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RESUMEN

Segun establece el marco legislativo, los vinos fortifica-
dos de la DO Jerez-Xérés-Sherry, pueden ser sometidos
a un incremento de grado alcohdlico mediante el uso de
alcohol de vino con graduacion adquirida comprendida
entre 95,0% y 96,0%(v/v). En el presente trabajo se ha
estudiado el efecto de la fortificacidn sobre vinos some-
tidos a crianza bioldgica mediante el uso de alcoholes de
vino destilados a graduaciones alcohdlicas diferentes a
las fijadas en la legislacion, asi como el uso de alcoholes
alternativos de diferentes origenes, como malta, orujo
de uva, agave, cafia de azucar y cereal. Se llevd a cabo
un seguimiento periddico del desarrollo morfolégico del
velo de flor en cada una de las condiciones de crianza
caracterizado por técnicas moleculares. Ademas, el vino
base fortificado con los diversos alcoholes se monitorizé
y analizo fisicoquimica y sensorialmente a lo largo del
proceso de crianza.

PALABRAS CLAVE
Velo de flor, fortificacion, alcohol de vino, PCR, cromato-
grafia de gases, monocultivo de levaduras.

RESUMEN

As stipulated by the legislative framework, fortified
wines from the Jerez-Xéres-Sherry designation of origin
(DO) may undergo an increase in alcohol content by
using wine alcohol with an acquired graduation ranging
from 95.0% to 96.0% (v/v). This study investigates the
impact of fortification on wines undergoing biological
aging by employing distilled wine alcohols at alcohol
content levels different from those specified in the legis-
lation. Additionally, alternative alcohols from various
sources, such as malt, grape pomace, agave, sugar cane,
and cereal, were explored. A periodic monitoring of the
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morphological development of the flor veil was conduc-
ted under each aging condition and characterized using
molecular techniques. Furthermore, the base fortified
wine with various alcohols was continuously monitored
and analyzed for physicochemical and sensory changes
throughout the aging process.

KEYWORDS
Veil of Flor, fortification, wine alcohol, PCR, gas chroma-
tography, yeast culture.

INTRODUCCION

El Reglamento 1308/2013 de la Unién Europea define a
los vinos de licor como aquellos con un grado alcohdlico
adquirido comprendido entre 15y 22% (v/v), obtenidos
a partir de mosto de uva fermentado, vino, o una mezcla
de ambos. A su vez, el Reglamento 934/2019 dicta la lista
de vinos de licor con denominaciéon de origen protegida
en cuya elaboracidén se afiade alcohol de vino o alcohol
de uvas pasas, y cuyo grado alcohdlico es igual o superior
al 95% v/v e igual o inferior al 96% (v/v), entre los cuales
se encuentran los vinos generosos, vinos generosos de
licor y vinos dulces naturales amparados bajo la Denomi-
nacién de Origen Protegida Jerez-Xéres-Sherry.

En el caso de vinos Fino y Manzanilla, ademas de la for-
tificacidon con alcohol vinico, requieren de la crianza bio-
légica, la cual requiere del desarrollo de una pelicula de
levaduras en la superficie del vino conocida como velo
de flor. Estudios fisioldgicos y moleculares confirman
que las levaduras de velo de flor difieren de las levadu-
ras de fermentacién, mostrando rasgos heterogéneos
caracterizados por la variabilidad del contenido de ADN
y de sus perfiles cromosémicos [1,2]. Aunque el encabe-
zado inicial de los vinos Finos o Manzanillas se haya
hecho al nivel que posibilita la crianza biolégica 15,0-



15,5% (v/v), el mantenimiento del velo de flor precisa
del periddico aporte de nutrientes que supone refrescar
la bota con vino mas joven. Este biofilm confiere a estos
vinos blancos sus apreciadas y particulares caracteristi-
cas sensoriales. Durante el proceso de envejecimiento
bioldgico, ocurren cambios importantes en la composi-
cién del vino debido al metabolismo oxidativo de las
levaduras de velo de flor, que utilizan y transforman
compuestos como el etanol, glicerol, acido acético y
aminoacidos produciendo acetaldehido, 2,3-butandiol y
acetoina [3]. De esta forma, vino adquiere un perfil aro-
matico caracteristico, conocido comuUnmente como
pujanza, acrecentdndose su finura y manteniéndose su
palidez cromatica [4,5].

Se ha observado en diversos estudios que, durante la
crianza bioldgica, las levaduras de velo de flor del géne-
ro Saccharomyces son las mas comunes [6,7], si bien
estas muestran una considerable variabilidad intraespe-
cifica que ha sido determinada a través de técnicas de
amplificaciéon simultdnea de determinados /ocis de
microsatélites [8]. No obstante, la composicidn de este
biofilm puede no ser exclusiva en determinadas escalas
de envejecimiento de ciertos solerajes, pudiendo apare-
cer levaduras del género no-Saccharomyces [9,10] coe-
xistiendo y aportando matices al vino que pueden ser
determinantes en su calidad final.

Para la fortificacion, encabezado o enriquecimiento de
los vinos protegidos por la D.O. Jerez-Xéres-Sherry se
utiliza alcohol de vino con grado alcohélico comprendi-
do entre 95,0 y 96,0 % (v/v), tal y como establece la
legislacién de referencia. Sin embargo, se desconoce la
influencia del uso de alcoholes diferentes al alcohol de
vino obtenidos de diversas materias primas sobrelas
poblaciones microbianas presentes en vinos envejecidos
bajo crianza bioldgica (Finos), asi como la repercusiéon
que tiene sobre la generacion de componentes volatiles
y su influencia en el perfil sensorial de los mismos. Por
ello, se propone el uso alternativo para la fortificacion
de vinos de alcoholes obtenidos de malta, orujo de uva,
agave, cafa de azlcar y cereal, asi como alcoholes de
vino obtenidos a través de diversas técnicas de destila-
cion. Los resultados pueden mostrar alternativas al
actual uso de alcohol vitivinicola con impacto en la cali-
dad del producto y en el coste econdmico de este.

MATERIAL Y METODOS

Caracterizacion de levaduras de velo de flor de diversos
solerajes de Fino

Se tomaron muestras de velo de flor en tres solerajes de
vinos bajo crianza bioldgica ubicados en la bodega La
Mezquita (Bodegas Fundador S.L.U.), que fueron identifi-
cados como Fino A, Fino Cy Fino E (Fino Viejo).
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Las levaduras aisladas fueron identificadas por técnicas
de biologia molecular PCR de la regién ITS del ADN
ribosémico [11] y, en el caso concreto de levaduras S.
cerevisiae, se aplico el andlisis de microsatélites multi-
plex o SSR [12].

Para los ensayos de influencia de los diversos alcoholes
en el desarrollo del velo de flor se trabajd, inicialmen-
te, a escala laboratorio empleando para ello un vino
base de la variedad Palomino Fino con 12,38% (v/v),
qur fue fortificado con los diversos alcoholes hasta
obtener una graduacion alcohdlica final de 15,5 +0,3%
(v/v). Los alcoholes empleados fueron alcohol rectifica-
do de vino 95,9% (v/v) (ARV), empleado como control,
alcohol neutro de vino 96,3% (v/v) (ANV), aguardiente
de vino 77,0% (v/v) (AV), Holanda alquitara de vino
65,0% (v/v) (HA), aguardiente de orujo de uva 64,5%
(v/v) (ADO), alcohol neutro de grano 96,3% (v/v)
(ANG), aguardiente de cafia 68,0% (v/v) (AC), aguar-
diente de malta 68,0% (v/v) (AM) y aguardiente de
agave -o tequila- 55,0% (v/v) (TA).

Los 9 vinos fortificados se afiadieron a frascos de cultivo
celular con cuello inclinado de 25 cm?2 (Sigma Aldrich),
destinando 9 frascos a cada tipo de vino para inocular
tres de ellos con levaduras identificadas previamente
como S. cerevisiae, 3 frascos con monocultivos no-Sac-
charomyces y los tres restantes con una mezcla 1:1 con
cada tipo de levadura. Se procedié a un seguimiento
visual diario de la formacién y evolucidn del biofilm for-
mado hasta la cobertura total de la superficie del vino,
registrandose datos de tiempo de formacidn, consisten-
cia y morfologia.

La distribucidn poblacional del velo de flor formado de
los cultivos 1:1, se evalud mediante las técnicas de biolo-
gia molecular descritas con anterioridad, al final del pro-
ceso para comparar la competencia y supervivencia de
ambas levaduras.

Por ultimo, se llevaron a cabo pruebas a nivel de bodega,
utilizando en este caso un vino base a 11,06% (v/v).
Dicho vino se caracterizo fisicoquimicamente, determi-
nandose parametros como SOZ2L, SO2T, pH, acidez total,
acidez volatil, alcoholes superiores y ésteres. De igual
forma, preliminarmente los 8 destilados utilizados para
la fortificacion de dicho vino base fueron analizados
(grado alcohdlico, alcoholes superiores y ésteres).

Los vinos fortificados con los diferentes alcoholes se
introdujeron por triplicado en barriles de roble america-
no de 8 litros de volumen hasta completar las 5/6 partes
de su volumen. Todos ellos fueron inoculados con un cul-
tivo de las levaduras de velo de flor obtenido en labora-
torio de un muestreo previo y representativo.Como
prueba alternativa para evaluar el comportamiento del
velo de flor a menor graduacién alcohélica, se destinaron
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Figura 1. Distribucién en andana de las diferentes pruebas de
fortificacién de vinos

Figura 2. Imagen de la disposicién de los barriles de 8 litros en
primer y tercer nivel de la andana

Figura 3. Ejemplo de electroforesis de algunas de las colonias ais-
ladas. Las primeras ocho presentan un tamaio de 500pb mien-
tras que las siguientes diez, tienen un tamarfio de 855 pb

tres de los barriles a contener vino base alcoholizado a
13,540,3% (v/v) con alcohol rectificado de vino 95,9%
(v/v) (ARV135), las cuales fueron inoculadas con las leva-
duras de velo de flor ( ).

La evoluciéon de la crianza biolégica de cada una de las
pruebas se llevd a cabo mensualmente durante 3 meses,
para lo cual se extrajo 250 mL de cada barril y se sometid
a un control morfoldégico y poblacional mediante las téc-
nicas de biologia molecular referidas con anterioridad,
asi como a un seguimiento analitico y sensorial mediante
paneles de cata homologados.

Para el andlisis de alcoholes superiores y ésteres, se pro-
cedio a la destilacidn de cada uno de los tipos de vinos
fortificados obtenidos en cada control periddico para,
posteriormente, inyectar en un cromatégrafo de gases
Agilent 7890B Series GC equipado con detector de loni-
zacion de llamas e inyector Split/Splitlessa fin de deter-
minar acetaldehido, acetoina, lactato de etilo, succinato
de etilo, 2-feniletanol, metanol, 1-propanol, isobutanol,
2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol.
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Figura 4. Velo de flor formado por la mezcla de S. cerevisiae + P.
kudriavzevii

RESULTADOS

En los ensayos de laboratorio, de las 7 botas muestrea-
das se aislaron un total de 133 colonias, 58 pertenecien-
tes al Fino A, 37 al Fino Cy 28 al Fino E.

Tras el andlisis de los ITS por PCR, se obtuvieron dos per-
files diferenciados ( ), un 60% de ellos con un tama-
fio de 500 pb, mientras que un 40% lo hacia a un tamafio
proximo a los 850-860 pb.

Posteriormente, tras la secuenciacién se determiné que
los dos perfiles electroforéticos obtenidos pertenecian a
las especies S. cerevisiae y Pichia kudriazevii. En el caso
de las colonias identificadas como como S. cerevisiae se
amplificaron los loci de polimorfismos de microsatélites
y se obtuvo sdlo un patrén indicando que sélo existia
una cepa entre las muestras de levadura aisladas.

Una vez inoculadas las dos especies de levaduras en los
frascos de cultivos celulares se procedio al seguimiento
visual del velo de flor formado en cada caso, observan-
dose una generacion mas lenta en el caso de monoculti-
vo de P. kudriavzevi, aunque mas consistente y grueso
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Tabla 1 a. Datos analiticos para la evaluacidén del perfil aromatico de las pruebas de fortificacién con diferentes
alcoholes e inoculacién con monocultivos de Saccharomyces, no-Saccharomyces y consorcio de ambas

qgue en el caso de S. cerevisiae. De los tres tipos de in6- desde el dia 15. Para evaluar el perfil aromatico de los
culos, el que presentaba velocidad de formacidn mas vinos Finos tras el proceso de crianza bioldgica se proce-
rapida era el consorcio 1:1. dié a andlisis por cromatografia de gases (Tabla 1)
En cuanto al tipo de vino, el fortificado con aguardiente encontrandose diferencias en el perfil de sustancias
de caia fue el que presentd mejor comportamiento en volatiles en las pruebas realizadas. Pudo comprobarse
cuanto a formacién de velo, presentando resultados que el acetaldehido fue el componente mayoritario en
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Tabla 1 b. Datos analiticos para la evaluacién del perfil aromético de las pruebas de fortificacidon con diferentes alcoholes e inocula-
cién con monocultivos de Saccharomyces, no-Saccharomyces y consorcio de ambas

todos los vinos, a excepcion del amilico 3-metil-1 buta-
nol que fue el mayoritario para el vino fortificado con
aguardiente de caia. Este hallazgo también se detectd
en todos los casos con desarrollo del monocultivo de P.
kudriavzeviien todas las bebidas fortificadas inoculadas
con su monocultivo. Si se tiene en cuenta el perfil volatil

del vino control fortificado con alcohol rectificado de
vino, se puede llegar a la conclusién que el caso del vino
encabezado a nivel laboratorio con aguardiente de cafia
es el que presenta una mayor similitud en la generacion
de alcoholes superiores, acetales, y aldehidos, y con ello,
en lo que respecta a los componentes volatiles del vino.
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Tabla 2. Control visual realizado al velo de flor desarrollado a los 12, 30 y 90 dias en los diferentes vinos fortificados colocados en el
nivel bajo de la andana (Estadios morfoldgicos: Sin desarrollo, Islotes dispersos, Islotes agrupados, Formado pero débil, Consistente
heterogéneo, Consistente heterogéneo)
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Tabla 3. Control visual realizado al velo de flor desarrollado a los 12, 30 y 90 dias en los diferentes vinos fortificados colocados en el
tercer nivel de la andana (Estadios morfoldgicos: Sin desarrollo, Islotes dispersos, Islotes agrupados, Formado pero débil, Consistente
heterogéneo, Consistente heterogéneo)

En cuanto a las pruebas realizadas a nivel industrial, el dias de control, mientras que ADO no desarrolla biofilm
inéculo de velo de flor fue obtenido mediante un cultivo  durante todo el periodo controlado ( ).
extendido en laboratorio desarrollado a partir de velo En cuanto al control visual de las pruebas colocadas en
procedente de 25 botas aleatorias de la zona de la bode- tercer nivel, los resultados de desarrollo de velo de flor a
ga donde se iban a desarrollar las pruebas. Una vez injer- los 12 y 30 dias de realizada la inoculacién fueron simila-
tadas condicho velo de flor los barriles con los diversos res a los detectados en el nivel bajo. Nuevamente el
vinos fortificados, se hizo seguimiento visual de la evolu- desarrollo de la prueba ARV135 es mucho mas rapido y
cion del film por ubicacidén en la andana, ya fuese en denso que en el resto de los casos, llegando a desarrollo
nivel bajo o en tercer nivel ( ). de velo consistente y homogéneo a los 90 dias. Para el
Para el caso de las pruebas desarrolladas en el nivel bajo, caso del ANGy el AC, la consistencia del velo a los 90 dias
se detectd un comportamiento similar en la formacién es ligeramente superior que, en el caso de las pruebas
del velo de flor para los diferentes barriles alos 12 diasde  desarrolladas en el bajo, si bien las variantes ANV, ADO y
control, a excepcién del caso del vino fortificado ARV135, AV, practicamente no tienen desarrollo de levaduras de
el cual presentdé una mayor celeridad que en el resto de velo de flor en el periodo controlado ( ).

los casos. Esta velocidad de formacién se ha mantenido Si se analiza comparativamente el desarrollo del biofil-
durante los controles realizados a los 30 y 90 dias, llegan- men los barriles colocados a nivel de suelo (equivalente
do a formar velo consistente y homogéneo. Tendencia de a Solera) y los barriles colocados en 3er nivel (equivalen-
formacién ligeramente mas rdpida muestran las pruebas te a 22 Criadera), encontramos en todos los vinos una
ARV (referencia), ANV y AM. Las identificadas como AC, evolucién ligeramente mas ralentizada para el caso de
HA y TA llegan a formar velo poco consistente a los 90 este Ultimo, a excepcion del ANG que se desarrolla con
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Figura 5. Fotografias evolucidon velo de flor en diversas pruebas Figura 6. Fotografias evolucidn velo de flor en diversas pruebas
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Tabla 4. Resultados analiticos pruebas en bodega de diferentes vinos fortificados obtenidos en el momento de la inoculacién, a los
12 y a los 30 dias. (VB-ARV: Vino base fortificado con Alcohol Rectificado de Vino 95,9% (v/v) hasta 15,0+0,3% v/v. VB-ANG: Vino
base fortificado con Alcohol Neutro de Grano 96,3% (v/v) hasta 15,0+0,3% v/v. VB-ANV: Vino base fortificado con Alcohol Neutro de
Vino 96,3% (v/v) hasta 15,0+0,3% v/v. VB-ADO: Vino base fortificado con Aguardiente de Orujo 64,5% (v/v) hasta 15,0+0,3% v/v).

mas consistencia en el nivel mas alto. Paralelamente se

una Unica calidad para los tres barriles de cada tipo de
prueba.

Obviando el aporte de con genéricos que aporta cada
tipo de alcohol, se observa un aumento patente del

llevd a cabo uncontrol analitico de los vinos fortificados
(Tabla 4) considerando la evolucion de los parametros
iniciales, a los 12 y 30 dias de inoculados y considerando
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Tabla 4. Resultados analiticos pruebas en bodega de diferentes vinos fortificados obtenidos en el momento de la inoculacién, a los
12 y alos 30 dias. (VB-AV: Vino base fortificado con Aguardiente de Vino 77,0% (v/v) hasta 15,0+0,3% v/v. VB-AM: Vino base fortifica-
do con Aguardiente de Malta 68,0% (v/v) hasta 15,0+0,3% v/v. VB-AC: Vino base fortificado con Aguardiente de Cafia 68,0% (v/v)
hasta 15,0+0,3% v/v. VB-HA: Vino base fortificado con Holanda Alquitara de Vino 65,0% (v/v) hasta 15,0+0,3% v/v).

contenido de acetaldehido en todas las pruebas reali-
zadas, a excepcion del vino fortificado con Aguardien-
te de Malta, en el que cabe considerar un arranque
ralentizado de la actividad del velo de flor, lo cual

también se ve refrendado por la no reduccion del
grado alcohdlico. Para el caso de los vinos fortificados
con Aguardiente de Vino, Tequila y, especialmente,
con Alcohol Neutro de Grano, el incremento de ace-
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Tabla 4. Resultados analiticos pruebas en bodega de diferentes vinos fortificados obtenidos en el momento de la inoculacion, a los
12 y alos 30 dias. (VB-TA: Vino base fortificado con Tequila 55,0% (v/v) hasta 15,0+0,3% v/v. VB-ARV135: Vino base fortificado con

Alcohol Rectificado de Vino 95,9% (v/v) hasta 13,5+0,3% v/v)

taldehido es muy considerable, lo cual también puede
asociarse a la subida sustancial en la concentracién de
dietilacetal ya que éste se produce por la condensa-
cion de dos moléculas de acetaldehido y posterior
combinacion con el etanol. Esta tendencia en la gene-
raciéon del acetaldehido puede correlacionarse con
una elevada actividad metabdlica propiciada por el
desarrollo del velo de flor, si bien esta consideracién
no se cumple en el caso de ARV135, el cual que pre-
senta una velocidad de formacidn y consistencia de
biofilm muy elevada con un incremento no paralelo en
la concentracion de aldehido. Esta misma evolucion se
puede considerar para el caso de la acetoina, molécu-
la implicada en el metabolismo oxidativo de las leva-
duras de velo de flor.

En lo referente a la evolucién de los alcoholes superio-
res, se detecta un leve incremento del 2-metil-1 butanol
y 3-metil-1butanol (I-amilicos), compuestos directamen-
te relacionados con el comienzo de la actividad de la
levadura de velo de flor a través de la sintesis de amino-
acidos [13]. El resto de los pardametros cromatograficos
no denotan cambios sustanciales, al menos en la etapa
inicial de crianza bioldgica estudiada. Tal y como se
puede observar atendiendo al consumo de alcohol,
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generacion de acetaldehido, acetoina, dietilacetal, I-
amilicos, y comportamiento de ésteres etilicos, se
puede avanzar que el vino fortificado con Alcohol
Neutro de Vino es el que muestra una evolucion simi-
lar al vino de referencia, si bien, estos resultados
deberan ser testados con mds tiempo de evolucién
para todas las pruebas realizadas a fin de encontrar
una alternativa viable al Alcohol Rectificado de Vino
en cuanto a influencia sobre el velo de flor y la calidad
del vino final.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que el
desarrollo de velo de flor de monocultivos, ya sea de
Saccharomyces como de no-Saccharomyces, tienen una
velocidad de formacion menor que en el caso en que
cohabiten sinérgicamente ambos géneros de levaduras,
asi como una morfologia mas homogénea y mayor con-
sistencia.

Adicionalmente, la generacion de componentes vola-
tiles responsables en gran medida de los aromas vy
sabores de vinos envejecidos bajo crianza bioldgica,
ha sido verificado a través de las pruebas de labora-
torio llevadas a cabo, donde S. cerevisiae tiene una
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mayor capacidad de generacién de alcoholes supe-
riores que P. kudriavzevii, si bien en medios en los
qgque se daba la coexistencia de ambas especies,
dichos compuestos se veian favorecidos, especial-
mente en el vino base fortificado con Aguardiente de
Cafia, mostrando un perfil volatil similar al vino forti-
ficado con alcohol rectificado de vino empleado
como referencia.

Las pruebas en desarrollo en bodega relacionadas con
el uso de alcoholes no vinicos y procedentes de vino a
graduaciones diferentes a las autorizadas en la actua-
lidad para la fortificacion de vinos bases, constituyen
una variable que puede permitir la optimizacién del
proceso de crianza biolégica de los vinos Finos. Los
primeros resultados arrojan diferencias significativas
en la velocidad de desarrollo y morfologia del biofilm
formado para determinadas pruebas, asi como en la
composicion volatil de los vinos en crianza. Asimismo,
es previsible que el aporte sensorial y composicional
de los diversos alcoholes afecte al perfil organoléptico
de los vinos Finos, ademas de aportar fuentes de car-
bono alternativas al alcohol de vino a las levaduras de
velo de flor, lo cual puede cobrar extraordinaria
importancia en el caso de que las levaduras asimilen
estos nutrientes mediante rutas metabdlicas alterna-
tivas a las habituales, con la consiguiente formacién
de compuestos que pueden llegar a aportar tipicidad
y matices de calidad al vino elaborado mediante crian-
za bioldgica.
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