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INIROIUCCION
(Plan genersal)

Los vinos de "flor", de las zonas de Jerez y Mon;
tilla, a causa del original sistema de afie jamiento,.de
naturalezae principalmente bioquimica, & que son someti
dos, poseen caracteristicas especiales que los hacen -
sumamente apreciados en los mercados internacionales ,
constituyendo su exportacién une de las cuatro mds im-
portantes fuentes de divisas para le economia nacional.

Pero el vino de flor tropieza, en su saelida a los
mercados, con difioultadés crecientes debidas en parte
‘& la fuerte competencia de otros pafses y en parte tam
bién a la carestia del producto. Pues el sistema de -
elaboracién, tal como se lleva en las bodegas de tipo
trgdicional, 8i bien permite obtener productos de unsa
calidad yluniformidad extraordinarias, presenta graves
inconvenientes, sobre todo por su lentitud y elevado -
coste y por la imposibilidad de que el bodeguero puede
mantener un control sobre muchos de los fenémenos que
afectan al vino antes de que estos se produzcan. A es-
te respecto Gonzdlez Gordén (33, pag. 297) dice: "El -
vino de Jerez nace y no se ﬁaoe, pues durante lg mayor
parte de la vida del vino, exceptuando el perfodo ini-

cial, el bodeguero jerezano e’ un mero espectador". ..



El mosto evoluciona libremente y, una vez converti
do en un vino determinado, se destina a la elaboracidn
de un tipo diferente segin el cardcter del vino que 8e
haya producido, lo que se traduce en uns multiplicacidn
de los tipos que puede desorientar al consumidor. ‘"ILa-
enorme variedad de tipos de vinos qQue se producen en Je
rez hace méds diffcil su comercip pues la propagande ge-
nérice se dificulta en extremb;y la particular no da el
rendimiento que podia esperarse de ella si los vinoa -
fueran todos de un tipo uniformo, como ocurre en la ma-
yor parte de las regiones vinicoles" (Gonzdlez Gorddén -
(33) pag. 302). |

De los pérréfos anteriores tomados de uns de las -~
més eltas autoridades en cuestiones relacionadas con la
crianza de flor, se deduce claramente la necesidad de -
realizar estudios que puedan lleiarnos un dfa al conoci
miento, lo mds profundo posible, de los comple jos fend-
menos que aquella implica, lo que permitird llevar a ca
bo elaboraciones mds recionales y con menor coste que -
las que son posibles actualmente, estudios que ya han -
sido emprendidos en todos los paises donde hay bodegas
de cfianza con flor, entre ellos el nueétro, como podrd

verse en la parte bibliogrdfice de esta tesis.

Siguiendo la idea de conocer los prooesos de crian
za y la poeibilidad de llegar a acortar su duracidn y -

me jorar las condiciones en que se lleva, el presente -
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trabajo conste de una parte previa, tedrica, de revisidn
de los conocimientos actuales sobre el tema y de una par

te experimental dividida en tres secciones.

Le seccidén I se dedica al estudio analftico de la
evolucién del vino en la bodega, hecho sobre muestras -

que fueron remitidas por varias casas productoras.

Después, con el fin de seguir la crianza en condi=-
ciones que permitieran el control de los procesos que'—
durante ella ocurren, se realizaron experiencias de evo
lucidn del vino blanco bajo flor, en escala de laboratg
rio, para conocer las modificaciones que sufre en fun -
cién del tiempo y de la relacidn de superficie con flor
a volumen de vino, ensayos que se exponen en la seccidn
II. Estos comprendieron: aislamiento y seleccidén de le-
vaduras, evolucidén del vino y aplicacidn de los resulta
dos obtenidos a la puesta a punto de una bodega para la
crianza répida y controlaede del vino. Por dltimo se in-
cluye un estudio de la crianza de vinos tintos, que to-
ce los mismos puntos que la de blancos aunque con menos

extensién.

En la secocidn III se profundize en algunos aspectos
del metabolismo de la levadura de flor. Las experiencias,
si bien en ciertos casos pudieron llevarse a cabo sobre
vino, estéril o no, en generel requirieron la previa -

puesta a punto de un medio sintético de desarrollo don-



de se pudiera seguir la evolucidén de los componentes de
interds Unicamente evitando en lo posible interferericias
de otras sustancias presentes en los medios naturales .
En esta seccidn se incluyen ademés: la evolucidén de al-
gunas fracciones nitrogenadas del vino bajo le accién -
de la flor, la evolucidén de la acidez fija y la forme -
cidén de dcido ldctico durante la crianza, algunas trang
formaciones metabdlicas del alcohol y su utilizacidn por

la levadura paras la formacidn de sustancia celular.



18 PARTE

(Tedrica)



La crianza con flor, o con levaduras que forman ve- -
lo, es una técnica de enve jecimiento de los winos que se
practica, desde hace alrededor de un siglo, en aAndalucia
ocoidentél ¥, més recientemente, em otras regiones de Esg
paiia y de diversos paises,

La mayorvparte del vino criado con flor procede de
dos éreas muy limitadas que tienen por centros, respecti
vamente, Jerez de la Frontera (Cddiz) y Montille (Cérdo-
ba). En estas regiones existen especies de levaduras del
género Saccharomyee;.capaces, une vez terminada la fer -
mentacidén alcohdélica de los azicares de los mostos, de
ascender & la éuperficie del vino en contacto con el aire
y desarrollar sobre ella formando una pelicule o velo en
una etapa esencialmente serobia. Durante ella realizan
transformaciones metabdlicas de distintos componentes
del vino, causa de la aparicidén de caracteristicas es-
peciales de color, arome, y sabor que distinguen estos
vinos de cualesquiera otros en#ejecidos por otros medios.
Considerable asimilacidén de alcohol, disminueidn de le
acidéz voldtil, consumo de glicerina y gran produccién
de etaﬁal son algunos de los caracteres analfticos més

destacados que sefialan la actividad de la levadura.



LA ELABORACION IEL VINO EN JEREZ

Los datos utilizados en la siguiente descripcién
proceden de: Gonzdlez Gordon (33), Marcilla (44), For-
nachon (27) y de informacidén directa.

La crianza con flor tuvo su inicio, segun hemos in
dicado, a mediados del pasado siglo. Ya entonces se sas
bia que en los envases no totalmente llenos de vino po=
dia producirse una infeccidén a la que se llamé "flor"
por el aspecto que presenta en las primeras fases de su
desarrollo. Por esta época se observaron los efectos he
neficiosos que la flor producia sobre los caracteres del
vino afectado. Durante algun tiempo tales vinos no fue-
ron apreciados pero gradualmente, al irse me jorando los
procedimientos de crianza, empezaron a gozar del favor

de los consumidores.

Bs notable la gran variedad existente de tipos de
vinos que han recibido crianza con flor durante alguna
etapa de su evolucidn; secos, abodados o dulces, con
colores que van desde el topacio muy pédlido al caramelo
oscuro y contenidos en alcohol de 15 a 24 grados. Pero
limitdndonos al vino sdlamente afie jado durante el tiem-
po de accidén de la levadura, sin enve jecimiento postes=.
rior ni mezcla con otros vinos .no criados, y que ha si-

do el objeto de nuestro estudio, el tipo fundamentael es



el llamado "fino": Gonzdlez Gordon lo describe como un
vino pdlido, muy seco aunque no dcido. En general es de
color pajizo, parecido al topacio; su graduaciéh alco-
hélica oscile entre los 15 y 17 gradosj su aroma es de-

licado y punzante.

Como sucede con todos los vinos, la calidad del de-
Jerez depende de diversos factores, siendo los més im-
portantes'entre elloé, la vartedad y estado de madurez
de la uva, el climae y el terreno, les sistemas de poda
y cultivo de la vifia y la elaboracidn de la materig pri
ma, '

Las me jores calidades del vino se obtienen de los
vifiedos plantados sobre terrenos conocidos localmente
como "Albarizas". Bstos suelos, del periodo‘miocénioo,
son margas de un contenido excepcionalmente alto en ca-
liza con proporciones variables de arcilla y arene. Su

coloracién es blanco-grisdcea a lo que deben su nombre.

La cepa Palomino es la méds extensamente plantada en
los vifledos jerezanos pues de ella resultan mostoé del
mayor grado de finura. La vendimia se inicia durante la
segunda quincena de septiembre y se hace en varias ve -
ces para recoger sdlo el fruto maduro.

Los racimos se asblean durante un ifa o dos y se _

llevén al lagar para la extraceién del mogtquue, en su
forme tipica, se hace por pisada a pié de hombre y en

dos vueltas. A continuacidén se da una prensada ligera
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con une prensa de husillo accionada & brazo y el mosto

obtenido, llamada de primer pié, se agrega al procedente

de la pisada, constituyendo el conjunto el mosto de yema,
que se destine a la elaboracién de vinos finos. Los oru-
jos se agotan con prensadas més‘enérgicas pero de-los mos
tos recogidos se obtlienen vinos de calidad inferior y pa-
ra destilar. Este primitivo procedimiento, lento y traba-
joso, se considera el més adecuado porque mediante é1 se
extrae poco teanino y sustancias que puedan comunicar sa-
bor basto a los mostos. Sin embargo estd siendo sustitui
do, cada vez en mayor escala, por sistemas més mecaniza-

dos, con prensas hidréulioas.

‘ Enyesado
Es prédctica general en la vendimia. Se hace espolvo-

reando con yeso la uva estrujada antes del primer pié.la
cantidad empleada varia bastante segin los distritos ¥y
los sistemas de prensads. Por término medio se afiade 1,5
é;amos de yeso por cada 1Kg. de vendimia estrujada.

Quizé sea el enyesado la operacién mds discutide en-
tre todaé las que se realizan'a lo largo de la elaboracidn
de un vino. Reparos de todo orden , incluso sanitario, se
han formulado a una prédctica que, muy comin en otros tiem
pos en toda clése de vinos, ha ido perdiendo difusién -
siendo hoy empleada: sistemdticamente sdéle para los vinos
de flor. La legislaciédn actual ha contribuido & restrin-
gir el uso del yeso al sefialar como limite méximo de sul-



fatos el de 2 g/1, expresado como sulfato potdsico. Los
vinos de Jerez gozan de una proteccidén especial y no se
marce ningin tope & su oonténido en yeso.

Generalmente se destaca como efecto principal del -
enyesado 61 aumento de la acidez actual del mosto. El sul
fato cdlcico reacciona con el bitartrato de potasio dan-
do tartrato cdloico y de jando #ocide tartdrico 1libre. El
mecantsmo de la reaccidén es, segin Joslyn y Amerine (37):

o bien:

2 CaS0, + 2 EH(CyH,0g) ———» Kp80; + 2 Ca(C4H,0q) » Hy80,

segin la relacidn yeso/tértratos.

Cruess (21) supone que la reaccién se verifica en -
dos etapas, formandose primero tartrato cdlcico y bisul-
fato potdsico que reaccione con otra molécula de bitartra

to para dar dcido tartéricos

KH(C4H406) + Ce80, —-——» Ca(C,H,0q) + KHSO,

m(¢4H406) + KHS0, ——-» H2(04H406) + K,80,

Realmente sélo los iones Ca"'y C4H40g" participan en
la reaccidén mientras qué K, H*, 304" y H(C4H,05)' perma-
necen sin actuar.

A consecuencia de estas reacciones el hidrdgeno poco
ionizado de una sal 4cida se sustituye por el ion H"del
dcido tartdrico con la conseguiente disminucién de pH 1lo

u
que indice a creer a Cruess que la adicidn de dcido tartd-
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rico o citrico pueden producir los mismos efeotos que el
enyesado. De la misma opinién es Fornachon (27) para el
cual el efecto de disminucidén de pH por el yeso varia de
un mosto a otrb y tiene la mdxima eficacia con mostos de
pH alrededor de 3,6. |
Las 'principales hipdtesis sobre la accidn del yeso

se basan, como puede verse, en un unico aspecto de ella.
Pero segun otros investigadores el sulfato cdlcico actia
més ampiiamente. Erdelyi, citado por Carpentiere (11) en-
cuentra aumento de extracto, cenizas y salfatos en los -
mostos enyesados y el mismo Carpentiere nota un descenso
de la alcalinidad de las cenizas y del porcentaje de car-
bonatos de éstas, y un aumento de cdlcio y sulfatos. Mds
recientemente Bobadille, Quirés y Serrano (6) observan -
aumento de cenizas, calcio y sulfatos y disminucién de -

magnesio, potasio, sodio y fosfatos.

Como principales efectos beneficiosos del enyesado
cab@ sefialar, segin @ercfa-Angulo (31) que el aumento de
acidez se traduce en una fermentacidén més limpia y que la
disminuciédn del contenido en bitartrato potdsico reduce
el riesgo de enturbiamientos posteriores en el vino por
precipitacidnes.

Organolépticamente los mostos tratados con yeso pre-
sentan més intensidad y brillantez de color que ios no tra
tados, lo que se comunica a los vinos resultantes. En opi-
nién de Amerine y Winkler (2) ello se debe a que la extrac-—

cidn de materia colorante,. y posiblemente tambien la de los
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éonetituyentes del aroma es més completa a pPH méds bajos.

Para Maréilla (44) la causa estd en la accidn oonduhta de
los iones Ca”™ y de la disminucién de pH sobre los coloi -
des del mostd, produciendo una coagulacién més rdpida y

eficaz de estos.

Desde el punto’de vista microbiolégice, el yeso pro-
tege a los vinwmscontra las infecciones bacterianas, debi-
do al aumento de acidez al decir de Cruess, e incrementa
lae veloocided de fermentacién hasta un méximo, cuando ‘1a
cantidad de sulfato cdlcico es de 3 g/1, disminuyendo pa-
ra concentraciones més altas, segin trabajos de Bbbadilla,
Quirds y Serrano (6). No parece que el yeso mea necesario
para el desarrollo satisfactorio del velo dé flor sobre

el vino.

Sulfitado

El empleo del acido sulfufoso, tan general en la vi-
nificacién, no ha empezado a extenderse en Jerez hasta ha
ce pocos afios. La accidén antimicrobiana de este dcido y -
el hecho de que las levaduras pueden actuar bajo condcén =
traciones que inhiben la actividad bacteriana lo convier-
ten en una gran ayude para la elaboracidén de vinos sanos.
A 1o que ha de afiadirse el que sea el wUnico antiséptico -
permitido por las legislaciones vinfcolas de todos los pai
ses.,

La adteién de dcido sulfuroso protege al vino de con

taminaciones bactériocgs, siempre posibles sobre todo en
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.afios de vendimias en malas condiciones (uvas pedriscadas,
atacadas de mohos, etc.) y reune tantas ventajas en el or
den enoldgino que se harfa muy larga su'exposicién ain

cuando fuerae superficial. Solo se requiere cierta pruden
cia en las dosis, usualmente de 100-150 mg/l, pare no im

pedir o retrasar la formacidn del velo de levaduras.

Fermentacidn y clasificacidn

La fermentaoiénAse hace en botas de 30 arrobas, ba-
rricas de roble americano de unos 500 litros de capaci -
dad, interviniendo levaduras preaanfes eéantaneamenre
~en el mosto, y es completa, Quedando sdlo restos de azi-
cares que favorecen el postefior-desarrollo de la flor.

En los meses. de enero & marzo se realiza el primer
trasiego para separar los vinos de las heces. Al mismo -
tiempo se hace una clasificacién previa, casco por casco,
agrupando los vinos en varias categorfam o tipos segin
sus caracteristicas. Durante epta operacidén es cuando los
vinos destinados a finos se enéabezan, es’decir, se elew
va su contenido en alcohol hasta 15-16 grados mediante -
una mezcla de vino y alcohol vinico. De esta concentra -
cién no conviene pasar para no inhibir o retardar 13 for
macidén del velo. Tal prdctica resulta necesaria para pro
teger al vino de la acetificacién y tambidn para impedir
refermentaciones que puedan enturbiarlo o desvirtuar su
tipo.

Después de alcoholizados los vinos 8e dejan unos me
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ses en espera de ver si se confirme o se cambia su tipo
inicial y los que conservan las cualidades requeridas pa

san a ser sometidos & crianza.

Bl sisteme de soleras

Hablando estrictamente, el término solera se refiere
a la etapa final del sistema jerezano de afie jamiento ddn
dose el nombre de criaderas a todas las deméds. Pero en -

genefal esta denominacién se puede aplicar a todo el con

. junto.

Fundamentalmente el sistema consiste en. disponer una
serie de escalas, cads una formade por un cierto nimero

de botas que contienen vino del mismo tiﬁo y en el mismo

//'grado de crianza. En la primera escala o solera estéd el

vino mds viejo y de ella se extrae el vino terminado. Las
botas rara vez se vac{an totalmente, retirdndose por 1lo
generel la cuarta parte de su contenido en sacas periddi

cas cada seis meses. Los envases de la solera sé rellenan

con la misma cantided de vino procedente de la escala an

terior, primera criadera; ésta a su vez con la ahterior
v asf sucesivamente hasta la dltima coriadera que se com—
rleta con vino nuevo, llamado localmente mosto. De esta
forma el vino se mueve constantemente a lo largo de todo
6l sistema y cuando llega & la solera tiene, por ld me -
nos, cinco afios de edad variando ésta segin el numero de
escalas y la frecuencia de las sacas. Por término medio

el numero de escalas es de cinco o seis aunque a veces ..
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llega a ocho o nueve. ﬁos rellenos se hacen de forma que
el vino extrafido de cada bota se reparte entre todas las
de la esoalé siguiente con el resultado de lograr la ma-
yor uniformidad en el tipo. |

Bl fin primordisl de las soleras es obtensr, de un - -
afloparea otro, un tipo invariable o, por lo menos, que va

~rie poco con rélaoién al de la primera escala. Los trasie
gos se hacen a mano, con jarras y sifones, con lo que se
consigue una aireacidn que se estima muy beneficiosa pé—
ra ei vino y a la que Gonzdlez (33) atribuye una parte
muy importante del éxito de las soleras.

La primcipal desventaja del sistema estd en su escaso
rendimiento econdémico, pues sélo puede disponerse anualw
mente de un 20% del vino almacenado en la bodege, lo que,
unido al coste de la enorme cantidad de botas necesarisa,

.@linterds del capital inmovilizado y las péfdidas por -
evaporacién, que pueden alcanzar hasta un 7% al afio, de-
termina la imposibilidad de producir tales vinos a bajo

precio,

Las botas de las soleras no se llenan por complato;
siﬁo que se de ja en vacio unavsexta parte de su ocapaci -
dad quedando a la vez suficiente superficie y una cédmara
de aire oonvaniente‘para el adecuado desarrollo del velo.
Su boca se tapa flojamente con un trozo de corcho o made
ra para permitir un fdeil acceso de aire al interior.

En estas condiciones, si la temperatura’es favora -

ble, se inicia el crecimiento del velo. En pocos dias apa
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recen ios primeros islotes de levadura que se van exten—
diendo por la superficie del l{quido hasta juntar sus bor
des‘y cubrirla totalmenta, Al ocabo de unes semanas el ve
lo se arruga y toma un color blanco cremoso. Con el tiem
Po se deéprenden trozos de 51, que caen al fondo de la -
bota y son sustituidoé por nuevo desarrollo. El sedimshe
to de levadura se autoliza en un proceso que Cruess (21)
eonsigera de importancia para el aroma y sabor del vino.
Una vez que la flor se ha establecido en las botas,
se deja que desarrolle en todas las escalas de la solera
sin que el bodeguerg intervengs apenas més que para hacer
‘trasiegos y rocidr los vinos con aloohél-en reposicidén -

de pérdidas.

\ Las temperaturas més convenientes a la flor son de
15-18¢C. Por encima de 252 y e menos de 132 la levadurae
pdraliza su accidn y el velo ve desprendiéndose en frag-
mentos y llega g desaparecer por completo de la superfi-
cie del wvino. Doé veces al afio el microorganismo ascien-
de para dar crianza el vino por coincidir ia temperatura
de la bodega con la dptima para el desarrollo éa fgsa de
flor, giendo ias épocas méds activas en los meseeﬁde abril

a mayo y de agosto a septiembre.

Las soleras se almacenan en bodegas que suelen estar
en los sitios més aireados de la poblacién y, debido al
grueso de sus muros Yy a la alturg de sus techos, su tem-

peratura es bastante uniforme, siendo ademés prédotica ha
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bitual el regarlas periddicamante durante los meses ca-—

lurosos.

Clarificaecidn y estebilizacidn

El vino extrafdo de las soleras se lleva a conos de
roble o a depdsitos de cemento vidriado donde se somete a
clafificacién, operacién muy importante pues uno de los
caracteres més apreciados en el fino es su brillantez ¥y
transbarenc;a de color.

Como clarificante se usa la clara de huevo batida ,
en cantidades de cuatro a veinte por bota. Segin Maroi -
1lla (44), pof la accidn del alcohol y de los taninos del
vino, la albYmina coagula de un quo bastante enérgico y
rdpido arrastrando las partfculas en suspensién que cau-~
san turbideces y dejando el 1{quido limpio.

Para completar este tratamiento, al cabo de unos -
dfas se agrega al vino tierra de Lebrija a razdén de 1 Kg

por bota. Gonzdlez (33) describe a este clarificante co-~ .

. mo una arcilla de grano muy fino, capaz de producir una

suspensién coloidal que, al coagularse, engloba en su ma
sa y sedimenta las sustanaias extrafias que contengan los
vinos.

Desde hace algunos aiios se va imponiendo en Jerez
la estabilizacién de los vinos por el fris aunque, por el
elevado coste de las instalaciones, sélo las bodegas méds
importantes estén en condiciones de disponer de este ser

vicio. Por la accidn del frio se precipita bitartrato po
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tdsico al disminuir su solubilidad y este proceso va siem
pre acompafiado de floculacidén de coloides. Asi se evifan |
los enturbiamientos tartdricos, tan frecuentes al produ
cirse cambios de temperatura. |

' La estabilizacidén por frio, tan corriente ya en -
otros pafses,es de la mayor impoftancia‘para los vinos
de flor, en gran parte destinados a la exportacidén y cu

yos prin¢ipeles mercados estdn en naciones de clima frio,

al menos relativamente.

Al teraciones microbianas

El vino de flor, por su graduscién slcohélica alta,
estd bastante protegido con'tra las invasiones microbia-

nas pero, debido a que la ofianzaAtransourre en contacto

-con®8l aire exterior, no es raro que sufra contaminacio=

nes bacterianas que, sﬂbién en general no son de tal ca

racter gque llegen a inutilizarlo, pueden retrasar su evo
lucién y su salide al mercado. Le extensién de las in -

fecciones se agrava por le mezcla Intima de los vinos de
todas las botas en el sistema de soleras.

Aunque con la difusidén, cada dfa mayor, del deido
sulfuroso se van reduciendo las:alteraciones microbia -
nas, las yue subsisten habitualmente tienen la suficien
te importancia para representar gran&es pérdidas y aumen

to de los costes de produccidn.

Segin refiere Gonzdlez Gorddén- (33), las alteracio-
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nes més corrientes sdn la peste, el picado, la nube mi
crobiana y el ahilgdo. La primera, gue consiste en gue
el vino adguiere olores desagradables, suele provenir de
fermentaciones defectuosas, por la presencia de organis
mos no deseables o de falta de limpieza en los utensi -
lips gque entran en contacto ocon el vino. En ambos casos
su prevencidén es fécil.

El picado o acetificaciédn se presenta cuando los -
vinos se encuentran bajos de alcohol. Bobadilla (4) di-
ce que el remedio‘y preventivo son fdciles, encabezado
a 15-15,52 y prudente sulfitaciédn, aunque esto realmente
no quita la infeccidn y sélo la paraliza. |

Las alteraciones més graves son la nube y el ahila
do, singularmente este Yltimo que llege a impedir el buen
desarrollo del velo en los vinos que lo padecen.

Aquella se manifiesta por un enturbiamiento del vi
no que parece debido, en opinidn de Marcille (44) & mi-
croorganismos,anaerobios facultativos, pero que se mul-
tiplican y actian me jor en condiciones de moderada aero
biosis, con preferencia después de un trasiego en con -
tacto con el aire. Se presenta en todas las etapas de la
crianzae, singularmente en las épocas en que han caido -
los velos de levaduras. Como remedio se suele utilizar
la sulfitacidén, recomiende Bobadilla (4), pero la elimi
nacién de los microorganismos por este procedimiento es
8dlo aparente y con frecuencia se reproduce la turbidez

cuando el deido sulfuroso pierde su poder antiséptico
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al pasar & formar parte de combinaéiones dentro del vi-
no.

Por dltimo.el ahilado aparece como un cambio en la
consistencia del vino que se hace méds viscoso, de jando
una desagradable sensacidn ai paladar Yy, cuando se tras
vasa, cae en chorro unido, como el aceite, con un ruido
sordo, bien distinto del habitual. Parece ser debido a
la accidén de ciertas bacterias, entre las que predomi -
nan bacilos cortos y cocos, que producen sustancias vig
cosas.

Generalmente la alteracién no es muy profunda y no
falta quién le suponga relacionada con la tendencia dei
vino a ser fino. Bn opinidén de Bobadilla (4) la baja -
acidez es decisiva para su gparicidén y propone acidular
y sulfitar el vino para detener la infeccidn; la consis
tencia viscosg desaparece al cabo de unas semanas de -
crianza con flor. Tampoco en este caso el remedio es de
finitivo, como no lo es la aireacidn d la clarificacién

y filtrado que propone Gonzdlez (33).
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LA CRIANZA CON FLOR EN OTROS PAISES

La exportacidén de vinos de Jerez fusé, durante el si
glo XIX en constante aumento aicanzando una medis anual
de unas 40000 botas. A comienzos del siglo actual se ini
cid un descenso que se gcentud en los afios qué siguie -
ron a1l final de la guerra de 1914,’1legando en 1923 a -
la cifra de 23000 botas exportadas. De nuevo, a partir
de 1924,volvid a crecer el consumo mundial de estos vi-
nos y, en tal situacidn, nade tiene de extrafio que otros
paises vinfcolgs, de condiciones climéticas adecuadas ,
comenzaran & interesarse en la orianza con flor. Los re
sultados no fueron muy prometedores al principio pero ,
merced a la labor de slgunos investigadores en ia reso-—
lucién de problemas tales como la conveniente elecciédn
de cepas y terrenos, manipulacién de la materia prima y,
sobre todo, el adecusdo empleo de levaduras de flor, se
fud consiguiendo une me jora gradual de los tipos y hoy
paises como Africa del Sur, California y Australié pro-
ducen calidades que, ayudadas por ciertas legislaciones
sobre :tarifas aduaneras, compiten en el mereaao con las
de Jeréz, al menos para el gusto del consumidor corrien

te.

Los sistemas de crianza, aunque estdn basados en el

Beguido en Jerez, difieren en general de €1l en que pres
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cinden del sistema de soleras‘por antiecondmico y cui-
dan singularmente de que la elaboracidn .se lleve en las
me jores condiciones de pureza. La eliminacién de las -
soleras obliga & dar al vino un periodo de enve jecimien
%o en madera despudés de que ha estado el tiempo conve -

niente bajo flor.

En Africa del Sur, Niehaus (47), introductor de es
te tipo de corianza, recomienda fermentar los mostos,en-
yesados,con cultivoe puros de levaduras de flor en tan-
ques cerrados. Terminada la fermentacién se deja decanw
tar el vino durante dos semanas, se trasiegae para sepa- .
rar las heces y se encabeza oon una mezole de vino y al
cohol hasta'16-16,59. A continuacidn se trasvasa a pipas
0 botas de roble donde se inocula con heces de los tan-
ques de ferﬁentacién. Los envases se tépan flojamente y
se almacenan en bodegas frescas y bien ventiladas donde
se deja desarrollar la flor durante un plazo de 15 8 18
meses. Acabada la orianza, el vino se trasiega a otras

~botas para su enve jecimiento posterior.

En California, Cruess, Weast y Guilliland (22) pro
ponen alcoholizar el vino hasta 15-15,52 y sembra;id con
“cultivos puros después de sulfitar con 100 mg dé éOé/ 1,
Bl vino se deja un afio o dos en crianza y después se en-—
-cabeza hasta 182 y se envejece en vasijas de roble duran
te un periodo moderado de tiempo.

Estudios posteriores de Cruess (21) le llevaron a
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la puesta & punto de lo que 1llaméd un Sistema de soleras
modificado que consiste en dejgr el vino bajo flor de -
18 a 24 meses en barricas de unos 200 litros. Cuando se
considera que ha recibido suficiente crianza se retira
la mitad del contenido de cada vasija y se sustituye por
vino de un afio de andlogas ocaracteristicas que el primi
tivo haciéndose una segunda sace de ocho a doce meses -
mds tarde. Esta solera modifioada permite un trabajo con
$inuo durante un nimero indeterminado de afios. EL vino
extrido se envejece en madera, como es habitual.

Debe vigilarse constantemente la evolucién del vi-
no por medio de catas periddicas, aﬁélisis de acidez vo
14til y eiémenes microscdépicos. En caso de aparicidn de
bacterias ldcticas o-acéticas, una sulfitacidn hasta 150

mg/l,‘seguida de filtracidn del vino y resiembra de ve-

-1lo en el envase afectado permite corregir la alteraoidn.

Son bastantes las bodegas californianas donde la fa
se dé crianza se lleva en tanques de éemento de 50 om.
de profundidad, con unos 5000 litros de vino, en los que
se trabaja de la misma forma que en las soleras modifi-
cadas. En estas vasijas, al ser mayor que en las botas’
la relacidén de superficie éon velo a volumen de liqui -
do, se fealiza une crianza més répida aunque con el in-

conveniente de que el vino adquiere a veces un desagra=

‘dable sabor "a ievaduras".

Se han hecho diferentes intentos de dar solucidn al

problema de mantener en las bodegas la tamperatura més
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conveniente para el desarrollo del velo. En el clima de
California es més importante conseguir uria buena refri-
geracién que calefaccidn y el sistema que parece mds efi
caz es el adoptado por Berg (3) de refrigeracidén por ai
re gcondidionado. La oalefadcién,en invierno y primave-—
ra, es por medio de radiadores de gas natural y ambos
sistemas estén.regulados termostdticamente. Los resulta
dos obtenidos parecen buenos aunque, debido al gran vo-
lumen de las bodegas de crianza, el procedimiento resul

ta caro.

En Australia, donde la crianze con‘flor fué intro-
ducida por De Castelle (24) hacia 1908, la técnioa se -
guida, segin describe Chaffey (23), consiste en encabe-
zar el vino hasta un poco menos de 162 de alcohol, sul-
fitarlo hasta 100 mg/1 y sembrérlo coh cultivos puros
‘de levadura en fase de velo. Se considera recomendable
el sistema de soleras pues la periédioa’adieién de wvino
a cada vasija repone el gzicar consumido por la levadu-
ra y activa ésta.

En 1940 Fornachon (27), patrocinado por la Austral
ian Wine Industry, inicid un extenso estudio de la crian
za con flor con miras a su bosible modificacién y me jo-
‘ra., Concede la méxime importancia al vino base, que ha
de ser limpio, claro y de poco color, seco, con no més
de 2 g/1 de azdéares, bajo contenido en taninos y con pH
comprendidos entre 3,1 y 3,4, condiciones que reunen en

grado 4ptimo los pfocedentes de uva Palomino, Los resul
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tados de sus trabajos le llewaron a proponer una técni-
ca que, en general,no difiere de la descrita por Chaf .
fey. Seflala como principales causas de fracaso en la -
crianza la falta de ox{geno por insuficiente aireacidn
sobre el velo, el exceso de alcohol.o de azﬁéares fermen
tables, el bajo contenido en nitrégeno o dcidos y el em
pleo de levaduras de baja calidad.

Sefialemos, por Ultimo que también en Rusia y, :re+
cientemente, en Canadd se producen vinos criados con -

Flor.
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_CRIANZA DE VINOS TINTOS CON FLOR

Si bien entre las condiciones tradioionalﬁante bus
cadas en los vinos para criar con flor figura ia de ser
blancos y con bajo contenido en taninos, existen estir-
pes de levaduras que forman velo sobre vinos tintos. En
Monténchez (Cdceres) se producen vinos tintos, de poco
color, ios cuales, después de fermentar, son trasegados
a tinajas de poca oabida,-dejando bastante vacio, donde
crian un velo,formado por aﬁténticos Saécharomyoes; que
desarrolla en teles vinos aromas y gustos tipicos.

En 1953 Castelli y Cantarelli (8,9) aislaron, de un
velo formado espontdneamente en vino tinto italiano,va-
rias cepas que resultaron ser de 8. oviformis. Los efec
tos de su accidn sobre'ol tintoisegufan en lineas gene=
rales los mismos caminos que sobre blancos, esto es: dis
minucién de alcohol y de acidez voldétil, aumento de eta
nal y aoetoina, pero habfa aameatd ligero-de gliodrina
y disminucidén de butilenglicol en lo que diferia de la
crianze de blancos. Los caracteres organolépticos se me
joraron algo pero, después de 1510.20 dfas bajo flop,el
vino adquirié cualidades de decrepitud y se avinagrd fé

cilmente .
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BSTADO ACTUAL IE LAS INVESTIGACIONES SOBRE
EL PROCESO IE CRIANZA CON FLOR

_Naturaleza del mioroorganismo

Los primeros investigadores que se ocuparon del pro
ceso de la crianza con flor supusieron, basados en las
seme janzes macroscdpicas, no muy grandes cisrtamente,del
velo de levaduraes con las llamadas "flores" de loé vinos,
que el organismo productor de la flor era un Mycoderma.
En este sentido se definié Rocques (57) que fué quien -
primero publido una descripcidn detallads del proceso
de crianza en Jerez (1903). Pero los caracteres de 108
vinos invadidos de Mycoderma son muy diferentes de los
que tienen los criados con flor y ya De Castella (24)-
ponia en duda la identidad de ambos microorgenismos.

En 1933 Marcilla (43) daba cuentg de que la for-
macidén de velo en los vinos de Jerez era debida & un
S8accharomyces y a la misma conclusidén llegaba Frolov-
Bagreev segin refieren Prostoeserdo# y Afrikian (52)
qQuienes aislaron, en vinos de_Armenia, une levadure,
capaz de former velo, de caracteres moffoldgicos y fi-
siolégicos similares a las encontradas en Jerez y a la
cual denominaron 8., cheresiensis, var. armeniensis.

Desde 1933 hasta 1936 Marcilla, Alas y Feduchy(45)

oegtudiaron las levaduras de la zona de Montilla, En su_
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trabajo, publicado. en 1939,afirmaron haber caracteriza-
do una nueve especie, el S. beticus, con tres razaso(,P
y Wn. Bsta, de gran poder fermentativo, a diferencis de
las Pichia, Hansenula y Mycoderme con escasa o0 nula ca-

pacidad de convertir los aédoares en alcohol,fué consi-

derada como la principal responsable de la evolucidn de

los vinos bajo flor.

Casi 8l mismo tiempo Schanderl (59) hizo investiga-
ciones sobre la formacidén de velo en 138 cepas de su co-
leccidn pertenscientes al género Saccharomyces, llegando
e la conclusidén de que puede considerarse la formacién
de velo como una propiedad general de las levaduras de
este género mds bien que de las levaduras de Jerez. ELl
sabor que comunican al vino varia segin las especies ¥y
los caractesres del vino base.

En los afios siguientes fueron muchos los trabajos
realizados . sobre la naturaleza de las levaduras de flor
que, si bien no permitieron confirmar de un modo total
las afirmaciones de Schanderl, demostraron la existencia
de otras especies de levaduras que desarrollan velo so-—
‘bre vino ¥y que pueden contribuir a la aparicidén de los
caracteres del vino fino. BEn 1944 Prostosserdov (51) -
identificé unas cepas,obtenidas de vino de Jerez,como
S. heterogenicus en tanto que otras procedentes de un
vélo sobre vino de Armenia resultaron ser de S. ovifor-
mis. Mrak y Phaff (46) encontraron que la raza Yy de S.

beticus debia ser considerads como S. chevalieri.Lod-
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der y Kreger van Rij (40) establecieron la identidad del
S. beticus (f) con el S. fermentati y del S. cheresien-
gis:con el S. oviformis.

La posibilidad de que levaduras de géneros distin-
tos del Saccharomyces intervengan en la crianza con flor
ha sido investigada en diversas ocasiones pero no pare-
ce haber testimonios suficientes para afirmar que ésto
ocurra. De Castella (24) nhebld de los efectos beneficio-
sos de ciertas levaduras apiculadas presentes en el moa-
to 8l comienzo de ia fermentacidén y algo parecido indi-
cé Bobadillae (4). Marcilla, Alas y Feduchy (45) aisla-
ros varias especies del género Pichia en vinos de Jerez
y Hohl y Cruess (34) encontraron Pichia, Hansenula’y To-
rulopsis en vinos de la misma proéedenoia. Dada su gran
capacidad para formar esteres voldtiles,los autores su-
- pusieron que podian tener influencia en el aroma y sa -
bor del wvino @ero esto parece dudoso pues ha sido impo-
sible conseguir su desarrollo en vinos con mds de 14 gra-
"dos de alcohol. Frolov-Bagreev y Saenkp (30) experimen- |
taron con Hansenulas seleccionadas de vinos andlogos, -
siguiendo la técnica de mantenerlas en cultivo, ‘durante
tres dfas, en un mosto que luego sembraron con levadu—
ras de flor de alto poder fermentativo. Segtn ellos se
incrementé de esta forma la produccidén de acetal y este-
res voldtiles y se acelerd la formacidn de éroma en el
vino bajo velo. Estas aseveraciones no se han visto con-

firmadas en los trabajos de otros investifadores y For-
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nachon (27) indica que, en sus ensayos con Pichia y -
Hansenula en conjuncidn con levaduras de flor, no con-
siguid que la calidad del vino fuese me jor que la alcan-

zada en une crianze normal,

Factores que afectan a la formacidn de velo

en fase aerobisa,

Al enjuiciar la influencia que un determinado fac-—
tor pueda tener en la formacidédn del velo ha de tenerse
en cuenta que su influjo viene modificado por el de otros

de los que intervienen en la composicién del medio., Se-

fialemos que, en generel, se aprecia bastante concordancia

en los resultados_obtenidos por investigadores de distin
tos paises aunque trabajan en muchos sasos con cepaé y
aun con especies de levaduras diferentes, sembradas so-
bre vinos que, necesariamente, han de ser de composicidn
s6lo parecida. |

Las levaduras no pueden actuan en fase de velo bajo
condiciones tan rigurosas como en anaerobiosis. Su adap-
tacidén natural a las variaciones que el medio experimen-—
ta es mds dificil y sélo puede realizarse dentro de 1i-

mites relativamente estrechos.

Fueron Marcilla, Alas y Feduchy (45) quienes prime-

Yo realizaron un estudio sistemdtico de la crianza con
flor y de los requerimientos de la levadura para su de-
sarrollo. Encontraron que las cepas por ellos estudia-

das formaban velo en vinos con 10 a 172 de alcohol sien-
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do el contenido 6ptimo de 13,5-14,52, resultados muy pa-
recidos a los obtenidos por Hohl y Cruess (34) cuyas ce-
pas toleraron de 10 & 162 y, por habituacién, formaron
un velo ténue en vinos hasta de 172. Fornachon (27) gefia
la el mismo limite médximo aunque afirma que el velo se
forma me jor a medida que baja el contenido en alcohol -
del medio, por lo menos hasta 42,

Los 1imites de temperatura son considerablemente -
més estrechos que aquellos entre los que se realiza la
fermentacién del mosto y estdn determinados, més que nin
gin otro factor, por la composicidn del vino. Marcilla
¥y col. (45) sefinlaron de 10 & 252C. con un éptimo de 15-
172 y resultados andlogos obtuvieron Bobadilla (4), .=
Cruess (21) y Formachon (27) entre otros, todos ellos -
trabajando sobre vinos que reunfan las condiciones idea_
leé para la crianza con flor.

En la resistencia de la levadura en fase de velo al
SO, influyen la cantidad de levadurs empleada en la siem-
bra, la fase de vida, velo o depésito, del indoculo y
el que la sulfitacidén se haga antes o después de la for-
macidén del velo, segin Marcilla y ocol.(45), pero, funda-
mentalmente, influye el que el 30, se encuentre en for-
ma libre o combinada, ésta de emscaso o nulo poder anti-
séptico, 1o que estd estrechamente relacionado con la -
composicién del vino.. As{ se explica la discrepancia que
ge aprecia en los resultados obtenidos, pues mientpas Mar

cilla y col.(45) encontraban que desis de 100 mg/l retra
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saron hasta el trigdsimo dfa la formacidén del velo, Bo-
badilla, en comunicacidén personal a Cruess (21), referia
que se obtienen desarrollos fdcilmente en vinos con 180
mg/l. y el mismo Cruess observd su formacién en 30 dias
en vinos con dosis de 350 mg/l. Los resultados de For-
nachon (27) se acercan més a los de Marcille pues no -
consigutéd desarrollo de velo en vinos con més de 150 ng/1
haste después de 4 semanas cuando la concentracidn de
nabis ceido a 20 6 40 mg/l.

Los taninos, que Cantarelli (9) considera impres—

SO2
cindibles para la formacidén de velo, retrasan o impiden
su aparicidédn cuando estdn en exceso, como ya indicaban
Mercille y col. (45) y Fornachon (27), aunque éstos en-
contraron que cantidades minimes en los vinos son perju
diciales para la flor.

.De las experiencias realizadas para la determina-
cidn del pH més conveniente para ei velo puede dedu-
cirse que es adecuada - todae la escala en gque suelen es-—
tar los vinos sanos. Marcilla ¥ col. (45) indican la
escala de 2,7-4,1 con un Séptimo de 3,2§ Bobadille (4),
2,8-3,53 Crﬁess (21), 2,65-3,95 ¥ Fornaohbh %), 2,8~
4,8, Todos ellos observan que el velo se forma lentamen-
te a pH por debajo de 3,0.

En cuanto a los dcidos, individualmente consideta-
~dos, parecen influir sobre el velo, mds que nada, por
las variaciones de pH que inducen en el medio. Asi créen

Marcilla y col. (45) probable que actien los dcidos tar-
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tdrico y mdlico, de los que la levadufa soporta concen-
traciones de 10 y 6 gr/l respectivamente siempre que el
pH del medio lo permita. El dcido ldctico, por lo menos
hasta 3 g/1, activa la formecidén de velo. El dcido suc-
cinico tampoco actda como inhibidor y dé dcido acético
son toleradas,en fase de velo, concentraciones hasta de
3 g/1, notablemente superiores a las que puedén sopor-
tar las levaduras en fase aerobia. Cruess (21) observé
deéarrbllo normal de velo en vinos & los que habia afia-
dido dcido tartdrico hasta que la acidez total alcanzd
15 g/1 y consiguid resultaaos similares por adicidén de
égcidos citrico y léctico.

No estd claro e), influjo de los restos de azicares
pues mientras Chaffey {23) los considera imprescindibles
para el mantenimiento de la actividad del velo y seila-
la que el vino destinado a crianza con flor debe con-
tener como minimo 1-1,6 g/1, Formachon (27) opina que
estas contidades no tienen.aocién gsobre el velo y con-
centraciones méds altas retrasan su formacidn.

Tambien se han investigado profusemente los efec-
tos de la adicién de diversas sustancias nutritivas, vi-
taminas y factores de crecimiento, con resultados con-
tradictorios de los que parece deducirse que un determi-
nado factor sélo estimulard la formacidn de velo en un
medio que see deficitario de 61, pero sl ya se encuentra
en las cantidades requeridas,un exceso sobre @ll&s no afec-

ta al velo o lo hace desfavorablemente.
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Entre las sustancias nutritivas se han ensayado con
preferencia las que aportan nitrégeno,ya en forma mine-
ral u orgénica, Allan (1) y Chaffey (23) no encontraron
efecto aiguno en la adicién de (NH,),HPO,, Cruess (21)
consiguid estimular grandemente el velo con cantidades
de 1-5 g/1 de fosfato y Saenko (58) encontrd efectiva -
la adicidén de 10-400 mg/1 de nitrdégeno en forma de NH,
y ensayé el (NH, )80, con buenos resultados. Para Forna
chon (27) los vinoscontienen en general las cantidades
de nitrégeno que requiere la 1evadufa, ineluso cuando -
son tan bajas como 100 mg/l, pero_observé que siempre -
se acelera algo la formacidn de velo por adicidn de nié
trdgeno en forma fdcilmente asimilable. Freiberg y Grueés
(29) refieren que (NH4)2HPO4, (NH4)2804, peptona, urea
Yy, sobre todo, mezclas de estos compuestos afiadidos al
vino, determinan un inoremehto en el peso del velo.

En cuanto a las vitaminas y factores de crecimien-
to, las méds efectivas para Cruess (21) fueron el ac. as
cérbico y la biotina en tanto que Nielsen, citada por
Freiberg y Cruese (29) no considera esncial la biotina
ni el a¢. pantoténico. Estos mismos investigadores afir
man que el ac. ascérbico,en dosis de 1-2 g/1 inhibe 1la
formacién de velo, como también lo hacen la riboflavina
y&?—alanina, mientras que Castor y Archer (17), trabajan
do sobre medios sintéticos, concluyen que el pantotenato
es esancial y que la ?-alanina puede sustituirlo. Van -

Zyl (63) encuentra que la biotina es necesaria para un
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buen desarrollo de la flor y que su accidén se intensifi
ca por la adicidn de aminodcidos; meso-inositol y panto
tenato tienen poco efecto sobre el velo en tanto que -
tiamina y aneurina no le afectan.

Hay unanimidad de criterios a cerca de la muy favo
rable adoién del extracto o autolizado de levadura, que
aporta al §ino gren variedad de vitaminas, factores nu-
tritivos y de crecimiento. Sobre este punto coinciden _
Cruess (21), Saenko (58), Fornachon(27) y Freiberg y -

Cruess (29) entre otros.
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Cambios metabdlicos producidos en el vino

bajo flor

El vino bajo flor estd sometido a unas condiciones
especiales como consecuencia, de ﬁna parte, del quimismo
oxidativo de la levadura y, de otra, del medio reductor
creado en el interior del vino al ser consumido por el
velo el oxigeno disuelto.y ser impedido por aquél el apor
te de nuevas cantidades del éxterior. La conbinacidn de
ambes acciones origina transformaciones de las sustancias
contenidas habitualmente en los vinbs, que se manifies -
tan por la aparicidn de cgracteres organoldpticos dife -

renciales.

Es fundamental poder estudiar estos cambios metahd-
licos en medios sintéticos, donde pueda seguirse sin gran
des interferencias la evolucidn de cada componente, pero
existe la dificultad de conseguir sustratos donde la flor
pusda tener un desarrollo comp@arable a8l que alcanza en -
los vinos. Marcilla y col. (45) empleaban un medio base
con: K2H PO4; 0,2 g3 Mg804, 0,1 g3 CaSO4, 0,05 g; NaCl ,
0,01 g; peptona Witte, 0,25 g y agua hasta 100 ml, adi -
cionado de alcohol hasta unos 102, A distintas porciones
de este medio agregaron, respecﬁivamente; glucosa, fruc-
tosa, glicerina y los dcidos contenidos en el vino uno a

uno. Inoculados con levadura, s6lo en el medio con dcido
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léctico se formaron islotes de velo que no llegaron a cu
brir totalménte.la superficie del Iiquido. Fornachon(27)en
sus estudios sobre la evolucidbn de etanal, utilizé un -
medio seme jante, pero con extracto de levadura en lugar
de peptona y conteniendo ademds 5 g/1 de glicerina y 6
mg/1 de Fe'™, etanol en cantidades variables y HCl sufi
ciente para llevar su pH a 3,2, en el cual se formaba -
un tenue velo que cubria totalmente su.superficie. T'a.m,,.-z-‘
bién Castor y Archer (17) se sirvieron de un complejo -
medio.de cultivo que inclufa fosfato mono y dipotésico;
s0,", C1', Mg", Mn", Pe", Na®, glucosa, arabinosa, eta-
nol, glicerind, ac. tartdrico, mdlico y acético y todos
los aminoécidoshy factores de crecimiento que se han ca
racterizado en los vinos. En este medio la masa del ve-
lo formado fué algo més de la mitad que en el vino tes-
tigo. En un medio que incluia K32P04? MgSQ4, CaClz, -
(NH,) S04, H3BO3, Zn”, Mn", T1°; Fe™, Cu”, I', factores
de crecimiento, aminodcidos y alcohol como alimento ter
nario consiguid van Zyl (63),en seis meses, un desarro-
1lo de velo que calificé como regular, pero en sus ensa
yos de metabolismo tuvo que recurrir a utilizar,como me
dio de cultivo, vino,donde la formactén de velo fué mu-
cho més rdpida. Con glicerina y ac. acético en sustitu-

cidén del alcohol, el desarrollo fué menor.

Los primeros andlisis detallados de vinos de flor -
son los publicados por Marcilla, Alas y Feduchy (45)res

lizados sobre vino%friados, en cendiciones estériles,en
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egscala de laboratorio y sobre muestras procedentes de -
bodegas. Susvresultados concuerdan, en lineas generales,
con los de los andlisis, completos o parciales, publicae
dos posteriormente por Fiorenzano (25, 26) y Fornachon

(27) entre otros. De ellos se &educe.que el etanol dié-
minuye,a lo largo de la crianza, por evaporacién y, sin
. gularmente, por readeiones de oxidacidn; la glicerina se
consume en notable proporcidén, se forme gran cantidad de
etanal, los Qsteres volatiles aumentan, aunque no mucho,
la acidez voldtil llega a reducirse casi a cero y el po
tencial red-ox cae desde valores de unos 400 mvolts, hag
ta 200 y ain 100 mvolts. y, tras un cierto tiempo, vuel

ve a elevarse,

Veamos shora con mds detalle algunes dé las trans-
formaciones que sufren los vinos.

La iﬁportancia del etanol en la crianza con flor no
ha llegado a ser puesta realmente de manifiesto aunque
@s un hecho sobradamente conocido su disminucidén cons -
tante, La pérdida de alcohol fué atribuida, como queda
dicho, en parte a le evaporacidn y en parte g reacciones
de oxidacidn en las gue se forma etanal, que se acumula
parcialmente en 1 vino y del cual la mayor propercidn
se oxida a ac. acético y, por ﬁltimo, a 692 y H,0. Este
hecho, observado por Marcilla y col. (45), fud comprobg
do posteriormente por numerosos~investigadores, entre -
ellos Fornachon (27),que considera al etanol necesario

para el buen desarrollo del velo, segin deduce del he -
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cho de que, en medios sintéticos privados de alcohol;sé
lo se forma una tenue pelicula de flor.

La pérdida de alcohol puede ser, en la bodega, has
ta de 1,52 al afio segun las condiciones de temperatura,
acceso de aire sobre el velo y relacidn superficie/%olg
men del liquido. Marcilla y col.(45) no descartan la -
posibilidad de que una pequeila proporcién gsea utilizada
por lsg levadura en su nutricién pero la suponen insigni
ficante en presencia de otras sustancias ternarias como
glicerina, azucares,y ac. ldotico y succinico que consi
deran més fdcilmente gsimilables. La misma suposicidn
hace van Zyl (63),quién encuentra que el 4% del alcohol
utilizado por el velo,en un medio sintéfico, se ha trans
formado enetanal y ac. acético. Trata de seguir la evo=
lucidn del 96% restante, con el aparato de Warburg, pe-
ro no llega a ninguna conclusidén porque el oonsumovde -

alcohol es muy lento en el medio empleado.

El etanal, que se forma en cantidades generalmente
de 300-400 mg/1 pero que pueden llegar hasta 700-800 -
mg/1 segin lgs condiciones del medio, es géneralmente -
considerado como el componente més tipico de los vinos
de flor, hasta el punto de quarrornachon sostiene que -
hay correlacidén entre el cardécter de flor, determinado
mediante cata, y la cantidad de etanal presente en el vi
no. Naturalmente esta correlacidn es menos regular cuan

do se comparan vinos de diferante origen.
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Por supuesto,la scumulacién de etanal no es, por si
sola,suficiente para comunicar cardcter de flor a un v;-.
no, pues sabor y arome son resultado de fendémenos muy -
comple jos, pero es indudable la primordial importancia
a este respecto del aldehido'y sus productos de transfor
macién. Sisekyan y col.(60) sugieren que las cualidades
de crianza dependen més de la relacidn etenal/acetal que
de la éantidad absoluta del primero, correspondiendo las
me jores calidades de los Vinoa ensayados a valores de -
1,21-1,26 para aquella relacidn. Pero las concentracio-
‘nes de aoetal encontradas por Sisakyan son notablemente
més altas que las que permite el equilibrio tedrico eta
‘nal/acetal lo que induce a suponer que el método de and
lisis smpleado, que no figura en sus trabajos, contiene

considerables causas de error.

Fornachon (27) hace notar también la presencia en
el vino de otros compuestos derivados del] etanal, como
acefoina ¥, Quizéds, otros productos secundaerios y Casas
(14) estudia el contenidd en 2,3-butilenglicol y acetoil
na de algunos vinos de flor. La cantidad de ésta por tér
mino medio, 19 mg/l, resulta ser glta en comparecidén con
‘las concentraciones habituales en otros tipos ¥y 1ormismo
sucede con el butilenglicol. Casés recoge la idea, suge
rida por varios autores, a cerca dé la posibilidad tedri
ca de que el glicol provenge de hidrogenacidn de la ace

toina formada en una condensacidn acetoinice de etanal-
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e indica que; puesto que durante lg crianza se forma etg
nal,segdn ha sido confirmado repetidamente, y eatd pre=
sente en plena actividad el sistema enzimdético de la lg
vadura, nada se opone a que tales reacciones puedan lle

gar a verificarse,

Respecto al origen del etanal,no}parece existir du
da alguna de que procede’del alcohol, como demuestra For
nachon (27). Su scumulacién en el vino depende de la na
turaleza de éstq y de la relacién superficie/voluhen, vy
nunca transcurre de un modo regular. Generalmente hay =
una formacidn bastante rdpida en las primeras semanas
seguida de un peribdo en que la concentracidn per@anece
estacionaria o disminuye y de otro en que se vuelve a
elevar o continda cayendo. Es mayor en condiciones de -
mayor acceso de aire y,si la cantidad de éste sobre el
velo es insuficiente, el etanal se puede consumir segun
la reaccidn: ' | ‘

2 CH3~CHO # HyO —-— CH3-CHpOH 4 CH3-COOH
siendo el ac. acético destfuido por la acoién_de la leva
dura, & lo que puede deberse la ceidg de etanal que se
observa despudés de su rédpide formacidén inicisl. Cuando
el velo ha alcanzado un buen desarrollo se espesa y se
arruga haciéndose dificil el acceso de oxigeno a muchas"
de las células que lo forman, las cuales, en estas condi
ciones,pueden consumir etansl segin la reaccidn anteriqg

mente expuesta. Confirma estea idea el hecho, referido -
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por Fornachon (27), de que la adicidn de sustancias que
favorecen el desarrollo del velo, como sales amdnicas y
extracto de levadura, perjudica la acumulacidn de eta —
nal pordque mayor nimero da células son forzadas a vivir

en condiciones de anaerobiosis.

La evolucién de los dcidos ha sido estudiada por
Mercilla y col. (45), Chaffey (23), Cruess (21) y Boba-
dilla y Navarro (5) entre otros. Aunque hay ﬁodificaoig
nes, a veces profundas, en el contenido dé\algunbs de =
ellos, el pH del vino no varfa o apenas lo hace. La aci
dez voldtil, ac. acético casi exclusivamente, y la sci-
dez fija, integrada principalmente por ios dcidos tartd
rico, médlico, citrico, succinico y léotico; disminuyen,
aunque en distinta proporcidn. |

El 4cido acético se réduca,al ger utilizado como =
alimento por la levadura, hasta 0;1—0,3‘g/1 pero, bajo
ciertas condiciones, puede aumentar por transformacidn
del etanal o, segun Bobadilla, del ac. ldctioco, pof la
accidén del velo.Su metabolismo en medios sintéticos fué
estudiado por van Zyl (63) quien comprobd que su utili-
zacidn ifa acompafiada de una disminucién de rH en tanto
que el pH y la acidez fija permanecfan constantes. No pu
do encontrar el camino de transformacidén del doido pero
observd al microscopio la acumulacibén de gotas de grasa
en las células de levadura lo que le indujo & suponer -

que el ac. acético tiene un papel preponderante en la =
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sintesis de grasas, que podria hacerse a través del ci-
clo del ac. citrico y una parte del dcido tendria que =
oxidarse a 002 y HZO parsa proporcionarienargia.

La disminucidén de la acidez fija en la crianze no
suele pasar de un 20% de la inicial. Individualmente con
siderados, el ac. tartdrico es el mds abundante y, & ve
ces, casi el dnico dcido del vino antes de iniciarse la
crianza, no es afectado por la accidédn de la levadura y
86lo es atacado por algunas especies de bacterias. Su -
concentracién dismiﬁuye por preéipitaciéﬁ, pero no mas
que en vinosafie jados por otros procedimientos no bioié-
gicos., v |

El doido mélico puede desaparecer en parte por trang
formacidén malo-ldctica durante el tiempo transcurrido en
tre la fermentacidén del mosto y el descube y alcoholiza
cién del vino antes de pasar a las botas de crianza, es
%o es, durante los meses del otofio e invierno. En oto -
flos templados se puede perder hasta un tercio del 4cido
inicial por esta causa pero, después de encabezado el -
vino, la graduacidn alcohdlica alta impide la actuacidn
de las bacterias, en opinidn de Bobadilla ( :5). La leva -
dura de flor no actia sobre el ac. mdlico pero puede dig
minuir algo durante la crianza.

Los &cidos citrico y succinico no son afectados por
el velo de levaduras y no varian con el tiempo;

No estéd clara la explicacién del aumento de ac. léc

tico en los vinos sometidos a crianza, ni la causa.que
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lo origina. La levadura es capaz de consumir este &acido,
como ya observé Marcille (45), y en los vinos no aparece
sino una parte del total producido no obstante lo cual
en las zoénas de Jerez y Montilla llegem s acumularse en
el vino hasta 2,5 g/1, 1o que puede répresentar cantida
des mayores que de cualquier otro dcido, incluso el tar
térico. Este hecho,‘comprobado primeramente por Mardi -
1lla (45) en vinos criados en condiciones estériles, ha
sido confirmado por numerosos andlisis posteriormente,
pero el aumento de ac. ldctico no es general en los vi=
nos de flor no espafioles y Fornachon (27) sefiala que nun
ca se obserya en las bodegas australianas.

| En cuanto a su origen, Marcilla (45) supone que eg'
td en la transformacidén metabdlica de la glicerina a trg
vés de un hidrato de metilglioxal (CH,-CO-CH(OH),), en
tanto que Bobadilla (5), baséndose en la disminucidn pro
gresiva del dcido mdlico, afirma que el dcido ldctico se
origina en una transformacidén malo-ldctica por la acqién/
~de bacterias y a la misma conclusién llega Fornachon(27)
quien supone que las experiencias de Marcilla no fueron
realizadas en condiciones totalmente estériles. Recien-
temente van Zyl(63) estudié su formaecidn en wvino pero -
no encontré auﬁeﬁto de concentracién. Bn medio sintético
con glicerina, al cabo de 10 meses de desarrollo del ve
lo, se formé ac. ldctico en concentracidén de 0,1 g/1 con
un consumo de glicerina de 10 g/1. Van Zylcomprobd su -

presencia por cromatografia sobre papel, que'no reveld
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la existencia de ningin otro dcido. También encontrd mi
nimas cgntidades de dioxiascetona, confirmando las expe=
riencias de Fornachon (27), y, demostrada ya& la trans -
formacidn glicerina-dioxiacetona,por Hoffman-Ostenhof ,
segin la reeaccidn: |
CHpOH-CHOH-CHoOH + DPN ——» DPNHp + CHpOH-0G-CHpOH
admite la posibilidad de que, por transformaciones suce
sivas,llegue a ac. ldctico que puede ser utilizado en el
metabolismo de la levadura. En vinos no encuentra aumen

to de este doido.

Los cambios observados en las cantidades de azdca—
res presentes en los vinos hajo flor dependen en gran -
manere de los métodos de andlisis seguidos. Las materias
reductoras de la solucidn de Pehling apenas disminuyen
¥, en algunos cesos, aumentan ligeramente. Sin embargo
el azicar fermentable, analizado mediante determinacio-
nes de materia reductora antes y después de someter las
muestras a fefmentacién por levadura en oondioionas‘cong
tantes, disminuye siempre. Bl aumento en materia reduc-
tora puede ser debido, como ya apuntaba Marcilla (45) ,
a la presencia de otras sustancias que no sean hexosas,

ni siquiera azicares.

No ha sido estudiada, sino superficialmente, la evo
lucién del nitrégeno. Unicamente se sabe que el nitrdge
no total disminuye constantemente pero apenas se indica

nada en la bibliografia a cerca de las distintas formas
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en que éste puede estar presente en el vino. Sélo recien
temente, van Zyl (63) estudfé la evolucidn de algunos ami

nodcidos en medios sintéticos.

Ensayos de aceleracidn del proceso de crianza

E]l sistema jerezano de soleras, aunque lento y an-
tieoondémico, permite la obtencidén de vinos de una cali-
dad y uniformided extraordinarias. Los métodos de crian
za seguidos habitualmente en otros paises, que ya han -
sido descritos, representan una ganancia de tiempo, ma-
terial y mano de obra aunque la calidad muchas veces no
se sostenga.

Tendiendo a acelerar los procesos de ld'orianza,dg
rante los Ultimos afios se han llevado a cabd diversos -
ensayos que, en general, tienen en comin ol empleo de -
una mayor aireacién odmo medio de apreéurar los procesos
bioquimicos del metabolismo de la levadura y, por consi
guiente, la evolucidén de los componentes del vino. Los
resultados obtenidos en escala de laboratorio o semiin-
dustrial no fueron.tan definitivos oomo para que se hea-
yan continuaedo en una escala mayor.

- Ter—Karapetyan (62) estudid las reacciones bioldgi
cas de la ;evadura de flor en cultivo sumergido en vino
y expuso que, por efecto de la aireacién, se aceleran =
las reaccidnes bioqdimicas y, mediante regulaqién del ac

ceso de aire y de su difusidén en el 1iquidd, se pueden
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dirigir aquellas. Fornachon, citado por Rankine (53),0b
tuvo carécter de flor pasando el vino por una columna -
de virutas de roble. Crowter y Truscott (19,20) utiliza
ron el procedimiento de sembrar el vino con un 2% de le
vedura ¥y airearlo mediante bombeos intermitentes duran-
te unas semanas. Observaron acumulacidén de etanaI!e in=
tensa multiplicaoién celular y, despues de algunos meses
en envases de roble, el vino presentaba cierto cardcter
de flor pero distaba mucho de poder ser considerado co-

mo andlogo al de Jerez,
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SECCION I

ESTUDIO IE LA CRIANZA EN LA BOIEGA

Variacidn de algunos componentes del

vino durante la orianza.

Indudablemente los andlisis de los vinos.prooeden -
tes de bodegas aportan datos sdélo de relativo velor. Las
especiales caracteristicas de las bodegas de crianza de-
terminen queé,eén algunos casos,las modifioaoiones que se
observan en l1los vinos puedan ser debidas a la accidn de
microorganismos oapaces de coexistir con la levadura du-
- rante el perfodo de crianza. Ademds,la coﬁpoeicidn de las
muestras puede variar de un modo considerable como conse
cuencia de las operaciones habitﬁales én la bodega: tra-
siegos, sacas, rociedos...y, por otra parte,las sadas no
siempre son periddicas, sino que & menudo’ se hacen depen
diendo de ias demandas del mercado, y no existe uni formi
dad en la edad de los vinos de las escalas que ocupan po
siciones andlogas en las distintas bodegas, todo lo cual
obliga & trabajar con un nimero bastante elevado de mues

tras para poder deducir consecuencias aseptables.

Toma de muestras

Las muestras, procedentes de@ sels bodegas de Jerez
y de cuatro de Montilla,fueron enviadas en los afios 195§

y 1955.Comprendfan dos series de cada bodega, cada serie
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formada por un vino de un afio, un cierto numero de oria-
deras y una solera., A fin de reducir en lo posible los in-
convenientes que acabamos de indicar se tomaron, en el -
mismo mes de septiembre de los dos afios, de sistemas for-
mados, cada uno, por el mismo numero de criaderas, seis
los de Jerez y tres los de Montilla. Cada muestra repre-
sentaba la media del contenido dé varias botas de la mis-

ma escalsa,

Procedimientos analiticos

Acetal, Mé todo puesto a punto por Campos (7).

Acetoina. Procedimiento, adaptado al vino por Casas y Ars
nedo (15), basado en el de Lemoigne de oxidacidn con
FeCl; a diacetilo, transfornacidén en dimetilglioxima
y precipitacidén de éste con sal niquelosa.

Acideg fija. Por diferencia entre acidez total y voldtil.

Acidez total. Valoracidén con NaOH N/10 empleando indica-
dor externo de rojo-fenol, seéﬁn desoriben Ribéreau-
Gayon y Peynaud (56, pag;99)."

Acidez voldtil. Por arrastre de vapor en el aparato de Ca
zenave-Farré, eliminaoién de CO,, valoracién con NaOH
N/10 y deduccidn del 80, segin recomienda Jaulmes.(Pey
naud (56), pag. 122, 127, 128).

Acido oitrico. Crematografia sobre papel segin Lugg y Ove
rell (41) directamente sobre el vino.

Acido ldotico. Oxidacidn cérica, tras defecacién del vino
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con subacetato de plomo, y evaluacidén del etanal for-
mado, segin el procedimiento de Casas (12).

Acido mélico. Estimacién por cromatografia sobre papel ,
basadg en el método de Hih‘reaufGaygn-(54), modifica-
do por nosetros en el sentido de emplear téonica as -
'cendente vy butanol-ac. férmico como disolvente de de-
sarrollo (ILugg y Overell (41) ), que permiten una ma-
yor finure en la observacidn de las manchas de doidos.

2,3-butilenglicol. Oxidacidén peryddice s etanal y evalua
cién de éste despuds de dostilacién, de acuerdo con
Peyneud (50), haciendo la veloracién finel de etanal
segin la modificacién de Casas (13).

‘Densided. A 15¢C, Con picnémetro.

Etanal. Método de Jaulmes y Bspezel (35) adaptado a los

' vinos por Ribéreau-Gayon y Peynaud (55), modificado -
por Casas (13). .

Btanal (en vinos tintos). Progedimiento de Casds (13) con
la variante de Cempos (7).

Etanol. Oxidacién crémica por el método de Semichon y Flan
zy descrito por Peynaud (56) pag. 35.

Bxtracto seco. Procedimiento de Houdart (Peynaud (56) pag.
79) . |

Glicerina.Oxidacidén peryédica, destruccidn del HIO, so -
brante con solucidén de As,05 ¥ valoracidén del exceso
de éste con solucién de I, N/50, segin la técnica de
Fleury y Lange descrita por Peynaud (16), pag. 334.

Materias reductoras de la solucidn de Pehling. Método de
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Bertrand aplicado al vino defecado'oon sales de ploma.
Los resultados se expresen en mmol/l,de glucosa.(Pey-
naud (56), pag, 285).

Nitrégeno aminico. Por diferéncia entre nitrdgeno formol
y emoniacal.

Nitrégeno amoniacal. Destilacidédn despuds de alcalinizar
el vino con MgO, recogiendo el destilado sobre solu =
cidn de H,80, N/20 y valorando el exceso de éste con
NaOH N/26 sqgﬁn la técnica de Boussingault descrita -
por Peynaud (56), pag. 367.

Nitrégeno formol. Método de SOrensen (Péynaud((SG), pag.
368), aplioadb sobre 50 ml. de vino, modificado en el
sentido de determinar eleotrométricemente el punto fi
nal,

Nitrégeno totel. Micro-Kjeldahl. Oxidacidn,con selenio y .
H0104, dé 20 ml de vino evaporados casi a seiuedad ’
gseglin la técnica de Mallol (42). Arrastre por vapor -
del NH3, después de alcalinizar, el cual se recoge 80
bre H,80, N/20 y valoracién del exceso de éste con -
NaOH N/20 empleando indicador de Shiro-Tashiro.

pH, Electrometria con electrodo de vidrto.

SO2 total. Véldracién con soluciédn de 12 N/50 después de
hidrélisis gloalina, por el método de Ripper (Peéynaud
(56), pag. 384). |

Sulfatos. Determinacidn gravimétrica en forma de BaSO4 -
(Peynaud (56), pag. 244).
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Resul tados

Los datos que han servido para construir las grdéfi
cas que se incluyen a continuacidn representan los valo
res medios de doce muestras de 6ada escala de Jerez y s

ocho de cada escala de Montilla.

Comentario

En el examen de las grdficas en conjunto, no se «.-
aprecian diferencias, sino cuantitativas, entre la evolu
cidn de los componentes en los vinos de Jerez y Montilla.
Con respecto & la pérdida.de glicerinsa, formecién de eta
nal, acetal y butilenglicol, y disminucién de densidad
y extracto durante la crianza, singularmente a la evolu
cidn de los dos componentes primeramente ocitados, consi
derados como los mds tipiooé, los vinos :de las soleras
deé Montilla tienen, por término medio, el mismo grado de
crianza que las 48 criaderas de Jerez. lLa crianze en am
bas regiones sigue caminos andlogos pero en Montillae es .
menor el tiempo que los vinos permanecen en el sistema "
de soleras y, ademds, por tener un clima més extremado,
son més cortos los periodos de condiciones climéticas -

favorables para el normel desarrollo del velo.-

Llama la atencidn el hecho de que sélo la gliceri-=
na, junto con los dcidos ldctjco y mdlico, varia de un
modo regular durante toda la crianza. Su disminueidn ’

o8 continuada, no sélo en cuanto a los valores medios
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de las series (fig. 1), sino taﬁbién, dentro de cadg =1)
rie, con la excepcién de dos de Jerez y una de Montilla
entre las analizadas. En un sistema de soleras el vino
que contiene menos glicerina es el de evolucidn més avan
zada y ain esto puede admitirse en lineas generales al
comparar vinos de distintos sistemas.

Puede pues, el contenido de glicerina servir como
base para el conocimiento del grado de crianza mucho =
me jor que- el de etanal, frecuentemente tomado como
{ndice, el cual, aunque tiene tendencia & aumenter, lo
hace dé un mod bastante irregular y, bajo ciertas condi
ciones, disminuye segin ya se ha indicado oportunamente
y segin puede verse en la curva correspondiente (fig.2).

Por otra parte es précfica fédcil la adicidén de eta
nal a un vino joven y no lo seria tanto la eliminacién
de glicerina.

Es la glicerina el constituyente que acusa mayor vg
riacién durente la crianza. Su enorme disminucién,en com
paracidén con cualquier otro, indica .que debe ser 1a;prig

cipal fuente energética para la levadura.

Aunque en realidad es el etanol el mds utilizado -
pero su desaparicién no puede apreciarse,en la fig. 2 ,
debido a los rociados periddicos a que se someten las
criaderas,que 1o hacen permanecer précticamente constan
te. S6lo puede observarse el encabezado de los mostos -

de Jerez, mds bajos de alcohol que los de Montilla.
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De los productos formados en el metabolismo deleta

nol, es al etanal al que se concede la mayor importancia.

Su concentracidén aumenta extraordinariamente aunque no
de un modo regular (fig. 2). »

| El contenido relativamente alto de etanal en los -
mostos se puede explicar teniendo en cuenta que se acumu
la rédpidemente en las priméras etapas de la crianza ¥y du
rante el afio, por lo menos, qQue el mosto permanece alma
cenado en depdsitos, antes de pasar a las botas de crian
za, se inicia siempre formacién de velo, produciéndose
durante este.plgzo} cantidades de etanal de dos a cuatro
veces mayores que las que_ suelen aparecer en vinos de -

otras regiones.

Otros componentés, qué sé forman sélo.én pequefias
cantidades, parecen originados en una evolucién;del eta
nal. Teles son acetal, acetoina y 2,3—butilengliobl.

Al primero se le sefilala gran importancia en el arg
ma y sabor-de los vinps de flor. Se forma en mayor pro
porcién en las’dltimas etapas de la crianza cuando ya -
se ha scumulado bastante etanal (fig. 3) y, por ello ,
en los vinos de Montilla aparece en escasa cantidad Yy
ain llegs a faltar por completo en algunas oriaderaé- y
soleras.

En relacidén con el étanal su concentracién aumenta
constantemente, como puede deducirse de la pendiente,qg

si siempre negativa, de las curvas correspondientes(fig.4)

-
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Le acetoina (fig.3), que puede proceder de una con
densacién acetoinica de etanal, tiene una variacidén su-
mamente irregular en la que destaca, sin embargo, un au
mento de concentracién hasta cierto punto a partir del
cual se reduce de nuevo. Y el butiléngliool (fig.2), den
tro también de su irregularided, manifiesta una clara *
tendencia a aumentar, aunque en pequefia proporcién. En
todo caso, el contenido en estos componentes de los vi&
nos de flor es superior &al de los vinos sometidos & otros
sistemas de epvejecimiento.

La formacién de glicol y gcetoina transcurre con =
menos rapidez que la de etanal, segin se deduce de las

curvas que indican la relacién de sus concentraciones

(fig.4).

Las ourvas de acidez totel y £ija (fig.5) presen -
tan un mfnimo, 1o que indica la existencia de dos fend
menos opuestos uno de los cuales prédomina hasta cierto
momento a partir del cual se impono la infiuencia del -
otro. Bfectivamente existe, de un_iado, la pérdida de -
acidez por precipitacidén de bitartrato potédsioo, por uti
lizacién del ac. acético por la levadura y.fambiéq_por
consumo de los dcidos mdlico y cftrico por ataques béctg
riaﬁos y, de otro, formacidn de acidez en el metabolismo
y autolisis’de la levadura, debida principalmenta a la
acumulacién de ac. ldctico. ,

Pero no sélo a este dcido se debe tal inoremento,

pues la acidez fija no ldctica (fig.S), sl bien como las
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otras disminuye al comienzo, tiende més tarde a asumentar,
lo que demuestra la formacidn de otros dcidos. Y no bas-
ta para explicar este aumento la formacidén de dcidos 1li-
brea al ser incorporados a la sustancia celuler los ca-
tiones de sales minerales presentes en el vino, pues so-
lo represenfan una parte del incremento, aegin hemos -
comprobado al estudiar la variacién de acidez en medios
sintéticos,

La mds acusada disminucidén de acidez total se apre-
cia en el mosto antes de pasar & las botas de crianza, -
Aunque durante el tiempo que se mantiene el mosto eén bo-
tas o depdsitos desarrolle algo de velo, su evolucidn no
suele ser muy intensa y por ello predomina notoriamente
el efecto de disminucidén. Despues da’un clerto plazo en
crienzae, la acidez aumenta hesta superar a la existente
en la Ultima criadera, que es donde realmente aquella se
inicia.

El mismo camino sigue la adidez fija aunque su au-

mento es més marcado.

La gradual aproximacidén de las dos curvas de acidez
indicai. la pérdida de ac. voldtil, méds acusaaa en los -~
vinos de Montille que tienen una 8cidez inicial més al-
ta debida, entre otras posibilidades, a qQue las egpecies
de levaduras que pueden producir ocantidades de alcohol
tan altas como tienen los vinos de aquella regidén también

suelen formar mayores cantidades de dcido acético durante

_lafermentacidn.
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La acidez volédtil disminuye siempre en el vino ter-
minado con relacidén &l mosto, pero con numerosos altibajos
en su trayectoria (Fig. 5), que pueden representar el re-
sultado de ataques bacterianos, més -evidentes durante las
épocas en que la flor no actia, y de la evolucidn del eta-
nal por la accidn de la 1evédura bajo condiciones de anse-

robiosis,

De acuerdo con el pequefio aumento de acidez el pH -
tiene una ligera tendencia a disminuir (fig. 6) pero en
general varis poco y de mantiene dentro de los limites -

considerados como méds adecuados pare la fase de velo.

En cuanto a los &cidos individualmente considerados,
la concentracidn de dcido mélico, nunca muy grande en los
mostos, se reduce hasta limites por debajo de la sensibi-
lided del método analitico. La disminucién es rédpida(fig.T)
si es debida a la actividad del velo o de bacterias merd
objeto de estudio especial. Puede realizarse su transfor-
macidén en dcido ldctico pero en todo caso la cantidad que
desaparece del primero es muy inferior a la que se forma
del segundo.

El bgjo contenido de los mostos en doido mélico pue-
de deberse a la fermentacidén malo-ldctica, pues los datos
estan tomados de vinos de un afio. Abona esta posibilidad
8l que los mostos de Montilla, de una graduacidén alcohéd-
lica tal que crea condiciones dificiles para la actividad

bacteriana, tienen casi doble concentracidén de dcido mdli-
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co que los de Jerez, lo que resultaria estrafio ain tra-
' diferentes
tandose de mostos procedentes de variedades ’
de uva. Otras pesibles razones serian el clima adverso y
la fermentacidn y conservacién del mosto en vasijas gran-

des.

Andlogo camino que el dcido mdlico sigue el dcido
citrico, ocuya desapariciédn pudo observarse en todas las

series (tabla I)

TABLA I

Variacién del dcido oftrico durante la crianza en la bodege

Mosto 68C 58C 48C 38C 28C 18C Solera Regidn
+ + + + - - - - - Jerez

+ + - - - Montilla

Debido a que el método analitico apenas permite més que
su determinacidén cualitative nos hemos limitado a sefialar
con signos (4) la abundancia relativa de dcido y con sig-

nos (-) la imposibilidad de detectar su presencia.

El dcido léotioo’aumenta notablemente en la crianze
(fig. 7). De mostos con un contenido inicial de 1 g/1 se
llega a duplicar esta cantidad e incluso.&. triplicarla en
alguna bodega aislada. Este incremento es mayor en las - .
criaderas mds jévenes y sefiala cierta cévrespondencia con
la disminuéién de glicerina que para algunos autores es
el origen de este'écido, lo que nos ha movido a realizar

un estudio més completo, en medios adeouadoe,ds la posi-
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ble relacién yue 1los une., Al final de la crianza persis
te, aunque menos marcado pués no hay que olviidar que el

dcido ldectico es fuente nutritiva para la levadura.

Le curva que indica la variacién de la concentra —
cién de materiasm reductoras de la solucidén de Fehling
también presenta un minimo en las criaderas de Jerez -
(fig. 8). Las acciones opuestas son, en este caso, €l -
consumo de azicares por su utilizacidn en el metabolismo
de la levadura y la formacién de acetofna, dihidroxiace
tona y otros reduotoreé pof la'misma causa. En Montille,
donde le crianza es més corta, no se llega a apreciar -

'sino la disminucién.

Para estudiar la evolucidén del nitrégeno en sus di
ferentes formas sélo hemos podido disponer deé ocho mues
tras de cada criadera de Jerez y de seis de Montilla, -
por lo que las consecuencias no pueden tener el mismo V&
lor que en los casos anteriores.

Sin embgrgo se puede destacar el hecho de que .en *
las ourvas representativas vuelven a aparecer minimos ,
(fig. 9), sin que en ningdn caso se observe una cafde -
progresiva dél nitrdégeno, ni dentro de cada serie, con
muy raras excepciones, ni en los valores medios, sino un
descenso hasta cierto limite seguido de un estacionamien
to o una elevacidén posterior de la concentracidn, no fal.
‘tando series en que esta elevacidn se manifiesta desde

le dltima criadera. Hecho que concuerda con los resulta
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dos de experiencias més recientes, realizadas por noso-
tros en escala de laboratorio, a temperaturas oonvenieg‘
tes y con desarrollo constante.de velo.

En estas condiciones, despues de un descenso de la
concentracién del nitrégeno en todas sus formas se llega
e un estado en que tiende a permanecer constante, lo que
indica la existencia de un equilibrio entre la cantidad
de éste elemento incorporada a la estructura celular de
la levadura y la vertids por ésta al’medio en @1 catabo
1ismo y autolisis, cuya congecuencia inmediata es que. -
el vino contiene siempre el nitrdgeno total que puede -
precisar la flor pues constantemente revierte a él en =
formas asimilables. El predéminio de uno u otro fenéme-
no depende, en un momeénto dado, d® que las condiciones
externas sean favorableés o0 no para'el deéarrollo de 1la
flor y de ah{ que los velores de nitrégeno puedan ser -
los antes referidos.

El aumento en nitrégeno durante la crianza, es bas
tante claro en las criaderas de Montilla y no tan aparen
te en las de Jerez teniendo en cuenta la‘pooa seguridad
que podemos tener en nuestras deducciones. Pudiera guar-
dar relescidén con la idea tan extendida de gque la levadura
en fase de.velg es capaz de utilizar nitrégéno de la at-
mésfera, punto que ha sido estudiado con algﬁn detenimien
to en la 38 parte de esta tesis.

También crece la concentracidn de nitrdgeno formol

en los vinos de Montilla, quizd porque en la autolisis -
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de la levadura se liberan con preferencia aminodcidos o
péptidos.(fig. 9) v .
Prédcticamente el mismo camino sigue el nitrégeno -
aminico (fig. 9), que sdlo se diferencia del anterior -
en el nitrégono amoniacal, siempre existente en muy pe-
quefia cantidad. |
Y en cuantb a este ultimo (fig. 9), la concentraocidn
presente es tan baja QqQue no es posible 6stablecer sino.—
que parece tener fendenoia a permanecer constante, tal
vez porque, estando en tan poqueﬁas eoncentraciones, la
levadura prefiere utilizar nitrégeno en otras formas més

asequibles.

La densidad y el extracto seco disminuyen poca (fig.
10 y 11) pero constantemente, 1o que estd de acuerdo con
la desaparicidén de los componentes méds densos, gliceri-
na, ac. tartdrico y ac. mélico, s8élo en parte sustitui-~
dos por otros més ligeros, como etanal y gc. ldctico.Am
bas curvas presentan una primeres rama de maYor pendién—
te que coincide, mds o menos, con la'mayor pérdidaide -
glicerina y acidez total. Bl extracto, en las oriaderas
de Jerez, disminuye con notable regularided en las prime
ras fases de la crianza para después moatrarkuna mayor
tendencia a permenecer constante. En Montille sélo se -

aprecia disminucidn, tambidén muy regular.

Por ultimo, de los componentes minerales, hemos se

guido la evolucidén de sulfatos y ac. sulfuroso (fig.12)



Solers (Moatitta)

OENSIDAD

pr > e

b x.

seC

e MONTRUA

JEREZ

[ Montilte)

re°c
(Jerez)

EFNTRACTO SECO

- Figs. Oy /1.~ Densidod y extractfo seco segin el Yempo de crianza.

.&\
‘ <7

T

-Fﬁa:h N

<

2eC

.
”~” Ef./erez} Sodens

SRR T o L L e e

i

UL A

RV L £ e A



~70-

La concentracién de sulfatos es siempre myy alta como -
consecuencig de la adicidén de yeso al mosto antes de fer
mentar, prdctica muy discutida pero llevada é cabo en 3
- casl todas las vendimias. Durante la permenencia del vi
no en las criaderas aumenta todavia méds llegando a al -
canzar,on algunas bodegas, valores de 4,5-5,5 g/l expre
sados como KéSO4.
Las curvas que representan la variacifin del S0> ¥
804" siguen caminos opuestos tramo a tramo, correspon = -
diendo & un aumento del primero una disminucidén del se-
gundo y viceversa, aunque estas variaciones no se corres

ponden mol & mol.




SECCION II

ESTUDIO DE LA CRIANZA EN BL LABORATORIO

Se trataba de conocer la posibilidad de llevar la
crianza bajo condiciones que permitieran su fdcil con -
trol y una maybr rapidez y comodidad en la realizacidn
de todas las operaciones queé implica.

De acuerdo con tales propdésitos se hizo una selecs
cién de levaduras capaces de formar velo y las Que-dﬁg
ron me jores resultados en las pruebas a que fueron some
tidas se sembraron en matraces con poco volumen de vino,
siguiendo mediante andlisis la evoluoidn de éste.

Después, con el fin de encontrar una relgcién.de su
perficie con velo a volumen de vino que permitiera hacer
una crianze ni tan répide que se hiciera diffcil su con
trol ni tan lenta que resultara larga, se realizaron ex
periencias en -cubetas de.vidrio,con vino hasta distin=
tas alturas, teniendo en cuenta, primordialmsnto,los ca
racteres organolépticos del vino obtenido y los resulta
dos se aplicaron el planeamiento y disefio de una bddoga
para crianza controlada de vinos en las condiciones mds
favorables para su rédpida evolucion.

Por Ultimo se estudié la evolucién de vinos tintos
bajo flor y la posibilidad de dar crianza a vinos blane

cos y tintos de diferentes procedencias.
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Capitulo 12

ELECCION IE LEVADURAS

Aiglamiento y seleccidn

Las levaduras procedian de muestras de vino en bo-
tellas, tomadas de diversas oriaderas de Jerez y Monti-
lla, y se aislaron siguiendo la técnioa de la escuela
de Perugia (Caste}li e Ifiigo) (16). En total de tomaron
35 cepas con las que se realizd una primera seleccidn
teniendo en cuenta la rapidez del desarrollo y el as -
pecto del velo formado, resistencia al SO, y forﬁaéién
de productos tipicos, singularmente etanal.

BEl desarrollo se sigﬁié en mosto.estéril y en vino.
Cada cepa fué sembrada en tres tubos de ensayo con 8 ml
‘d&@mosto estéril de 132 Beaumé y en otros tres con la‘mig4
macantidad de un vino blanco manchego, de un afio, encabe
zadoa 15,52 de alcohol y cuyas ocaracteristicas andliti
cas pueden versé en la pag. 75. Los tubos, tapados con
algoddén cardado, se mantuvieron en estufa a 15-182C, El
desarrollo fué el siguientes |

a) En vino formaron velo

En 10 d{as las cepas n® 7,8,9,10,11,12,13,14,18
En 20 " TR 1, 2, 4, 6, 20 |
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Las restantes cepas tardaron mucho: mas tiempo en formar
velc o no To formaron. Los més vigorosos fuseron los de
las cepas 7 y 13 con apreciable diferencia sobre las de
mas,

b) Desarrollo én mosto. BEn unos 12 dfas todas las cepas

terminaron su fermentsoidn § formaron velo

en 10 dids las n® 7, 8, 11, 12, 13, 14, 20
en 20 dids 1, 3, 4, 6, 18

Todas las restantes llegaron a formar con el tiempo un
velo tenue. La cepa 13 tuvo un desarrollo claramente me

jor que las otras.

Resistencia &l ac. sulfuroso

Tomemos en consideracidn solo las cepas que desarro
llaron velo en el ensayo previo, eéto es, las n? 1,2,3,
4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 18, 20, Se prepararon
series de tubos de ensayo con vino blanco andlogo al uti
lizado anteriormente, conténiendo 25, 50, 75, 100, 125,

150, 175, 200, mg/1 de SO Cada cep& se sembrd en 3 tu

2 e
bos. Desarrollaron, en 15 dfas

Cepes n® 1,2,3,4,6,9,20, hasta 75 mg/l. de SO,

" 11, 12, w100 4w ow
o 10, 14,18, "o125 v w o

" 13, w150 w0 o ow

" 1, 8, w175 v oo

Ni.nguna ] 200 " " 1
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Formacidn de productos tipicos

Para este estudio se hizo una primera seleccidn, te
niendo en cuenta los resultados de las eéxperiencias ante
riores, en la que se escogieron las cepas n? 7, 8, 9,10,
11, 12, 13, 14, 18, 20, que se sembraron en tubos de en-
- sayo con vino meanchego encabezado a 15,52 y sulfitado a
80 mg/1. Con los velos forﬁados se inoculd una serie de
matraces erlenmeyer de 500 ml}con 300 m1 de vino de la
misme clase. Cada cepa se saﬁﬁré en dos matfaoes,‘para
obtener muestras medias, y se-dejéron otros dos 6omo tes
tigos. Los matraces, ﬁapadbs flojamente con‘algddén .
cardado, se mantuvieron en estufa & 15-18¢C, Tardaron de
13 a 18 df{as en ocubrirse de velo érrugado. A los 45 digs
8@ hicieron andlisis cuyos resultados se exponen en la

tabla II.

Comentario

La evolucién del vino en matraces fué mas acusada,
en geﬁeral, que en bodegas de orianzé. Todas las leva-
duras, sin excepcidn, formeron etenal en cantidades siem
pre superioreé a las medias de ias soleras y con frecuen
cia dobles o triples que aquellas., Asi’ mismo la glice-
rina se consumid en proporciones solo comparables & las
que se pierden en una crianza en botas y se observaron

fuertes pérdidas de alcohol, Que es el componente mas
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utilizado por los microorganismos, en una cantidad has-
ta tres veces mayor que la glicerina, lo que indica una
especial importancis de este constituyente, que serd bg
jeto de posterior estudio. La acidez total aumentd y la
acidez fija disminuyd en relacidn con los testigos. De
deido léético, aunque en valor absoluto.no se formeron
cantidades importantes, el incremento representd del -
50 al 300%. Los aumentos de acidez voldtil, que algunos
matraces'presentaban con relacién al testigo, fueron de
bidos @& un comienzo de acetificacidn en los medios, féd-
cil al debilitarse el contenido en alcohol.

La rdpida evolucién del vino en peqﬁeﬁoe volumenes
abre la posibilidad de realizar en poco tiempo una crian
za controlada del mismo, al menos por 10 que respecta'a-

las primeras fases.

Después de esta serie de ensayos escogimos las ce=
pas n® 7,8,13,14, las tres primeras por:su desarrollo y
resistencia, y porque formaron bastante etanal con un -
buen consumo de glicerina; la dltima porque, con buen
desarrollo y aceptable resistencia al S0,, formé canti-

dades extraordinarias de etanal,

Caracterizacidn

Se empleé la técnica de Lodder y Kreger van Rij
(40) .
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Las pruebas de asimilacibén de azdcares se hicieron
sobre oaldo de carne adicionado de un 2% del azucar exa
minado en tubbs de ensayo provistos de éampanas inverti
das, sistema Durhem, )

Pare la asinmilacidédn de azicares se sigufo la téc-
nica de Capriotti (10) y en la asimilacidn de nitratos
y de etanol como Unico alimento carbonado, la de Ste;ling
Dekker (61). |

El poder fermentativo se determind éobre 50 ml1 de
mosto de uva adicionado de azucar hasta un 30%, esteril,
en matraces erlenmeyer de 100 ml provistos de védlwvula
Miiller. E1 CO, desprendido se midié ?qr pérdida de peso.

La esporulacién se observd sobre agar—Gorodkowa'y
sobre placa de yeso.

En el cuadro adjunto se dan los resultados de las
diferentes pruebas y los diagndsticos realizados. lLa
interpretacién de las claves es:

| Aspecto de la colonia en gelatina-mosto despuds de
4 dfas & 198C. |
M. Colonia redonda, gibosa, con bordes netos. Color blan
co o amarillento. No fluidifica la gelatina,

Aspecto microscdpico de las células en mosto de =
uve. despues de 48 horas a 25-282C, |
A, Células elipticas globosas aisladas o en grupos de po
cas wunidades. .

B. Células globosas u ovales aisladas o en peQueﬁos gru

pos.
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Aspecto microscopico en agar-malta daspués de 48 ho
ras a 25-28¢C,
A, Células elfpticas aisladas o en parejas. Gemacién -
polér, dimensiones normeles. ‘

Caracter del cultivo en mosto despuéds de 30 dfas a
20-222C,
A. Mosto turbio y depésito abundante.

Carasoter del cultivo en agar-malta despuds de 60
dfas a 18-209C, |
A. Pédtina bien desarrollade, lisa, de color blanco mas
o menos amarillento.

Puncién en gelatina-mosto despuds de 45 dfas a 182C,
A, Desarrollo en clavo con cabeza elevada, fuerte ruptu-

ra de la masa sin fluidificacidn.
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Capitulo 292

CRIANZA EN MATRACES

Material y medio

Se ensayaron las cepas n2 7, 8, 13, 14, Para cada
una se prepard una serie de 15 matraces erlenmeyer de
500 m1 con 300 ml de mosto de Montilla, sulfitado a -
120 mg/l y clarificado con bentonita para eliminar las
levaduras y otros microorgenismos e@ventuelmente presen-
tes. ’

Las cepas se sembraron préviamenta en matraces de
100 m1 con 50 ml de vino andlogo tyndalizado y de los .
velos formados se tomaron, con asa de.platino en condi--
ciones estériles, cuatro asas para cada mafraz de la
experiencia.

Otra serie de 12 erlemmeyer, sin sembrar y adicio-
nade de 1 g/1 de NaF paras evitar desarrollos microbia -
-nos, se dejé como - testigo.

Durante toda la experiencia la temperatura fué man
tenida entre 15 y 182C, |

Lés métodos de andlisis son los descritos en las -
pag. 48 a 50. Se hizo un anélisis}inioialtdol mosto y -
los restantes, @l primero a los 14 dfas de la inocula -

cién y después cada ocho dias hasta terminar, empleando
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en cade caso el contenido medio de tres mabrgces. Para
determinar el peso del velo formado la levadura 8 recd
gié en filtros tarados, se lavé bien y se desecs, prime
ro a 352 y luego, durante doce horas, en estufa a T70-75%,
La pesada se hizo con un eérroxr menor que 5 mg. Las me -
sas de velo que se representan en las grédficas correspon
den e la media por matraz calculada sobre eljtotalArqu

gido de tres matfaces.

Comentario

Todas las cepas, incluso perteneciendo @ gépocﬁga—
diferentes, actuaron scbre @1 vino de una formé 89moqu
te, especialmente cuando los velos habian tenido ya.bag
tante desarrollo, hecho interesante que demﬁostr; la po
sibilidad de llevar la crianza con ocultivos puros,de una
séla especie, en fase de velo sin que el vino pierda cug
lidades respecto al afie jado con levaduras e@spontgneas ,
donde pueden ooncurrir; Yy de hecho ooncurren,espdoibs di
versés. “

Destaca la cepa 7 de 8., oviformis por sér de supe -
rior actividad que las restantes, muy similares entre si.
Su multiplicacién celular fud més éctiva ¥, paralelemen~
te, fué mayor el consumo de las fuentes carbonadas (al-
cohol, acidez voldtil y gliocerina ) y la formacién de

etanal y de sustancias 4cidas.

Las curvas que representan el desarrollo de los ve-
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los (fig.l3) estdn formadas por tres rames claremente -
diferenciadas., Una primera en que @1 aumento de peso es
pequefio en valor absoluto, aundue hay muy activae multi-
plicacién, y que corresponde & una pequefia evolucidn
del vino en casi todos sus componentes & excepcidn de
.etanol y etanal, a la cual sigue otra rema casi reota y
de pendiente pronunciada, coincidiendo con un fuerte con
sumo de glicerina, acidez volatil y etanol en tanto que
el etanal .deja , practicamente, de aéumularse y tiende
& permanecer constante, y una tercera en la que el wvelo
apenas.crece 6n peso quizé debido a la falta de féctores
nutrientes y al exceso de productos catebdlicos, y tam-
bidn a lé dificultad de acoplarsa‘mas células en ia su-

perficie de que disponen .

Se confirmae. la emplia utilizacién de la glicerina
por la levadura, 6 g/1 durante el ensayo. La curva co -
rrespondiente (fig. 14) sigue un camino inverso de la
gue da el aumento de peso;’easi nula disminuciég &l prin
cipio, .consumo répido y mds suave al final, en fanto,—

que en los testigos apenas hubo veriacién.

Aunque también hay pérdide de alcohol en los testi-
gos (fig. 15), por evaporacién; ésta representa apenas
el 40% de la pérdida total,dufante el transcurso del en-
sayo, con relacién & la cepa 7 y no llega al 50% para
las demés , lo que signifioa que se han utilizado por ol
microorganismo de 14 & 20 g/1, de dos a tres veces mds
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que de cualquier otro componente. Esto supone una pérdi—'
da que puede parecer exagerada por qus.ss presenta a la

;iétébparo que no €8s mayor que la existente en la bodega,
i bién allf no se haece tan patente al corregirse con los

rociados,

De los considerados productos de transformacién del
etanol, como etanal y butilenglicol, las variaciones son
las correspondientes & uns crianza avanzeda (fig. 16‘y
17) . |

Destaca el hecho de que el glicbl 8élo comienze a
acumularse claremente después de transcurrida la mitad
del tiempo de experiencia cuando la concentracién de eta
nal tiende, con glgunas alternativas, a permanecer cons
tante. | |

La méximé cantidad de acetaldehido aparece cugndo
todavia no se ha espesado el velo de flor, lo que con =
‘trasta con la poca actividad de la levadura en esta fa-
se sobre la acidez fija y voldtil, ac, ldctico, butilen
_&licol y glicerina, que apenas varian. Puede decirme, a
la vistavde las grdficas que, en las primeras etapas de
su desafrollo, le levadura actis cesi exclusivamnete 80
bre el etanol y sus derivedos.

No ha podido apreciarse formacidén de éoetal, pro-

ducto también de evolucidn del etanal.

Ias ourvas de acidez total y fija(£i18.y*43)jresen

tan minimos hacia la mitad del tiempo de le experiencia
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'y después se elevan ligeramente para todas las ceéaa. El
aumento, en general,es pequefio andlogemente & 1o que su
cede en la bodega. S6lo destaca el que resulta de la acti
vidad de la cepa 7, que no @s debido a la acidez voldtil
o al dcido ldctico, como puede apreciarse por la simple
inspeccidén de las curvas respectivas (fig.?&)y 21), si
no a sustancias formadas en el metabolismo, tal vez en
la autolisis,de la levadura.

Durante el mismo periodo hubo en los testigos, como

era de esperar, disminucidén de acidez.

Ninguna perticularidad en le pérdida de.acidez vo-
14ti1 (fig. 20:), 8i no es que llega & r.educiiaol,; précti
cémenta, a cero oon todas las copas en el %ranécurso de
la experiencia.

La irragular,variaéién del dcido lédctioco (fig. 2%)
ge debe a que, ~&l ser utilizado por la 1avadur§, puéde
predominar eventualmente eésta circunstancia sobre se for
macidn. La tendencia més olera es dq’au@énto, si¥b1en no

en proporciones comparables al que presenta'en la bodega.

Las materiss reductoras de la solucién de Pehling
no pueden tener mucha influencia, én si, en el dﬁgarro—v
do dai velo pues gu'utiiizacién ﬁs’sélo en'p6Quéﬁa esoa
la. También agui, oamamn.lggbodega, las curves présnn -
tan minimos en todos los casos (fig.'ZQ),'cuyas causas

suponemos }jas mismas que en aquollé (pag. 64).

Por dtimo, en la tabla III, que recoge las varia -
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ciones en la composicidén del wvino durante la eéxperien -
cia en comparacidén con las que f;anen efecto en 1a bode
ga, 8@ revela una gran similitud en la evolucidn que si
gue @1 vino en ambos casos no sdlo cuélitativnmﬁnte, en
cuanto a los constituyentes estudiados, sino tambidn en
valores cuantitativos. “

Las tendencias que se manifiestan en la bodega se
acentian, en general, al actuar la levadura bajo une re
lacidn superficie/volumen tan‘alta, de 1/4,7. Bn 45 dias
se produjeron canbios me tabdlicos que requieren afios pa
ra efectuarse en las condiciones de la bodega, lo que -
abre @1 camino a la posibilidad de acelerar muchas veces
la velocidad de enve jecimiento, al menos por lo que se
refiere a sus priﬁeras fases, hecho muy importante en -
la produccidén de vinos baratos de flor, de gran consumo

en @1 mercado.

De los nueve componentes comparados fué mé=s avanzg
da la evolucidn en seis de ellos. Sélo la acidez total,
deido ldctico y acetal se transfofmaron en menor propQg
cidén, lo que no tiens gran impbftancia'en cuanto & los
dos primeros que no deben ejercer mucha 1nfiuenéia'on el
cardcter de flor. No as{ el acetal, cuys presencia parg
ce tener tanto influjo en el arome y sabor del vino.

La disminucidén de la concentracidén de glioeriha, -

giempre deseable en osta;clase'do vinos, resultd algo &

- excesiva y, por consecuencia, @1 gusto fué un poco més



TABLA ITII

Variacidén de la composicién del vino durante la
crianza en matraces en comparacién con lea que tiene -

efecto en la bodegé.

Montilla Jerez Laboratorio
94,5 95,4 - 86,5
Glicerina F 47,2 30,1 17,8
~ 47,3 - 65,3 - 68,7
2,2 3,3 4,9
Etanal F 3,6 - T,3 9,4
D ¢+ 1,4 + 4,0 + 4,5
15,0 13,5 12,0
Butilengl. F 14,2 14,3 14,3
- 0,8 o+ 0,8 + 2,3
I 0,03 0,04 0,0
Acetel F 0,14 10,36 0,0
D + 0,11 + 0,32 . 0,0
I 62,5 61,3 51,5
Ac. total F 62,8 59,0 50,1
D + 0,3 - 2,3 - 1,4
)

é



TABLA IITI (continuacidn)

Montilla Jorez lbgboratorio
51,5 52,1 41,0
Ac. fija F 54,7 54,7 48,3
+ 3,2 + 2,6 + 7753
11,0 9,2 10,5
Ac. voldtil F 8,1 4,3 1,8
’ - 2,9 - 4,9 - 8,7
I 12,1 13,4 16,5
Ac, léotico F 25,4 22,5 20,0
D - % 13,3 + 9,1 + 3,5
I 10,5 8,0 Ty2
Mat. reduct. F 3,4 5,7 7,6
D - 7,1 - 2,3 + 0,4

I.- Concentracidn inicial.
F.- Concentracidén final.

D.~ Diferencia.
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dspero de lo conveniente. Esto podria naturalmente evi-
tarse interrumpiendo antes la ocorianza, toda vez que ha
resultado que, en general, va més le jos que en la bodega
y osta pérdida de glicerina no constituirf{a ningin incon
veniente grave para su buena marcha si no existieran més
razones que aconse jan 1la busqueda de otras condiciones
para el proceso.

La més importante de las cuales es la aparicidén del
sabor "a levaduras",a consecuencia del abundante depési
$0 de microorganismo en autolisis y del pequefio volumen
de liquido on relacién ocon la superficie, que resulta di
ficil de impedir pues se presenta cuando la crianza adn
no ha avanzado lo suficiente. .

También es de tener en cuenta que, para llever la
crianze de la misma forma que en la experiencia, se re-
queririan vasijas de superficie demasiado grande en cuan
to hubieran de contener los volumenes de vino usuales en

los envases de tipo industrial.
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Capitulo 3%

CRIANZA Y RELACION SUPERFICIE/VOLUMEN

Material y métodos

En une primera experiencia se utilizaron dos cube-
tas. de vidrio de base rectangular, conteniendo 5 y 10 -
litros de vino de Montilla hasta una. altursa QO 8 y 16 cm
respectivamente, y otra de base cuadrada con 15_litros
de vino y 34 cm de profundidad. Las relaoionss de’ super
ficie & volumen eren de 1 cm? a 6, 12,y 32 om3.

El vino, previamente sulfitedo & 140 mg/l y clarifi
cado con bentonita, se distribuyd como queda dicho § laé
cubetas fueron inoculadas con cepa 7 en fase de velo Yy
mentenidea a 15-182C,

Lg crianza transcurrié con normelidad y & los 20 -
dfas ya los velos cubrfan totalmente las superficies de
las cubetas. |

Se hizo un andlisis inioial y otros tres a los 20,
30 y 40 dias de le siembras, para lo que se tomaron mueg
tras representando la composicién media, @& distintas al
turas, del contenido de ‘cada vasija.

Para confirmar los resultaedos, los en;ayos“se repi

tieron en las mismas condiciones.
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Los métodos de andlisis fueron los mismos descritos
en las pag. 48-50. Los resultados expresan la media de

las dos series de experiencias,’

Cdmentario

Se echa de ver inmediatemente la influencia de la
~relacidn de superficie a volﬁﬁﬁn on‘la vnlooidad de T=:
transformacién. Para casi todos 1oé componontés las cur
vas presentan un claro escalonamiento (fig. 23 a 31)70p
el sentido de una evolucién menos avanzaeda &l disminuir
aquella relacién, hecho que es especialemdénte cierto pa
ra les curves de etanol y etanal (fig. 23 y 24) de esca
lonamiento completo en todos: sus punto; 8in que se opr;
ten o se toquen en ningin momento, singularmenﬁe las_de
aqﬁel, donde se aprecia claramente la proporcionalidad
entre la disminucidn de concentracién y la relacidn su~-
perficie/volumcn.‘Esta,proporoionalidad todavia se obser
va, en parte, en las'eurvas de etanal y apareceé menos -
marcade en las restantes, aunque se conserva su grada =

cién.

Las mayores diferencias de evolucién_sa dieron en
la cubeta de 15 1. con relecidn a ias otraé‘doé, muy si
milares entre sf{. En ella, la acidez total y fija (fig.
25 y 26) apenas disminuyen y 8élo en los 10 dltimosdias-pa
recié insinuarse el minimo caracteristico de que ya he-

mos heblado 8l estudiar la crianze en bodega, en tanto
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que es la tipica la forme de las otras dos curves .

Muy escasa fué taﬁbién la pérdida de acidez wvoldtil
(fig. 27) que sbélo se rgdudo.a 2/3 en comparacidén con -
1/2 y 1/4 en volﬁmenes‘monnres. Este iltima disminucién,
en la vasija de 5 litros,es ya francamente alte y la re
duceién a la mitad en la cubeta de 10 litros es muy acep

table.

Bn ouanto al ac. ldotico (fig. 28), es de notar -
que aparece en menor cantidad en la cubeta de 5 1, don-
de la orianze es méds avanzada, lo qﬁa puede ser debido
a su utilizacién'por ls levadﬁié al faitarle nutrien -
tes més ssequibles a causa deasumayor rapidez de desarro-

llo. , ’

Algo andlogo que en las curvas de ac. total o fija
sucede con las de materias redustoras (fig. 29) donde -
no eparecen minimos més al aumentar la relacién de su-
perficie a volumen. Este es un indicio de progreso en la
crianza puesvya se ha visto que la elevacidén de la con-
centracidén de reductores es caracteristica de las fases

avanzedas.

De los componentes més tipicos; entendiando por ta
les aquellos cuya evolucidn influye més en el caféoter
del vino, el élcohol (fig. 23) dieminuyd, en la cubeta
de 5 1., en cantidades de 22, que pueden considerarse -

excesivas desde el punto de vista econdémico, y en pro -
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porciones de 1.y 0,52, que entfan en los 1lfmites de lo

razonable, en las otras dos.

De etanal (fig. 24) habfe en el medio, al terminar
la experiencia, de 300 a 400 mg/l, concentraciones del
orden de las que contienen las soleras de Jerez, 1o que
viene a confirmar que su formacidn es rdpida al comien-

zo de la crianza.

Poca disﬁinuckﬁ1en la concentracidén de glicerina -
(fig. 30) que no llega al 15% de la cantided inieial en
el mejor de los casos. Prdcticamente nuiabhasta el pleno
desarrollo del velo y escasa en los diez dfas siguientes,
86lo después de un mes parecid iniciarse en laa cubetas
de 5y 10 1. la rdpida cafda que ha sido carscterfstica
de la crianza tanto en la bodega como en matreces con —
poco volumen de vino. En la vasija de 15 1. la curva cen

tinué su descenso suave hasta los 40 dfas.

No hubo formacién de acetal ni aparicidén de acetol
na y apengs se pudo apreciar variacidén en el butilengli
col (fig. 31) que manifiesta, no obstante tendencia & -

aumentar, més clarsmente en la cubeta de 5 1.

Los andlisis quimicos fueron completados éon prue-
bas de cata con el fin de llegpr a conclusiones précti-
cas sobre el grado de crianza. |

También en cuanto a las caracteristicas organolép--

ticas se encontrd, como era de esperar, una gradacidén -
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del afie jamiento, meyor en las cubetas de 5y 10 1itros

y poco marcado en la de 15 1. No hubo gran diferencia -
de calidades entre los productos de las dos priméras va
sijas, lo yue estd de acuerdo con los résultados de los
Qnélisis, comparables a las de vinos con dos afios de -
crianza en bodega segun dictamen de cataddres profesio-
nales, salvo prihcipalmente en que el vino de lé vasi ja
de 5 1. adquirié el desagradable sabor " a levaduras ".
. Todos los vinos resultaron bien en cuanto a color

y aroma pero quedaron algo "blandos" &l paladar debido

al contenido excesivamente alto dq glicerina.

A la vista de los resultados de los andlisis de com
posidién quimica y de los exdémenes organolépticos apare
ce como més aconse jable,de entre las relaclones superfi
cie/volumen estudiadas, la de 1/12 si el plazo de oriég
za ha de@ ser de unos 45 dfas. Pues la crianza en la cube
ta de 10 1. resulfdicasi tan avanzada como en la de 5 1.
con la ventaja definitiva de poderse controlar mejor y
poderse dar.por terminada antes de la aparicién del sa-
bor "a levadurgs".

También, como veremos més adelente, se pueden cong
truir, conservando dicha relacién, vasijas con capaci -
dad industriel,y de dimensiones tales que se haga cémodo
su emplazamiento y su mane jo, empleando materisles .que
resulten a precios razonables.

La pérdida de alcohol en la crianza no es:extesivag



=107~

como en la cubeta de 5:1., y la acumulacidn de etanal,su
ficiente.

Queda ademds la posibilidad de hader aumentar algo
el volumen, hasta 1/15 ok1/20, y compensar la peguefia =
disminucidn de la velocidad de afie jamiento con una pro-
longacidn del tiempo bajo flor. |

Lo que no puede hacerse @s gumentar la superficie
sin peligro de perder la direcciédn del proceso ni dismi
nuirla haste las proximidades de 1/30, que lo harfa ya
poco apto por su lentitud para los fines propuestos,crian

za muy répida de vinos baratos.
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Capfitulo 49

PLANTEAMIENTO DE UNA BODEGA PARA CRIANZA RAPIDA

OB VINOS:.

Los principales problemas a resolver en relacidén -
con la aceleracidén natural & bioquiﬁioa del proceso :de
crianza con flor se derivan de conseguir que el velo feg
ga un desarrollo permanente y no sélo cuando 1és éircung
tancias olimétibassaan,favqrablas.

La estabilizacidén de la tamperatura en una bodega
es costosa, y en la introduccién bibliogrdfica demos -
cuenta de algunos intentos para conseguirlag siquiera fue
ra sélo en parte, por elfgran volumen que representa y
porque aislar pafedes ¥y suprimir huaoos tampoco entra en
lo fécilmente realizable. |

Dentro de la bodega la disposicidén del vino en es-
calas formades por cientos de botas sobre ser determi -
nante,. e gran medida, -del volumen que necesariamente -
ha de ocupar la carge. pues la forms dévlos envases obli
ga a de jar mucho espacio vacfo entre ellos, dificulte -
las operaciones que deben realizarse en toda bodega ya
que el acceso & las escalas no 63 cémodo, sobre todo a
las inferiores. Y en las botas, la relacién de superfi-

cie a volumen es de tal modo pequefia que la ciianza ha-
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bria de transcurrir forzosamente con lentitud ain cuen-

do la temperatura fuera siempre favorable.

Sin entrar en detalles que requerirfan el conocimien
to de las oondioiones}climatolégioas de la regidén donde
hubiere de instalarse la bodega, se expone en la Tige3d
adjunta un esquema de lo gue podris ser una instalacién
que permitiera la crianza controlada y répida de vinos,
con flor, salvando los inconvenientes que acabamos de ex
poner y facilitando todas las operaciones que implica.

Estd planeads para una produceidén de 80.000 litros
de vino en un plazo de 45-60 dfas, yue hace unitvtal -
anual de unos 10.000 Hl.,y consta d@ una planta,de nue-
ve metros de longitud, siete de anchura y ¢ineo de altu
ra, excavada de forma que su techo quede por lo ménos -
un metro bajo tierra para disminuir los efectos de las
variaciones de:}a temperatura exterior. La regulacidn =
térmica de la bodega se completa por dos radiadores de
cualquier tipo corriente, puea su Yolumen total nao es. ~
muy grande. Durante las épocas de méximo calor pusede -
adoptarse facilimente un sisteme de refrigeracidn que tam
poco seria’oaro.A

Cuatro bastidores metdlicos () provistos de estan
tes, adosados a las paredes y dejando entre si;aspacios
suficientes para permitir un_fécil acceso, soportan, ca
da uno, diez pares de en¥ases, ochenta en total, hasta

una altura de cuatro metros.
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Dos trujales cilfndricos (B) con capacidad indivi-
dual de unos 20.000 litros sirven, respectivamente, pa-
ra almacenar 61 mosto antes de entrar en crianze y para
recoger el vino terminado.

La instalacidén se completa, en lo esencial, con dos
depdsitos (€) de unos 3.000 litros a los que se envia el
mosto dél trujel y desde los cuales se realiza fdcilmen

te el llenado de los+envases.

El tipo de envase propuesto es la bande ja plana de
1,50 0,75 0,30 m. (#). Va provista de tapa con orifi
cios tapados flojamente para facilitar la aireacidén del
velo. En uno de sus costados, a 2 cm del fondo, hay una
llave de descarga a la yue puede adaptarse una conducecidn
de politeno u otro material inatacable. ’

Divefsos mateniales han sido ensayados antes de adop
tar el mds conveniente para la construcoién’de las baneA
de jas. Aparte del vidrio se estudid la aplicacion de ma
terias pldsticas, cémo cloruro de polivinilo y poliéster,
acero inoxidable, hierro esmaltado, aluminio recubierto
de pintura antidcida y chapa "glassuritadé".

El vidrio podrfa ser muy util pero tiene el inconve
niente casi insalvable de la dificultad de construir va-
gi jas de tan grandes dimensiones. |

El poliester y la pintura antidcide comunicaron a
los vinos sabores desagradables y lo mismo hizo la pintu

ra eantidcida llemadae "glassurit", aunque hubo de trang
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currir mds tiempo hasta que su sabor pasé al vino. Los
deméds materiales no fueron causa de ninguna anormalidad.

El més idéneo resulté el acero inoxidable, de extre.
ordinaria resistencia mecdnice y de duracién indefinida.
Tiene el inooﬁveniente de su precio alto que puede redu-
cirse consfruyendo la bande ja de chapa fing montada so -
bre madera. ¢

Méds barato es el hierro esmaltadé; no pese demasiado
Yy, 81 se conserva sin resguebrajaduras, no ofréce'peligro
de aportar iones metdlicos el vino. |

Y en cuanto al cloruro de polivinilo , tiene en con
tra su fdeil deformabilidad, que obligarfa a dotar &l en-
vase de uha armezdén, y 81 gyue algo de su colorante pasa

al vino pero resulta a buen precio y cabe en lo posibla~

envinar rreviamente el envasge,

Pare iniciar la crianza el mosto, sulfitedo y clari
ficado, se encabeza & 152 de alcohol y pema a las bande=
jas donde se siembra con cultivos puros de levadura, en
fase de velo, obtenidos en condiciones estériles. Una ,vez
alcanzado el afie jamiento deseado, que debe eontrolarue -
por medio de andlisis, las vésijas se vacian a tfavés de
las llaves de descarge que, por su situacidén a 2 om del
- fondo dejan un resto de 20 1. de liquido en la bande ja ,
del gque se puede retirar la mayor parte del velo & con -~
servar una pequefia porcidn como siembre pars una nueva -

cantidad de mosto. El vino terminado se clarifica y se en
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cabeza pare reponer las pérdidas de alcohol. Se puede me
jorar su calidad con unos meses de afie jamiento en madera
sin que se forme velo de flor.

La temperatura debe ser mantenida entre 15 y 202C -
pues,si es més baja,el vino evoluciona lentamente y por
encima de 202C la evaporacidn es muy intensa y ademds se
desvirtia el cardcter del vino. Pueden compensarse estos
inconvenientes dando sl mosto une crianza més corta 0, -
me jor, elevando el volumen de ligquido hasta que alcance
un nivel de 25 cm con lo que lea disminucidn de la rela -
cidén superficie/volumen compense la aceleracidén del pro-
ceso por la temperatura.

Naturelmente no se pretende que la calidad pueda com
petir con la de los vinos terminados en uns buensa bodega
de crianza, pues ésta consta de una serie de reacciones
quimicas lentas, no necesariamente bioquimicas, en las -
que parece tomar parte importante el oxigeno que pasa a
través de las duelas y, por otre parte, la madera, adn -
envinada, comunica al vino sabores y aromas insustituil o
bles. |

Con esta instalacidén se llenan las oondiciones reque
ridas para acelerar las primeras fases: de la criangza,uni
cas que se completan en los vinos baratos de flgr. En una
crianza de este tipo ha de controlarse la disminucién del
alcohol para evitar que llegue & un punto en que se corra
peligro de que el vino yuede sin proteccidn contre la ace

tificaciédn, aparte de que la reposicidn de pérdidas exce-
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sivas grava innecesariesmente el producto. La crianza de-

be durar todo lo posible pare que se consuma la mayor can

tidaed de glicerina, lo que requiere su prolongacidén més
alld de las etapas en que se acumuls el etanal, que no es
sino una entre las muchas caracteristicas del vino criado
vy no la unica importante.

Todas estas necesidades las cubre, como ﬁemos diche,
la bodega Que acabamos de plantear,:la cual reune, sobre
las de tipo tradicional, algunas ventajas’entre las que
son de destacar: | |
12 Menor coste del material y reduccidn del equipo necesg

rio.

28 Aprovechamiento més racional del espacio disponible.,

38 Reduccidn de la meno de obra y aumento de su rendimien
to. |

48 Mayores facilidades pera le limpieza y conservacidén -
de la bodega.

58 Mecanizacidn de las principales operaciones que la -
crianze implica.

68 Sustitucidn de las botas por en&ases més baratos y que
permiten hacer una elaborscidén més rdpida y una meni-
pulacidén mds cdémoda. “

78 Posibilidad de llevar a cabo el énvejecimiento duran-—
te todo el afio en las condiciones més favorables con
un coste razonable. |

88 Acortamiento considerable del plazo de crianza, lo que

determina tanto el abaratamiento del producto como la
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répida amortizaecidn de los costes de instalacidn-y -
produccidn.

Aumgnto del rendimiento por vasija. Cadae bota de 1la
solera en una bodega con la disposicidn usual produce
unog 450 litros de vino pof afio y réquiere otras dos
o tres sin produccién pars . 1os oportunos tra?iegos.
Cada bande ja puede producir en eleismb tiempo hasta

1300 litros, esto es, tres veces més,
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Capitulo 59

CRIANZA CON FLOR IE VINOS TINTOS

Paralelemente a los ensayos sobre crianza de vinos,
blancos y de caracteristicas apropiadas parg tal fin,se
estudié la posibilided de utilizar lés levaduras de flor
para modifiéar y me jorar loa’caracterés de vinos tintos,
tema sobre el cual la bibliografias es escasa.

El estudio fué msnﬁs extenso que en los vinos blan
cos y se encaminé més directeamente & su aplicacién prég
tica. Incluye la seleccidén de laes cepas apropiadas y en

sayos de crianza en cubetas.

Seleccidn de cepas

Se partid de las cepas capaces de formar velo sobre
vinos blancos, las n® 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11,12,
13, 14, 18 y 20 (pag. 73) con las que se hicieron prue-
bas de resistencia al ac. sulfuroso y de formacidén de -

productos tipicos.

Resistencia al ac sulfuroso

Este ensayo se condujo de le misma forma que se ha

‘bia hecho con los vinos blancos (pag. 73).
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Desarrollaron en 15 dias:

hesta 75 mg/l de SO, las cepas n? 1, 2, 4, 9, 11, 20.

] 100 © " " " " 3’ 6 .

] 125 " n n " " 10, 12.

" 150 " 1" n " " 8’ 14’ 18.
n 1 75 n n " ﬁ n 13,

n 200 " n " n n 7.

La resistencie de las levaduras al SO, resulté préc
ticamente igual que en los vinos blancos, salvo muy pe-

quefias diferencias.

Formaoiép de productos tipicos.

Se escogieron, en una primera seleccidn, las cepas
ne 7, 8, 10, 13, 14 y 18 que, sembradas primero sobre vi
no blanco manchego encabezado a 15,59, fueron inoculeades
en fase de velo sobre los matraces-objeto de la'axperieg
cia, que se condujo en forma andloga a la descrita en la
pag. T4.

Al cabo de 12-16 dias todos ios metreaces tenfan un
egspeso velo de,flor. |

Los métodos analiticos son los expuebtos en las -~
pag. 48 a 50 y los resuitados de los andlisis, hechos &

los 45 dias de 1la siembra,pueden verse en la tabla IV.
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Hubo un total paralelismo en le forme de actuar el
velo sobre vinos blancos y tintos. Los componentes obje
to de andlisis sufrieron evoluciédn en el mismo sentido
y del mismo orden, lo que indice que le natursleza del
substrato no afectd mucho al metabolismo de la levadura,
resultado que podia espérarse despudés de comprobar que
los velosdesarrollaron més ¢ menos & la vez en ambos ca
s0s y que apenas hubo diferencies deireéistencia al ac.

sulfuroso.

Se noté disminucidén de etanol, si bien no en tan -
gren proporcidén como en los blancos, por término medio
de 2-32 frente a pérdidaes de casi 4% en aquellos. El et&
nal asumenté haste 10 veces en relacidén con el .testigo -
pero su concentracién en valor ebsoluto, de 10-13 mmol/1,
no presentdé diferencias con los blénebs y evoluciones -
normales tuvieron también los demés componentes: reduce
cidén de glicerina,hasta una quinta parte de la iniclal,y
de meteries reductoras de le solucién de Fehling, ligera
variacidén de la acidez total y fija,con.tendencia & eu-
mentar, y disminucidén de la acidez voldtil hasta. un 50%
de la primitiva. El incremento de ésta en dos matraces
se supone debido a la accidn bacteriana,Tﬁmhiéﬁ;hubo‘ag
mento del &cido lédctico, aunqme no muy significativb.

Las cepas més dfiles para los vinos blancos lo fue

ron asimismo pare los tintos, esto es, las cepas n? 7,
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8 ¥y 13 cuya favorable accidén aparece aquf mds destacada
mente que en el ensayo anterior. Ademéds de presentar la
méxima resistencia al asc. sulfuroso y poder actuar en
las condiciones més desfavorables, consumieron;en igual
plazo de‘tiempb, menos alcohol que las otras y mds gli-
cerina, materias reductoras y acidez volétil, componen-
tes, todos ellos, cuyae eliminacién hasts limites‘muy ba
jos es aeseable en la crianze con. flor. Le formacidn de

etanal fué suficiente en todos los casos.

Crianze en cubetas

Vistos los resultadosde ld actividad de 1a§1evédu-'
ras capaces de formar vela sobre vinos tintos, se consi
derdé indtil estudiar con més detalle la crianza en ma -
traces y, s6lo a modo dé confirmacidén de la similitud -
con la crianza de blancos, se hizo un ensayo dupliéado
en oubetaé de vidrio con 10 litros de vino tinto de Na-
valcarnero hasta 16 om'de altura, utilizaendo la cepa 7
de S. oviformis.

El vino base procedfa de la misma remesa que €l em

pleado en la seleccidn de cepas y habis sufrido ligeras

modificaciones en su composicién salvo en ac. ldéctico -

de variecidn més pronunciadé. Sulfitado con 160 mg/1 y
clarificado con gelatina, fué sembrado con levadura cul
tivada en fase de velo sobre vino blanco estéril.

En ambos ensayos los vinos tardaron unos 18 dias en
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quedar totalmente cubiertos de velo y,fueron objeto de
tres andlisis a los 20, 30 y 40 dias de la experiencia.
Los métodos andliticos se exponen en las pag. 48 a
50. | | |
En las figuras 33 a 40 se incluyen los resultados
medios de las dos series, junto con las medias de los
ensayos de crianza.: de vinos blancos en cubetas de 10 1.

para poder establecer comparaciones.

Comentario

Le simple inspeccién de las gréficas hace innecesa-
rio insistir en la no existencia~deAdiferenciés intere -
santes con la evolucién de vinos blancos.

Le similitud resulta realmente extraordinaria en
cuanto a la mayor parte de los componentes. Acidez fijali
(fig. 33),tote: (fig. 34), voldtil y ldotica (fig. 35)si-
guen caminos -:casi parslelos tramo a tramo, mientras que
en. etanol (fig. 37) y etanal (fig. 38) las curves se -
cruzan y se mantienen siempre muy préximas, cosa légica
pues partiendo de cantidades inicisales casi iguales de
estos componentes se llega & concentfacionss‘finalea ;—‘
andlogas. . |

Las mayores diferencias encontradas en gliéerina
(fig. 36) y materia reductora (fig.}Q") deben atribuir-
se a gque, por estar presentes en"ﬁayor cantida& en loé

tintos, fueron utilizades en mayor proporcidn al comien
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TABLA V°*

Incrementos producidos en las concentraciones de al
gunos componentes del vino blanco y tinto durante -

su crianze en condiciones andlagas.

. N !
Componente TINTO BLANCO
Acidez total - 8,0 - Ty5
(meq/1) |
Acidez voldtil - 5,4 ' - 5,6
(meq/1) |
Acidez fija - 2,6 - 1,9
(meq/1) . , ,
Acido lactico + 6,6 + 6,0
(meq/1) X ~
Etanol - 1,3 - 1,1
(2) |
Etanal + 7,5 + 6,9
(mmol,/1)
Butilenglicol -+ 1,6 + 0,4
(mmol/1)
Glicerina - 12,3 . . -10,2
(mmol/1)
(mmol/1) .
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zo. Despues de 20 dfas, cuando las concentraciones ga -
habian hecho mes prdéximas, tambien sus respectivas cur-
vaa tienden & seguir andlogos caminos.

Solo hubo discrepancia en la produccidn de 2,3-buti-

lenglicol (fig.40) ¥y no se observé formacidn de acetales.

En la tabla V pueden verse los incrementos compara-
dos de todos los constituyentes objeto de'anélisis, los
de glicerina y ac.,. léptico estan considerados a partir
de los 20 dfas del ensayo. lLa diferencias en cinco compo-
nentes no 1llega al 10%, en dos deellos es menor que el
20% y solo en materie reductora y butilenglicol alcanza

cifras mayores.

Por dltimo se indicena continuacién alguhas de las
modificaciones producidas en los caracteres organolépti-
cos del vino durante la crianza.

El vino originel ers un tinto de Navelcarnero, vi —
nificado con le casca, gque hebia tomado el color "mora -
pio" propio del gusto de la regién. De sabor era éspe -
ro y basto. Su crianza fué acompafiade por un gran depdsi
%o de materia colorante que continué sedimentando duran-
te algun tiempo despues de clerificado y embdtellado‘hasl
ta que el vino tomd el color de piel de cebolla tipico |
de los vinos tintos rancios. Bajo la accidén del velo se
afiné grandemente ya en las primeras etapas y perdid por
completo su aspereza. Su arome se hiZo mes suave y rico

en matices y adquirid gusto a vino de flor .
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CRIANZA CON FLOR DE VINOS IE DIFERENTES

ORIGENES.

A continuacidén y para terminar los estudios sobre

aspectos generales de la crianza, se exponen algunos de

los ensayos de crianza de vinos blancos y tintos hechesy

en cubetas de 10 litros,con objeto de comprobar la evo-

lucidn de sus caracteres organolépticos.

Los vinos objeto de estudio fueron:

‘Bl ancos

Valdepefias, 1955, Alcohol, 132, Ti{pico de Le Mancha.

Manzanares, 1955) 13-142, De distintas partes de La

"

"

Almerisa

Montille ,

"

Jumilla,

1956} Mancha, con los caracteres usuales

1956) de los vinos de esta zona.

1956, 112,.Vino hecho con uve de messa.Al
go insipido y con sabpr a holle -
jos.

19554 Alcohol, 15,52, Caracteristicos

1956}.de Los Ruedos. Ideales para la -

crianza con flor,

1957. 112 de alcohol. Vino de quema he
cho con desperdicios de uve de -
Almeria. Bastante buena calided

dentro de lo que podia esperarse.



Tintos

Navalcarnero, 1955,

Cadalso de
los Vidrios

Valdepefias, -

Nevarra,

Jumille,

1956,
1957.

1956.
1957.
1956.
1355.

1956.

1957.
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Al cohol, 15,32, Muy gordo y bas
to. '

Andlogo al anterior.

14,52, Seco y del tipo corrien

te de pasto.

13,92, Fino de buene calidad.

12,02, Mismas caracteristicas.
14,02, Edulcorado con sacarina,
calidad corriente,

17,09. Enve jecido en madera du

rante dos afios.

16,02, Ligeramente abocado. Muy
fino. _

15,52, Tinto de. doble pasta pa-

ra coupage. Mucho color y sabor

.agtringente.

Los vinos de Jumilla eran todos bien equilibrados

y de calidad excelente,

Todos los vinos, segun conveniencia, fueron encabe-

zados hasta unos 15-15,52 con alcohol vinico de buena -

calidad o se diluyeron hasta la misma concentracidén con

' agua conteniendo las cantidades de ac. tartérico necessa

rias para gque su acidez total no variase. Se inocularon

con cepas 7y 8 los blancog y con 7 y 13 los tintos y se

sometieron & periodos de crianza de unos 40 o 45 dfas,



-128-

al cabo de los cuales fueron descubados, clarificados y

embotellados.

Comentario

La evolucidén fué normal en todos los casoé 8 excep-
cién del tinto de Navarra, del que hubo que préscindir
por heberse acetificado.

La crianza de los vinos tintos fué siempre acompa-
filada de abundante depésito de materia colorante, inclu-
so el de Jumillé, 1955 que ya habla estado sometido a

afle jamiento en madera.

Los caracteres organolépticos de los vinos blancos
solo resultaron realmente me jorados cuando el vino base
reunie condiciones para la crianza. Tal fud el caso de
los mostos de Montilla, mientras los demds, si bien me -
joraron y se afinaron algun tanto, no llegaron a adqui -
rir un tipo franco y definido.

En cuanto a los tintos, en todos los casos se con -
siguid une me jora patente de su calidad, incluso en los
gque habian estado sometidos previamente & enve jecimiento.
Fueron caracterfsticas de su evolucidn la pérdida total
o casi total del tipo inicial, sustituido por la apari -
cién de caracteres de flor casi siempre muy acusados, la
notable disminucidn del color y laaparicién de un arome

méds fresco.
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Resumiendo, de nuestros ensayos se deduce que la
crianze con flor es siempre aconse jable para me jorar la
calidad de los vinos tintos comunes y el aumento de gag
to .qQue esto representsa Queda compensado con creces por
el valor superior del préduoto obtenido. La aplicacién
de crianza a los blancos debe ser objeto de estudio pre
vio en cada caso, pues en muchos tipos de vinos no re -

sultard econdmica.



SECCION IITI

_BSTUDIO ESPECIAL IE ALGUNOS ASPEQTOS IBRL
METABOLISMO DE LA LEVADURA EN VINOS Y EN
MEDIOS SINTETICOS:

El vino bajo wvelo debe‘sufrir profundas transforma
ciones que los andlisis de que es objeto hebitualmante
no reflejan méds que de un modo grosero. Para tratar de
conocer més & fondo el metabolismo de la levadura se re
quiere un estudio més prdfundq de'éu acc;én sobre los -
componentes del medio en que actia ea.condiciones tales
que se pueda seguir fécilmente su evolucién. Por esta -
razén, sw bien en algunos casos las experiencias se pu-
dieron llevar a cabo sobre vino, estéril o no, en gene-
rel se dejé sentir la necesidad de utilizar un medio sin
tético de desarrollo que, guérdando enalogf{as con el vi
no, permitiere estudiar en cada caso sélo los componen-
tes deseados e#itando interferencias de otraé'sustanaias
presentes en los medios naturales. B

Los trabajos que se exponen & continuaocidn compren
den el estudio del metabolismo de diversas fracciones
nitrogenadas en medio estéril y la evolucidén del etanol,

glicerina y écidos en medios sintéticos.
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Capitulo 19

EVOLUCION DEL NITROGENO

Los resultedos de los andlisis reslizedos con le in
tencidén de seguir la evolucidén del nitrdégeno durante la
crienze en lea bodega daban luger a suponer que pudiera
existir una asimilacidn,por el velo,del nitrdégeno atmog
férico, opinidn de la que participan numerosos autores
segun ya quedd expuesto.

La presente experiencia tiene por objeto comprobar
le posible utilizacidén del nitrégeno del aire por el ve
lo y el estudio de la evolucidn del nitrégeno totel,for
mol, amoniacal y aminico por la accidn de la levadura en

vino estéril.

Matefial ¥ métodos

Unea. serie de matraces erlenmeyer de 100 ml. con 85
‘ml de mosto de Montilla se esterilizd en autoclave a 4
atm durente 10 minutos. A consecuencia de la esteriliza
cidn los matréces perdieron unos 12 ml de liquid07por -
término medio, al tiempo gue la graduaecidn alcohdlica -
del vino desaendia de 16,42 a 10,2. Con unae mezcla de -
alcohol y agua, al 40% aproximadamente del primero, afia

dida en condiciones de esterilided, se elevd la concen=
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tracidén del vino hasta unos 14,52 y el volumen final, &
80 ml. 32 matraces se sembraron con cepa 7 en fdse de ve
lo, cuatro asas cada uno y otros tantos se de jaron como
testigos. La temperatura fué mantenide alrededor de 162.

A los ocho dfes en todos los matraces se habia for
mado un velo tenue que cubrias totalmente la superficie
del Vino.'Los velos prosiguieron su desarrollo normal ,
al cabo de 16 dias eran espesos y arrugados y un pocd -
més tarde, sobre los 20 dias, empezaron & aparecer frag
mentos de velo viejo en su cara inferior. En dfas suce- .
sivos se inicié el desprendimiento de estas porciones -
de velo viejo, que ya no cesd hasta el fin de lsa éxpe.—
riencia. |

Se hizo un andlisis inicial del contenido del vino

///;;’las distintas fracciones nitrogenadas y después, otros
ocho durante los 76 dfas de la experiencia, los cin?o -
primeros con intervalos de ocho diaes y los tres %1 timos
cade doce dias.

Cuatro matraces con velo y otros tantos testigos -
fueron empleados paras cada andlisis. Despuds de separar
los velos por filtraciédn, el liguido recogido, junto con
las aguas de lavado, se diluyd exactamente hasta un 50%
sobre el volumen inicial pero en los datos esnalfticos se
expresan las concentraciones con relacidn al primitivo
volumen de vino.

Para seguir la posible utilizecidn del nitrdgeno -

atmosférico por el velo se determiné a lo largo de tode
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la experiencia la suma del nitrégeno total del medio sem
brado més el de la levadura y se compard con el nitrége
no total del testigo correspondiente. Una concentraciédn
menor en el testigo que en el vino-velo durante el ensa
yo indicaria le existencie de la seimilacién buscada.

Los métodos analf{ticos de las fracciones nitrogena
das en medios liquidos se describen en la pag. 50, Bl ni
trégeno total del velo se valoréd éobre muestrs de unos
0,15 g de levadura seca y sus concentraciones estédn refe
ridas siempfe e peso de ésta.

El primer andlisis de nitrdgeno.total, a los ocho
dfas de la experiencie, se hizo sobre el conjunto de pa
pel de filtro y depdésito de velo porque la pequefia canti
dad de materia sélide colectada hiéo impbsible su separg
cién del filtro. Del total encontrado se dedujo la peque
fia proporcidén debida a impurezas del papel. -

La determinecidn de la mase del velo se explica en
la pag. 80 y la materia seca colectada estd referida a
la cantidad de velo que corresponderia proporcionalmen—

te a 1 litro de medio.

Comentarie

En la fig. 41 se incluyen las curvas de concentrg-
cién del medio en nitrdgeno totel y en fracciones nitro
genadas durante el ensayo. También se representa la va-

riacidén del nitrdégeno total y formol en los testigos -
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sin sembrar, que no son sino las que pueden atribuirse

& los errores de los métodos enalitioos y & las diferen
cias de composicidén 1dégicas en unos medios de'cultivo‘—
iguales sblo estadisticamente. Se ha considerado inutil
la representacidédn de nitrdgeno amoniacel y amfinico en -
los testigos, el primero por no presentar, practicamen=-
te, variaciones y el segundo por ser casi igual que el

nitrégeno formol.

En los ocho primeros digs las ooncentraeionss dé =
nitrégeno en el medio sufrieron muy pequefia variacidén -
por ser también muy pequefia Xa cantided de velo presen<
te. Durante los 15 dfas siguientes hubo un fuerte incre
. mento de masa del velo y su curva (fig. 42) es précti-
camente une recta de pendiente mﬁy pronunciadé en}tanfo,
que el nitrégeno y las fracciones nitrogenadas eayeroh
andlogamente de un modo muy marcedo y en linea casi reg
ta ( fig. 41). A los 32 dfes se alcanzdé un méximo en el
desarrollo del velo correspondiendo con minimos en las
concentraciones de nitrdégeno del medib,yua partir de es
te momento hasfa el final de 1la expefiénéié el peSO“deI
velo parece mantenerse constante eoﬁ'i&'éxcepoién,dé;unv
aumento registrado en el Wltime vele:tolectado, que pu-
do ser accidental pues no oorrespondié;cdn variaciones

simul tanaas de nitrdgeno.

La autolisis de la levadura se puede poner de mani

fiesto por la constante disminucidédn del tanto por ciens
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to de nitrdégeno en el velo (fig. 42) que demuestra la -
existencia de una desintegracidén de la estructura celu-
lar con liberacidn de sus constituyentes. Fué simultanea
con la multiplicacidén del microorganismo y se hizo pa -
tente desde el momento en yque se pudo disponer de leva-
dura seca en cantidad suficiente para el andlisis de su
contenido en nitrdgeno.

Apenas perceptible hasta los 16 dfas, cuando la -
gran mayorfs de las células eran jdévenes, se manifesté
claramente, con une disminucidn de casi un 20% en el con
tenido de nitrdgeno del velo, &l tiempo que se empeze -
ban & notar adherencias de levaduras vie jas. Bl fendmeno
se acentud a continuacidn y a los 52 dfaes el nitrdgeno
total del velo eraz apenas el 60% del iniciel. Ya en ade
lante 1a autolisis parecid detenerse lo mismo que la mul
tiplicacidn celular y la evolucidén del nitrégeno en el
medio. |

Los minimos yue presentan todas las curvas de nitré
geno sefialan el punto en que el nitrdgeno liberado en la
autolisis equilibrd al consumido por la levadura. Des -
pués pasd a predominar la primers, aumentd la concentra
cién de nitrdgeno en el medio y disminuyé el tanto por
ciento en la levedura hasta que, a partir de los 52 dfas
se detmvo: todo proceso.

La disminucidén de las fracciones nitrogenades en el
medio fué proporcional a sus concentraciones respectivas

sin que la levadura mostrase preferencia por ninguna en
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particular. Nitrdégeno formol, esminico y amoniacal fueron
asimilados aproximadamente haste un 50% del contenido -

inicial en 32 dfas y el nitrégeno total se redujo al 37%
en el mismo plazo. A partir de los 52 dfas éate se repar

tid aproximadeamente por mitad entre el velo y el medio.

Para tratar de poner de manifiesto una posible asi
milacién de nitrdégeno atmosférico por la levadura en fa
se de velo se estudid la variacidn de la cantidad total
presente en el medio sembrado y en la 1evadura‘colectada
comparando la suma de aﬁbas'con el nitrégeno existente
en los matraces testigos.

Los resultados pueden verse en la fig., 43 en la que
los mg de nitrégeno en el medio , en los testigos y én
el veflo estan referidos a 320 ml que es el gohtenido en
volumen de cuetro matreces separado pars cada ensayo.

Las dos cui‘vas, de variacidén de nitrégeneen el velo
v en el medio, empiezén, le primera practicamente en ce
ro y la segunda en su valor més alto, A medida que se =
asimila nitrégeno del medio su curva caee y aumenta simé
tricemente el nitrdégeno en el velo que, a los 32 dias,-:
alcanza un valor méximo y después vuelve a bajar pero -
manteniéndose ya en valores casi constantes y muy préx;
mos entre si en ambas curvas.

La suma del nitrégeno total en el medio y en la le
vadura permenecid précticemente constante todo el tiem-

po, si bien presentabs diferencias con la concentracidn
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en los testigos, éstas fueron de pequefia monta, un méxi
mo de 3 mg, y no mostraron tendencia definida en ningin
sentido pues lo mismo aparecian en méds que en menos. Es
necesario, por tanto, atribuirlas & errores de las deter
minaciones sin que pueda en ningin momento pensarse en
un aumento de nitrdgeno en el medio sambrado, inecluido
el velo, sobre el del testigo,de donde queda claro que,

en las condiciones de la experiencia,no tuvo efecto nin

gune asimilacién de nitrégeno atmosférico.
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Capitulo 2@

PUESTA A PUNTO DE UN MEDIO DE CULTIVO DONIE LA

LEVADURA PUEDA DESARROLLAR EN FASE DE VELO,

Requerimientos en sustancias carbonadas

ternarias.

Los microorgenismos ensayados fueron{
Cepa 7 de S. oviformis‘
e 8 v §, oviformis
" 13 " S. chevalieri
" 14 " S. oviformis

Se partidé de un medio inicial que contenia, ademds
de peptona y urea como fuentes de nitrégeno.y aminodci-
dos, las seles minerales que satisfacen las necesidades
de los microorganismos en general y los factores de cre
cimiento presentes en la melaza de cafia. Sobre é1 se eg
tudid la utilizecidén por la levadura de las materias -
carbonadas ternarias habitualmente presentes en el vino,
alcohol, glicdrina y azicares.

En otre experiencia que se relatard mds adelante se
hicieron ensayos de asimilacién de dcidos orgénicos.

Todos los productos empleados fueron de la casa -

Merck con garantia de pureza.
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MEDIO INICIAL (A4)

MgS0y e THy0uevenvennennnnanns 0,8 g/1
CaS042Ho0uerevenennannneas 0,43 "
KpSOfeeusencesasessnsnanaces 0,6
(NH, ) oHPOyoeueneeeeacnnnnnns o,z. "
ZnS04 o THpOueevnernsssnsonnas 0,000 °
CuS0y+5Hg0ueuervenrenanannss 0,004
FeCly.6H,0uvreererieannnnnns 0,024 "
Ur68..cesscssessonnascsscasecs 0,8 "
Peptong.ececececcccccsccancee 245 "
Melaze de cafiBeceesseccceess 0,5 ml/l

H2304 pera llevar el pH aprox. a 3,2.

Sobre esta base se prepararon les series siguien -
tes:

1.- Medio A4 + glicerina (10 g/1)

2.- " " 4 etanol (132)
3.- " " 4 glucosa (5 g/1)
.— n LS " + glicerina
5~ " " &% etanol + "
.= " "oy " o glucosa
Te= " " " + "o + glicering

En todas las series se pusieron las mismas concen-
traoiones de glucosa, etanol y glicerina-indicadas parsa
las tres primeras.

Las series fueron distribuidea, cadae una en 10 ma-

traces de 100 ml,a razdén de 70 ml por unided, los cuales
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se egcterilizaron a 0,5 atm durante 10 min. A continuacién
a cade matraz de las series 2, 5, 6 y 7 se agregd alco-
hol hasta una graduaciéh final de 142, quedando los ma-
traces con unos 80 ml de volumen total. Un volumen igual
de ague estéril fué afiadido a las series sin alcobol.

Los matraces de cada serie se sembraron, de dos en
dos, con las cepés 7, 8, 13, 14 cultivades previamente
hasta formar velo sobre vino estéril,quedando como tes-
tigo dos matraces sin sembrar. La temperatura se mantuvo
entre 15 y 18e,

A los 20 dias se determind la masa de los velos for
mados y se hicieron anéliéis de las sustancias aarbona-
das en comparacidén con los testigos.

Los métodos anali{ticos fueron los mismos empleados
para vinos, descritos en las pag. 48-50, con algunas pe

guefias modificaciones sin importancia.

_Comentario

La intensidad del desarrollo y las mesas de 1los Ve
los formados, asi como la utilizacién por la levadura de
los nutrientes del medio, fuerqn muy.similares para las
cuatro cepas salvando las pequefias diferencias de activi
dad ya sefialadas en nuestros ensayos sobre vinos. Por -
ello juzgamos indtil presentar los resultados completos
de esta experiencoa y en la tabla VI se reproducen sélo

los de la cepa 7 , una vez més la de mayor actividead.



€6 LG 9%

- - L%
L'g g -
€'6 6's  T's
- - n.¢
16 g'g -

0‘s

2t

[ "o5Tase], OFPeN| OPr3sey.

¢‘0T  O°‘oT w €ET0 oueng Anu L
1ot 2ot " mH.o, ouenq Anm 9
g0t T'0T w 9T°0 ouenq Anm G
- - w 20°0 088089 ¥
- - w 20°0 0EBOSY €
g‘oT  8°6 w LT*'0  ouenqg fnm- 2
- - ‘% £0%0 08BOHO T
OIDO®N| OF1360] OIDON | 8008I BE
oTeA
(5) TouoOTY Tep oseg | OTTOXTESEQ eTI0g

(T/3) sutaeoTTdH| (T/¥) geI80NZY

"

¥

BTJIBUIO] ©1UeNF BT UOO UQTOBTOI U6 SO00T19IUTE SOTPEW Ue OTOA Tep OTTOIIBSe(

*8BPBUOQIBO BTIOLBW 6P

IA VTIEVL




-141-

Destaca & primera vista un hecho cuye extensidén fué
objeto de comprobacidn ulterior. E1l alcohol, en un medio
sintético tal como el empleado, es imprescindible para-
yue la levadura desarrolle en fase de velo . En.ausencia}
de etanol, caso de las series 1, 3 y 4, no hubo prédcti-
camente formacidn de velo y la mayor parte de la escasa
multiplicacidén celujar fué de levadura caida al fondo -
de los matraces y actuando en fase anaerobia. Ain cuan-
do el medio disponia de otros nutrientes,en cantidad su
ficiente, la levadura en fase de velo,sembrada'en la su
perficie del medio,se 1limité a subsistir sin multiplica
cién aparente. |

Si el medio contiene alcohol hay un activo desarro
llo que no parece ser acelerado por la presencia de gli
cerina o gluoosa, tanto si acompafian al alcohol por se-
parado como cuando el medio cbntiene los tres compuestos
gimul taneamente.

En todos los casos la levadura, como en el vino, -
usé de todas las fuentes ternarias presentes lo que se
tradujo en una disminucién del consumo de slcohol con -
relacidn a la serie.2, pero siendo éste, no obstante,el

componente mds utilizado.
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Formacidn de velo sobre un vino con canti-

dades crecientes de alcohol.

Para comprobar si la influencia del alcohol en la =
formacién del velo es tan importante cuando la levadure
actia sobre un medio rico en nutrientes y adecuado para
su desarrollo como al actuar en medios sintéticos, se -
privé lo més completamente posiblé de alcohol & un vino
de Montilla, de caracteristicas dptimas para la crianza
con flor, por destilaciones repetidas al vacio, reponien
do con ague destilade el volumen inicial, a temperatura
inferior a 559 para evitar posibles alteraciones.

Con este destilado, agregdndole agua y alcohol ‘en
distintas propqrciones, se prepararon series de matra -
ces de 100 ml desde O & 18¢ alcohélicoa,convintervalos
de 28,de modo que el volumen finael fuese aproximadamente
el primitivo del vino. E1l alcohol se afiadid después de
esterilizar a vapor fluyente y el wvolumen final fué de
unos 30 ml en cada matréz.

La composicidn media del 1ligquido resultante en 1os

matraces fud:
Etﬁl’lOl.....o...- 0,1"189

Etanal.veeeceess 0,0

Acidez total.... 4;5 g/1 (en ac. tartdr)
Acidez volétil.. 0,0

Acido ldctico... 1,2 g/1
Glicerin@..oeeee 9,7 "

Materia reduct.. 3,4' "
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Cuatro series fueron sembradas con cepa 7 y otras
cuatro, con cepa 13 en fase de velo.

Se tomd nota del dia en que se aprecid un comienzo
franco en el desarrollo de losi.velos, entehdiendo por -
tal el momento en que los islotes de velo, inicialmente
sembrados,empezaban a extenderse y a aumentar claramen-—
te de tamafio. (Esta apreciacidn es meramente subjetiva
pero tiene valor informativo)

A los 20 dfies se dié por terminada la experienoia
¥y la levadura se recogid y se pesd en seco Qomo se indi
ca en la pag. 80. Los resultados se refieren al conte-

nidos de custro matraces cada muestra.

Comentario

Tanto en rapidez de desarrollo como en masa de wvelo
colectada la cepa 7 superd & la cepa 13 pero, salvéndo
las diferencias de actividad, las dos especies se compor
taron de forme andloga una vez més.’ |

En el vino privedo casi completamente de a&lcohol -
(fig. 44) laes levaduras iniciaroﬁ la expansidén del velo
en seis y nueve dias pero el desarrollb se detuvo en po
co tiempo y permanecid estancado en tanto que el peque-
flo depdsito inicial de levadura en el fondo de los matre
ces aumentaba de volumen claramente, hecho ya observado
en medios sintéticos sin alcohol (pag. 141).

Al crecer la graduacidén alcohélica desde 0,1 a 8%,
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las células se multiplican cade vez més rédpidamente y a
esta Ultima graduacidbnla cepa 7 tardd sdlo 3 dias, y la
cepa 13 cinco, en iniciar su desarrollo. Simultaneasmente
el peso del velo & los 20 dfas crecid casi en razén di-
reota y para la concentracidén de 8¢ alcanzé un méximo en
las dos cepas. |

En adelante, al seguir aumentando la concentracidn
alcohdlica, se fué retrasando el comienzo del desarro -
llo franco si bien, una vez iniciado, transcurrid con -
rapidez de forme que la masa de levadura colectﬁd&, aun
que disminuydé con relecidn al médximo, se mantuvo bastan
te préxime a 61 hasta los 122 inicidndose desde aqui un
marcado retraso en él desarrollo, que tardé en comenzar
10 ¥y 11 di{as cuando el alcohol llegb a 162, y disminuyen
do tembién fuertemente la cantidad de levadura colectada;
Las curvas de las dos cepas van aproximdndose, por caer |
més rgpidemente la cepa 7, ¥y en vino de 162 se recogid
casi la misma masa de velo. Para graduaciones de 18¢ ya
la levadura no pudo iniciar el desarrollo en fase aero=-
bia. |

Concentraciones de‘alcohol excesivamente altas in-
hiben el desarrollo del velo y si son bajas retrasan el
comienzo de su formecidén. Bxiste una concentraeién mini
ma, aproximadamente de 12, necesaria para que se forme
velo y un Sptimo de condiciones favorables alrededor de
8¢. La méxima tolerancia al alcohol por la levadura en

fase de velo fué de unos 179.
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De los ensayos de desarrollo del velo en medios -
sintéticos, descritos en péginas anterio}es,'y en vinos
con cantidades crecientes de etanoi son de destacar los
giguientes hechos:

En medios sintéticos conteniendo sales minerales i
factores de crecimiento, sustancias nitrogenadas y eta-
nol la levadura tuvo un buen desarrollo en fase de velo.

En medios andlogos sin alcohol no se formd velo en
presencia de.otras sustancias carbonadas ternarias, gli
cerina o glucosa. La escasa multiplicacién celular trans
currié principalmente en fase anaerobia.

En vino desalcohnlizado tampoco hubo formacidén de
velo a pesar de que aquel oonténia todos sus componentes
excepto etanol. |

En el mismo vino hubo desarrollo de flor en cuanto
se le adiciond alcohol.

De todo lo cual se sigue que el alcohol no sblo es
imprescindible para gue la levadura forme velo sino que
es la causa, al menos inmediata, de que desarrolle de -
tal forma. E1l etanol impide el drecimbento de microorgs
nismos perjudicisles @l vino. De €1 depende la formacidn
de velo y permite controlar el peso total obtenido de le
vadure eVitando desarrollos excesivés que parsalelamente

llevan consigo un gran consumo de alcohol.
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Necesidades de algunos factores de creci-

miento para el desarrollo en fase de velo

Medio A,. Preparado sobre la base del medio A, (pag.
139) sin melaza y con alcohol a 142, Se ha puesto esta
graduacidn, a pesar de estar lejos de la dptima paré el
velo, porque, préxime & la habitual en vinos de flor,to
davie le permite un desarrollo bastente rdpido.

En este medio se estudié el efecto sobre ei velo -
de. los siguientes factore de crecimiento, por separédo

y en conjunto:

éiotina...l........‘... 5ory1
Mes0oinositoleeececeooss 90 mg/l
Pantotenato cédlcicos... 70 "

An'eurin&. R 02;5.-3"
Combinendo estos factores se prepararon 10 series:

Serie 1. Medio Ap

" 2. " " 4 biotina

" 3. " " + mesoinoeitol

" 4, " " 4+ aneurina

" 5. " "o pantotenafo

" 6. " " 4+ todos los factores

oo, o " " sin biotina
nooog, oM om 4w " . " mesoinositol
" 9, wooLon " " " aneurina

] 10 . 1] u . + 1] n I.' 1] pantotena-to
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Los ensayos se condujeron de la forma descrita en
laspag. 139-140.empleando para la siembra cépa,7 de S.
oviformis cultivada previemente en fase de velo sobre -

medio A1 estéril con alcohol.

En la table VII se recogen los resultados de la ac

cién , sobre el velo, de los factores afiadidos al medio.

TABLA VII

- Peso del velo a
Serie Desarrollo los 20 dias.
(2 matraces)

A casi nulo 0,01 g
2 bueno 0,11 &g
3 escaso 0,03 g
4 casi nulo 0;01 g
5 muy escaso | 0,01 g
6 bueno | 0,15 g
7 escasgo ' 0,01 g
8 bueno 0,10 g
9 bueno 0,11 g
10 buéno | 0,13 g




14751

En el medio A, sin factores de crecimiento (s. 1) -
el desarrollo fué casi nulo. Y no se incrementd mds que
ligéramenté por la aocoidn de ac. pantoténico o aneurina
(s.4,5). Mds efecto, aunque en todo caso muy pequefio,pe
recid producir el mesoinositol (s.3) pero fud la bioti=-
na (s.4), de entre los cuatro factores de crecimiento -
ensayados por separado, lé que determind un incremento
del velo comparable al qﬁe pudo producir la adicidn de
melaza. '

El mayor desarrollo de velo se consiguid en la se-
rie 6, con la adicidn de los cuatro factores, lo que in
dica que la accidn de la biotina se puede ver reforzade
por la de los otros tres. Le supresidn de aneurina y pan
totenato (s.9,10) tuvo poco efecto en @l velo y algo més
se noté la falta de mesoinositol (s.8). Pero estos dWlti
‘mos factores reunidos no fueron capaces de ejercer casi
ningune accidn sobre el velo en ausencia de bidtina -
(8.7).

Seé deduce pues claramente que la biotine es indis-
pensable para que la levaduras &otde en fase de velo so-
bre medios de las caracteristioas de los resefiados. A -
los demds factores se les puede considerar dtiles para |
incrementar su accidn pero sin que su efecto fea apre -

de!
el mesoinositol.

ciable cuando faltae la blotina salve, eén pequefia ewcale,
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Desarrollo en fase de velo sobre medios

conteniendo dcidos orgénicos.

El. objeto de la experiencia fud completar 1os estu
dios sobre asimilacidn,por el velo, de las sustancias -
carbonadas ternarias presentes en los vinos.

Como medio de cultivo se empled el A3, obtenido a
partir del medio A, (pag.146) adicionado de factores de

crecimiento, quedando con la composicidn sigﬁiente:

MEDIO A3
MgSO4.7H20-o-............... 0,8 g/l
C&SO4.2H20....o.o.oonoooo.co 0943 "
K2804000000--..,oo.oooootocOJOés "
(NH4)2HPO4.oooooooo-oooctooa 0,2 "
ZnSO4O7HZQOQQoooooo-ooooooto 0,009 "
Cu504.5H20...............-.. 0,004 "
F601306H200c00ooooooooocoo-o 0,024 "

Urea.OOQOOO.....O"..;...... 0’8 "

Peptona...............;..... 2,5 "

BiotinG.eeeeseeeesecesosessad0 rg/l
Me50inositoleeeescesccsncsessdO mg/1
Pantotenato c81ciCOesssseeesTO oo

ANBUTiNB.eccesececccssensecae 245 "
HZSO4 pare llevar el pH aprox., & 3,2.
Alcohol a 142, afiadido después de este

rilizar el medio en autoclave a {atm.

durante 10 minutos.
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El microorganismo utilizado fué, una vez méds,la ce
pa 7 de S. oviformis cultiveda previemente sobre medio
A3 estéril.

Sobre la base del medio A3 se ?repararon geries de
natraces,con 80 ml de volumen final por término medio ,
sustituyendo le acidez sulfdrice por dcidos tertdrico ,
malico,citrico, lactico y acético en conoentracionés Bu
ficientes para llevar el pH del medio & 3-4. E1 alcohol
se afiedié, como ya quedd indicado, despuds de esterili-
zar. Con cada dcido se dispusieron cuatro series de ma-
traces de jando otras tantas como testigos.

Otras series andlogas, éustituyendo.el alcohol por
un volumen igual de ague destilade estéril, se emplea -
ron parae estudiar la posible asimilaqién de los écidos
en ausencie de etanol.

A los 20 dfas se hizo una toma de muestras y su ang

lisis como se expone en la pag. 140,

Comentario

Los datos que aparecen en la tabla VIII confirmen
que en medios con alcohol hubo, como era de esperar, gran
deéarrollo de velo y éste fué esceso en su ausencia.

En los medios sin etanol, con ac. léctico y acético,
alimentos adecuados para la levadura (serieé 1,J), ésta
se multiplicd més activamente que en las series F,G,H -

con ac. tartédrico, mdlico o citrico. Singularmente el -



TABLA VIITI

Desarrollo del velo en medios conteniendo dcidos orge
nicos.A los 20 dias de la siembra se determlné acidez

final y masa de velo. S.-Medio sembrado. T.-Testigo.
SERIES CON Ac, inicialjAcidez finsal Masa'de veilo
AT.COHOL (meq/1) (meq/1) 4 matreces
A) S 35,2 36,0 0,31 g
Ac. tart. o
i 35,2 37,0
'B) S 44,3 45,2 0,24 g
Ac. malico ,
T 44;3A 46,9
c) S 37,1 37,1 0,20 g
Ac.citrico . :
' T 37,1 - 37,3
D) s 48,4 34,2 0,22 g
Ac.ldctico _
T 48,4 48,9
E) s 61,3 31,4 0,26 g
Ac.acético
T 61,3 60,5
SERIES SIN
ALCOROL A
F) S 39,7 40,3 0,03 g
AC. 't&rt. .
T 39,7 40,1
) S 52,8 52,6 0,05 g
Ac.mélico
T 52,8 52,6
H) S 41,3 41,0 0,03 g
Ac.citrico
T 41,3 41,1
I) S 52,5 36,8 0,08 g
Ac.ldéctico _ _
T 52,5 53,0
J) S 73,5 1,1 0,10 g
Ac,acético A
T 73,5 71,7
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dcido acético fué consumido de un modo casi total y el

pH pasd de 4,0 a 7,5 en 20 dias. Bl dcido 1dctico se re
dujo en un 30% en el mismo plazo pero le multiplicacién
celular fué menor. Los otros tres dcidos no fueron uti-

lizados aparentemente por el velo.

Con la excepcidn de le serie A, con ac. tartdrico,
donde la multiplicacién de las.células fué extraording-
ria, en todas las deméds series con alcohol le materia -
celular fué colectade en cantidades parecidas, sin que
la presencia y consumo de dcidos asimilables se traduje
ra en un incremento apreciable de la masa.del‘velo.

Por 1o que respecta a la utilizacién‘de‘los deidos
por la leVadura,'los dcidos ldctico y acético fueron fé
cilmente asimilados, hecho repetidamente comprobado porxr
distintos investigadores. La pequefia diferencie en dci-
do mélico respecto al testigo (serie B) permite abrigar
dudas respecto a su utilizacidn y los otros dos dcidos,
tartdrico y citrico no fueron asimilados en medios con
alcohol ni sin é1, por lo que la pérdida de ac, citrico
Gurante la crianze en la bodega (pag. 63) ha de ser atri

buida a la actividad bacteriana.
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Capitulo 3¢

EL ORIGEN IEL AUMENTO DE ACIDEZ IEL MEDIO
DURANTE EL DESARROLLO EN FASE IE VELO.

Tratendo de encontrar el origen del aumento de aci-
dez fija durante el desarrollo de la flor, los enSayos
descritos en las pdginas anteriores se continuaron du -
rante un periodo de 80 dias haciendo determinacionss de
pH,acidez total y voldtil y dcido ldctico en todos los
medios con alcohol y sin alcohol excepto en las series
con 4cido acético (E y J., table VIII).

Las condiciones de la experiencia y de los andlisis

son las mismes entonces descritas (pag. 148 y sig.)

Comentario

En la tabla IX se reproducenlos datos correspon -
dientes a los medios con alcohol conteniendo dc. tartd-
rico y médlico donde, por haber tenido un extraordinario
desarrollo de flor, los resultados fusron mas interesag
tes.

El estado -de los velos fué, en embas series g1 si_

Suiente:
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A los 20 dfas. Velos espesos y arrugados.

mow 40 ", La meyor parte del velo habia cafdo
en casi todos los matraces.,

w.om 80 " , Segufa el abundante depdsito y en la
superficie del lfquido aparecia una

tenue pelfcule de velo nuevo.

En los restantes medios el desarrollo del velb fué
escaso y no hubo apenas variacidn de acidez, 1o que de-
muestre que ésta estéd estrechamenteiligada con la acti-
vidad celular,

En le serie A, con ac. tartdrico, hubo un gran au -
mento. de_acidaz, que empezd a hacerse patente despues
de los 20 dfas y fué tan mercado que a los 80 dfas lle-
gaba a los 2/3 de la acidez iniciel.

En la serie B, con ac. méiico, parecid iniciarse
una ligera flexidén de la acidez en relacién con los teg
tigos aunque la determinacidn de ac. mélico no perﬁitié
comprobar ninguné variecién de concentracién , hecho -
que pudo ser debido & la imprecisidén del método analiti
co. Esta ligera disminucidn inicial y su posterior in -
cremento se pueden explioar por une esimilacién del ac.
médlico por la levadura, que superaria primero y compen—
saria después en parte el aumento de a01dez produecido
por el metabolismo del microorganismo. En cualquier ca-
so la utilizacidn del ac, mélico seria 1enta‘yAen peque
fia escala y no puede atribuirse e ella la casi total dg

saparicién de este dcido durante la crianze en la bode-
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ge , yue ha de ser debida, por consiguiente, a la accidn
bacteriana. |

Estos aumentos de acidez fueron tan claroé que en
la serie A condujeron & une disminucién de 0,3 unidades
del pH y solo en pequefia parte pueden atribuirse a los
dcidos liberados al ser utilizados por la levadura los
cationes de las sales minerales presentes en el medio.
Teampoco pueden explicarse por la formacidn de ac; acé-
tico o ldctico producidos por la actividad celular, el
primero en el metabolismo anserobio de etanal y el se-
gundo por evolucidn de gliceriha o de dcido médlico. De
aquel se formaron cantidades Infimas, registradas solo
a partir de los 40 dfas, en tanto que de écido léctico,
an sin existir glicerina,y sin haber dcido mélico en -
-la serie A, aparecieron cantidades relativamente impor-
tantes aunque tempoco suficientes parq explicar total -
mente el aumento de acidez. La formacidén de dcido ldcti
co, que seré objeto més adelante de atencidn especisl,
fué nula en los primeros 20 dfas y tuvo efecto, princi-
palmente, & partir de los 40 dfas cuando la mayor parte
de los velos habfan cafdo y la levadure actueba en fase

anaerobia.

Caracterizacidn de los dcidos.

La caracterizacidn individual de los dcidos respon
sables del aumento de acidez se llevd a cabo por croma

tografia sobre papel.



T"TABLATIX

Desarrollo del velo y evolucidén de la acidez en medios sinté-
ticos conteniendo alcohol y acidos tartérico y mélico. Las de=
terminaciones de pH se hicieron reproduciendo aproximadamente

el volumen primitivo antes de diluir el 50 %.

Serie A) con #cido tartdrico

Medio inic., 20 dfas 40 dias, 80 dfas
S 3,3 3,3 3,2 3,0
PH o

T 3,3 3,3 3,3 3,3

S 35,2 40,0 53,7 59,5
Acidez
‘meq/1) T 35,2 37,0 38,1 38,3

S 0,0 0,0 2,0 4,2
Ac.acet.
(meq/1) T 0,0 0,0 0,0 0,0

S 2,0 2,0 4,0 8,2
Ac.lact
(meq/1) T 2,0 2300 2,0 2,0,
Masa de ,
velo(g) 0,00 0,62 1,54 1,67
4 matrac. . - ‘

S.- Medio sembrado.

T.- Testigo.




TABLA IX (continuacidn)

Serie B)con écido mélico.

Las determinaciones de pH se hicieron como en la serie A. Se
hizo también une estimacidn cuantitativa de dcido mdlico por

cromatografia sobre papel, segin se describe en la pag.

Medio inic. 20 dfas 40 dfas 80 dias
S 3,3 3’3 3’3 3’3
pH ‘ .
T 3,3 3,3 ' 3,3 ' 3,3
Acides 44,3 45,2 44,8 | .52,2
(meq/1) T 44,3 46,9 48,1 48,1
S 3,0 3,0 3,0 3,0
Ac.mélico ‘
g/1. T 3,0 3,0 3,0 3,0
s 0,0 0,0 2,2 2,2
Ac.acet.
(meq/1) T 0,0 0,0 0,0 0,0
S 2,0 2,0 ‘ 3,8 5,6 -
- Ac.lact. '
(mea/1) T 2,0 2,0 2,0 2,0
Masa de
velo(g) 0,00 0,48 1,41 1,50
4 matrec.

S.- Medio sembrado.
T.- Testigo.
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Técnica empleadsa.

a) Cromatografia de écidos. Las mueg

tras, de 10 ml, fueron pasades a través de una columnsa . ce

tidnica de Zerolitt 225, despﬁés se concentraron al vacio

en un desecador de cloruro cédlcico a la témperatura ordi-

naria y se pasaron por une columne anidnica de Zerolitt FF
de donde, por elucidén con (NH4)3003;U52N,Q¢ extrajeron uni

camente loséc¢idos orgénicos queéand; retenidos los dcidos

minerales. E1 exceso de eluyente se eliminé por evapora -

cién al vacio a temperatura menor de 402 y el residuo, di

suelto en poca ague se pasd «de nuevo por la columna oatié

nica y se concentr$ al vacié. Las muestras asi preparades

se sometiefoﬁ a cronatoérafia descendente, sobre papel -

Whatmen n21,empleando butanol-ae. férmico 4 N (1:1) como

disolvente de desarrollo. El revelado se hizo con azul m;
bromofehol. ‘

b) Cromatografia de cetodcidos. 8e siguid la téonica de

Cavallini y Frontali (18) separando los cetodcidos, con -
solucidn clorhi{drica de 2,4-dinitrofenilhidraziha, del mg.
dio desproteinizado y del elufdo de la columns aniénica -
con los mismos resultados., El precipitado de 2,4-dinitro-
fenilhidrazonas, extrafdo y purificado don acetato.de eti
lo, se disuelve en tampdén de fosfato de pH 7,2 y se desa-
rrolla con butanol-etanol-esgus (4:1:5). Como revelador se

utiliza una solucién de 2,4-dinitrofenilhidrazina.
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En la figura 45 se reproducen esquemdticemente los
cromatogramas hechos sobre muestras, a los 20 dfas , de
las series con alcohol y sin é1. La posicién de las mag
chas en la figura es solo aproximada. Para la caracteri
zacidn de los dcidos se fijdé su situacidn en relacidn -
con la de testigos en soluciones puras. Las letras colo
cadas en el origen del crometograme indican laé series
A a J de la tabla VIII y los subindices expresan el me-
dio sembrado S o el testigo T respectivamente. Los pun-

tos S.P. representan los &dcidos en soluciones puras.

En todos los medios con alcohol (series A a E) apa
recieron unas manchas gue, ldentificadas, resultaron o=
rresponder a los dcidos isocitrico o citrico, mdlico y pi
" rivico o ldctico cualquiera que fuese el dcido inicial -
del medio, y en las series F a J sin alcohol no se observa
ron manchas de este tipo ni siquiera en el medio J, con -
dcido acético, donde se formé un velo bastante abundante.
En esta serie y en la serie E no aparecieron manchas per—
tenecientes al écido acdtico que, sin duda, fué eliminado
en la concentracidn inicial de la muestra.

Repetidos los cromatogrames con muestraé a los 40 -
dfas de la experiencia (fig. 46) se reprodujeron exacta-
mente los resultados anteriores,

Los Ry de los &cidos pirdvico y léctico son muy pré-

ximos en casi todos los disolventes de desarrollo ¥por es
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ta causa no fué posible hacer su distineidn pero, pusé—
to que el andlisis cmantitativo reveld ausencia de dei-
do léctico (tabla IX) en los primeros 20 dfas, hemos -
puesto de manifiesto la existencia de dcido pirﬁvico‘sg
paréndolo como 2,4-dinitrofenilhidrazona y sometiendo
ésta a una cromatografia sobre papel, como se describe
en la pag. 154. E1 cromatograma, que se reproduce en ;
la fig. 46 , reveld la presencia de ac, pirdvico sin -
que pudiera caracterizarse ningin otro detadeido, Qui—A
z8 por encontrérse en concentraciones demasiado peque-

fias.

Porsi estos dcidos procedieran de la autolisis de
la levadura, se colectaron cantidedes de velo que, des
pués de lavado con agua destilada, se sometieron a au-
tolisis en las condiciones siguientes, tomadas de Jos-
lyn (36) y de Joslyn y Vosti (38):

Tampén de ac.citrico 0,1 M y NaOH N/1 a pH 3,5,sa
turado con cloroformo, & temperatura de unos 339,

El mismo tempdén, a la misme temperatura, con aceto
na al 10%. |

El mismo tampén con 2,4-dinitrofenol que, segun los
autores, acelerg nueve veces la autolisis a 33¢2. El ai-
nitrofenol se afiadid en cantidad suficiente para formar
una solucién 0,01 M.

Tampdn de ac. tartdrico y bitartrato a pH 3,3, con

un 10% de acetona, a 439,
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En los cromatogramas, realizados segun se indica en
la pag. 154, no se encontraron més dcidos que los corres
pondientes a los tampones.

Teniendo en cuenta este hecho, y el que los dcidos
en medio sintético ya habian aparecido a los 20 afas de
la experiencia cuando la autolisis sdlo pudo fener efec
to en muy peqqeﬁa.escala, se puede afirmar que los dci--
dos mélico, citrico y pirdvico no se formaron en la au-
tolisis. )

En estos mismos oromatogrames tampoco aparecid.dc.
léctico lo gque parece descartar que tenga este origen =
inmediato el que se acumule en los medios en que la flor

actua.

Aunque los écidos minerales, liberados por la asi- .
lacidn de los cationes de las sales, han de quedar rete
nidos en la columnd anidnica,también se hicieron croma-
togramas, en soluciones puras, de HQSO4 y H3P04 que son
los Unicos dcidos que pueden aparecer en el medio A3 -
(pag. 148) pues todas las sales minersles que en €1 fi-
guran tienen como aniones SO ", PO,"y C1' y el HC1 =
evaporaria en la concentracidn previe y no ppdrie apare
cer en los cromatogramas.

Los resultados (fig. 46, n25) demuestran la imposi

]
bilidad de confundir los dcidos minerales con los orgéni

Cos.

Y,por dltimo, los aminodcidos dcidos quedan reteni-
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dos en la columna catidnica y tampoco pueden interferir.

Por todo lo cual hemos de admitir qQue realmente he
habido formecidn de dcidos isocitrico o eitrico, mélico
¥y piruvico en el metabolismo de la levadura en fase de
velo y, puesto que sbélo se encontraron en medios con al
cohol, parece 18gico que se formen en el metabolismo de

esta sustancia.

Resumiendo, en el aumento de acidez que se produce
en los medios donde actua la levadura de flor pueden.con
currir: |

12, La desaparicidén de cationes de las sales minerales,
aunque no & corto plazo.

2¢. La acumulacidén de los dcidos ldctico y acético, es
te dltimo circunstancialmente.

32, Lg posible liberacidén de otros dcidos o aminodci-
dos no determinados en la autolisis.

42, La formacidn de dcidos citrico o isoc{trico, mdli
co y pirdvico o léctico en el metabolismo del mi-

croorganismo.

El papel de estos doidos en el metabolismo se puede
explicar teniendo en cuenta que los dos primeros inter-
vienen en el ciclo de Krebs (fig.51, peg. 172) y que al
gunos microorganismos pueden metabolizar el elcohol, en
parte, a travds de este clelo segin demostraron Foster

y Waksmean (28), quienes trabajendo con Rhizopus higri -
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cans obtuvieron dcido fumdrico a partir de..alcohol en -
cultivo de sustitucidn.

El ac., pirdvico puede proceder del etanol,pasando
por etanal, ac. acético y acetil-CoA, y ser un escalén
intermedio para la entrada en el ciclo,.mediante la car
boxilacidén de Wood-Werkmen a ac. oxalacético o la modi-

ficacién de Ochoa (48) a ac. mélico.

Etanol--» Etanal-—-» Ac. acético—=+ Acetil-CoA=——s»

- .-ATP
o, e + ac. oxalacético
Co2 | . ; ciclo
—=2 Ac. pirdvico————u de
Krebs
TPN
+ ac. mdlico

mélicoenz.

Todo 1o cual sugiere que el etanol puede ser en par
te utilizado por la levadura de flor de forma anéloga a
como lo hacen otros microorganismos, dando previemente
lugar a ac. pirdvico que se incorporarfe &l ciclo de -
Krebs después de transformarse en ac, oxalacético o mdli
co. Parte de. los dcidos del ciclo se pﬁeden acunular en
en medio y ser parcialmente los responsables del aumento
de écidez fija en los msdios en que actia la levadura de

flor,
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Capitulo 42

EL ORIGEN DEL ACIDO LACTICO QUE SE FORMA

DURANTE LA CRIANZA CON FLOR.

El aumento de la concentracidén de dcido ldctico dg
rante la crianza con flor es un hecho referido por va -
rios autores (pag. 42~44) y cémprobado repetidamente a
lo largo de estos trabajos (pag. 63, 91, 103, 122 y 153).

Segun queda indicado en la parte tedrica, se sefiala
gue su origen estd en la evolucidn de glicerine o ééido
mélico;pero como le cantided de dcido ldetico formedo -
durante la crianze no guardé relacidn con le de mélico
que desaparece Yy, pér otra parte, em medios sin.gliceri-
na ni dcido médlico se ha encontrado aumento de acidez =
léctica,'hemos tratado de poner en claro cuales puedan
ser las fuentes de procedencia de este dcido. Con este
'fin se realizaron verias series experimentales, con vi=

nos y medios sintéticos, que se describen a continuacidén.

12, Bvolucién de dcido mdlico y ldetico

a) en vinos en bodega.

Ya se ha indicado (pag. 63) como durante la crian-

za en la bodega el dcido mdélico cayd haste concentracio
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nes por debajo de la sensibilidad del método andlitico
empleado en su determinacidn. Pero el aumento de dcido
ldctico fué muy superior y, por ello, sélo en parte pug

de ser atribuido a la evolucidén de aquel dcido.

b) en vinos en el laboratorio.

Para descartar la intervéncién,bacteriana en la po
sible transformecidn malo-léotiéa se siguié le evolucién
de ac. mélico y léctico sobre vino estéril en la misme
serie experimental que sirvid para estﬁdiar la evolucién
de la materia nitrogenade (pag. 131 y sig.). El planea-
miento y desafrollo de la experiencia son los mismos .-
alli descritos. : |

El bajo contenido inicisl de &c. mélico era muy fa
vorable para poder‘apreciar cualquier variacidén de su -
concentracidn, 0,5 g/1. Los anéiisis se hicieron como se

indica en laspag. 48 y 49.

Dentro de los errores propios del nétodo anelitico,
la concentracidén de dcido mélico perﬁanecié constente -
durante toda le experiencia (fig. 47) en tanto que la de
dcido ldctico comenzé e elevarse claramente a'partir de
los 24 dfas, llegd a un méximb a los 40 dfas y deepués
descendid ligeremente, manteniéndose précticaménte cons
tante a partir del dia 52. |

El incremento méximo, de 4,2 mmol/l con relacién -
el testigo, fué de tal magnitud que superé & la centidad

total de dcido mélico existente en el vino por 1o que se
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ha de concluir que sdélo une parte del doido ldctico acu
mulado en los vinos puede proceder del ac. mélico.

En relacidén con el desarrollo del velo (pag.134 y
sig.) el aumento de la concentracién de ac. léctico coin
cidid con el comienzo de la autolisis y alcgnzd un méxi

mo czsi al mismo tiempo Que aquelle (fig. 42).

c) en medio sintético estéril.

En la pag. 151 y sig. (cap. 32) se comentan los re
sultados de la evolucién de acidez en medios sintéticos
conteniendo alcohol y ac. mélico en los Que se observéd
formacidn de ac. ldctico y sdlo ligeras variaciones de
ac. malico.

El aumento de concentradidén de ac. léctico, més len
to,sin duda, que en el ensayo g) que acebamos de referir,
fud claro a partir del momento en que los velos le leva

dura habian caido en gran parte.

22, Bvolucidn de glicerina y ac. lédctico.

a) en vinos.

Puesto que la glicerine es uno de los componentes
asimilados en mayor escalapor la levadura, su disminu i
cidén es siempre muy marcada y aunque, como ya queda ine
dicado (pag. 63), en la bodega parece sefialar cierta eg
rrespondencia con el aumento de ac. léctico, en nuestros
ensayos en natraces (pag. 91) la concentracién de este-

dcido evoluciond de forma diferente: segun las cepas de
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levadura pero sin guarder muche relacidén con la disminu

cién de glicerina.

b) en medios sintéticos con alcohol.,

Medio Aq (pag. 148) con unos 10 g/1 de glicerina..

Cepas 7, 8 y 13 sembradas en matraces de 100 ml con
70 ml de medio.

La preparacidén y desarrollo de este ensayo fueron
como se describe en la peg. 139 y sig. Los andlisis, se
gun se indica en la pag. 140,empleando cuatro matraces
para cada muestra, se hioieron; el primero & 10s jO dfas
y los demds cada 8 dias..

Los velos desarrollaron como sigue:

A los 10 dfas. Comienzo de desarrollo ?ranco. La cepa

| 13 1lleva cierto retraso.

v 20 " ., Velos arrugados y eépesos. Continda el
retraso de la cepa 13. }V

" " 30 " . Desarrollo normal en todostlos matraces.
Lg cepa 13, & la misma altura que las

otras. Se inicia el depdsito de velo.

-

noowo40 ", Abundante depdsito en todos los matra-
ces,
mow 50 " , Casi todos los velos han caido.
Comentario

Es de destacar (fig. 48, 49, 50) aparte del excelen
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te desarrollo de los velos el hecho, repetido con las =

tres cepas, de que la mayor parte de la glicerina se con
sumié durante los 35 primeros dias, coincidiendo con la

mayor pujanza en la multiplicacidn de la levadura, sin

gque se produjera aumento aprecigble en la concentracién

de ac. ldctico. No hube,por tanto, correspondencia en -

tre la glicerina consumida y el dcido producido pues és

te se acumuld en el medio principeslmente en los Ultimos

dias de la experiencia, cuando aguella apenas variaba -

ya.

En relacidén con el velo es de notar que la maydr -
parte del écido ldctico aparecid en el medio a partir =
del momento en que el depdsito de levaduras comenzd a -
hacerse manifiesto y continud creciendo progresivamente

a la par que el sedimento sumentaba.

c) en medios sintdticos sin alcohol.

Medio A3 sustituyendo 1l alcohol por un volumen -
igual de agua destilada estéril y afiadiéndole unos 10 g/1
de glicerina. La experiencia se prepard de le misma for-

ma que el ensayo anterior,

No consideramos necesario reproducir los resulta -
dos porque, segun sucede siempre en medios sin alcohol,
la multiplicacidén celular fué escasa, de 0,08 g de velo
como méximo en 60 dfas, la glicerina se oonsumiében pe-—
quefia cantidad y no aparecid ac,., ldetico en concentracio

nes apreciables en ningin momento.
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d) medio sintético sin glicerina y sin ac. malico.

De los ensayos descritos en la pag. 151 y sig., cap.
32, sobre medios sintéticos conteniendo sélo alcohol ¥y
ac. tartdrico se pueden deducir las mismes consecuencias

que se exponen en el apartado ¢), pag. 162.

32, Acido léctico en la autolisis

Puesto que a lo 1argo’de todas las experienciasi a
que nos venimos refiriéndo parecié establecerse une rela
cidén entre la autolisis de la levadura y la formacidén de
ac, ldetico, los autolizados obtenidos en los ensayos -
que se relatan en la pag. 156 y sig. fueron analizados
en busca de ac. ldctico con resultédo negativo en to&os

los casos.

Congideraciones finales

12 Es un hecho comprobado que el dcido léctico se acu .
mula en el medio durante el desarrollo de Ia-flor.

29 No procede de modoindimpensable de la glicerina o
del dcido mélico pues también aparece cuando estos
constituyentes faltan en el medio nutritivo.

32 E1 metabolismo de la glicerina o d61 ac; médlico no
conduce necesariamente a ac. ldctico, pues en lea.
serie b) pag. 161 no hubo pérdide de ac. médlico y
se formé ac. lactico y en la serie b) pag. 163 es-

te dcido no se formd mientras habia gran consumo de
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glicerina y aparecid mds tarde cuando ésta permane

cia casi constante.

492 Se ha visto siempre que su apariciédn estd relacio-
nada de un modo bastante claro con la formacién de
sedimento de levaduras.

52 No parece proceder de la eutoligis en si.

Lo que indice que, sin descégtar que una parte del
écido acumulado en el medio pueda provenir de transfor-
maciones de glicerina o de ac, mdlico, también puéde te
ner parcialmente origen en el metabolismo de la levadu=~.
ra, o en la transformaoién de produotds de su‘autolisis,
sin intervencidn, al menos direata de aguellos componen
tes.,

Tal origen puede estar en la utilizacidn pof la le
vadura, en fase anaerobia, de los carbohidratos .residug
les del medio o de los suyos propios, liberados en el -
proceso autol{tico, y también en la reduccidén del ac.pi
rivico formado previamente en\la degradacidn de agquellos
o en el metabolismo del alcohol (pag. 159).

Lo que parece estar fuera de tode dude s que el -
dcido ldctico es un producto de formacidén puramente anae

rébica sin relacidn con la fase oxidetive del velo.
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Capitulo 58

EL ALCOHOL EN EL METABOLISMO EN FASE IE VELO

A lo largo de nuestros estudios SObre aspectos del
metabolismo ( pag. 130 y sig.) se ha ido poniendo de ma
nifiesto la importancia que el etanol tiene en el desa-—
rrollo de la levadura en fase .de velo. El hecho de gque
en medios sin més posibles nutrientes orgdnicos que al-
cohol y peptona la 1evaduré vivea y se’muléiplique indu-
ce a pensar yue el etanol no sélo es alimento energéti~
co sino que se puede incorporar!al microorganismo for -
mando parte de la sustancia celular, posibilicad ya apun
tada por Marcillae y col. (pag. 38) que la juzgan poco -
probable, E1 4% del alcohol se convierte en etanal y édci.
do acético segin van Zyl (pag. 38), quién no llega & nin

guna conclusién respecto al 96% restante.

En las pdginas siguientes se exponen algunos ensa-—
yos hechos para conocer si hey intervencidn del alcohol 
en la constitucidn de la célula. La experiencia consis=
tié en cultivar la levadure sobre medio nutritivo con =»
bajas concentraciones de peptona y detqrminar el conte=
nido del wvelo colectado en éarbohidratos, grésas Y pro-

teinas para establecer comparaciones entre estas frac -
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ciones y las sustancias carbonadas presentes en el medio,
1o yue nos puede permitir comprobar si hén de proceder -
del etanol consumido o pueden tener su origen en otros

nutrientes de los yue existen en el medio,

Dos sgeries de matraces se gembraron eon cepa 7 so-
bre medio Ay (pag. 148) conteniendo 0,43 y 1,28 g/1 de
peptona respectivamente, de jando otraé dos como testigos.
Cade metraz contenfa 70 ml. de medio.

Los velos se desarrollaron lentamente a causa, sin
duda, de las bajas concentraciones de peptona. A los 35
dfas se recogieron como muestra 7 metraces de cada serie

¥V un numero igual de testigos.

Métodos de andlisis

Determinacidén del velo recogido. Como en la pag.80.

Nitrdgeno totel. Segin se describe en la pag. 50.

Proteinas. Multiplicando por 6,25 el nitrégeno to-
tal.

Grasas. La muestra desecada sektritura, se muele §
se mezcla con arena pare facilitar su extraccién. Se tra
ta primeramente & reflujo,con HCl el 5%, durante cuatro
horas pafa descomponer parcialmante le membrana celular
y hacerla méas permeaﬁle. Después se_extrae durante 12 ho
ras, en aparato de Sohxlet, con éter de petroleo de p,o;
40-600C. E1 éter} conteniendo la grasa disuelta, se eli

mina por destilacidn y el residuo se agota evaporéndolo
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en estufa a 702, El contenido en grasa se determina por
pesada.

Carbohidratos fdcilmente hidrolizables. La muestra
se hierve a reflujo durante 4 horas,con HC1l al 5%, pars
hidrolizar los azicares. Después de enfriar el 1{guido
se neutralize con sosa N/1. Se filtra y sobre una por -
cidén del filtrado se determinan los azicares reductores
segin el método de Bertrand adeptado & 1los vinos (pag.
49).

Comentario

Le mess de velo a los 35 dfas era de 2,70 g/1.de me
dio en la serie con 1,28 g/1 de peptona y de 2,50 g/1 en
la serie con 0,43 g/l, por lo que sdlo emrleamos esta d;
tima en nuestras experiencias teniendo en cuenta que,al
ser el medio mds pobre en peptona, es més probable gue
el microorganismo utilice mayor proporcidn de etanol co

mo fuente carbonads.

Las posibles fueﬁtes de materia carbonade dignas de
tenerse en cuenta en un médio tal como el A3,que ha ser
vido para la nutricidén de la levadura, son peptona y eta
nol pues la urea se emplea fundamentelmente para suminisg
trar nitrdgeno aunque también en parte podria aportar -
carbono. La primera puede servir de proveedor de amino-
dcidos, sin duda su principel aportacidn al metabolismo

celular, pero también cabe en lo posible gque la levadu-—
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ra utilice los dcidos resultantes de lg deseminacidn.

Como el microorganismo no llegd & consumir ni adn la -
mitad del nitrdégeno del medio (tabla X), esta segunda -
via de asimilacidén de la peptone es de tomar en conside

racidn.

TABLA X

Nitrdégeno en el medio de desarrollo.y en la levadu

 MediO...... 400 mg/1
Inicial
Valo. e 600 00 O "

M6di0eoeses 222 mg/l
Velo....... 180 "

Finel

Segin . puede verse en la tabla XI la fraccidn carbo
nada sin nitrdgeno (NHQ) de. que disponfa la levadura e
ra su desarrollo era, & parte del etanol, de 370 mg/1 ,
sin contar la urea, los cuales,sin.duda,no 1legd a utili
zar totalmente.
Al final de la experiencia se haebian formado 2,50
g de levadura por litro de medio, cuya composicién en ma
terias carbonadas fué: |
Proteinas..eeeces 45,1%
Carbohidretos... 17,0%

GrestSeecscccecee 5, Th



TABLA X1I

Fracciones de proteinés, grésas y carbohidratos en
el medio y en el velo al comienzo y &l final de la ®Xpe
riencia. Las proteinas estén calculadas multiplicando -
por 6,25 el nitrégeno total. La masa de velo es la que
corresponderia a 1.1itro de medio. Las concentraciones es

tdn exvresadas en mg/l.

FRACCION PROTEINAS GRASAS CARBOHI+
(fraeceidn . - DRATOS
sin NH»2)
Medio 370 - 0 0
Inicial
Velo o 0 ' 0
Medio ? 0 0
FPinal
Velo 1030 132 425

Etanol consumido. 1,502 equivalentes & 11,9 g/1.
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correspondiendo, por lo tanto, & ocada 1 litro de me -
dio:
Proteinas (fraccidén no nitrog.)eeeesse..1030 mg

CarbohidratOS.oooooo..0..0000'00.0.0..0 425 "

Grasas..........‘.............;."..,.. 132 "

“T587 -

En un medio disponiendo de 430 mg/l de peptonsa,que
probablemente fué empleada con preferencia .en la elabo
racién de proteinas propias, la levedura fué capagfde
formar hasta 1600 mg, casi cuatro veces més, de cadenas
carbonadas gue hen de provenir, en su maydr parte, del
etanol audn suponiendo que existiera asimilacidén de car-
bono de la urea. Este hecho estd de acuerdo con las ob-
servaciones de Kornberg y Krebe (39) quienes, en sus ea
tudios sobre metabolismo intermediario de los hidratos
de carbono, encontraron que sustancias como etanol y ac.
acético puedeﬁ dar lugaer a la formecidn de materia célg
lar en microorganismos capaces de utilizarlos como Uni-
cas fuentes de oarbono. Tales son el género Pseudomonens,
algunas cepas de Esferiohia coli y ciertos mohos estudia

dos por Ochoa y col. (49)

En la fig. 51 se expone un esqueme de las posibles
transformaciones del etanol por la aceidn de ia levadu-
ra. Los nombres encerrados en recuadros se refieren a com
puestos que han sido caracterizados en los medios de cu;v
tivo. . |

E1 etanol necesariemente ha de intervenir en la for
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macién d® une parte de las proteinas y, a lovque parece,
también, por lo menos en parte, los carbohidratos de re-
serve y de la membrana celuler hen dé tener igual ori -
gen. |

La conversidn del etanol enwnumohidratoé supone una
curiosa reversibilided del proceso fermentetivo normal
y podria llevarse a efeoto‘por intermedio del dcido pird
vico que,ségun®eindicd en la pag. 159, puede sér un com-
puesto intermedio en el metabolismo dal elcohol. Gilvarg
v Bloch (32) empleando levadura del génbro Torulopeis, -
previanente adaptada & un medio con acetato como unica
fuente de carbono, lograron la sintesis de carbohidratos
previa transformacién del ac. aoétioo en pirdviqo ¥y por
un proceso seme jante, el etanol podris dar lugar a ac.
pirdvico y carbohidratos & traves de etanal o de ac. acé
tico (fig. 51). .

Por dltimo, &l etanol también podrias servir para la
formecidén de cadenas de écidos grasos a través de acetil
CoA y conmtituir de esté modo las grasas de reserve de

la célula.

BEl etanal y otros productos de transfor-—

macidn del etanol en medios sintéticos.

Una serie de matraces con 75 ml de medio A, ¥y unos

3
122 de alcohol fué sembrade con cepa 7 de S. oviformis.

Otra serie iguel, sin sembrar, se dejé como testigo.



La preparacién del medio y las condiciones de de-
sarrollo de la experiencia son las mismes que se exponen
en la pag. 139 y sig.

Los andlisis, cada 10 dfas, se llevaron a cabo se-
gun se indice en la pag. 140. La masa de velo oolectada,
como en la pag. 80, y estd referida a la que corresponde
ria a un litro de medio. Como muestra se tomaeron cuatro

matraces sembrados y otros tantos testigos.

Comentario

En el medio Ay (pag. 148), casi por completo sinté
tico, la levadura desarrolla dé un modo comparable 8 co
mo puede haecerlo sobre un vino que tenga las caracterig
ticas més convenientes para.le criamzae, segin puede com
probarse comparando las cifras de levadura colectada en
la fig. 13 (pag. 81) o en la fig. 42 (pag. 134) con las
de la fig. 52 (pag. 175)3 los productos tipicos formedos
y el etanol consumido también lo son en magnitudes com-
perables, teniendo en cuente las diferéncias de volumen

en las series de las distintas eiperiencias.

Puesto que el medio no coﬂtenia més que aelcohol -
puede afirmarse que etanal, bufbilexigli'col y acetoina -
(fig. 53) se formen a partir de é1, directa o indirecte
mente. Una vez mds, tampoco en medio sintético llegd =
producirse acetal,

De etanal se formaron en 60 dfas hastae 5,2 mmol/1
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con un méximo de 6,0 & los 50 dfas y de butilenglicol y
acetoina, en cantidades siempre crecientes desde cero ,
haste 2,3 y 0,64 mmol/1 respectivamente, concentracioees
similares, oomo acebamos de decir, a las que aparecen éen
vinos bajo flor,le¢ qQue coﬁfirma que €1 medio Ay @s per-

fectamente adecuado para el desarrollo del velo.



CONCLUSIONES
SECCION:I

12, Se ha realizado, por primera vez, un estudio aneliti
co de la crianza con flor en la bodega hecho sobre un
nimero suficiente de muestras, de todas las criaderas,
para que se puede tener ﬁna seguridad relativa en la
validez de los resultados obtenidos. La composicidn de
los vinos finos de Jerez es aproximadamente, segéﬂdlos
resultados de nuestros andlisis: glicerina, 1,5—3,4g/1;
etanol, 15,--16,./93 etanél, 175-530 mg/1; butilengli—
col, 1,0-1,8 g/1; acetoina, 0-27 mg/l; acetal, 15-115
mg/1; pH, 3,1-3,5; acidez total; 4,1-4,8 g ao.tért./i;
acidez fija; 3,8-4,4 g ac. tart./l; acidez voldtil ,
0,17-0,35 g ac. acético/l; dcido ldctico, 1,3-2,8 g/1;
materias reductoras, 0,2-2,1 g/l; densidad, 0,989-0,990;
extracto seco, 17,3-25,4 g/1; sulfato potdsico 1,7-3,7
g/1, Los caracteres anali{ticos de los vinos de Monti -
lla son: glicerina, 2,1-5,8 g/1; etanol, 15,+-16,12; -
otanal, 65-335 mg/l; butilenglicol, 1,2-1,4 g/l ace -
tofna, 0-54 mg/l; acetal 0-50 mg/l; acidez total, 4,0-
5,1 g ac. tart./l; pH, 3,2-3,6; acidez fija, 3,2-4,5 g
ac. tart./l; acidez volétil, 0,2-0,7 g ac. moético/l ;
dcido ldctico, 0,8-3,2 g/1; materias reductoras, 0,4~
1,0 g/1; densidad, 0,989-0,991; extfacto gseco, 20,9-
25,4 g/1.
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28, Lg érianza en Montilla y en Jerez sigue ceminos pare
lelos pero en Montilla es més corta porque el clima es
menos favorable y es menor el tiempo que los vinos per
manecen en el sistéma de soleras. Con respecto a la
pérdida de glicerina, formacidn de etanal, acetal y bu
tilenglicol y disminucidn de densidad y extracto seco
durante la criange, los vinos de las soleras de Monti-
lla equivalen, por término medio, & los de las 48 crig
deras de Jerez. En esencia los vinos de Montilla se di
ferencian de los de Jerez en su menor grado de crianza
que se manifiesta, sobre todo, en el escaso o nulo con
tenido en componentes que se‘forman en pequefia canti -
daed, como es‘el acetal de tanta influencia en el cardc
ter de flor.

32, La glicerina es el componente que varfa con mayor re
gularided, disminuyendo su concentracidn & lo largo de
la crianze. En un sistema de soleras el vino que con -
tiene menos glicerina es el de evolucidn méds avanzada
v aun esto puede admitirse, dentro de ciertos limites,
al comparar distintos sistémas. Puede establecerse una
relacidn, que se sigue con bastante aproximacién, en-
tre el contenido de glicerina de un vino y su crianza.
El fino de Jerez puede considerarse criado cuando su -
concentracidén de glicerina es de 1,5-3,5 g/1, las sole
ras de Montilla contiénen, como queda indicado, 2,1--—
5,3 g/1.

48, Las concentraciones de acidez total y fija estdn go-
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metidas a dos acciodnes opuestasm: pérdida de acidez por
precipitacidén de bitartrato potdsico y por utilizacidn
de dcidos por la levadura o por bacterias y, de otra =
parte, formacidn de sustancias dcidas en el metabolis=~
mo de la levadura. La primera accidén suele predominar
2l comiento de la crianza,y por ello las curvas de aci
dez presentan un minimo,pero en realidad el enve jeci -
miento va acompafiado de un asumento de acidez que no €s
debido solamente a la formacién de doido léetico Pues
la acidez fija no ldctica, si bien &ambiinmditminuyc -
al comienzo, mds tarde tiende =a aumentaf. Con ciexrta =
frecuencia predomina el efecto de disminucidén durante
.toda la crianza y sin duda por ello.algunos autores con
sideran que es el unico existense. Por lo que respecta
a los dcidos individualmente consideradoé; el mdlico y
citrico llegan 8 desaparecer en la crianza, el dcido .
1dctico aumenta notablemente y el dcido tartdrico dis-
minuye por precipitacidén pero no por la accidbn de la -
levadura o de bacterias, |
a8, No se puede decir que exista disminucién de concen —
tracidén de las fracolones nitrogenadas durante la crian
za en la bodega., En general se equilihra'la asimilacidn
de nitrdégeno por la levadura ¥y sul@evolucién al medio
en la autolisis del microorganismo,en fodas las criade
ras,con predominio de la lisis en algunos casos, sieﬁ;
pre en muestras tomadas cuando la flor no actuaba.

68, La concentracién de sulfatos, siempre alta como conse
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cuencia del enyesado, aumenta todavie mds durante la -
crianza y en cuanto a la evolucidén de los demds compo-
nentes estudiados, los resultados coinciden con los que
se encuentran en la generalidad de las publicaciones -
sobre el tema. Disminuyen: ac. acético, meterias reduc
toras, etanol, densidad y extracto seco; aumentan: eta
nal, butilenglicol y acetal, el pH varia poco y la acg‘

tofna auments hasta cierto limite para luego disminuir.

SECCION II

78. Para iniciar el estudio de la crianza en el laborato
rio se hizo una seleccién de cuatro cepas, entre 35 ca
paces de formarAvelo, teniendo en ocuenta la resistencisa
al S0, y la formacidén de productos tipicos. De las cua
tro cepas con mejores saracteri{sticas,tres pertenecen
a la especie 8. oviformis y una a S. chevalieri-pero -
todas ellas actian de forma completamente anéloga sobre
el vino, hecho que demuestra la posibilidad de hacer la
crianze con cultivos puros de una sola cepa sin que el
vino pierdes calided respeato al afie jado con levaduras
espontdneas donde pueden concurrir especies diferentes.

8¢. Teniendo en cuenta la tolerancia media de la levadu= |
ra - en fase de velo al SO2 se recomiende sulfitar en =
varias veces, a medida que haga falta, a lo largo de -
la elaboracién. Se puede iniciar ia fermentacidén con -
80-90 mg/i, subir esta concentracién a 130-120 mg/l an

tes de pasar el mosto a las criaderas y, eventuelmente,
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elevarla a 150-160 mg/l,y seguidamente clarifiocar, en
el caso de yue se presenten en algunas botas alteracig
hes microbianas.

9, La produccidén de acetajdehido estd intimeamente relac
cionada con el periodo de formacidédn del velos En las -~
primeras etapas de su desarfollo la flor actda casi ex
clusivamente sobre el etanol y sus derivados. Mas tar-
de utiliza otras fuentes carbonadas.ademésyigiiperina,
azycares y ac, acético principalemnte.

102, La relacidn de superficie con velo & volumenude vino
tiene una influencia decisiva en 1a:velocidad de la -
crianza. Si la duracidén de ésta ha de ser de unos 45 -
dfas, la relacidén mds conveniente es 1aAde 1/12 con la
cual la evoiucidn del vino es suficientemente avanzada
y féacil de controlar, la pérdida de alcohol no es exce
siva y 1 vino no adquiere sabores o aromes desagrada-
bles. - I

112, Se propone un tipo de bodega con control de temperatu
ra y del proceso de crianza que pbdfia repfesentar eco
nomie en la produccidn de vinos baretos de flor.

128, Se hace un estudio de la crianza de vinos tintos.Sal
vo en que su evolucidén va siempre acompafiada de un gran
depésito de materim colorante, en lo que respecta a to-
dos los componentes egstudiados la crianza transcurre -
de modo completamente andlogo yue en los blancos, no -
sdlo cualitativa sino también cuantitativemente, lo —-

que demuestra que el substrato sobre el que actia no
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tiene influencia decisive en el comportamiento de la -
flor.

128, Los caracteres organolépticos de los vinos blancoa -
comunes tratados con flor sélo resultan realmente me jo
rados cuando el vino base reune condiciones para la -
crianza. Si es basto, ain cuando se afine algin tanto,
no llega a adquirir un tipo definido. La aplicacidn de
crianza con flor a los vinos blancos debe sger objeto -
de estudio previo en cada caso pues en muchos tipos de
vinos no resultard econémica. Los vinos tintos comunes
ganan siempre,con la crianza, calidad suficiente para
gue merezca la pena su tratamiento. Son caradteristicas
de su evolucidn la pérdida casi completa del tipo inis
cial, sustituido por el desarrollo de caracteres de -
flor casi siempre muy acusados, la notablé disminucidn
del color y la aparicidén de un aroma méds fresco. Bs po
gible y recomendable siempre emplear levaduras de flor
para el enve jecimiento acelerado de estos vinos, que -
pueden ser asi dotados de caracteristicas especificas

que les darian extraordinario valor en el mercado.

SEOCION III

138, Se ha seguido la evolucién del nitrdégeno en vino es-
téril. Nitrdgeno total, formol, eminico y émoniacall -
son utilizados por la levadura sin que muestre prefe
rencia por ninguna fraccidn en particular, Sus concen-

traciones inicialmente presentes en el vino van dismi-
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nuyendo en proporciones paresldas hasta que se alcanza
un equilibrio. La autolisis del microorgaenismo se pue-
de seguir por la disminucidn del tanto por ciento de -
nitrdzeno en la levadura colectada. Bs casi simul tanea
con la formacidén del velo, si bien en las dos primeras
semanas de desarrollo es apenas perceptible porque la
mayoria de las células son jévenes.

148, Se estudia la posible asimilacidén del nitrégéno at -
mosférico por la levadura en fase de velo. Para ello se
determina con intervalés de tiempo el éontenido en ni-
trdgeno del velo y del vino. La constanqia de la suma
de ambos demuestra la inexistencia de tal asimilacidn
en las condiciones de la experiencisa,

158, De las experiencias realizadas en medises sintéfioos,
y en vinos,con cantidades variables de aloohol se‘dédg
ce que el etanol no sdlo es impresoindible para que la
levadura forme velo sino qﬁe es la causa, al menos in-
mediata, de ello. Del alcohol depende la aparicidn del
velo y 61 permite controlar su crecimiento evitando de
sarrollos excesivos que, paralelamente, llevan cohsigo
un gran consumo de alcohol. En los medios sintéticos -
utilizados,y en vinos,privados de alcohol ne hay desa-
rrollo de flor. Al aumentar la graduscidén alcohdlica -
el crecimiento se inicia méds rdpidemente y el velo al-
canza mayor peso llegando & un méximo cuando la concen
tracidn alcohdlica del medio es de unos 82, Graduéoio—

nes superiores limitan el desarrollo de la flor, aun -
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que no mucho hasta los 12-132 a partir de los cuales -
ye se aprecia claramente una inhibicién que es total =
cugndo el vino contiene mds de 172 de alcohol.

168, Se propone un medio de cultivo, casi completamente =
sintético, donde la levadura puede vivir en fage de ve
1o y alcanzar un desarrollo comparable al que tiene so
bre un vino de las me jores caracteristicas para la -
crianza. Tal medio, por su relativa simplicidad, resul
ta muy adecuado para realjizar sobre €1 estudios del me
tabolismo de componentes aislados del vino, mucho més
dificil de llevar a cabo sobre un vino por las intberfe
rencias que se derivan de su comnle ja composiciédn. En
este medio de cultivo la biotina es un factor indispen
sable. Su accidn se refuerza por la del mesoiniesitol Y
en menor escala, por la de otros factores de crecimien
to pero todos estos juntos sin aquélla no tienen apensas
accidén positiva sobre la multiplicacién del midroorga—
ni smo.

178. La levadura no es capas de asimilar los dcidos tartd
rico o citrico ni probablemente el dcido mdlico y si -
asimila este Ultimo ha de ser en pequefia cantidad. Por
ello la desaparicidn casi total de dcido mdlico y citri -
co durante la crianza en la bodega ha de ser atribuida
a acciones bacterianas.

132, La actividad metabdlica de la levadura en fase de ve
lo produce un aumento de la acidez fija del medio debi

do, en parte, a la aparicién de ac. isocitrico o citri
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co, mélico y pirdvico. Estos dcidos, que no se forman
en la autolisis del microorganismo, pueden tener su ori
gen en el metabolismo @erdbico del alcohol a través del
ciclo de Krehs.

19¢. Se estudia el origen del dcido ldctico que aparece -
durante la crianza con flor. Su formacidn en la bodega
parece guardar relacion con Ia disminucidn de.glicerin
ne y de dcido mdlico pexro no procede de ellos de un mo
do indispensable pues también aparece en medios en los
que éstos faltan. Por otra parte el metabolismo de eg
tos compuestos no conduce neoesariémente a dcido ldoti
co y la aparicidn de'éste pue@e relacionarse de un mo-
do bastante claro con la formaciénn de sediment§ de le
vaduras aunque no procede de la autolisis en si. Todo
lo cual demuestra que tiene que haber algun otro origen
para el &cido ldctico sin descartar la posibilidad de_;
que pueda proceder en parte de la glicerina o del dei-
do mdlico. Tel origen puede estar en la utilizacién -
por la levadura, en fase anaerobia, de los carbohidra-
tos residusles del medio o de los suyos propios libersa
dos en el proceso autolitico y también en la reduccidn
del dcido pirdviob formado previamente en la degrada =
cidn de aquéllos o en el metabolismo del etanol. En to
do caso el &cido léetico es un producto de formacidn -
puramente anaerdbica sin relacidn con la fase oxidatix
va del velo.

202, E1 etanol, ademas de ser fuente energética pare la le
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vadura en fase aerobia, es utilizado por ésta en la -
formacidn de una parte, por lo menos, de las proteinas
v quizd de las grasas de la célula, También en parte -
los carbohidratos de reserva y de la membrana oeluiar
proceden del etanol asimilado, lo gue supone la exis.-
tencia de una reversibilidad del proceso fermentativo
normal de conversidén de azdcares en alcohol. Esta transg
formacidn alcohol——carbohidratos puede hacerse a través
de dcido pirdvico. El etanal, butilenglicol y acetoina
que se forman durante la crianza de los vinos también

proceden del etanol directa o indirectamente.
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