo
la primera empleada previamente en numerosos estudios del grupo, la
segunda proveniente de vino fino con mas de 5 afios de crianza, la tercera de
la criadera seleccionada para el experimento de inoculaciéon en bodega y la
cuarta cepa, de las tinajas donde se recolect6 el velo para dicha inoculacién.

Las microcrianzas se realizaron en matraces de 250 mL previamente
esterilizados, en los que se afiadi6 250 mL de vino filtrado y una poblaciéon
inicial de 1 x 10° células de levadura/mL. Para cada cepa se prepararon
3 réplicas, ademds de un control sin inocular por cada tipo de vino. El
experimento se llev6 a cabo en una cdmara de cultivo en oscuridad a 21°Cy
un 70% de humedad relativa (HR), donde se monitorizé la formacién de velo
de flor en los triplicados. Una vez formado éste, se tomaron muestras del
vino y del biofilm de uno de los matraces, transcurridos 10 dias se tomaron
muestras de otro de los matraces restantes. Las muestras de los controles se
recogieron una vez finalizé el experimento para cada tipo de vino.

Las muestras de vino filtrado, de las microcrianzas y de los controles,
se procesaron para la obtencién de parametros enoldgicos generales de
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acuerdo con la OIV (2020), ademas se analizaron los compuestos volatiles
mayoritarios mediante cromatografia de gases con un cromatégrafo 6890 de
Agilent (Palo Alto, CA, Estados Unidos), siguiendo el protocolo establecido
en Carbonero-Pacheco et al. (2022). Para cuantificar el metabolismo de cada
una de las cepas empleadas.

El velo recogido se centrifugé para separar la fraccién liquida de la sélida
y posteriormente se pesé 0.01 g de cada muestra, realizando diluciones
seriadas para contar el ntiimero de células totales por gramo de peso y
siembras en superficie en agar YPD (extracto de levadura 1%, peptona 2%,
glucosa 2% y agar 2%) para obtener un recuento de células viables. Las
placas de agar YPD fueron incubadas durante 72 h a 28°C.

Analisis estadistico

Se realizé un analisis de comparacién multiple (ACM) para cada variable
quimica estudiada (acetaldehido, acetato de etilo, 1,1-dietoxietano, metanol,
etanol, 1-propanol, isobutanol, alcoholes isoamilicos, acetoina, lactato de
etilo, 2,3- butanodiol, succinato de dietilo, 2-feniletanol, glicerol, pH y acidez
volatil), utilizando el test de Bonferroni con un nivel de confianza del 95%,
para identificar qué variables presentaban diferencias significativas entre
los distintas microcrianzas. Estos datos se representaron graficamente en
un analisis de componentes principales (ACP), que permitié agrupar las
muestras en funcién de las variables estudiadas. Los anédlisis estadisticos se
llevaron a cabo en el programa Statgraphics® XVIII Software package.

RESULTADOS

Formacion de velo en bodega

Durante el control semanal del aspecto del velo formado por las levaduras
inoculadas, se observé que el 100% de las botas inoculadas formaron velo
de flor, mientras que en el grupo control, sélo formaron el 70%. Todas las
botas inoculadas mediante injerto presentaban un biofilm completo en la
superficie del vino a la segunda semana, mientras que las inoculadas con
levaduras en suspension, no lo presentaron hasta pasadas 4 semanas. La
formacion de velo de flor fue diferente en funcién del sistema de inoculacién
aplicado (Figura 3).
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Sensorialmente, el vino de las botas injertadas presentaba un caracter
marcado de los aromas de crianza biolégica, siendo ademds muy similares
entre ellas, en cambio, el vino de las botas inoculadas presentaba mayor
heterogeneidad en cuanto a los rasgos de crianza bioldgica.

Microcrianzas en laboratorio

La formacién de velo de flor fue diferente en funcién de la cepa o el vino
estudiado (Tabla 2), siendo mas acelerada en el vino joven, seguido del
vino de criadera. En el vino fino, la cepa C248 form¢é un biofilm muy fino
que perdié su conformacién a los pocos dias de su formacién, mientras que
la cepa B13C9 no lleg6 a formar velo de flor. Sin embargo, en los matraces
con este vino y esta cepa se observaron estructuras, que bajo microscopia,
resultaron ser floculos de levadura (Figura 4).

Respecto a la composicién del vino, se encontraron diferencias significativas
en funcién de la cepa inoculada (Tablas 4 y 5, Figuras 5 y 6). Destacando la
produccion de acetaldehido en la cepa C248 y el consumo de glicerol de B13C9.

DISCUSION

La formacién y mantenimiento del velo de flor es indispensable para
una correcta produccién de vino fino, por lo que el aporte de nutrientes
desde una escala con menor crianza, que sucede durante la saca y rocio,
es indispensable para este biofilm conforme nos acercamos a la solera,
escala que contiene vinos con menor cantidad de nutrientes que el resto. La
inoculacién de levaduras en botas de bodega que acababan de ser rociadas
ha sido efectiva, desarrollandose un velo de flor més rdpido que en las
botas control y siendo mas efectivo el método de injerto que la inoculacién
de velo de flor resuspendido en vino. Comparando la formacién de
biofilm en funcién del método de inoculacién (Figura 3), el velo formado
con injerto es mds homogéneo y compacto que el formado mediante
inoculacién sumergida, esto dltimo se ha observado que produce un perfil
organoléptico distinto.

Los diferentes metabolismos de las cepas se pueden apreciar en las
microcrianzas realizadas en laboratorio, donde se observan diferencias en
el consumo de glicerol y de acido acético por parte de las cepas estudiadas
(Tabla 3). El consumo de etanol no ha podido ser evaluado correctamente
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debido a la evaporacién que sufre este compuesto en las condiciones
que hemos ensayado, este fenémeno ya ha sido expuesto por otros
autores (Wollan et al., 2016) y esperamos poder solventarlo en préximas
publicaciones.

La ausencia de biofilm, o la formacién de uno muy inestable, como ha
ocurrido en el vino fino con las cepas B13C9 y C248, puede ser achacada a
la ausencia de algtin componente indispensable para estas levaduras, no se
ha podido analizar atin la producciéon de volatiles mayoritarios para esta
condicién, no obstante, la presencia de colonias activas (Figura 4) podria
conllevar cambios en la composicién y perfil del vino.

Al analizar los parametros generales y los compuestos volétiles mayoritarios
tras las microcrianzas, se observan diferencias significativas para 4 o mas
de los grupos establecidos en 6 de los compuestos estudiados en el vino de
tinaja y en 7 del vino de criadera, del total de los 16 estudiados.

Estos resultados son de interés en la crianza biolégica, pues suponen un
avance en el control de este proceso, la seleccién de cepas puede solucionar
problemas como el uso de vinos con demasiado etanol, glicerol o acido
acético derivados de la fermentacién de mosto de uva sobremadura
(Arrizabalaga-Arriazu et al., 2021), el mantenimiento de la crianza biolégica
en vinos de solera o la inoculacién de velo de flor en bodega, de una manera
eficaz mediante el procedimiento de injerto descrito en este trabajo.
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Figura 1. Métodos de inoculacién ensayados en bodega. A) Injerto de velo de
flormediante paleta, inoculacién en superficie. B) Inoculacién de velo de flor
resuspendido en vino, en profundidad.
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Figura 2. Esquema de la metodologia empleada en laboratorio
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Figura 3. Evolucién del velo de flor en botas de bodega en funcién del método de

inoculacién. A) Mediante injerto con paleta, en superficie. B) Mediante inoculacién
de velo resuspendido, en profundidad.

130



CUSA

XLV JORNADAS DE VITICULTURA Y ENOLOGIA TIERRA DE BARROS

Figura 4. Colonias de levaduras en los matraces de vino fino inoculados con la cepa
B13C9. A) Detalle de las colonias en matraz. B),C),D) Observacion a distintos aumentos
de los fléculos bajo microscopia 6ptica, donde se observan células dividiéndose.
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Figura 5. Andlisis de componentes principales, en los experimentos con vino joven,
los puntos agrupados representan cada una de las cepas estudiadas.
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Figura 6. Anélisis de componentes principales, en los experimentos con vino de
criadera, los puntos agrupados representan cada una de las cepas estudiadas.
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Tabla 1. Pardmetros generales de los vinos utilizados en microcrianza

Vino joven Vino de criadera | Vino fino viejo
Etanol (v/v) 14,38 + 0,1 15,02 +0,1 15,64 + 0,1
pH 3,38 + 0,03 3,25+ 0,03 3,08 + 0,03
Acidez titulable (g/L) 5,06 +0,2 4,67 £0,2 4,33 +£0,2
Acidez volatil (g/L) 0,17 £ 0,01 0,16 £ 0,01 0,1£0,01
Glicerol (g/L) 6,14+0,1 3+0,1 01+0,1

Tabla 2. Formacion de velo en las microcrianzas de laboratorio, en funcion
de la cepa y el vino empleados

Vino joven

Cepa 52{&3%(’;1)1 Células totales/g | Células viables/g | Aspecto del velo
G1 17 2,22*10° 1,7*108 Crema, grueso

GT2 |13 1,16*10% 6,2*108 Crema, grueso
C248 |17 1,04*10° 6,2*107 Crema, muy fino
B13C9 |19 1,36*10% 6,57*108 Crema, muy grueso
Vino de criadera

Cepa Sce)fén(adciﬁ? Células totales/g | Células viables/g | Aspecto del velo
G1 21 4,2%10° 2,7*108 Crema, grueso

GT2 |21 1,65*10% 8,08*108 Crema, grueso
C248 |26 4,96*10° 3,63*108 Crema, muy fino
B13C9 |29 1,46*10% 6,79*108 Crema, muy grueso
Vino fino

Cepa 52{31(3%(’;1)1 Células totales/g | Células viables/g | Aspecto del velo
G1 35 5,51*10° 4.23*108 Muy blanco, fino
GT2 |35 1,62*10° 5,51*108 Muy blanco, fino
C248 |42 - - Translacido, inestable
B13C9 | - - - -
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Tabla 3. Parametros generales de los vinos tras 10 dias de haber formado
velo o al finalizar el experimento (Blanco)

Vino joven

G1 GT2 C248 B13C9 Blanco Vino inicial
fvt%’l 12,49 £ 0,1 12,54 £ 0,1 12,64 + 0,1 | 12,47 £ 0,1 | 12,27 + 0,1 | 14,38 + 0,1
pH 3,19 + 0,03 |3,33 £ 0,03 | 3,33 + 0,03 | 3,19 + 0,03 |3,12 + 0,03 | 3,38 % 0,03
Acidez
titulable [4,46 0,2 [4,43+0,2 |468+0,2 [4,54+0,2 |4,77+0,2 |5,06+0,2
(8/L)
Acidez 021+
volatil 0,15 +0,01|0,08 £ 0,01 | 57" 0,09 0,01 |0,17 + 0,01 | 0,17 + 0,01

0,013

(g/L)
g}‘f)ml 3,86+0,1 51601 |576+0,1 405+01 |6,18+0,1 |6,14+0,1
Vino de criadera

G1 GT2 C248 B13C9 Blanco Vino inicial
fvl/cf;?"l 12,82+ 0,1 12,82 + 0,1 |12,27 + 0,1 |12,16 + 0,1 |12,77 + 0,1 | 15,02 % 0,1
pH 3,22+ 0,03 3,19 + 0,03 |3,11 £ 0,03 |3,13 + 0,03 |3,25 + 0,03 | 3,25 0,03
Acidez
titulable 4,429+ 0,2 4,24 +0,2 |4,485+0,2 4,07 £0,2 |4,786+0,2 |4,67 +0,2
(g/L)
Acidez
volatil 0,05 +0,01/0,03+0,01/0,1+0,01 |0,02+0,01|0,2+0,02 |0,16 % 0,01
(g/L)
g}‘ﬁml 2,6+02 (2084026271402 |1,46+0,18 312+0,2 |3+0,2
Vino fino

G1 GT2 C248 B13C9 Blanco Vino inicial
él/cg?"l 11,47 +0,1|11,6 0,1 | 11,48 +0,1|11,53 +0,1 | 11,62+ 0,1 | 15,64 + 0,1
pH 3,06 + 0,03 3,09 + 0,03 3,03 £ 0,03 |3,04 + 0,03 |3,03 + 0,03 | 3,08 + 0,03
Acidez
titulable |4,51 +0,2 |48+02 |446+0,2 |455+0,2 |47+02 |433+02
(/L)
Acidez
volatil |0,05+0,01|0,27 + 0,05 0,04 + 0,01 |0,05+0,1 |0,08+0,1 |0,1+0,01
(g/L)
g}‘f;"l 0401 |0+01 |0+01 |013+01 |0,04+01 |0,1+0,1
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Tabla 4. Volatiles mayoritarios, desviacién estandar (£) y grupo homogéneo
@be-) asignado a cada variable medida, en funcién de la cepa inoculada en
vino joven.

Vino | pi3c9 | GT2 Gl | C248
inicial

95,76 £ | 299,27 + | 361,99 + | 354,06 £ | 299,27 + | 702,36 +
1,220 6,51° 6,40° 32,96¢ 6,51° 34,694
Acetato de etilo 8,06 £ 11,87+ | 10,96+ | 15,17+ | 11,13
(mg/L) 1,31b 0,214 0,33¢ 0,06¢ 0,26
1,1-Dietoxietano 519+ | 27,97+ | 18,69+ | 1359+ | 14,70+ | 19,42 +
(mg/L) 7,342 1,23¢ 0,34<¢ 0,03° 0,12%¢ 0,45¢
62,57+ | 39,65+ | 49,72+ | 52,28+ | 50,97 + | 52,38 £
4,73° 8,54° 12,82 | 1,12 4,8 6,02®
56,18+ | 60,11+ | 65,74+ | 65,84+ | 69,66+ | 66,42 +
0,672 1,69 5,11b¢ 3,57 2,77¢ 3,1¢
11,57+ | 1541+ | 18,23+ | 15,77+ | 19,74+ | 1549 ¢
0,122 0,30° 0,47¢ 0,03° 0,06¢ 0,34°
Alcohol isoamilico | 189,08 £ | 237,43 + | 229,98 + | 219,02 + | 229,39 + | 235,07
(mg/L) 0,842 2,204 3,57¢ 0,31° 0,11¢ 3,734
8,70+ | 30,61+ | 7,84+ 7,82 9,16+ | 9,27 +
0,73° 5,11° 0,892 0,672 0,722 1,842

Lactato de etilo 26,13+ | 24,88+ | 27,39+ | 31,18+ | 2599+ | 27,86 £

Joven Blanco

Acetaldehido (mg/L)

Oa

Metanol (mg/L)

1-Propanol (mg/L)

Isobutanol (mg/L)

Acetoina (mg/L)

(mg/L) 0,46 2,77% 0,982® 1,12¢ 0,26 2,15°
2,3-butanodiol (1 + | 851,36+ | 911,03 + 1035’81 103_'1_'86 1114,55 80%_’56
ab abc - - c -
m) (mg/L) 50,01 | 237,67 | 15" e | g0 opae | £2663° | 115540

Succinato de dietilo | 6,06 £ 37,38+ | 4755+ | 4926+ | 48,25+ | 39,49 +
(mg/L) 1,25 5,38 2,34¢ 4,07¢ 2,41¢ 1,03

16,87+ | 16,26+ | 29,06 £ | 21,01 + | 22,70+ | 30,82
0,532 1,43° 0,68¢ 1,44° 0,63° 0,75¢

2-feniletanol (mg/L)
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Tabla 5. Volatiles mayoritarios, desviacion estandar (£) y grupo homogéneo
@be-) asignado a cada variable medida, en funcién de la cepa inoculada en
vino de criadera.

Criadera Blanco | .Vi"® | B13C9 | GT2 G1 C248
inicial
Acetaldehido 99,03 + | 164,34+ | 436,56 + 497,63 | 471,6 + | 819,67 %

(mg/L) 19,06 6,51° 10,94c | 33,31¢ | 10,01¢ | 21,63

Acetato de etilo 14,61 + 00 12,66 + | 12,52 + 00 00
(mg/L) 3,04b 2,85° | 0,99

1,1-Dietoxietano | 520+ | 2580+ | 31,89+ | 16,74 + | 27,03 + | 24,87 +
(mg/L) 7,36 0,28¢ 0,424 | 0,02° | 031° 0,17¢

80,33+ | 4251+ | 57,65+ 59,81+ | 5805+ | 5537+
18,79 | 11,94* | 9,87 20 | 13,18 | 6,94°
57,63+ | 47,92+ | 49,95+ | 58,60+ | 63,62+ | 5844 +
6,18 | 253 | 2,07% | 490 | 517° | 0,74
3553+ | 4637+ | 42,19+ 42,44+ | 39,83+ | 39,24 +
0,522 1,81¢ 0,10 | 0,15 | 016° | 0,52°
Alcohol isoamilico | 301,07 + | 368,35 + | 324,54 + | 338,70 +| 331,79 | 327,43 +
(mg/L) 2,66 | 12,009 | 236> | 1,27¢ |£1,20%| 3,640
9,88+ | 5584+ | 626+ | 7,08+ | 892+ | 7,71+
3,060 | 11,270 | 0,23 | 1,89 | 0,08 | 0,120

Metanol (mg/L)

1-Propanol

Isobutanol (mg/L)

H+

Acetoina (mg/L)

Lactato de etilo 289,71+ | 287,81+ | 306,2+ |286,27 +| 289,56 | 293,11 +
(mg/L) 1519 | 3236° | 623 | 21,60' | £517° | 3,04
23-butanodiol (1 + | 12028 | 117258 + | 1341,19 | 100826 | 1171331 14 53
- ab b - - ab
m) (Mg/L) | gyeme | 195700 | 261620 | o T £41,20
Succinatode | 21,51+ | 6243+ | 33,65% | 2596+ | 80,96+ | 21,87
dietilo (mg/L) | 119 | 938 | 001° | 574 | 266 | 036°

38,34+ | 3451+ | 4858+ | 3585+ | 36,99+ | 37,39+

2-Feniletanol 7,25 2,940 3,540 3,820 0,812 0,222
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