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El vino es un alimento tradicional, especialmente en los países del área 
mediterránea donde su producción se remonta a las primeras poblaciones 
humanas. España alberga el primer viñedo a escala mundial, con un 13% de la 
superficie de cultivo total de vid destinada a la producción de vino (datos de 2021, 
disponibles en www.fev.es/sector-cifras/), lo que se traduce en una aportación 
del 2.2% del valor añadido bruto y en el mantenimiento del 2.4% de empleo en 
España entre puestos de trabajo directos e indirectos (Analistas Financieros 
Internacionales, 2020). El sector vitivinícola está presente en todas las 
comunidades autónomas españolas, siendo una importante fuente de ingresos 
para las zonas rurales, actuando como un dinamizador del territorio y 
colaborando con el reto del despoblamiento territorial, bien gracias a la 
producción directa de vino, a la presencia de industrias accesorias (maderera, 
industria del corcho, del vidrio y otras) o mediante el enoturismo (Analistas 
Financieros Internacionales, 2020). 

En los últimos años se ha observado un incremento sin precedentes de las 
temperaturas en la superficie terrestre (NOAA Global Climate Report for 2020), 
acompañado de cambios en el nivel y distribución de las precipitaciones. Este 
contexto de cambio climático está afectando a gran número de cultivos, 
especialmente en las regiones más secas como el área mediterránea. En el caso 
concreto de la vid, cultivo típico de estas zonas, se ha observado un claro cambio 
en el patrón de maduración de las bayas debido a estas alteraciones climáticas. 
En las últimas décadas se ha visto un desfase cada vez mayor entre la 
acumulación de azúcares dentro de la baya (madurez tecnológica) y la madurez 
organoléptica debida a la acumulación de compuestos fenólicos y aromáticos 
(Jones y Webb, 2010; Holland y Smith, 2010; Keller, 2010; Mira de Orduña, 2010). 
A causa de este desfase, lograr la producción de un vino con suficiente calidad 
organoléptica para el consumidor supone retrasar la vendimia más allá del punto 
óptimo de concentración de azúcares. Este aumento de azúcares se traduce, por 
el propio proceso de fermentación, en un incremento en la concentración de 
etanol y, por tanto, en un aumento en la graduación alcohólica del vino.  

Se estima que desde 1980 los vinos comerciales han aumentado su 
contenido alcohólico en un 1% cada década, observándose este patrón de 
aumento en todo tipo de vinos y áreas de producción (Jones et al., 2005; van 
Leeuwen y Darriet, 2015), con una tendencia aún más severa en las regiones más 
cálidas, tradicionalmente de mayor producción vitivinícola (Alston et al., 2011; 
Godden et al., 2015). 

http://www.fev.es/sector-cifras/
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El aumento del contenido alcohólico supone un grave problema para la 
industria vitivinícola desde varios puntos de vista: Grandes concentraciones de 
etanol pueden alterar el proceso de elaboración, al evitar que tanto levaduras 
(fermentación alcohólica) como bacterias del ácido láctico (fermentación 
maloláctica) se desarrollen de manera óptima (Bisson, 1999; Bruescher et al.,2001; 
Coulter et al., 2008; Graça da Silveira et al., 2002) dando lugar a paradas 
fermentativas y/o defectos organolépticos. Aunque el proceso de elaboración se 
llegase a completar, un exceso de grado alcohólico genera un desequilibrio 
sensorial al aumentar la solubilidad de ciertos compuestos volátiles, impidiendo 
su percepción (Goldner et al., 2009; Pickering et al., 1998; Hartmann et al., 2002; 
Le Berre et al., 2007; Robinson et al., 2009). Además, la sociedad actual busca cada 
vez más un estilo de vida saludable y un consumo de alcohol moderado, de forma 
que bebidas de alta graduación tienen cada vez menos cabida en el mercado 
(Schmidtke et al., 2012; Saliba et al., 2013), existiendo incluso medidas de salud 
pública que gravan la comercialización internacional de bebidas de alta 
graduación y que podrían llegar a afectar a la exportación-importación de vino 
(de Barros Lopes et al., 2003; Contreras et al., 2014).  

Existen numerosos abordajes para tratar de paliar este problema, desde 
el manejo del cultivo para evitar el desfase en la maduración (por ejemplo, 
deshojado, manejo del suelo o deslocalización de cultivos) (Stoll et al., 2010; 
Whiting, 2010; Schmidtke et al., 2011; Ozturk y Anli, 2014) hasta la 
desalcoholización del vino mediante sistemas de filtración y evaporación, que 
exigen una posterior reestructuración del vino (Akyereko et al., 2021; Catarino y 
Mendes, 2011; Labanda et al., 2009; Gonçalves et al., 2013; Diban et al., 2008; 
Fedrizzi et al., 2014), pasando por la eliminación de parte del contenido en 
azúcares del mosto mediante dilución, filtración o tratamientos enzimáticos 
(Pickering et al., 1998; 1999). Todos ellos presentan ventajas e inconvenientes, 
siendo en la mayoría de los casos abordajes difíciles de implementar a nivel 
industrial, que supondrían un elevado sobrecoste, o que podrían tener un 
impacto negativo en la percepción del consumidor. No obstante, algunos de estos 
abordajes son soluciones válidas que están siendo investigadas y optimizadas 
para su transferencia al sector industrial.  

En esta tesis doctoral se presenta como posible solución al aumento de 
grado alcohólico el abordaje del problema desde un punto de vista 
microbiológico, modificando el proceso de fermentación alcohólica. Este enfoque 
apuesta por reducir el rendimiento de etanol de las levaduras con el objetivo de 
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modificar al mínimo el producto final. Puede llevarse a cabo mediante dos líneas 
principales: la modificación del rendimiento en etanol de Saccharomyces cerevisiae 
y/o la utilización de levaduras alternativas al género Saccharomyces.  

S. cerevisiae es un organismo altamente especializado en la fermentación 
alcohólica, siendo su agente principal y existiendo cepas adaptadas 
específicamente a la fermentación del mosto de uva (cepas vínicas), (Liti et al., 
2009; Peter et al., 2018). Estas cepas presentan una gran tolerancia a los factores 
de estrés propios del medio enológico, como gran tolerancia a grandes 
concentraciones de azúcares (alta presión osmótica) bajo pH, altas presiones, 
presencia de sulfito (SO32-), amplio rango de temperaturas y una alta resistencia 
a la toxicidad del etanol, que producen en grandes cantidades. Esta combinación 
de características hace que S. cerevisiae sea capaz de desbancar al resto de la 
microbiota presente en el mosto muy rápidamente conforme se inicia la 
fermentación, aun cuando esté en una proporción muy baja inicialmente. Esta 
especialización, que hace de S. cerevisiae el organismo fermentador por 
antonomasia, dificulta enormemente la modificación de su rendimiento en etanol, 
que además de ser más alto que el que presentan otras especies es una 
característica enormemente homogénea en toda la especie, como se describe en el 
capítulo 1.  

Por otro lado, existen multitud de especies de levadura con un perfil de 
fermentación más adecuado para el objetivo de un menor rendimiento alcohólico. 
Sin embargo, estas especies, aun cuando sobreviven durante las fases iniciales de 
la fermentación, acaban siendo desplazadas por S. cerevisiae, precisamente por su 
menor adaptación a la fermentación del mosto, haciéndose necesario un trabajo 
de mejora para aumentar su resistencia a factores de estrés tan cruciales como la 
presencia de sulfito (SO32-), temperatura o pH bajo.  

En esta tesis doctoral se propone el uso de S. cerevisiae para reducir el 
grado alcohólico del vino mediante la desviación del consumo de azúcares de la 
producción de etanol hacia la generación de CO2 mediante la capacidad 
respiratoria de las levaduras. En concreto, se pretende solventar mediante 
distintas aproximaciones un problema inherente a esta propuesta, el exceso de 
producción de ácido acético por parte de S. cerevisiae en las condiciones de cultivo 
necesarias para que tenga lugar la respiración (aerobiosis). En este trabajo se 
explora la diversidad natural de S. cerevisiae en busca de cepas con una menor 
producción en ácido acético, identificando posibles cepas candidatas para su 
aplicación industrial, y se pone a punto el proceso de aireación para una cepa 
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seleccionada (capítulo 1). Se aborda el estudio de la relación entre la 
flexibilización de la represión por catabolito (capacidad de consumir otros 
azúcares en presencia de glucosa) y la menor producción de ácido acético, que 
sirve de base para el diseño de una evolución dirigida con el objetivo de obtener 
cepas con baja producción de ácido acético en aerobiosis (capítulo 2). Finalmente, 
se explora la reducción de ácido acético por medio de la regulación de las 
condiciones de aerobiosis, no mediante el control del flujo de aire, sino gracias al 
consumo de oxígeno por parte de la levadura alternativa Metschnikowia 
pulcherrima (capítulo 3). 
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Wine is a food product with an undeniable traditional character, 
especially in the Mediterranean area where its production dates back to the first 
human populations. Spain is currently the world’s leading vineyard, with 13% of 
the total vine cultivation surface devoted to wine production (2021 data available 
at www.fev.es/sector-cifras/), which translates into a contribution of 2.2% of 
gross value added and the maintenance of 2.4% of employment in Spain between 
direct and indirect jobs (Analistas Financieros Internacionales, 2020). The wine 
sector is present in all the Spanish regions, being an important income source for 
rural areas, acting as an accelerator of the territory and helping to solve the 
challenge of territorial depopulation, thanks to the direct production of wine, the 
presence of accessory industries (timber, cork industry, vineyards, etc.) or 
through wine tourism (International Financial Analysts, 2020). 

In recent years there has been an unprecedented increase of temperatures 
(NOAA Global Climate Report for 2020), accompanied by changes in the level 
and distribution of precipitation. This context of climate change is affecting a 
large number of crops, especially in drier regions such as the Mediterranean area. 
In the specific case of vines, a typical crop in the region, a clear change has been 
observed in the ripening pattern of the berries due to these climatic alterations. In 
recent decades, an increasing gap has been observed between the accumulation 
of sugars within the berry (technological maturity) and organoleptic maturity due 
to the accumulation of phenolic and aromatic compounds (Jones and Webb, 2010; 
Holland and Smith, 2010; Keller, 2010; Mira de Orduña, 2010). Producing a wine 
with sufficient organoleptic quality to be accepted by the consumer involves 
delaying the harvest beyond the optimal point of sugar concentration. This 
increase in sugars results, through the fermentation process itself, in an increase 
in the concentration of ethanol, and therefore in an increase in the alcohol content 
of the wine.  

It is estimated that since 1980 commercial wines have increased their 
alcohol content by 1% every decade. This pattern of increase has been observed 
in all types of wines and productive areas (Jones et al., 2005; van Leeuwen and 
Darriet, 2015), being even more severe in warmer regions, traditionally with 
higher wine productions (Alston et al., 2011; Godden et al., 2015). 

The increase in alcohol content is a serious problem for the wine industry 
from several points of view: High ethanol concentrations can seriously affect the 
winemaking process by preventing both yeasts (alcoholic fermentation) and lactic 
acid bacteria (malolactic fermentation) from optimal development (Bisson, 1999; 
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Bruescher et al., 2001; Coulter et al., 2008; Graça da Silveira et al., 2002), resulting 
in stuck fermentations and/or unpalatable wines. Even if the winemaking 
process is completed, an excess of alcohol generates a sensory imbalance by 
increasing the solubility of certain volatile compounds, affecting their perception 
(Goldner et al., 2009; Pickering et al., 1998; Hartmann et al., 2002; Le Berre et al., 
2007; Robinson et al., 2009). In addition, today’s society is highly interested in 
healthy lifestyle and moderate alcohol consumption, so high alcoholic beverages 
have a reduced place in the market (Schmidtke et al., 2012; Saliba et al., 2013). 
There are even public measures for highly alcoholic beverages that penalise their 
international marketing. These measures could even affect the export/import of 
wine (de Barros Lopes et al., 2003; Contreras et al., 2014).  

There are numerous approaches to try to alleviate this problem, from 
crop management to avoid ripening delays (like leaf removal, soil management, 
or crop relocation) (Stoll et al., 2010; Whiting, 2010; Schmidtke et al., 2011; Ozturk 
and Anli, 2014), to wine de-alcoholization through filtration and evaporation 
systems, that require subsequent wine restructuring (Akyereko et al, 2021; 
Catarino and Mendes, 2011; Labanda et al., 2009; Gonçalves et al., 2013; Diban et 
al., 2008; Fedrizzi et al., 2014), through to the removal of part of the sugar content 
from the must by dilution, filtration or enzymatic treatments (Pickering et al., 
1998; 1999). All of them have advantages and disadvantages, being approaches 
that are difficult to implement at the industrial level, would entail serious cost 
overruns, or could negatively impact consumer perception. Nevertheless, some 
of them are valid solutions that are being investigated and optimised for transfer 
to the industrial sector. 

In this doctoral thesis, a microbiological approach is presented as a 
possible solution to the increasing alcohol content of wines. This consists of the 
modification of the alcoholic fermentation process to reduce the ethanol yield of 
the yeasts, with the objective of minimising the changes in the final product. It 
could be approached along two main lines: the modification of the ethanol yield 
of Saccharomyces cerevisiae and/or the use of alternative yeasts outside the 
Saccharomyces genus.  

S. cerevisiae is an organism highly specialised in alcoholic fermentation. It 
is the main agent of the fermentation process and there are lines specifically 
adapted to the fermentation of grape must (wine strains) (Liti et al., 2009; Peter et 
al., 2018). These strains have a high tolerance to the stress factors inherent to the 
oenological environment, such as high sugar concentrations (high osmotic 
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pressure), low pH, high pressures, the presence of sulphite (SO32-), a wide range 
of temperatures, and ethanol, which they produce in large quantities. This 
combination of characteristics means that S. cerevisiae, although initially found in 
a very low proportion, is capable of very quickly displacing the rest of the 
microbiota present in greater abundance in the must at the beginning of 
fermentation. This high specialization in the fermentation process is related to an 
ethanol yield which is not only higher than that of other species but is also a very 
homogeneous characteristic throughout the species, as described in Chapter 1. 

On the other hand, there are a plethora of yeast species with a 
fermentation profile more suited to the objective of a lower ethanol yield. 
However, these species, even when they survive the initial phases of fermentation, 
end up being displaced by S. cerevisiae, precisely because of their lesser adaptation 
to must fermentation, making it necessary to improve their resistance to such 
crucial stress factors as the presence of sulphite (SO32-), temperature, or low pH.  

This doctoral thesis proposes the use of S. cerevisiae to reduce the alcohol 
content of wine by diverting sugar consumption from ethanol production to CO2 
generation through the respiratory capacity of yeasts. Specifically, the aim is to 
solve a problem inherent to this approach by means of different strategies. It has 
been shown that although it is possible to reduce ethanol production by favouring 
respiration through the maintenance of aerobic conditions during fermentation, 
this same aerobiosis produces, for reasons as yet unknown, an undesirable 
increase in acetic acid production, which means that this strategy cannot be 
applied in wine production. Chapter 1 explores the natural diversity of S. 
cerevisiae in search of strains with lower acetic acid production, identifying 
possible candidate strains for industrial application, and the aeration process for 
a selected strain is fine-tuned. Chapter 2 addresses the study of the relationship 
between the flexibilization of carbon catabolite repression (ability to consume 
secondary sugars in the presence of glucose) and lower acetic acid production, 
which serves as the basis for the design of a directed evolution to obtain strains 
with low acetic acid production in aerobiosis carried out. Finally, Chapter 3 
explores the reduction of acetic acid by regulating aerobic conditions, not just by 
controlling airflow but through oxygen consumption by the alternative yeast 
Metschnikowia pulcherrima (Chapter 3). 
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años, confinamiento incluido, algo digno de recordar. Sois los mejores, aunque 
eso ya lo sabéis. En especial tengo que agradecerles a las mujeres más exitosas 
que conozco: Teri, Paula, Marta e Irene, por las incontables horas, parrafadas y 
stickers muy inapropiados que han tenido que aguantarme y que me han 
permitido llegar hasta aquí con (algo de) estabilidad mental.   

Por último, tengo que dar las gracias a mis padres, porque, a parte de su 
patrocinio, no creo que hubiera sido científica (no creo que hubiera sido quien soy) 
sin las charlas en el coche camino a Condemios.  
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A mi familia,  
porque no hay cosa que yo 

pudiera hacer en la vida que 
me quitara vuestro apoyo. 

 
.y a mí.
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1. IMPORTANCIA CULTURAL Y ECONÓMICA DEL VINO EN 

ESPAÑA  

La fermentación alcohólica está estrechamente ligada a la aparición de las 
poblaciones humanas. Existen alrededor del globo numerosas pruebas 
arqueológicas del consumo de bebidas fermentadas que parecen estar asociadas 
al desarrollo de la agricultura (McGovern et al., 2004). Se postula que esta relación 
entre agricultura y fermentación pudo ser consecuencia accidental del 
almacenamiento de frutos y granos. Sin embargo, la capacidad para metabolizar 
el alcohol parece surgir millones de años antes, cuando los ancestros de 
chimpancés, gorilas y humanos adaptaron su locomoción, y con ello su dieta, a la 
vida en el suelo (Carrigan et al., 2015), donde ser capaz de consumir frutos 
maduros en exceso, y muy probablemente fermentados, pudo suponer una 
ventaja competitiva. Por tanto, parece que la capacidad de metabolizar el alcohol 
pudo permitir “prolongar” la vida útil de alimentos vegetales. 

En cualquier caso, es innegable que el ser humano ha producido bebidas 
alcohólicas de forma consciente al menos desde el neolítico. El éxito de estas 
bebidas pudo deberse a múltiples factores, vigentes tanto en sociedades antiguas 
como en la actualidad: la obtención de un producto calórico a partir de alimentos 
no aptos para el consumo, su utilización como preparado analgésico, su función 
desinfectante (Cavalieri et al., 2003; Columela, 4dc-70dc/1824) y por supuesto 
como bebida hedónica, facilitando la desinhibición y el establecimiento de 
vínculos sociales dentro del grupo (Dunbar et al., 2017; Harutyunyan y Malfeito-
Ferreira, 2022).  

Dentro del área mediterránea, la fermentación de mosto de uva tuvo 
especial relevancia. En el contexto de España, se cree que su introducción es de 
origen fenicio (1100 a.C.) habiéndose encontrado lagares datados en torno al s. III 
a.C. (Ruiz-Mata, 2018). Sin embargo, el florecimiento de la producción de vino 
parece surgir a partir de la conquista romana. Desde la primera mitad del s. I d.C. 
se encuentran ya referencias claras de la producción y exportación masiva de esta 
bebida, volviéndose común encontrar vino de procedencia hispana en la misma 
ciudad de Roma (Martin i Oliveras, et al., 2017). Hacia finales del mismo siglo 
existen incluso referencias a zonas geográficas concretas de la península, que 
ofrecían vinos con características distintivas para los romanos (Martin i Oliveras, 
et al., 2017). 
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Existen numerosas fuentes históricas y arqueológicas, que abarcan toda la 
historia de la península, incluyendo el periodo musulmán (Escartín. 2004), y que 
señalan la importancia que esta actividad ha tenido en la península ibérica hasta 
nuestros días. La relevancia del consumo de vino en España no es casual; dada su 
localización geográfica y características climáticas, la península ibérica ha sido, y 
aún es, un lugar idóneo para el cultivo de la vid. Actualmente España cuenta con 
941.086 hectáreas de viñedo (datos de 2021) lo que supone aproximadamente el 
13% del cultivo global, colocando a nuestro país como el primer viñedo a escala 
mundial (datos disponibles en www.fev.es/sector-cifras/), siendo el tercer 
productor mundial de vino y el primer exportador mundial en volumen (datos 
de 2021). Estos datos se traducen en una aportación del 2.2% al valor añadido 
bruto (VAB) español y en el mantenimiento del 2.4% del empleo en España, entre 
puestos de trabajo directos e indirectos (Analistas Financieros Internacionales, 
2020).  

Las implicaciones sociales del sector vitivinícola van mucho más allá del 
papel cultural que tiene el vino en la gastronomía y las tradiciones de nuestro país. 
Es un sector presente en todas las comunidades autónomas españolas que supone 
una importante fuente de ingresos para las zonas rurales, ayudando a afrontar el 
reto del despoblamiento territorial, siendo además fuente de negocio para otras 
industrias accesorias como por ejemplo la maderera, del corcho y la industria del 
vidrio entre otras (Analistas Financieros Internacionales, 2020). Además, 
contribuye directamente al desarrollo de otro gran dinamizador económico 
territorial, el turismo. El enoturismo tiene un enorme potencial como actividad 
económica sostenible para zonas rurales y deprimidas (Ruiz y Cañizares, 2019). 

Por último, cabe destacar que, pese a ser una actividad profundamente 
tradicional, no por ello es un sector ajeno a la innovación, habiendo dedicado, 
según datos de la Federación Española del Vino, 175 millones de euros en los 
últimos 5 años a actividades de I+D+i.  

2. EL PROCESO DE FERMENTACIÓN 

2.1. Metabolismo de la fermentación 

La fermentación es un proceso catabólico que permite a los organismos con 
esta capacidad obtener energía en ausencia de oxígeno a partir de la degradación 
de glucosa y algunas otras fuentes de carbono. Entre las levaduras se pueden 
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encontrar especies con distinta capacidad fermentativa: no-fermentadoras, que 
tan solo poseen metabolismo respiratorio; fermentadoras facultativas, que tienen 
la capacidad de utilizar ambas rutas catabólicas; o fermentadoras estrictas, que 
solo poseen capacidad fermentativa pero no respiratoria (Van Dijken y Scheffers, 
1986).  

La fermentación alcohólica se inicia con la glucólisis. La primera fase es la 
activación metabólica del azúcar mediante fosforilación dependiente de ATP 
hasta formarse fructosa-1,6-bifosfato (Figura 1), que será de nuevo transformada 
en dos compuestos con un alto potencial de transferencia de fosfato (fosforilación 
a nivel de sustrato), el 1,3-bisfosfoglicerato y el fosfoenolpiruvato, lo que 
permitirá la formación de nuevo ATP, necesario para llevar a cabo otras 
reacciones fundamentales para el mantenimiento celular. En esta fase de 
obtención de energía también se lleva a cabo la reducción del coenzima NAD+ 
hacia NADH. La ecuación global de la glucólisis supone la formación neta de dos 
moléculas de ATP (a partir de ADP) y la producción de dos moléculas de NADH 
(Figura 1). 

En condiciones de fermentación, el piruvato resultante de la glucólisis será 
descarboxilado mediante la piruvato descarboxilasa a acetaldehído y CO2. 
Finalmente, este acetaldehído será transformado mayoritariamente en etanol por 
acción de la alcohol deshidrogenasa, recuperando el potencial de oxidación 
(NAD+) consumido en la etapa anterior. Estas últimas reacciones son las que 
caracterizan la fermentación alcohólica (Figura 1).  

Bajo condiciones de respiración, el piruvato obtenido por la glucólisis es 
descarboxilado en la mitocondria mediante el complejo enzimático piruvato 
deshidrogenasa, generando CO2 y acetilcoenzima A, que es incorporado al ciclo 
de los ácidos tricarboxílicos (ciclo de Krebs). Con la respiración la célula es capaz 
de obtener hasta 36 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa (la mayor 
parte mediante fosforilación oxidativa de moléculas reducidas procedentes del 
ciclo de Krebs), generando como subproductos CO2 y agua. En la fermentación 
alcohólica, sin embargo, por cada molécula de glucosa se obtienen tan solo 2 
moléculas de ATP, (generadas en la formación de 3-fosfoglicerato), (Figura 1), 
dando como subproductos CO2 y etanol.  

La respiración es, sin duda, un proceso mucho más eficiente en términos 
tanto energéticos (Bakker et al., 2001) como de biomasa (van Dijken et al., 2000). 
Sin embargo, la fermentación otorga ciertas ventajas competitivas. En el caso de 
las fermentadoras facultativas permite la colonización de ambientes tanto 
aeróbicos como anaeróbicos. Además, el subproducto de la fermentación  



Introducción 

28 

 

 

Figura 1. Esquema de las principales reacciones metabólicas de la glucólisis y la fermentación 
alcohólica. Los recuadros azules indican las enzimas responsables de cada reacción. Las flechas 
discontinuas implican transporte hacia la mitocondria, señalada en naranja (respiración). Cabe 
destacar que a partir del gliceraldehido-3-fosfato por cada molécula de glucosa se producen dos 
moléculas de cada intermediario (señalado como x2). 

alcohólica, el etanol, es una sustancia tóxica por lo que su liberación al medio 
condiciona la competencia entre los organismos con mayor y menor tolerancia, 
como se describirá más adelante. Por otro lado, dado que la fermentación genera 
menos energía que la respiración, la célula compensa este menor rendimiento con 
una mayor entrada de glucosa, lo que da lugar a un consumo de nutrientes más 
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rápido y a un aumento de la tasa de crecimiento (Olivares-Marín et al., 2018), lo 
que favorece su competencia con respecto a los organismos que están respirando.  

Cabe mencionar que la glucólisis no es un proceso exclusivamente dirigido 
a la obtención de energía, es también una ruta que permite la obtención de 
metabolitos necesarios para el mantenimiento celular y el aumento de la biomasa. 
La glucosa-6-fosfato forma parte de la ruta de las pentosas-fosfato que permite la 
formación de NADPH (necesario para la biosíntesis de ácidos grasos) y de 
ribosas-fosfato (precursoras de nucleótidos). El 3-fosfoglicerato participa en la 
formación de aminoácidos. La dihidroxiacetona fosfato (DHAP) da lugar al 
glicerol, una molécula con gran importancia en la elaboración del vino, 
contribuyendo en su calidad e interviniendo en la síntesis de triacilgliceroles. El 
glicerol es además el principal osmolito compatible de las levaduras, lo que les 
permite hacer frente al alto estrés osmótico que sufren al inicio de la fermentación, 
debido a la alta concentración de azúcares del mosto. 

2.2. Fermentación alcohólica 

La fermentación alcohólica, y más concretamente la fermentación del 
mosto de uva, fue llevada a cabo de forma espontánea y sin mayor comprensión 
del proceso hasta el s. XIX, cuando los trabajos de Louis Pasteur (1857) 
establecieron que la conversión de los azúcares presentes en el mosto hacia etanol 
y dióxido de carbono en condiciones de ausencia de oxígeno no se debía a un 
proceso químico espontáneo, sino al metabolismo de un organismo vivo, las 
levaduras. 

Estas levaduras están presentes de forma natural en la superficie de la uva, 
donde llegan por la dispersión del viento y los insectos (Lafon-Laforurcade, 1983). 
La composición de esta microbiota es considerablemente variable, ya que se 
encuentra afectada por distintos factores ambientales, tales como la temperatura, 
las precipitaciones, la altitud, el punto de maduración de la uva y el uso de 
agroquímicos, entre otros (Boulton et al., 1996), posiblemente incluso la variedad 
de uva (Tronchoni et al., 2022). En cualquier caso, aunque el principal agente de 
la fermentación alcohólica es la especie Saccharomyces cerevisiae, su presencia en la 
uva es muy limitada, encontrándose principalmente cepas de los géneros 
Hanseniaspora, Metschnikowia, Pichia, Candida, Starmerella y basidiomicetos como 
Cryptococcus y Rhodotorula (Bokulich et al., 2014; Kecskeméti et al., 2016; Kioroglou 
et al., 2019). En menor proporción se encuentran otros géneros de levadura como 
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Torulaspora, Zygosaccharomyces, Lachancea, Saccharomycodes, e Issatchenkia 
(Bokulich et al., 2016; Kioroglou et al., 2019; Xu et al., 2020).  

En las fermentaciones espontáneas son estas levaduras las que están 
presentes en el mosto y tanques de fermentación durante las primeras horas. Sin 
embargo, conforme avanza la fermentación tiene lugar un cambio en la población. 
Pese a estar en menor proporción, S. cerevisiae comienza a multiplicarse hasta 
llegar a ser la especie predominante y responsable principal de la fermentación. 
Esta imposición espontánea por parte de S. cerevisiae se debe a su adaptación a los 
cambios ambientales que ocurren durante la fermentación, como son el aumento 
de temperatura, las condiciones de anaerobiosis y el aumento de la concentración 
de etanol (Fleet y Heard, 1993; Fleet, 2007), que favorecen su crecimiento por 
encima del resto de las especies presentes, con una menor tolerancia a etanol y 
temperatura y/o una menor capacidad fermentativa. No obstante, aunque S. 
cerevisiae termine como agente principal del proceso de fermentación, la rapidez 
o eficacia con la se impone sobre el resto de la microbiota es considerablemente 
variable, viéndose especialmente alterada por la temperatura y la carga 
microbiana inicial. 

En la actualidad, para garantizar una imposición eficiente, la fermentación 
se lleva a cabo realizando inoculaciones de cultivos puros (cultivos iniciadores o 
starters) con cepas de levadura seleccionadas, en forma de levadura seca activa, 
(Boulton et al., 2002), a la vez que se adicionan sulfitos (SO3 2-) para inhibir el 
crecimiento de la microbiota autóctona (Sandraud y Chauvert, 1985). La 
utilización de levaduras seleccionadas garantiza una óptima fermentación y una 
mayor homogeneidad del proceso (Bauer y Pretorius, 2000). Actualmente, la 
utilización de fermentaciones espontáneas en la industria no es muy habitual, 
aunque está ganando popularidad y es común en la elaboración de vinos 
específicos, por ejemplo, los llamados “vinos naturales” que buscan una mayor 
complejidad sensorial (Zamora, 2009) y cierta diferenciación de la homogeneidad 
a la que pueden dar lugar las levaduras comerciales, gracias a la diversidad 
metabólica que aporta la microbiota nativa de la uva. 

Aunque el número de cepas iniciadoras de S. cerevisiae que ofrece el 
mercado permite un gran abanico de opciones, existe un interés cada vez mayor 
por aumentar la variedad aromática, sin renunciar a la homogeneidad en la 
producción y minimizando los riesgos de una mala fermentación. Por este motivo 
la industria está incorporando cultivos iniciadores de levaduras de géneros 
alternativos a Saccharomyces; son las llamadas no-Saccharomyces. Estas levaduras 
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habían sido consideradas tradicionalmente como causantes de defectos en el vino, 
como paradas fermentativas o aromas desagradables por generación de 
compuestos como el ácido acético (Zygosaccharomyces), aminas (Issatchenkia y 
Torulaspora) o compuestos azufrados (Torulaspora y Candida) (Capozzi et al., 2015). 
Sin embargo, en la actualidad muchas levaduras no-Saccharomyces son 
consideradas una fuente de diversificación organoléptica de los vinos (Roudil et 
al., 2020) y ya son utilizadas como cultivos iniciadores. Lachancea thermotolerans y 
Torulaspora delbrueckii en co-inoculación con S. cerevisiae, fueron las primeras 
levaduras no-Saccharomyces en ser comercializadas para tal fin en el año 2004, 
siendo aún las levaduras alternativas más populares (Roudil et al., 2020). No 
obstante, existe cada vez una mayor diversidad de levaduras no-Saccharomyces 
seleccionadas y disponibles en el mercado, que aportan distintas cualidades, por 
ejemplo, Metschnikowia pulcherrima, Pichia kluyveri (Roudil et al., 2020), 
Hanseniaspora vineae (Lleixá et al., 2016), o Schizosaccharomyces pombe (Roudil et al., 
2020). Aunque en algunos ensayos publicados estas levaduras pueden llevar a 
cabo una fermentación de forma satisfactoria (Sadoudi et al., 2012; Belda et al., 
2015), por lo general son usadas en combinación, bien simultanea (co-inoculación), 
bien secuencialmente, con S. cerevisiae, ya que en su mayoría presentan problemas 
de parada fermentativa, no consumiendo la totalidad de azúcares del mosto y 
facilitando la colonización por microorganismos no deseados. 

El riesgo de fermentaciones incompletas y alteraciones microbianas 
durante la fermentación no es nuevo. Pasteur (1857) ya relacionó las condiciones 
de asepsia y la utilización de cultivos puros con el éxito en la fermentación, y 
sobre estas bases en 1883 Emil Christian Hansen desarrolló en la Fundación 
Carlsberg, en Copenhague, el primer cultivo iniciador para la fermentación 
alcohólica, en este caso de cerveza, Saccharomyces carlsbergensis. (actualmente 
englobada dentro de la especie S. pastorianus). Sin embargo, como ya se ha 
mencionado, el vino ha constituido un alimento desde mucho antes de los 
avances científicos del s. XIX, y garantizar una óptima producción debió de 
suscitar gran interés desde su origen. Ya en el s. I encontramos consejos de 
limpieza y “sanitización” de lagares y tinajas con agua salada y pez (Columela, 
4dc-70dc), y existen pruebas arqueológicas de tapones, resinas para 
impermeabilizar contenedores y aditivos como sales y hierbas que ayudarían 
tanto a mantener la estabilidad biológica del vino como a evitar su oxidación 
(Harutyunyan y Malfeito-Ferreira, 2022). Una forma tradicional para conseguir 
cierto control microbiológico de la fermentación es el “pie de cuba”, que consiste 
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en la adición de una parte de mosto ya fermentado con éxito a una nueva partida 
de mosto. Esta selección inconsciente de microorganismos, así como el comercio 
y transporte de productos fermentados, llevó probablemente a la domesticación 
y dispersión del principal agente de la fermentación, S. cerevisiae. 

2.3. Fermentación maloláctica 

Una vez completada la fermentación alcohólica, la elaboración de vino 
puede requerir de un segundo proceso microbiológico, la fermentación 
maloláctica, sobre todo en vinos tintos. Esta fermentación transforma el ácido 
málico en ácido láctico, y es llevada a cabo por las bacterias del ácido láctico. Este 
ácido es más suave al paladar, reduciendo la acidez del vino y evitando el 
enmascaramiento de ciertos compuestos volátiles. 

Los ácidos tienen un papel importante en la configuración organoléptica 
del vino, así como en el mantenimiento de su color. Además, junto con la 
presencia de etanol, el bajo pH del vino contribuye a su estabilidad 
microbiológica, especialmente tras el embotellado, creando un ambiente hostil 
para cualquier microorganismo contaminante (van de Guchte, 2002). 

Aunque Pasteur, en 1873, fue el primero en hablar de las bacterias del ácido 
láctico en el vino, no fue hasta 1939, con los trabajos de Émile Peynaud que se 
confirmó el papel de la fermentación maloláctica en la disminución de la acidez y 
en la mejora de la estabilidad microbiológica tras el embotellado del vino. 

Durante la fermentación maloláctica, el carácter astringente del ácido 
málico es sustituido por el sabor más agradable del ácido láctico. Pero, además, 
se forman ésteres como el acetato de etilo, el lactato de etilo, el octanoato de etilo 
y el hexanoato de etilo (de Revel et al., 1999) que ejercen un impacto importante 
en el perfil aromático y la calidad del producto final. Las bacterias del ácido 
láctico también liberan al mosto fermentado otros metabolitos que contribuyen a 
enmascarar aromas herbáceos, astringencia y amargor, lo que es especialmente 
importante en vinos tintos y blancos espumosos (Lepe y Leal, 2004; Bartowsky et 
al., 2015).  

Cabe destacar que, además de llevar a cabo la fermentación maloláctica, 
algunas bacterias del ácido láctico pueden disminuir la calidad del vino debido a 
otros factores, como la generación de aminas biógenas, o de precursores de 
carbamato de etilo, una molécula potencialmente carcinógena. Aunque el 
principal precursor de carbamato de etilo en vino se produce mediante la 
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combinación de etanol con la urea secretada por las levaduras. También pueden 
generarse precursores a partir de los productos de degradación de la arginina, 
como la citrulina, segregados por varias especies de bacterias del ácido láctico 
(Mira de Orduña, 2001).  

La fermentación maloláctica permite generar energía sin consumir azúcares. 
En esta fermentación, la salida de ácido láctico desde la célula es canalizada por un 
simportador de protones (Cox et al., 1989). Esto provoca su retorno a favor del 
gradiente de concentración (el pH celular se sitúa en torno a 6, mientras que el del 
mosto está entre 3 y 4). Esta entrada de protones, acoplada a una ATP sintetasa, 
permite la generación de ATP. Al no depender del consumo de azúcares, las 
bacterias del ácido láctico pueden prosperar en un mosto fermentado, sin azúcar 
residual, gracias también a la presencia de otros nutrientes liberados por las 
levaduras. Sin embargo, dado las hostiles condiciones que presenta el mosto 
fermentado, no todas las bacterias del ácido láctico son capaces de crecer en él. 
Estas bacterias, al igual que las levaduras, se encuentran presentes de forma 
natural en vides, uvas, equipamiento de bodega y en general en todo el proceso 
productivo del vino. Sin embargo, el pH, la falta de nutrientes y la concentración 
de alcohol en el mosto fermentado, son los agentes que modulan la presencia y el 
crecimiento de las diferentes especies bacterianas (Fleet et al., 1984). Las bacterias 
del ácido láctico que pueden encontrarse durante la vinificación pertenecen 
principalmente a dos familias: Lactobacillaceae, donde se encuentran los grupos 
Lactobacillus, Pediococcus y Leuconostocaceae siendo los géneros más comunes 
Leuconostoc y Oenococcus. Las bacterias del ácido láctico a su vez pueden ser 
divididas en función de sus características metabólicas (Muñoz et al., 2011) en:  

- Homofermentativas: Bajo condiciones de exceso de glucosa (u otras 
hexosas) y baja disponibilidad de oxígeno estas bacterias consumen 
azúcares a través de la ruta Embden-Meyerhof, generando ácido láctico 
(2 moles por cada mol de glucosa), CO2 y ATP. 

- Heterofermentativas: Estos organismos consumen hexosas y pentosas 
a través de la ruta de las pentosas fosfato, dando como subproductos 
ácido láctico (un mol por cada mol de azúcares), etanol, CO2 y ATP. A 
diferencia de las homofermentativas, estos organismos también 
pueden utilizar oxígeno y piruvato como aceptor final de electrones, 
generando ácido acético y más ATP. 
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- Heterofermentativas facultativas: En función del tipo de azúcares del 
medio estas bacterias pueden presentar ambos tipos de metabolismo, 
homofermentativo o heterofermentativo. 

Al inicio de la fermentación, pueden encontrarse cerca de 103-104 UFC/mL 
de bacterias del ácido láctico, la gran mayoría de metabolismo homofermentativo 
(Muñoz et al., 2005). Las especies más abundantes son Lactiplantibacillus plantarum 
(antes Lactobacillus plantarum), Lentilactobacillus hilgardii (antes Lactobacillus 
hilgardii), Lacticaseibacillus casei (antes Lactobacillus casei), Leuconostoc mesenteroides 
y Pediococcus damnosus. La abundancia relativa de estas especies depende en gran 
medida del punto de madurez y estado fisiológico de la uva durante su recogida. 
Al igual que ocurre con las levaduras, la competencia entre estas bacterias 
durante la fermentación maloláctica reduce su diversidad, de modo que persisten 
aquellas con mayor tolerancia a etanol y mayor resistencia a un pH bajo. Al igual 
que ocurre con S. cerevisiae durante la fermentación alcohólica, los rasgos 
fisiológicos de la especie Oenococcus oeni están especialmente adaptados a este 
ambiente y suele ser la especie dominante en los procesos espontáneos de 
fermentación maloláctica. 

Debido al gran peso que tiene la fermentación maloláctica sobre las 
características organolépticas del vino, desde principios de los años 80 existen en 
el mercado cepas seleccionadas de bacterias del ácido láctico para asegurar el 
éxito en el proceso. Las especies más utilizadas como cultivos iniciadores son O. 
oeni y L. plantarum, que parecen ser las más tolerantes a las condiciones presentes 
en el mosto fermentado (Cavin et al., 1993; Guerzoni et al., 1995).  

3. SACCHAROMYCES CEREVISIAE  

3.1. Origen y ecología 

La taxonomía del género Saccharomyces está en constante revisión. En este 
momento engloba ocho especies: S. uvarum, S. paradoxus (la especie más cercana 
a S. cerevisiae, Rokas et al., 2003), S. mikatae, S. jurei, S. kudriavzevii, S. arboricola, S. 
eubayanus y S. cerevisiae. Estas especies a su vez han dado lugar a híbridos, en 
ambientes tanto naturales, como humanos e industriales (Alsammar y Delneri, 
2020).  

Aunque S. cerevisiae, gracias a su papel industrial, es uno de los 
microorganismos más estudiados, su origen y, sobre todo, su nicho biológico, son 
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aún motivo de debate. Desde hace décadas se viene proponiendo que, debido a 
su escasa presencia en entornos naturales, S. cerevisiae debía provenir de un 
híbrido entre especies naturales seleccionadas a través de la actividad humana 
(Winge, 1994; Johnston y Mortimer, 1986) convirtiéndose, hasta donde sabemos, 
en el primer microorganismo domesticado (Martini, 1993), y que su transporte y 
diseminación se produce gracias a insectos que son atraídos por el etanol y los 
componentes aromáticos que producen estas levaduras (Mortimer y Polsinelli, 
1999; Buser et al., 2014), de forma que tendrían un nicho nómada (Goddard y 
Greig, 2015), moviéndose de forma continua entre ambientes industriales 
(procesos anaeróbicos) y naturales (superficies vegetales). 

La secuenciación completa de su genoma y la comparación genética de 
aislados de S. cerevisiae de diversos orígenes, ha permitido identificar rastros 
genómicos del proceso de domesticación desde un ancestro silvestre. Se han 
identificado reordenaciones cromosómicas (Perez-Ortín et al., 2002; Almeida et 
al., 2017), transferencia horizontal de genes (Novo et al.,2009; Almeida et al., 2017), 
una alta heterozigosidad, variaciones estructurales, mutaciones puntuales y 
alteraciones en el número de copias de diversos genes (Warringer et al., 2011; 
Almeida et al., 2017). La combinación de estas características genera una gran 
diversidad fenotípica en la especie. Los datos parecen indicar que S. cerevisiae no 
fue domesticada de forma homogénea, ni dentro de un único ambiente estable. El 
aumento del número de análisis genéticos de aislados procedentes de distinto 
origen está arrojando nuevos datos sobre la ecología de esta especie, (Marsit y 
Dequin, 2015), demostrando la existencia de distintos clados, algunos 
estrechamente ligados a actividades humanas, (Liti et al., 2009; Peter et al., 2018). 
La gran diversidad de las líneas chinas sugiere que el origen de S. cerevisiae se 
encuentra en Asia oriental (Wang et al., 2012; Duan et al., 2018), con un único 
ancestro común para el resto de cepas no-chinas, que sufrió distintos eventos 
independientes de domesticación (Peter et al., 2018).  

 En el caso de las levaduras vínicas, el 95% de las cepas aisladas tiene un 
origen común (Legras et al., 2007), probablemente fruto de un cuello de botella 
generado durante su domesticación (Borneman et al., 2016; Peter et al., 2018) y su 
pariente silvestre más cercano, hasta la fecha, está asociado a robles de la región 
mediterránea (Almeida et al., 2015).  Estas cepas son mayoritariamente diploides, 
con pocos ejemplos de haploidía y poliploidía (Bakalinsky y Snow, 1990; Codón 
et al., 1995), homotálicas, presentan baja heterozigosidad (Peter et al., 2018); y 
poseen un alto polimorfismo en la longitud de sus cromosomas (Radichi et al., 
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1999; Bidenne et al., 1992), lo que determina una alta variabilidad en su capacidad 
de esporulación (0%-75%) y en la viabilidad de las esporas (0-98%). Presentan una 
rápida adaptación al medio, gracias no tanto a la diversidad generada con 
mutaciones espontáneas, que se dan en muy baja proporción, sino a la gran 
capacidad de reorganización cromosómica (Puig et al., 2000), debida a 
translocaciones cromosómicas que generan elementos transponibles como el 
elemento-Ty (Longo y Vézinhet, 1993; Rachidi et al., 1999), entrecruzamientos 
mitóticos (Aguilera et al., 2000) y conversión génica (Puig et al., 2000). 

La variabilidad en la ploidía dentro de la especie S. cerevisiae es un 
fenómeno que aumenta su capacidad de adaptación a entornos cambiantes y 
permite aumentar la cantidad de genes para algunos procesos metabólicos 
importantes, por ejemplo, la fermentación (Salmon, 1997; Bakalinsky y Snow, 
1990). Esta plasticidad genómica, que permite la viabilidad de organismos con 
distinta carga genómica, favorece la generación de híbridos estables con especies 
cercanas. 

El genoma haploide de S. cerevisiae está formado por, aproximadamente, 
12 Mbp distribuidas en 16 cromosomas, comprendiendo alrededor de 6000 genes 
codificantes (Goffeau et al., 1996). El genoma actual de S. cerevisiae (y de otras 
pocas especies) surgió como resultado de un evento de duplicación completa de 
un genoma ancestral (Whole Genome Duplication, WGD), datada hace unos 100 
millones de años (Wolfe y Shield, 1997; Kellis et al., 2004). Aunque una gran 
mayoría de los genes duplicados se han ido perdiendo a lo largo del proceso 
evolutivo, en el caso de S. cerevisiae se estima que al menos un 13% de sus 
proteínas provienen de esa antigua duplicación (Wolfe y Shield, 1997). La 
existencia de genes redundantes dentro del genoma es una potente fuente de 
especialización, ya que permite la adquisición de nuevas funciones, sin perder la 
función celular original. En el caso de S. cerevisiae la duplicación génica parece 
haber permitido un aumento en la capacidad glucolítica, lo que eventualmente 
contribuyó al efecto Crabtree, del que se hablará más adelante (Conant y Wolfe, 
2007; Hagman et al., 2013) 

La colinealidad del orden de genes (sintenia) entre especies distintas de 
Hemiascomicetos, parece indicar que la duplicación de pequeñas regiones 
genómicas, seguida de especialización y pérdida de genes, ha sido un mecanismo 
fundamental en la evolución de este grupo biológico. Mediante comparación 
genómica, se ha encontrado que dentro de las distintas especies del género 
Saccharomyces las regiones subteloméricas son las más variables, abundando 
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familias de genes repetidos, precisamente por la duplicación de estas regiones, 
(Ness y Aglie, 1995; Fischer et al., 2000; Kellis et al., 2003). Se cree que estos 
mecanismos son causantes de adaptaciones rápidas al medio, incluyendo la 
adaptación industrial de estos microorganismos. Se han encontrado en estas 
regiones subteloméricas numerosos miembros de la familia de genes 
transportadores de hexosas (Bargues et al., 19996); genes implicados en la 
hidrólisis de la sacarosa (SUC) (Carlson et al., 1998), maltosa (MAL) (Chow et al., 
1989) o melibiosa (Naumova et al., 1997); genes importantes para la floculación 
(Teunissen y Steensma, 1995) o de resistencia a tóxicos presentes en melazas 
industriales (RTM) (Ness y Aigle, 1995). Por otro lado, las duplicaciones y 
translocaciones han podido tener un gran impacto en la especialización del 
género Saccharomyces no solo por la adquisición de rasgos adaptativos, sino 
también por el aislamiento reproductivo que producen, impidiendo la 
descendencia de los híbridos (Delneri et al., 2003; Fischer et al., 2001). 

3.2. Especialización 

La abundancia de S. cerevisiae en la superficie de la uva es asombrosamente 
baja. En 1999 Mortimer y Polsinelli encontraron esta especie en 1 de cada 100 uvas 
íntegras. Sorprendentemente, si se observaban uvas gravemente dañadas su 
presencia pasaba a estar en 1 de cada 4. Más recientemente (2014), Taylor y 
colaboradores, determinaron mediante análisis metagenómico que solo 1 de cada 
20.000 levaduras en la superficie de la uva pertenecían a la especie S. cerevisiae. 
Esta especie tiene incluso una escasa presencia en la microbiota intestinal de 
insectos (Stefanini et al., 2012), aunque este ambiente contribuye a su 
diseminación y es donde, según algunas hipótesis, consigue completar su ciclo de 
vida. 

El éxito de S. cerevisiae en la fermentación alcohólica se debe a su gran 
especialización, que no es fruto de un único elemento, ni siquiera de rasgos 
exclusivos de esta especie, sino de una combinación de distintas adaptaciones. 

3.2.1. Tolerancia a factores de estrés 

Durante la fermentación del mosto de uva existe una gran presión 
osmótica, carencia de oxígeno, pH considerablemente bajo y altas 
concentraciones de etanol conforme avanza la fermentación. A estos factores se 
añaden las complejidades de cada estilo de vinificación, incluyendo temperaturas 
subóptimas (por exceso o defecto), alto contenido en polifenoles (tintos), altas 
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presiones (vinos espumosos) y crecimiento aeróbico en un medio con etanol 
(envejecimiento biológico), (Novo et al., 2012).  

S. cerevisiae presenta una respuesta de estrés ambiental (ESR, por sus siglas 
en inglés) regulada por los factores de transcripción Msn2 y Msn4 (Berry y Gasch, 
2008). Además, mediante análisis transcriptómico se ha definido también una 
respuesta a estrés fermentativo (FRS, por sus siglas en inglés) (Rossignol et al., 
2003; Marks et al., 2008), que implicaría a más de 200 genes, de los cuales un 20% 
participan en la ESR. Otros muchos genes se encontrarían implicados también en 
otros mecanismos de resistencia a estrés, como el ayuno de nitrógeno, la toxicidad 
por etanol, la presión osmótica o el estrés oxidativo. Hay que tener en cuenta que 
la gran mayoría de rasgos de interés enológico son cuantitativos lo que dificulta 
su caracterización genética. 

La tolerancia al gran número de factores de estrés que presenta la 
vinificación industrial requiere de la coordinación de varios mecanismos 
celulares a través de complejas redes de señalización (Gustin et al., 1998; Estruch, 
2000). Por ejemplo, la tolerancia a estrés osmótico está mediada por una cascada 
de MAP quinasas (la ruta HOG), implicada en la sobreproducción de glicerol para 
el mantenimiento de la homeostasis (Hohmann, 2015); pero también necesita del 
correcto funcionamiento mitocondrial y del aparato de Golgi (Gonzalez et al., 
2016). La tolerancia a etanol y temperatura depende en gran medida de la 
composición lipídica de la membrana; pero también de la acumulación de 
compuestos antioxidantes, chaperonas, presencia de ATPasas en la membrana 
plasmática, síntesis de trehalosa y funciones mitocondriales (Swan y Watson, 
1997; Piper, 1995; Torija et al., 2003; García-Ríos et al., 2017). Una aneuploidía en 
el cromosoma III se ha relacionado con la resistencia a etanol (Morard et al., en 
2019) y temperatura (Yona et al., 2012). Cabe mencionar que para algunos autores 
la tolerancia al aumento de temperatura es un factor significativo para la 
imposición de S. cerevisiae en el entorno industrial (Goddard, 2008). 

Hay que tener en cuenta que muchas especies de levaduras son anaerobias 
facultativas, pero muy pocas son capaces de crecer en un ambiente anaeróbico 
por largos periodos de tiempo. Esto es debido a que la gran mayoría de eucariotas 
requieren de la presencia de oxígeno para la síntesis de pirimidinas, ya que 
poseen enzimas dihidroorotato deshidrogenasas dependientes de la cadena 
respiratoria. Sin embargo, durante su evolución algunas Saccharomycetaceae 
adquirieron mediante transferencia horizontal una dihidroorotato 
deshidrogenasa bacteriana (Hall et al., 2005) que no requiere de la respiración, al 



Introducción 

39 

 

usar fumarato como aceptor de electrones (Gojković et al., 2004). También la 
síntesis de esteroles y ácidos grasos insaturados es dependiente de oxígeno, pero 
las levaduras pueden incorporar lípidos de origen vegetal durante la 
fermentación (Luparia et al., 2004). 

Además de todo lo anterior, las cepas enológicas son muy resistentes al 
dióxido de azufre. Aunque está en discusión cuándo empezó a utilizarse el 
sulfitado en la elaboración de vino, parece claro que su uso no es en absoluto 
reciente (Lück y Jager, 1997). El sulfitado evita la oxidación a la vez que es la 
principal forma de eliminar organismos contaminantes en el vino (Bauer y 
Pretorius, 2000). Por esta razón, es fundamental la resistencia de S. cerevisiae a este 
agente químico, siendo un rasgo clave en la selección de cepas como cultivos 
iniciadores (Divol et al., 2012). La disolución de dióxido de azufre (SO2) en el 
mosto produce sulfito (SO32-).  La resistencia a este compuesto se adquiere a través 
de distintos mecanismos, como la sobreproducción de acetaldehído que se une al 
SO32- y la regulación de la entrada de sulfito al interior celular. Sin embargo, el 
mecanismo más importante para la tolerancia a sulfito es la expulsión mediada 
por la permeasa Ssu1. Numerosos estudios han identificado como distintas 
translocaciones en el promotor del gen SSU1 aumentan la transcripción del gen, 
situando el gen bajo la regulación de la región EMC34 (translocación entre los 
cromosomas XVI y VIII) (Pérez-Ortín et al., 2002), bajo el promotor constitutivo 
de la alcohol deshidrogenasa, ADH1 (cromosomas XVI y XV) (Zimmer et al., 2014) 
o mediante una inversión en el propio cromosoma XVI (cromosoma nativo del 
gen SSU1) (García-Ríos et al.,2019). Parece que las translocaciones en SSU1 que 
aumentan la resistencia a sulfito contribuyen al aislamiento reproductivo de las 
cepas vínicas (Hyma y Fay, 2012; Hou et al., 2014; Clowers et al., 2015). 

Otro fenómeno genético que ha permitido la especialización de S. cerevisiae 
es la introgresión genómica a partir de otras especies de levaduras (Tabla 1). 
Parece que más de 900 marcos abiertos de lectura (ORF) del pangenoma de la 
especie S. cerevisiae provienen de una introgresión desde el genoma de su pariente 
más cercano, S. paradoxus (Peter et al., 2018). En el caso de las cepas vínicas, se 
estima que éste es el origen de entre 25 y 50 ORFs por cepa. Además, se han 
encontrado introgresiones desde especies mucho más alejadas filogenéticamente. 
Por ejemplo, en la cepa vínica EC1118 (Lallemand, Inc.), muy utilizada como 
cultivo iniciador, se han encontrado 3 regiones (denominadas A, B y C) 
procedentes de Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora microellipsoides y Torulaspora 
delbrueckii (Novo et al.;2009; Marsit et al., 2015). 
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Tabla 1: Principales eventos de transferencia horizontal identificados en Saccharomyces 
(modificado de Gonçalves y Gonçalves, 2022). 

 

Algunas de estas transferencias, como el caso de “cesión” desde T. microellipsoides, 
parecen provenir de una fase transitoria heterocarióica en un híbrido inestable 
entre ambas especies (Legras et al., 2018). 

 Se han podido relacionar fragmentos de estas regiones transferidas con 
adaptaciones específicas para la fermentación, como el ayuno de nitrógeno, al 
portar dos transportadores de oligopéptidos (Devia et al., 2020); o el 
transportador de fructosa de alta afinidad FSY1, localizado en la región C 
(Galeote et al., 2010) que al ser inducido por etanol conferiría una gran ventaja en 
la fase final de la fermentación cuando existe una escasa concentración de fructosa 
(la glucosa es consumida mucho antes) y grandes cantidades de etanol. 

3.2.2. Efecto Crabtree 

S. cerevisiae es un microorganismo anaerobio facultativo. Sin embargo, en 
condiciones de aerobiosis la mayoría de su metabolismo sigue siendo 
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fermentativo (Swanson y Clifton, 1948). En 1954, Lemoigne, Aubert y Millet 
describieron el crecimiento diáuxico de S. cerevisiae. En ambiente aerobio y altas 
concentraciones de azúcar existía un primer crecimiento muy rápido, asociado a 
metabolismo fermentativo, para después, cuando la cantidad de azúcares 
disponibles era menor de 10g/L, pasar a una segunda fase de crecimiento más 
lento donde se oxidaba el etanol. Sin embargo, en las mismas condiciones de 
aerobiosis, pero bajo una menor concentración de azúcares no parecía existir este 
crecimiento diauxico, no existiendo metabolismo fermentativo.  

Este efecto, inicialmente llamado “contre-effect Pasteur” (ya que el efecto 
Pasteur es la inhibición de la fermentación cuando hay disponibilidad de oxígeno) 
y más tarde efecto Crabtree (Crabtree, 1929), consiste en la inhibición de la 
respiración cuando existe una concentración umbral de azúcar en el medio, 
independientemente de la disponibilidad de oxígeno que exista (De Deken, 1966). 
Según su regulación respiro-fermentativa podemos encontrar levaduras 
Crabtree-negativas (uso exclusivo de la respiración en ambiente aerobio) o 
Crabtree-positivas, si presentan el comportamiento descrito.  

Aunque desde su descubrimiento se han propuesto distintas hipótesis 
sobre el origen del efecto Crabtree, los trabajos realizados con mutantes de la 
enzima piruvato descarboxilasa, parecen indicar que la causa primera del efecto 
Crabtree es un desbordamiento en el metabolismo del piruvato, fruto de un 
consumo intensivo de azúcares (lo que se ha denominado efecto Crabtree a corto 
plazo) (Flikweert et al., 1996; Pronk et al., 1996; Dai et al., 2018). Por otro lado, la 
represión transcripcional de la función mitocondrial y respiratoria contribuyen al 
denominado efecto Crabtree a largo plazo (Hagman et al., 2013).  

El hecho de mantener un metabolismo fermentativo en condiciones 
aeróbicas bajo cierta concentración umbral de azúcares (Crabtree-positivas) 
ofrece numerosas ventajas. Es cierto que la respiración es más eficiente en 
términos de energía y biomasa, pero la fermentación supone un consumo más 
rápido de las hexosas del medio, es más competitiva que la respiración en 
términos de inversión enzimática (Nilsson y Nielsen 2016) y genera como 
subproducto una molécula que además de ser tóxica para potenciales 
competidores, puede a su vez ser fuente de carbono cuando se han consumido 
los azúcares del medio, ya que en ese entorno cesa la inhibición del metabolismo 
respiratorio. Esta estrategia metabólica, asociada al efecto Crabtree se ha 
denominado make-accumulate-consume (Piskur et al., 2006). 
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En levaduras, el efecto Crabtree es la consecuencia de varios eventos 
evolutivos, como la WGD, la duplicación de transportadores de hexosas y 
modificaciones en el metabolismo energético (Wolfe y Shields, 1997; Piškur et al., 
2006; Conant y Wolfe, 2007; Hagman et al., 2013). Sin embargo, la estrategia make-
accumulate-consume es posible en gran parte por la duplicación de las enzimas 
alcohol deshidrogenasa (Adh). En la fermentación las levaduras reciclan el 
NADH a través de la conversión de acetaldehído hacia etanol, gracias a la acción 
de esta enzima. S. cerevisiae posee al menos 5 copias del gen ADH. Las isoenzimas 
I, III, IV y V reducen el acetaldehído hacia etanol durante la fermentación 
alcohólica, mientras que la isoenzima II se encuentra reprimida bajo altas 
concentraciones de glucosa (represión por catabolito, que se describirá más 
adelante) y cataliza la reacción contraria, la oxidación del etanol hacia 
acetaldehído, que puede incorporarse al ciclo de Krebs. Cabe destacar que, pese 
a que los genes ADH1 y ADH2 comparten el 89% de su secuencia, las enzimas que 
codifican difieren en su afinidad por el sustrato. La isoenzima II presenta una Km 
por el etanol 10 veces menor que el resto de las isoenzimas (Ciriacy, 1975; Russell 
et al., 1983; Thomson et al., 2005). 

3.2.3. Represión por catabolito de carbono (CCR) 

La represión por catabolito de carbono está presente tanto en S. cerevisiae 
como en muchos otros microrganismos (Santangelo, 2006; Papini et al., 2012). Se 
trata de un mecanismo por el cual la presencia de una fuente de carbono concreta 
(principalmente glucosa) reprime la transcripción de genes implicados en la 
catálisis de otras fuentes de carbono. Esta represión permite la optimización del 
consumo del azúcar mayoritario del medio (Gancedo et al., 1992), “especializando” 
el metabolismo de manera transitoria.  

Entre otros efectos, la glucosa inhibe en S. cerevisiae la síntesis de enzimas 
respiratorias (y con ello el ciclo de Krebs) (Ephrussi et al., 1956; Lynen et al., 1959); 
de enzimas del ciclo del glioxilato (Polakis et al., 1965; Witt et al., 1966); de 
enzimas de la gluconeogénesis (Gancedo et al., 1965; Haarasilta et al., 1975); y de 
enzimas que catalizan la hidrólisis de disacáridos (Sutton et al., 1962; Dodyk et 
al., 1964; van Wijk et al., 1969). 

Este complejo entramado de regulación se origina a partir de una ruta de 
señalización por cascada de proteínas kinasa (Figura 2). Las proteínas Snf3 y Rgt2 
detectan distintas concentraciones de glucosa extracelular según el ratio de 
glucosa interno/externo (bajas y altas concentraciones, respectivamente), (Kaniak 
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et al., 2004; Özcan y johnston, 1999; Özcan, 2002). Aunque ambos sensores 
pertenecen a la familia de los transportadores de hexosas (HXT) y son 
estructuralmente similares a estos, no pueden actuar como transportadores de 
glucosa (Özcan, Dover y Johnston, 1998). De hecho, la detección de glucosa 
extracelular modula la propia regulación transcripcional de los genes HXT. 
Cuando la glucosa es abundante se expresan transportadores de baja afinidad 
como Hxt1, mientras que cuando la disponibilidad de glucosa baja, se expresan 
transportadores de alta afinidad, como Hxt7, mientras que la expresión de los 
contrarios se reprime (Özcan, 2002). 

Cuando Snf3 y Rgt2 detectan glucosa extracelular, las proteínas kinasa de 
membrana Yck1 e Yck2, adheridas a los sensores, se activan. Yck1 e Yck2 parecen 
fosforilar un intermediario (Pasula et al., 2010) que a su vez actúa sobre Mth1 y 
Std1, dos proteínas reguladoras cuya fosforilación lleva a su ubiquitinación y 
degradación (Spielewoy et al, 2004). Si la detección de glucosa no se produce, 
ambos reguladores se unirán a Mig1, diana principal de la represión por CCR, 
mediante la acción de Snf1, el efector principal de la cascada de regulación (Figura 
2).  

Snf1 es una kinasa central para la represión por glucosa. Cuando los 
niveles de glucosa extracelular son altos, Snf1 está auto-reprimido por la 
interacción entre el extremo N-terminal, catalítico, y el C-terminal, regulatorio 
(Celenza y Carlson 1989; Jiang y Carlson 1996; Ludin, Jiang y Carlson 1998; Leech 
et al., 2003). Cuando los niveles de glucosa bajan esta auto-inhibición se 
interrumpe y permite la interacción entre la subunidad Snf4 y la subunidad Snf1, 
produciéndose su activación. Al contrario que la AMPK de mamíferos, Snf1 no 
está regulada por AMP sino por ADP, lo que asegura una coordinación directa 
entre el metabolismo energético y este regulador clave (Mayer et al., 2011). 

Para su total funcionalidad Snf1 requiere la fosforilación del residuo Thr210, 
(McCartney y Schmidt 2001), mediada por Sak1, Elm1 y Tos3 (Hong et al., 2003; 
Nath, McCartney y Schmidt 2003; Sutherland et al., 2003), cuya actividad no 
parece estar afectada por la concentración de glucosa (Rubestein et al., 2008), 
siendo la desfosforilación de Snf1 por parte del complejo Glc7/Reg1 fosfatasa 
(PP1), (Feng et al.,1991; Tu y Carlson, 1995) la causa de la represión por CCR. La 
adición de glucosa causa un rápido incremento de la actividad de Reg1, lo que 
genera a su vez una inactivación de Snf1 (Castermans 2012), (Figura 2).  
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Figura 2. Esquema de los principales elementos de la represión por catabolito de glucosa. Las 
flechas verdes indican activación, mientras que las rojas indican represión. Las flechas azules 
indican modulación en ambos sentidos. Las flechas punteadas indican traslado o efecto a largo 
plazo. Elaborado a partir de la revisión bibliográfica de Kayikci y Nielsen, 2015. 

Snf1 interacciona como activador o represor de varios factores de 
transcripción. El represor transcripcional Mig1 es su principal diana en la 
regulación mediada por CCR (Figura 2). Mig1 media la represión de genes 
reprimidos por glucosa, reclutando al complejo Ssn6/Tup1 (Treitel y Carlson, 
1995; Lutfiyya et al., 1998). 

Cuando Mig1 es fosforilado por Snf1 (en ausencia de glucosa), deja de 
localizarse en el núcleo, permitiendo la transcripción de los genes reprimidos por 
glucosa (Figura 2). Mig1 también interacciona con Hxk2 para silenciar la 
transcripción de genes inducidos por glucosa. Aunque Hxk2 es una kinasa de 
glucosa y fructosa, también modula la represión de genes regulados por CCR. En 
presencia de glucosa, Hxk2 fosforila Mig1 en la Ser311 un residuo que es también 
diana de la fosforilación de Snf1 (Ahuatzi et al., 2007; Peláez, Herrero y Moreno 
2010). Al ocupar ese sitio, Hxk2 evita la fosforilación por parte de Snf1 y la 
eliminación del núcleo de Mig1. Hxk2 es fosforilado y desfosforilado en la Ser14 
por Snf1 y Reg1/Glc7 respectivamente (Fernandez-García et al., 2012), estando a 
su vez bajo doble regulación; directa (por cascada de kinasas) e indirecta (por 
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represión de su transcripción ante escasez de glucosa, que se explicará a 
continuación) (Figura 2).  

Cuando hay altas concentraciones de glucosa Snf1 está inactivo, lo que 
permite que Mig1 pueda localizarse en el núcleo y reprimir junto al complejo 
Ssn6/Tup1 genes necesarios para la utilización de otras fuentes de carbono 
(Gancedo, 1998; Hedbacker y Carlson, 2008). En este escenario, Mig1 reprime la 
expresión del gen MTH1 evitando la represión de la trascripción de los genes HXT 
(Figura 2). Por el contrario, mientras Std1 se degrada, su transcripción se 
incrementa actuando como un mecanismo fino de control de la transcripción de 
los genes HXT cuando la glucosa se acaba (Kim y Johnston, 2006). 

Mientras los represores Std1 y Mth1 se degradan, PKA se transloca al 
núcleo, lo permite que actúe sobre Rgt1 (Griffioen et al., 2000; Kim y Johnston, 
2006; Roy et al., 2013, 2014) impidiendo también la represión de los genes HXT 
(Figura 2). Al permitir la síntesis de los transportadores permite mantener una 
entrada constante de glucosa incluso a niveles subóptimos. Cuando la glucosa cae 
por debajo de un nivel umbral, Mth1 y Std1 dejan de degradarse, quedando 
disponibles para interactuar con Rgt1 impidiendo el acceso de la PKA a los sitios 
de fosforilación de Rgt1 de forma que el represor permanece unido a los 
promotores, evitando la transcripción de los genes HXT cuando ya no queda 
glucosa que transportar en el medio (Flick et al., 2003). Paralelamente, Snf1 
fosforila a Rgt1 incrementando su afinidad por el DNA y su actividad como 
represor transcripcional (Palomino, Herrero y Moreno, 2006).  

Este complejo entramado de regulación permite que cuando no hay 
glucosa disponible en el medio, la levadura cambie su metabolismo de 
fermentativo a respiración, activando mecanismos para catabolizar otras fuentes 
de carbono, como etanol. Snf1 juega un papel fundamental en este cambio, 
regulando tanto la función represora de Mig1 como la transcripción de los 
transportadores de hexosas. Además de todo lo anterior, cuando Snf1 impide la 
represión por Mig1 permite la expresión del gen CAT8 (Figura 2) (a su vez, Snf1 
fosforila al propio regulador Cat8, activándolo (Hedges, Proft y Entian, 1995; 
Randez-Gil et al., 1997). Cat8 es un regulador cuya unión a los elementos de 
respuesta a fuentes de carbono (Carbon source-responsive elements, CSREs) permite 
la transcripción de genes necesarios para la utilización de otras fuentes de 
carbono (Young et al., 2003; Roth, Kumme y Schüller, 2004), como genes 
implicados en el ciclo del glioxilato y en la utilización de fuentes de carbono no 
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fermentables (Randez-Gil et al., 1997; Tachibana et al., 2007; Biddick, Law y 
Young, 2008; Weinhandl et al., 2014) (Figura 2).  

La CCR es sobre todo un mecanismo de protección, que optimiza la 
utilización de energía. Bajo ayuno de glucosa, Snf1 reduce la biosíntesis de 
aminoácidos mediante la inhibición de la transcripción y traducción de GCN4, 
reduciendo el gasto energético en un entorno de ayuno. Sin embargo, si los 
aminoácidos son el factor limitante, Snf1 cambia su papel, activando a Gcn2 que 
lleva a la fosforilación de eIF2α (factor de iniciación eukariotico), iniciando la 
traducción de Gcn4. Cuando Snf1 está activo inhibe las fosfatasas Sit4 y Glc7 
promoviendo el estado fosforilado de eIF2α por lo que Gcn4 puede traducirse 
(Cherkasova, Qiu y Hinnebusch, 2010). Paralelamente, en condiciones de ayuno, 
Snf1 contribuye directamente a la inhibición de la síntesis de ácidos grasos, 
fosforilando e inactivando la acetilCoA carboxilasa 1, (ACC1) (Woods et al., 1994; 
Shirra et al., 2001), que cataliza el primer paso de la síntesis de novo de ácidos 
grasos, siendo una reacción limitante de la ruta. A la vez, Snf1 aumenta la catálisis 
de ácidos grasos promoviendo la proliferación de peroxisomas y la β-oxidación. 
Finalmente, bajo condiciones de ayuno prolongado Snf1 fosforila al factor de 
transcripción general de respuesta a estrés Msn2, generando una respuesta 
adaptativa a la falta de glucosa (De Wever et al.,2005). 

El doble papel represor/activador que ejerce Snf1 sobre distintos niveles 
de tan diferentes rutas metabólicas, subrayan su papel como orquestador de la 
regulación general del estado energético celular.  

3.3. Contribución organoléptica 

El vino es el resultado de un numeroso conjunto de reacciones bioquímicas 
que no se limitan a la fermentación alcohólica, sino que comienzan durante la 
maduración de la uva y continúan incluso más allá del embotellado. Su calidad 
viene definida por la combinación de aspectos como color, densidad y por 
supuesto sabor y aroma. La composición aromática del vino es enormemente 
compleja, con más de 800 compuestos aromáticos identificados (Rapp et al., 1990), 
provenientes tanto de la uva (aromas varietales o aroma primario), como de los 
tratamientos del mosto (aromas prefermentativos) y de la fermentación alcohólica 
y maloláctica (aromas fermentativos o aromas secundarios) (Schreier, 1979), 
además de aromas generados por el envejecimiento del vino (aromas terciarios o 
bouquet). 



Introducción 

47 

 

Aunque de esta plétora de compuestos los provenientes de la fermentación 
resultan estar en minoría (Robinson et al., 2011), tanto profesionales como 
consumidores pueden distinguir vinos cuya única diferencia radica en la 
selección de cepas usadas como cultivo iniciador (King et al., 2008; Swiegers et 
al.,2009; King et al., 2010), lo que indica que el componente “fermentativo” del 
perfil aromático (aroma secundario o yeast-bouquet), tiene un gran impacto en las 
propiedades organolépticas del vino. Estos aromas fermentativos son generados 
por el metabolismo secundario de las levaduras (Fleet, 1990; Lambrechts y 
Pretorius, 2000), siendo los compuestos más relevantes los alcoholes de cadena 
larga, sintetizados por el metabolismo de glúcidos y la ruta de Ehrlich 
(metabolismo de aminoácidos), (Hazelwood et al., 2008; Stewart, 2017); y los 
ésteres, que son producidos de novo por las levaduras (Cordente et al., 2012). En 
menor medida, aunque con un gran impacto estarían los ácidos (Hazelwood et 
al., 2008), el sulfuro de hidrógeno y el dióxido de azufre (Sumby et al.,2010; Styger 
et al., 2011; Styger et al., 2013). Ejemplos de alcoholes de cadena larga serían el 2-
feniletanol, que aporta aromas a rosa, el isobutanol, asociado al olor a alcohol y el 
alcohol isoamílico, que otorga notas a mazapán (Dimitrov et al., 2018; Lai et al., 
2022). Dentro de los ésteres podemos encontrar el acetato de etilo, asociado a 
sabores afrutados, el hexanoato de etilo, que aporta notas a manzana y plátano, o 
el octanoato de etilo, asociado a aromas de piña y pera, entre otros (Saerens et al., 
2010). La concentración de la mayoría de los ésteres en el vino está cerca del límite 
de percepción humana, por lo que cualquier ligero cambio en su concentración 
tiene un impacto significativo en la percepción sensorial del producto (Saerens et 
al., 2010; Parapouli et al., 2020). 

Las levaduras no solo contribuyen al perfil aromático por la generación 
directa de compuestos. Muchos componentes del aroma primario se encuentran 
en la uva como precursores, no teniendo impacto sensorial sino hasta que se 
hidrolizan al ser metabolizados por las levaduras (Mele et al., 2021). La síntesis 
de β-glucosidasas por parte de las levaduras, tiene un papel fundamental en la 
hidrólisis de estos precursores. Un compuesto clave para el aroma primario son 
los terpenos, que otorgan notas florales, cítricas y melosas. Ejemplos de éstos son 
el linalol, el terpineol o el geraniol, que comunican aromas florales a rosa y cítrico, 
siendo además perceptibles a bajas concentraciones (Dickinson et al., 2009; Bauer 
et al., 1990; Melé et al., 2021). 

La literatura científica indica no solo que el aroma fermentativo es un 
factor fundamental para las propiedades organolépticas del vino, sino que existe 
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una gran diversidad de perfiles aromáticos en función de la cepa utilizada como 
cultivo iniciador. Por un lado, parece que los vinos elaborados por la inoculación 
de una única cepa difieren aromáticamente de aquellos producidos mediante 
fermentación espontánea (Valera et al., 2009). Como ya se ha comentado, la 
microbiota autóctona de la uva ejerce un papel sobre la composición química y 
aromática del vino (Lambrechts y Pretorius, 2000; Torija et al., 2001). Pero parece 
que además existe una interacción entre estas levaduras no-Saccharomyces y la 
cepa específica de S. cerevisiae utilizada como cultivo iniciador (Romano et al., 
2003). Las interacciones también pueden tener lugar entre diferentes cultivos 
iniciadores cuando se recurre a prácticas como la co-inoculación y la inoculación 
secuencial, por la incorporación de cultivos iniciadores de especies no-
Saccharomyces (Mencher et al., 2021). Además, parece existir una gran diferencia 
en cuanto a perfil sensorial entre vinos fermentados por cepas de S. cerevisiae 
enológicas y de otros orígenes (Varela et al., 2009; Hyma et al., 2011). Algunos 
autores hablan de la existencia de un fenotipo “sabor” como un posible rasgo de 
selección durante la domesticación de las cepas vínicas de S. cerevisiae (Pretorius, 
2000, Cordente et al., 2012). 

Por último, las levaduras contribuyen también al “cuerpo” del vino, que 
es un importante factor de calidad. El glicerol, y en parte las manoproteínas 
liberadas por las levaduras, son las principales contribuciones a este carácter. El 
glicerol se produce fundamentalmente durante las primeras fases de la 
fermentación, tanto como osmolito compatible frente al estrés osmótico como 
para mantener el equilibrio redox de las células (Walker, 1998). Las 
manoproteínas son constituyentes estructurales de la pared celular de S. cerevisiae. 
Son liberadas por las células de levadura durante la fermentación, pero se puede 
incrementar su abundancia mediante procesos de crianza sobre lías (Caridi, 2006). 

4. AUMENTO DEL GRADO ALCOHÓLICO DE LOS VINOS 

4.1. Causas y efecto 

Durante las últimas décadas la temperatura global ha aumentado a un 
ritmo sin precedentes históricos (NOAA Global Climate Report for 2020). Esto ha 
afectado a multitud de cultivos, incluyendo, por supuesto, a la vid.  

Conforme las uvas maduran su contenido en azúcares va aumentando y 
su acidez se va reduciendo (madurez tecnológica), a la vez, la fruta va 
acumulando compuestos fenólicos y aromáticos hasta que alcanza el punto 
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óptimo de maduración (Olego et al., 2016). Con el aumento de las temperaturas y 
el cambio en las precipitaciones este patrón de maduración se altera, creándose 
un desfase temporal que es cada vez más pronunciado entre el momento de 
madurez tecnológica de la uva y su madurez fenólica y aromática (Jones y Webb, 
2010; Holland y Smith, 2010; Keller, 2010; Mira de Orduña, 2010), de forma que el 
punto óptimo para su vendimia, de acuerdo con los criterios enológicos, llega 
cuando la uva ha alcanzado unos niveles excesivos de azúcares y presenta una 
acidez muy baja (Conibear, 2006; Mira de Orduña, 2010; Olego et al., 2016). 

A consecuencia de la fermentación este aumento de azúcares se traduce en 
un aumento del etanol. Se estima que desde 1980 los vinos comerciales han 
incrementado, cada década, un 1% su contenido alcohólico. Aunque esta 
tendencia se ha observado en todo tipo de vinos y áreas de producción (Jones et 
al., 2005; van Leeuwen y Darriet, 2015), es aún más pronunciada en las regiones 
más cálidas (Alston et al., 2011; Godden et al., 2015), que son precisamente las 
áreas con mayor tradición vitivinícola.  

El incremento del grado alcohólico supone un problema grave para la 
industria desde varios puntos de vista. Respecto a la fermentación hay que 
considerar que el etanol es una sustancia tóxica que a altas concentraciones puede 
perjudicar gravemente el crecimiento de las levaduras generando paradas 
fermentativas (Bisson, 1999; Bruescher et al., 2001; Coulter et al., 2008). A su vez, 
la fermentación maloláctica puede verse severamente afectada por el exceso de 
alcohol y la presencia de azúcares no consumidos debido a una parada de 
fermentación (Graça da Silveira et al., 2002). Por otro lado, un exceso de grado 
alcohólico se traduce en un desequilibrio sensorial (Goldner et al., 2009; Pickering 
et al., 1998), debido principalmente a que el etanol aumenta la solubilidad de 
algunos compuestos volátiles, reduciendo su percepción (Hartmann et al., 2002; 
Le Berre et al., 2007; Robinson et al., 2009). Esto enmascara aromas afrutados, 
aumenta el amargor y la percepción de astringencia y picor. En conclusión, un 
vino con un desequilibrio en la proporción de alcohol es percibido por el 
consumidor como desagradable y de baja calidad.  

En cuanto a la comercialización, cada vez existe un mayor interés social 
por un estilo de vida saludable (Schmidtke et al., 2012), amparado también por la 
legislación (medidas de salud pública, regulaciones de tráfico etc.), de forma que 
bebidas con alta graduación alcohólica tienen cada vez menor aceptación (Saliba 
et al., 2013). El aumento de la graduación alcohólica afecta también al comercio 
internacional, al existir legislaciones que imponen distintas cargas tributarias en 
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función del contenido alcohólico (de Barros Lopes et al., 2003; Contreras et al., 
2014).  

4.2. Soluciones frente al aumento de grado alcohólico 

Debido al interés del consumidor, el mercado lleva varios años ofreciendo 
vinos con un contenido alcohólico limitado, existiendo un abanico amplio de 
graduaciones, desde totalmente desalcoholizados (<0.5% v/v) hasta de baja 
graduación (7% - 11% v/v), pasando por prácticamente todos los valores 
intermedios (Pickering, 2000; Akyereko et al., 2021). Estos vinos, por lo general, 
son resultado de la desalcoholización del vino y su aceptación por los 
consumidores no es tan buena como cabría desear (Stasi et al., 2014; Sorio et al., 
2019). Por el efecto que el alcohol ejerce sobre la composición aromática, la 
mayoría de los productores están interesados en vinos más equilibrados, fijando 
el objetivo en una reducción más limitada (12%-14% v/v) que simplemente 
compense el exceso provocado por el cambio climático (Meillon et al., 2010; 
Gambuti et al., 2011).  

Las posibles soluciones para el aumento de grado alcohólico abarcan 
prácticamente la totalidad del proceso de producción. Hay estrategias que se 
centran en la reducción del contenido de azúcar de la uva; a través del deshojado, 
la deslocalización de viñedos; el manejo de suelos; la selección clonal y varietal, o 
el adelantamiento de la vendimia (Stoll et al., 2010; Whiting, 2010; Schmidtke et 
al., 2011; Ozturk y Anli, 2014). Todos estos abordajes tienen ciertas limitaciones, 
en muchos casos son costosos en tiempo y dinero (como la deslocalización de las 
viñas o la selección clonal) y no ofrecen soluciones globales al problema, ya que 
son dependientes del área climática donde se encuentre el viñedo y pueden 
afectar a otros factores relacionados con la calidad de la uva, como el deshojado 
(Olego et al., 2016), o la vendimia temprana, que impide la producción de 
precursores aromáticos, generando vinos de alta acidez y carácter herbáceo 
(Schmidtke et al., 2011; Ozturk y Anli, 2014). 

La siguiente aproximación sería la eliminación de parte de los azúcares del 
mosto. Sin embargo, este abordaje es complicado. Se han propuesto soluciones 
como la dilución, agregando agua al mosto antes de la fermentación, algo 
controvertido e ilegal en algunos países productores, entre ellos España; o la 
oxidación enzimática de la glucosa a ácido glucónico, aunque resulta difícil de 
implementar por las propiedades de las enzimas disponibles, la necesidad de 
oxígeno y el propio ácido glucónico producido (Pickering et al., 1998; 1999). 
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Un abordaje que permitiría tanto la reducción de azúcares como la 
eliminación de parte del etanol sería la filtración mediante el uso de membranas 
(Mira et al.,2017). Sin embargo, este proceso no es tan selectivo como cabría desear, 
al eliminar el etanol se extrae también gran cantidad de agua y compuestos 
volátiles, exigiendo un segundo filtrado de estos compuestos para su 
reintegración (Akyereko et al., 2021; Catarino y Mendes, 2011; Labanda et al., 2009; 
Gonçalves et al., 2013; Diban et al., 2008; Fedrizzi et al., 2014). Este doble proceso 
complica tanto el escalado como la viabilidad económica y puede llegar a alterar 
las propiedades organolépticas del producto final. 

Para la obtención de vinos desalcoholizados se están utilizando distintas 
técnicas de destilación a baja temperatura, pero, de nuevo, este proceso elimina 
muchos otros compuestos volátiles que requieren de algún otro proceso de 
recuperación y reintroducción en el vino. Debido a la distinta naturaleza química 
de los compuestos con impacto sensorial en el vino este proceso de 
reestructuración podría resultar excesivamente complejo. La técnica de 
destilación más utilizada para esta aplicación es el uso de columnas de conos 
giratorios (Margallo et al., 2015).  

4.2.1. Soluciones microbiológicas 

Una posible solución para la reducción del grado alcohólico del vino sería 
modificar el proceso fermentativo a través de las levaduras. En este caso, el 
objetivo sería lograr una conversión menos eficiente de los azúcares del mosto a 
etanol, reduciendo el rendimiento. Este abordaje se espera que resulte más 
respetuoso con las propiedades organolépticas del vino que los descritos 
anteriormente, y puede lograrse mediante una combinación de estrategias, como 
la selección de levaduras, la utilización de levaduras no-Saccharomyces, la mejora 
genética, o la aireación del mosto. 

4.2.1.1. Levaduras no-Saccharomyces 

Entre la microbiota propia de la uva encontramos especies no 
pertenecientes al género Saccharomyces con menor capacidad fermentativa que, si 
hay oxígeno disponible, derivan parte del consumo de azúcares hacia la 
respiración (Crabtree-negativas), presentando un menor rendimiento en etanol 
(Contreras et al., 2014; Gobbi et al., 2014; Gonzalez et al., 2013; Gonzalez et al., 
2021; Mestre et al., 2017; Quirós et al., 2014; Röcker et al., 2016). La principal 
dificultad para poder aplicar estas levaduras en la reducción del grado alcohólico 
radica en su baja adaptación a la fermentación industrial. Hay que considerar que 
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si no llegan a imponerse habitualmente en la fermentación es precisamente 
porque son menos competitivas que S. cerevisiae debido a una menor resistencia 
al sulfitado, el etanol, la presión osmótica, las altas temperaturas, etc. La dificultad 
para terminar la fermentación hace necesaria la presencia de S. cerevisiae, bien en 
inoculación secuencial, bien en co-inoculación (Jolly et al., 2014), lo que a su vez 
requiere un esfuerzo de puesta a punto. Además, su utilización a escala industrial 
requiere de su producción como levadura seca activa, algo que en algunos casos 
resulta complicado (Garre et al., 2010; Gamero-Sandemetrio et al., 2018). 

4.2.1.2. Mejora genética de Saccharomyces cerevisiae 

Aunque sea posible la reducción del grado alcohólico mediante la 
utilización de levaduras alternativas, hay que considerar los alicientes de 
mantener a S. cerevisiae como agente principal de la vinificación, ya que posee 
todas las ventajas con las que no cuentan las levaduras no-Saccharomyces: tiene 
una gran resistencia a la toxicidad del etanol, gran tolerancia a sulfitado y 
tolerancia a un amplio rango de temperaturas y pH. Además, se simplificaría el 
proceso de inoculación, se minimizarían los problemas de imposición y tendría 
una producción comercial más sencilla, sin necesidad de adaptar procesos de 
producción de biomasa, secado y acondicionamiento.  

Como ya se ha desarrollado anteriormente, S. cerevisiae presenta una gran 
especialización para la fermentación del mosto gracias a siglos de selección. Esto 
implica que, pese a que hay variedad fenotípica dentro de la especie, como se verá 
en el capítulo 1 existe una enorme homogeneidad en la producción de etanol, por 
lo que la bajada en el rendimiento alcohólico debe obtenerse mediante mejora 
genética y no tanto mediante la diversidad natural de las cepas. 

Para reducir el rendimiento alcohólico debe desviarse el flujo de carbono 
hacia rutas metabólicas distintas y la elección de estas rutas es fundamental, pues 
puede alterar enormemente la composición química del vino. Un posible 
planteamiento sería la expresión heteróloga de genes de otras especies. Por 
ejemplo, existen trabajos con cepas recombinantes de S. cerevisiae que expresan la 
enzima lactato deshidrogenasa procedente de L. casei (Dequin y Barre, 1994), de 
forma que el flujo metabólico del carbono procedente de los de azúcares se reparte 
entre la fermentación alcohólica y la fermentación láctica. Sin embargo, pese a que 
se consigue la reducción del grado alcohólico también aumenta la acidez. No hay 
que olvidar además de que la utilización de organismos modificados 
genéticamente (OMG) está estrictamente regulada en Europa, necesitando 
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evaluación de riesgos para la salud humana y medioambiental durante un largo 
periodo de tiempo y un pormenorizado sistema de trazabilidad. También 
requeriría un etiquetado como OMG, lo que podría afectar negativamente a la 
aceptación por parte de los consumidores (Schuller y Casal, 2005; Cebollero et al., 
2007), como ocurre con otros alimentos. 

Si se observa la ruta metabólica de la fermentación (Figura 1) existen pasos 
clave, cuya regulación podría generar una reducción del rendimiento alcohólico. 
Además, al tratarse de genes endógenos, la mejora genética podría llegar a 
obtenerse sin entrar en el ámbito de los OMGs, mediante evolución dirigida, o 
mutagénesis y posterior selección. En las últimas décadas existe un creciente 
interés por la aplicación de CRISPR en la mejora genética de levaduras enológicas, 
habiéndose conseguido por ejemplo una menor producción de ácido acético (van 
Wyk et al., 2020). Pese a que su consideración legal no está aun totalmente 
definida en Europa (Vilela, 2021) parece que podría llegar a tratarse de forma 
menos estricta que los OMG. Ya existen algunas cepas comercializadas para la 
producción de vinos con menor grado alcohólico, obtenidas por mejora genética 
mediante evolución experimental (Tilloy et al., 2014). De acuerdo con la 
legislación europea, esta técnica no genera OMGs. Sin embargo, someter a los 
organismos a la presión de selección (o conjunto de presiones) idóneas para el 
objetivo de mejora puede llegar a ser enormemente complejo. Además, la 
adaptación al medio de selección puede causar la aparición de efectos 
pleiotrópicos o efectos secundarios indeseables.  

5. LA RESPIRACIÓN COMO SUMIDERO DE CARBONO 

La literatura científica muestra numerosos ejemplos en los que la 
modificación metabólica tiene consecuencias distintas a las deseadas sobre la 
composición del vino. El CO2 ha sido identificado como un sumidero inerte, cuya 
sobreproducción no tendría impacto sensorial. Por ese motivo la respiración 
parece una diana muy adecuada para la reducción del grado alcohólico.  

Esta idea fue propuesta por Smith en 1995, y ha ido siendo retomada por 
varios autores (Gonzalez et al., 2013). Pese a tener indiscutibles ventajas, la 
utilización de esta estrategia no está exenta de complicaciones. En primer lugar, 
para llevar a cabo la respiro-fermentación del mosto es necesario airear de forma 
homogénea los tanques de fermentación, algo que puede ser costoso. Por otro 
lado, la entrada de aire puede promover la oxidación de compuestos, alterando 
la composición final de los vinos, por lo que sería necesario encontrar un 
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equilibrio entre cubrir las necesidades de la respiración y limitar los procesos de 
oxidación. 

Además, como ya se ha discutido en el epígrafe 3.2.2, S. cerevisiae es una 
levadura Crabtree positiva. En presencia de la alta concentración de azúcares del 
mosto, e independientemente de la disponibilidad de oxígeno, la mayor parte de 
su metabolismo es fermentativo. Pese a ello, la proporción de azúcares 
consumidos a través de respiración consigue reducir el rendimiento alcohólico, 
(Quirós et al., 2014) siendo en algunos casos suficiente para paliar la subida 
causada por el cambio climático. Sin embargo, se ha observado que cuando S. 
cerevisiae se encuentra en condiciones aeróbicas aumenta su producción de ácido 
acético (Giovanelli et al., 1996; Papini et al., 2012; Quirós et al., 2014; Contreras et 
al., 2015) hasta niveles que no permiten de ninguna forma la comercialización de 
estos vinos. Es este aumento en la producción de ácido acético, y no tanto el efecto 
Crabtree, el que imposibilita la utilización de la respiro-fermentación de S. 
cerevisiae para reducir el grado alcohólico del vino. Siendo este problema el objeto 
de estudio de esta tesis doctoral. 

Algunos de estos inconvenientes se pueden resolver mediante una 
fermentación mixta, donde parte del azúcar sea respirado inicialmente por 
levaduras Crabtree negativas fuera del género Saccharomyces, para, una vez 
alcanzada cierta reducción de azúcares, restringir la aireación e inocular con S. 
cerevisiae que completaría la fermentación en condiciones estándar de 
anaerobiosis, (Gonzalez et al., 2013), (Figura 3). Esta estrategia, al limitar el tiempo 
de aireación, se espera que sea menos problemática en cuanto a oxidación de otros 
componentes del mosto. Sin embargo, puesto que S. cerevisiae está presente desde 
el inicio de la fermentación sigue existiendo un alto riesgo de sobreproducción de 
ácido acético durante los primeros estadios de la fermentación. Los objetivos que 
se plantean en esta tesis pretenden aportar soluciones a este problema.  
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Figura 3. Esquema idealizado de la evolución esperada en una fermentación secuencial (línea 
contínua) de levaduras Crabtree-negativas (no-Saccharomyces) y S. cerevisiae. La aireación se 
aplicaría tan solo en los momentos iniciales de la fermentación y antes de la inoculación de S. 
cerevisiae (indicada con una flecha). La producción esperada de etanol de una fermentación 
estándar con S. cerevisiae se indica con la línea discontinua. Para simplificar se asume un consumo 
de azúcares (línea punteada) similar tanto en condiciones estándar como en la co-inoculación. 
Modificado de González et al., (2023).
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El objetivo principal de esta tesis doctoral es desarrollar estrategias que permitan 
reducir la producción de ácido acético que presenta Saccharomyces cerevisiae en 
condiciones aeróbicas, con el fin de poder utilizar el metabolismo respiratorio de esta 
especie para reducir el grado alcohólico del vino. 

Para conseguir avanzar hacia este objetivo general se han propuesto distintos 
objetivos específicos:  

• La exploración de la diversidad natural de S. cerevisiae para identificar 
cepas de interés.  

• El desarrollo de estrategias de aireación que limiten la sobreproducción de 
ácido acético de S. cerevisiae. 

• La obtención, mediante evolución dirigida, de cepas de S. cerevisiae que 
no generen un exceso de ácido acético bajo condiciones de aerobiosis. 

• Aportar información sobre la relación existente entre la producción de 
ácido acético y la flexibilización de la represión por catabolito de carbono.  

• La optimización de estrategias de aireación y co-inoculación con cepas de 
S. cerevisiae y no-Saccharomyces seleccionadas para la reducción del 
grado alcohólico. 
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CAPÍTULO 1 

Exploración de la diversidad natural de S. 
cerevisiae para su utilización en 

fermentaciones aeróbicas 
 
 
 

Correspondiente parcialmente al artículo publicado por Tronchoni, J., Gonzalez, R., 
Guindal, A.M., Calleja, E., Morales, P. (2022). Exploring the suitability of 

Saccharomyces cerevisiae strains for winemaking under aerobic conditions. Food 
Microbiol. 101:103893. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Como ya se ha expuesto en la introducción general, el principal objetivo 
de esta tesis doctoral es la reducción del grado alcohólico del vino, cuyo aumento, 
debido entre otras causas al cambio climático, genera un gran número de 
consecuencias negativas para el sector enológico. 

Saccharomyces cerevisiae es, sin lugar a duda, la especie de levadura mejor 
adaptada a la fermentación de mosto de uva. En fermentaciones espontáneas es 
la especie principal que lleva a cabo el proceso de fermentación, lo que indica, no 
solo su presencia en la uva, sino su capacidad de imposición sobre el resto de la 
microbiota durante la fermentación. En vinificaciones inoculadas también es el 
agente principal, puesto que, desde el inicio del uso de cultivos iniciadores, hacia 
la década de los 60 del s. XX, hasta hace muy pocos años, S. cerevisiae ha sido la 
única especie comercializada para tal fin. En la actualidad los cultivos iniciadores 
de otras especies son utilizados en su mayoría para aportar mayor complejidad 
organoléptica, no sustituyendo a S. cerevisiae durante la fermentación alcohólica.  

Se ha observado que incluso entre aislados procedentes de los más 
diversos orígenes (levaduras panaderas, muestras clínicas, alimentos y bebidas 
fermentadas, suelo, frutos…) el rendimiento de etanol durante la fermentación 
(producción de etanol/consumo de glucosa) es asombrosamente homogéneo 
entre todas las cepas de S. cerevisiae (Camarasa et al., 2011; Palacios et al., 2007). 
Teniendo en cuenta esta baja diversidad de rendimiento, la búsqueda mediante 
cribado de cepas con un menor rendimiento en etanol supone una gran inversión 
en tiempo, mayor aún si se considera que las cepas de baja producción alcohólica 
halladas podrían ser inadecuadas para la vinificación industrial, requiriendo un 
esfuerzo posterior para su adaptación a este ambiente. Por todo ello, las 
estrategias biotecnológicas para la reducción del rendimiento alcohólico de S. 
cerevisiae se centran en modificar el metabolismo del carbono de cepas ya 
utilizadas en la industria. El objetivo sería derivar parte del consumo de azúcares 
hacia la producción de otros metabolitos con ningún o bajo impacto enológico, 
principalmente a través de ingeniería metabólica y evolución dirigida (ALE por 
sus siglas en inglés) (ver capítulo 2), (Tilloy et al.,2015).  

Un abordaje que permitiría la reducción del grado alcohólico sin tener que 
enfrentarse a la rigidez fenotípica de S. cerevisiae, sería la utilización de cepas de 
levaduras de otras especies y/o géneros. Varios autores han explorado la 
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variabilidad intra e interespecífica del rendimiento en etanol de distintas especies 
de levaduras enológicas (Rossouw y Bauer, 2016; Mestre et al., 2017; Zhu et al., 
2020; García et al., 2020), encontrando una alta variabilidad en cuanto al 
rendimiento de etanol, frente a la homogeneidad que presenta S. cerevisiae.  

Algunas de estas cepas, no perteneciente al género Saccharomyces, podrían 
lograr una bajada en el grado alcohólico. Sin embargo, hay que considerar varios 
aspectos: por un lado la diversidad en la producción de etanol viene ligada a 
rendimientos diferentes tanto de biomasa como de otros metabolitos durante la 
fermentación, lo que podría tener consecuencias sobre el vino; por otro lado, 
cualquier cultivo iniciador ha de imponerse a la microbiota ya presente en el 
mosto de uva, lo cual implica una alta competitividad durante la fermentación 
alcohólica, que por lo general no presentan las levaduras no-Saccharomyces. Como 
consecuencia de esto, para garantizar la fermentación óptima del mosto en un 
entorno industrial sería necesario seguir contando con la presencia de S. cerevisiae. 
Por tanto, estas nuevas especies deberían ser utilizadas en combinación, bien en 
inoculación simultánea, bien en inoculación secuencial, con S. cerevisiae (Ciani et 
al., 2016), (ver capítulo 3). 

En nuestro grupo se propuso hace unos años la utilización del 
metabolismo respiratorio de las levaduras como forma de desviar el catabolismo 
del azúcar de la producción de etanol hacia la generación de un metabolito inocuo, 
el CO2 (Gonzalez et al.,2013). Esta estrategia se ha utilizado con levaduras fuera 
del género Saccharomyces, con una alta capacidad respiratoria bajo condiciones 
aerobias (Crabtree negativas), con un éxito aceptable (Tronchoni et al., 2018).  

Sin embargo, la posibilidad de utilizar exclusivamente S. cerevisiae en 
fermentaciones aeróbicas conlleva ciertas ventajas. Al ser una especie tan 
sumamente bien adaptada al entorno enológico no presenta problemas de 
imposición durante la fermentación, siendo un proceso más controlado y simple 
en comparación con el uso de no-Saccharomyces. El proceso industrial de 
aplicación de las cepas de S. cerevisiae utilizadas constaría de dos pasos: una fase 
inicial aeróbica, que permitiría el consumo de azúcares mediante respiración, 
aportando apenas etanol, y una fase final estándar (anaeróbica) que permitiría el 
consumo total de los azúcares y la producción de etanol hasta el grado alcohólico 
requerido (Gonzalez et al.,2013).  

En un trabajo previo, el cribado de cepas y las pruebas de laboratorio 
mostraron que, pese al efecto Crabtree, el rendimiento en etanol de S. cerevisiae es 
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considerablemente más bajo en condiciones de aerobiosis que en fermentaciones 
anaeróbicas estándar (Morales et al., 2015; Quirós et al., 2014), lo que 
efectivamente abre la posibilidad de aplicar este enfoque como estrategia de 
reducción alcohólica. Sin embargo, se observó que bajo las necesarias condiciones 
de aerobiosis S. cerevisiae da lugar a una sobreproducción de ácido acético que 
imposibilita la utilización de esta estrategia para la vinificación. Esto provoca que 
el obstáculo a salvar ya no sea la reducción del rendimiento en etanol, sino la 
reducción del rendimiento en ácido acético bajo condiciones de aerobiosis. 

En este capítulo se explora el rendimiento de ácido acético en condiciones 
aeróbicas de diversas cepas de S. cerevisiae, de origen tanto natural (de ambiente 
enológico), como comercializadas como cepas iniciadoras, en busca de aquellas 
con mejor potencial para el objetivo de reducción del contenido alcohólico 
mediante respiración, probando además diferentes formas de llevar a cabo la 
vinificación en dos fases de aireación, aeróbica-anaeróbica.  

2. MATERIALES Y MÉTODOS   

2.1. Cepas y medios de cultivo 

En este trabajo se caracterizaron veinticinco cepas de S. cerevisiae, 9 cepas 
iniciadoras comercializadas, junto con 16 aislados de distintos entornos 
enológicos (aislados naturales) mantenidos en la colección del grupo de 
investigación (colección PRICVV), (Tabla S1.1). Las cepas se mantuvieron a 4οC 
en placas de YPD (2% glucosa, 2% peptona, 1% extracto de levadura y 2% agar), 
y/o conservadas a -80οC (20% glicerol). Los inóculos se crecieron en YPD a 25οC 
durante 48 h, posteriormente se lavaron y resuspendieron con agua estéril.  

Todo el mosto natural utilizado procedía de uva blanca, cosecha de 2019, 
conservado a -20οC. Este mosto contenía 220 g/L de azúcar y 186 mg/L de 
nitrógeno asimilable y un pH de 3.45. El volumen de mosto requerido para cada 
experimento fue descongelado y pasteurizado en autoclave. La pasteurización 
consistió en calentar hasta alcanzar una temperatura de 105οC durante menos de 
un minuto y dejar enfriar dentro del autoclave cerrado. 

En cuanto a los ensayos realizados en mosto sintético, se utilizaron dos 
recetas diferentes: 
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Mosto MS300 (Bely et al., 1990). Contiene por litro: 100 g glucosa, 100 g fructosa, 
5 g ácido málico-DL, 546 mg ácido cítrico monohidratado, 3 g ácido tartárico, 460 
mg NH4Cl, 750 mg KH2PO4, 500 mg K2SO4, 250 mg MgSO4·7H2O, 160 mg 
CaCl2·2H2O, 200 mg NaCl, 4 mg MnSO4 H2O, 4 mg ZnSO4·7H2O, 1 mg 
CuSO4·5H2O, 1 mg KI, 0.4 mg CoCl2·6H2O, 1 mg H3BO3, 1.06 mg 
(NH4)6Mo7O24·4H2O, 15 mg ergosterol, 4.8 mg oleato de sodio, 0.5 mL Tween 80, 
19.5 mg L-tirosina, 0.6 g L-prolina, 0.5 g L-glutamina, 0.445 g L-arginina, 0.175 g 
L-triptofano, 145.6 mg L-alanina, 0.12 g ácido L-glutámico, 78 mg L-serina, 75.4 
mg L-treonina, 48 mg L-leucina, 44.2 mg ácido L-aspártico, 44.2 mg L-valina, 37.7 
mg L-fenilalanina, 32.5 mg L-isoleucina, 45.7 mg L-histidina H2O HCl, 31.2 mg L-
metionina, 18.2 mg L-glicina, 21.1 mg L-lisina, 27 mg L-cisteína, 20 mg mio-
inositol, 1.5 mg pantotenato de calcio, 0.25 mg tiamina hidroclórica, 2 mg, ácido 
nicotínico, 0.25 mg piridoxal 5’posfato H2O, 0.003 mg biotina; pH 3.5. 

Mosto “Cenit”, modificado desde MS300 (Vázquez-Lima et al., 2014) que contiene 
por litro: 100 g glucosa, 100 g fructosa, 6 g ácido málico, 6.7 g ácido cítrico 
monohidratado, 1.7 g YNB sin aminoácidos (BD Difco, Thermo Fisher Scientific 
Inc.), 15 mg ergosterol, 5 mg ácido oleico, 0.5 mL Tween 80, 13 mg L-tirosina, 0.4 
g L-prolina, 0.333 g L-glutamina, 0.296 g L-arginina, 0.116 g L-triptófano, 97 mg 
L-alanina, 80 mg ácido L-glutámico, 52 mg L-serina, 50 mg L-treonina, 32 mg L-
leucina, 29 mg ácido L-aspártico, 29 mg L-valina, 25 mg L-fenilalanina, 22 mg L-
isoleucina, 31 mg L-histidina H2O HCl, 21 mg L-metionina, 12 mg L-glicina, 13.7 
mg L-lisina, 18.2 mg L-cisteína, 306 mg NH4Cl, 18mg inositol. 

2.2. Fermentación aeróbica en mosto natural y mostos sintéticos  

Para las fermentaciones en matraz, realizadas por triplicado, se utilizaron 
matraces de 100 mL de volumen nominal que se llenaron con 20 mL de mosto 
natural pasteurizado. Estos matraces fueron cubiertos con papel de aluminio de 
manera que permitiese la entrada de aire y se incubaron a 25 ºC con agitación (180 
rpm). Las levaduras se inocularon a partir de los precultivos ya descritos a una 
densidad óptica final (OD600) de 0.2. Tras 4 días de incubación se tomaron 
muestras de los cultivos para su análisis por HPLC. Se realizó el muestreo a cuatro 
días, cuando aún quedan azúcares en el medio, para evitar el consumo de etanol 
que ocurre en condiciones aeróbicas ante la ausencia de azúcares, de forma que 
los cálculos de rendimiento fueran lo más precisos posibles.  
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Tanto para la caracterización de las cepas seleccionadas (PR543, PR1018 y 
PR117) como para los ensayos de comparación de medios en biorreactor se 
utilizaron cultivos tipo batch dentro de los biorreactores MiniBio de Applikon, con 
un volumen nominal de 250 mL. Se llenaron con 150 mL de mosto pasteurizado 
a los que se añadieron 200 µL de antiespumante (antifoam 204, Sigma-Aldrich, 
España). La temperatura se fijó a 25 ºC y la agitación a 1000 rpm. El aire se 
suministró a través de un difusor situado en el fondo del vaso. El control de flujo 
de aire o N2 especificado en cada experimento se llevó a cabo mediante el 
controlador de flujo másico MFC17 (Aalborg Instruments and Controls, Inc., 
Orangeburg, NY), cuya calibración fue regularmente verificada mediante un 
flujómetro electrónico (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). El oxígeno 
disuelto fue medido mediante sensores polarográficos (Applikon).  

Los biorreactores se inocularon a una OD600 final de 0.2. Cada réplica fue 
inoculada con un precultivo independiente, preparado como se ha descrito 
anteriormente. Durante el desarrollo de las fermentaciones se recogieron 
muestras de 1 mL en los tiempos indicados en las diferentes figuras para su 
análisis por HPLC. En el experimento de caracterización se recogieron 
adicionalmente 10 mL más de muestra a tiempo final para el análisis de 
compuestos volátiles. Las muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante 
congelado para los análisis cromatográficos.  

2.3. Optimización del régimen de aireación 

En un primer experimento se realizó una fermentación a réplica única con 
las cepas PR117 y PR1018 bajo distintos caudales de aireación (expresados como 
volumen de gas/volumen de cultivo/hora; v/v/h), 2 v/v/h, 5 v/v/h y 10 v/v/h. 
La fermentación fue llevada a cabo en biorreactor MiniBio de Applikon y mosto 
natural pasteurizado. El flujo de aire fue ajustado mediante el controlador de flujo 
másico citado anteriormente. Tras 48 h la entrada de aire y la agitación fueron 
interrumpidas. Periódicamente se tomó 1 mL de muestra para su análisis 
mediante HPLC. 

El ensayo de interrupción de la aireación a distintas horas tras la 
inoculación se realizó igualmente a réplica única, con ambas cepas PR117 y 
PR1018. En este caso y por razones logísticas se utilizó el otro sistema de 
biorreactores disponible, el sistema DASGIP (DASGIP AG, Jülich, Alemania), 
equipado con cuatro vasos SR0400SS, utilizando 200 mL de mosto natural blanco 
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pasteurizado, añadiendo al medio 200 µL de antiespumante (antifoam 204, Sigma-
Aldrich, España) y manteniendo los inóculos como ya se ha detallado. La 
agitación se garantizó mediante agitador magnético a 250 rpm y la temperatura 
fue mantenida a 25 ºC mediante baño de agua y sistema de enfriado por 1:1 
agua/etilenglicol. La aireación se controló a 10 v/v/h mediante el controlador de 
flujo másico MFC17 (Aalborg Instruments and Controls, Inc., Orangeburg, NY) 
inyectándose la corriente de aire a través de difusor en el fondo del vaso. Ambas 
cepas fueron sometidas a cortes en la aireación y agitación a distintas horas (120 
h, 144 h, 150 h y 168 h) tomándose 1 mL de muestras periódicamente para su 
análisis mediante HPLC, como se detalla más abajo. 

Para ensayar el cambio abrupto de ambiente aerobio-anaerobio se realizó 
una fermentación por duplicado en los fermentadores DASGIP, cortando la 
entrada de aire (régimen 10 v/v/h) a las 96 h de cultivo para PR1018 y a las 120 
h para PR117, quedando en torno a 80 g/L de azúcares residuales. 
Inmediatamente tras el corte comenzó la entrada de N2 a 10 v/v/h, no alterando 
ningún otro parámetro del cultivo.  

El último experimento de optimización se realizó por triplicado con la cepa 
PR1018, utilizando los biorreactores MiniBio de Applikon. El flujo de aire fue 
ajustado a los volúmenes requeridos mediante el controlador de flujo másico y, 
en los casos donde se indica, el nivel de oxígeno disuelto fue fijado al 50% o al 80% 
de saturación según se indique, manteniéndose mediante el control automático 
de la apertura de las válvulas de gas de cada biorreactor. La aireación fue 
interrumpida abruptamente tras 4 días, o fue gradualmente disminuida en el 
plazo de 24 h hasta un 0% de oxígeno disuelto (según se indique). La agitación 
(1000 rpm) se interrumpió una vez la aireación se cerró definitivamente. Para las 
condiciones de 10 v/v/h aire o N2 se mantuvo un flujo constante de aire o 
nitrógeno durante los 4 días, al igual que para la condición control. 

2.4. Determinación de la concentración de metabolitos  

La concentración de glucosa, fructosa, glicerol, etanol y ácido acético se 
determinó mediante cromatografía líquida (HPLC) con un equipo Surveyor Plus 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), equipado con índice de refracción y un 
detector de fotodiodo (Surveyor RI Plus y Surveyor PDA Plus, respectivamente) 
en una columna de 300 x 7.7 mm PL Hi-Plex H+ (8 µm de tamaño de partícula) 
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA) y una precolumna Carbo-H 4 x 3mm 
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(Phenomenex, Torrance, CA). La columna se mantuvo a 50 ºC y como fase se usó 
H2SO4 1.5 mM con un flujo de 0.6 mL/min. Antes de ser inyectadas, por 
duplicado, las muestras se filtraron a través de un filtro de nailon de 0.22 µm 
(Micron Analitica). 

2.5. Análisis de compuestos volátiles  

Las muestras para cromatografía gases-masas (GC-MS) contenían 1800 µl 
de la muestra de cultivo en un volumen final de 2000 µl, enrasando con una 
mezcla de etanol y agua para igualar la cantidad de etanol en las muestras (12% 
etanol), 1 g NaCl y 20 µl de patrón interno, en matraces de 20 mL. El patrón 
interno contiene 1000 ppm de 4-metil 2-pentanol y ácido heptanoico; y 100 ppm 
cada uno de nonanoato de etilo y 1-nonanol en agua, preparado desde soluciones 
individuales de 10000 ppm en etanol. 

Las muestras fueron preincubadas durante 10 minutos a 45ºC, seguido de 
una incubación de 30 min a 45οC con fibra de 50/30 µm DBV/CAR/PDMS/SPME 
(Stableflex, SUPELCO, Bellefonte, PA). La fibra sufrió un proceso de desorción 
durante 5 min a 250οC.  

El análisis gases-masas fue llevado a cabo en el equipo Thermo TRACE GC 
Ultra, acoplado a un detector de masas Thermo ISQ, equipado con un Thermo 
TriPlus autosampler. 

La cromatografía de gases se llevó a cabo en una columna capilar Thermo 
Scientific fused-silica TG-WAXMS A (30 m de largo; 0.25 mm DO; 0.25 µm de 
grosor). Las condiciones para la cromatografía fueron como siguen: 5 min a 40 ºC 
subiendo 3 ºC/min hasta alcanzar 200 ºC, tras lo cual se aumentó 15 ºC/min hasta 
alcanzar los 240 ºC, donde se mantuvo durante 10 minutos. Como gas de 
transporte se utilizó helio a un flujo de 1 mL/min trabajando en modo Split (ratio 
30). El tiempo total de análisis fue de 71 minutos. La detección fue llevada a cabo 
con el espectrómetro de masas en modo Full Scan (tiempo de permanencia 500 
ms) con energía de ionización 70 eV y temperaturas de fuente y cuadrupolo de 
250οC. La detección se paró durante la ventana de elución del etanol. La 
identificación de picos se hizo mediante comparación de espectro iónico con la 
librería de espectro de masas NIST. Para cada compuesto, incluidos los patrones 
internos, se cuantificaron las áreas de los iones característicos elegidos. La 
cantidad de cada compuesto se expresa como la suma de sus iones característicos 
referida a la de su patrón interno. 



Capítulo 1 

70 

 

2.6. Análisis estadísticos 

Los niveles y rendimientos de los metabolitos de interés durante la 
fermentación, así como la producción de compuestos volátiles se compararon 
mediante análisis de la varianza. La comparación de medias fue llevada a cabo 
mediante un test de Tukey.  

Todos los análisis estadísticos, incluyendo la PCA fueron realizados 
usando el programa estadístico SPSS Statistics v.25 (IBM, Armonk, NY, Estados 
Unidos).  

3. RESULTADOS 

3.1.  Exploración de la fermentación aeróbica de Saccharomyces 

cerevisiae 

Con el objetivo de explorar el comportamiento de S. cerevisiae bajo 
condiciones aeróbicas se estudiaron 25 cepas distintas, procedentes tanto de 
aislados enológicos naturales (16 cepas) como comercializadas como cultivos 
iniciadores (9 cepas), (Tabla S1.1).  

Para llevar a cabo este estudio, se realizó una fermentación en mosto 
natural por triplicado con cada una de las cepas (Figura 3). La fermentación se 
llevó a cabo en matraces con agitación, garantizando las condiciones de aerobiosis. 
Tras 4 días de cultivo se tomaron muestras de las fermentaciones para su análisis 
por HPLC. Por limitación de espacio de incubación este ensayo tuvo que dividirse 
en dos lotes, por lo que la cepa utilizada como referencia, PR50, (correspondiente 
a EC1118 de Lallemand Inc., Canadá) se trató como dos cultivos independientes 
en cada uno de los lotes (PR50R1 y PR50R2). Los análisis estadísticos no muestran 
diferencia alguna entre ambas repeticiones para ninguno de los parámetros 
estudiados (Figura 3), por lo que se pueden descartar diferencias entre las dos 
tandas de cultivos.  

Tras 4 días de fermentación aeróbica el consumo de azúcares se situó entre 
el 52% y el 75% de la concentración original. Las tres cepas con menor consumo 
de azúcares (PR699, PR705 y PR1272) correspondieron a cepas naturales, mientras 
que las cuatro cepas de mayor consumo (PR543, PR1269, PR1270 y PR1272) fueron 
cepas comerciales (Figura 3).  
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En cuanto al rendimiento en etanol (gramos de etanol producidos por cada 
gramo de azúcar consumido), los valores oscilan entre ~280 mg/g y ~400 mg/g, 
encontrándose diferencias estadísticamente significativas tan solo entre la cepa 
de menor producción (PR699) y las dos cepas de producciones máximas (Figura 
3). Esta producción tan homogénea era de esperar debido a la alta especialización 
que presenta S. cerevisiae para la fermentación alcohólica, como ya se ha 
comentado anteriormente. Este resultado permite extender dicha observación 
también al metabolismo aeróbico de S. cerevisiae. 

En cualquier caso, incluso el rendimiento de etanol más alto obtenido, de 
400 mg/g, queda por debajo de los 450 mg/g que constituyen el valor teórico del 
rendimiento en etanol de una fermentación anaeróbica (Camarasa et al., 2011). En 
este ensayo no puede descartarse que la reducción observada en el rendimiento 
de etanol sea debida a evaporación. Sin embargo, en trabajos anteriores del grupo, 
realizados con fermentador, donde se equiparaba la evaporación entre 
condiciones mediante la entrada de flujo de nitrógeno en condiciones de 
anaerobiosis (Morales et al., 2015), también se aprecia una menor producción de 
etanol en condiciones de aerobiosis. Por lo tanto, puede considerarse que al 
menos una buena parte de la bajada del rendimiento en etanol en aerobiosis se 
debe a una menor producción  

En cuanto a la producción de glicerol, el rendimiento se sitúa entre 31 
mg/g y 79 mg/g (Figura 3). Curiosamente, el aislado natural PR699 es el de 
mayor producción, lo que parece indicar que los diferentes rendimientos en 
glicerol podrían explicar parcialmente las diferencias en el rendimiento en etanol 
entre las cepas de menor (PR699) y mayor (PR49) producción. Entre estas cepas 
de producción máxima y mínima, se observó una relación de 2.5x, relación similar 
a la encontrada en condiciones anaerobias entre cepas de S. cerevisiae de diferentes 
orígenes (Camarasa et al., 2011). Hay que considerar que la producción de glicerol 
es un criterio de selección común a la hora de comercializar cultivos iniciadores, 
por lo que esta variabilidad en el rendimiento debe ser tenida en cuenta incluso 
en el contexto de una fermentación aerobia.  

El parámetro de mayor interés en este cribado, la producción de ácido 
acético, es también el que mayor variabilidad presenta, con valores que oscilan 
entre 0.93 mg/g (PR117) y 8.64 mg/g (PR221), (Figura 3). Un pequeño grupo de 
las cepas cribadas mostraron un rendimiento muy bajo para lo esperado en 
condiciones de aerobiosis, produciendo ácido acético a niveles similares o incluso 
menores a los que presentan algunas cepas comerciales de S. cerevisiae bajo 
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condiciones anaeróbicas, cuya producción, de acuerdo con Camarasa et al., (2011), 
se situaría en 0.6±0.1 g/L de ácido acético (aproximadamente 2.5 mg/g). Sin 
embargo, 

 

 

Figura 3. Parámetros principales de la fermentación de S. cerevisiae tras 4 días de cultivo en 
condiciones de aerobiosis (matraz) sobre mosto natural esterilizado (220 g/L azúcares). El 
rendimiento (R.) es calculado en función de la cantidad de sustancia producida por gramo de 
azúcar consumido. En gris aislados naturales, en blanco cepas comerciales. Las líneas moradas 
indican el  grupo estadístico (p.-valor <0.005).  

hay que tener en cuenta que la mayoría de las cepas mostraron rendimientos 
inaceptables en términos de acidez volátil, superando a los 4 días de fermentación 
los 0.8 g/L de ácido acético, quedando por tanto descartado su uso en 
fermentaciones aeróbicas. En cuanto a la cepa utilizada como control para el 
ensayo, PR50, que ya había mostrado una elevada producción de acético en 
trabajos anteriores (Morales et al., 2015; Quirós et al., 2014), en este experimento 
muestra un valor intermedio entre los rendimientos presentados por las cepas 
analizadas.  

No parecen existir rasgos claramente diferenciados entre cepas 
comercializadas, especializadas en un ambiente industrial, y los aislados 
procedentes de entorno enológico (Tabla S1.1). Sin embargo, dentro de las cepas 
de menor rendimiento en ácido acético encontramos una cepa comercial junto a 
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tres cepas naturales, y en relación con el consumo de azúcares, el grupo de mayor 
consumo se corresponde con cepas comerciales, mientras que las de menor 
consumo son aislados naturales.  

3.2. Principales parámetros de fermentación bajo condiciones 

aeróbicas y anaeróbicas  

Las cepas con menor rendimiento en ácido acético se seleccionaron para 
una caracterización más profunda, una cepa comercial (PR543) y dos aislados 
naturales (PR117 y PR1018). PR50 se mantuvo como cepa de referencia. 

Las fermentaciones fueron llevadas a cabo en biorreactores con un flujo 
constante e idéntico de gas (aire o N2), lo que permite igualar las pérdidas por 
evaporación y obtener una comparación fiable del rendimiento en etanol en 
ambas condiciones. 

En los cultivos aeróbicos, el oxígeno disuelto (OD) cayó tras la inoculación 
de todas las cepas. Tras alcanzar un valor mínimo (entre 15 y 30 horas tras la 
inoculación), los valores de OD fueron aumentando progresivamente. Sin 
embargo, cada cepa exhibió un patrón de consumo distintivo y consistente entre 
réplicas. La cepa PR1018 mostró el consumo de oxígeno más rápido en las fases 
iniciales de la fermentación, con un marcado patrón en forma de “V” durante el 
primer día de cultivo tras el cual su comportamiento fue más similar al 
presentado por el resto de las cepas (datos no mostrados). 

El consumo de oxígeno, sostenido en el tiempo, confirma que las cuatro 
cepas presentaron metabolismo respiratorio bajo condiciones aeróbicas. La 
existencia de metabolismo respiratorio es también corroborada por un menor 
rendimiento alcohólico para las cuatro cepas, en comparación con los 
rendimientos presentados en condiciones anaeróbicas (Figura 5). 

Bajo condiciones aeróbicas el etanol puede ser respirado por S. cerevisiae 
tras el consumo total de los azúcares del mosto, como ya se ha comentado 
anteriormente. Para evitar que esto pudiera alterar la comparación de los 
rendimientos se tomaron los datos del día 5 (cuando aún existe una considerable 
concentración de azúcares) para efectuar los cálculos (Tabla 2). En este punto el 
rendimiento en etanol bajo condiciones anaerobias se encontró entre los 380 mg/g 
y los 400 mg/g (Tabla 2), siendo, curiosamente, las dos cepas naturales las de 
mayor producción. Si bien este valor es menor al rendimiento teórico (450 mg/g), 
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esto es debido, con toda probabilidad, a la evaporación causada por el flujo 
constante de N2. En el mismo punto de muestreo y presumiblemente con las 
mismas pérdidas por evaporación, el rendimiento de etanol en aerobiosis se 
encontró entre 270-300 mg/g (Tabla 2), un valor significativamente menor, en 
torno a una cuarta parte, que el presentado en anaerobiosis, lo que indicaría que 
una proporción sustancial del azúcar del mosto ha sido metabolizado, no hacia la 
formación de etanol sino hacia otro sumidero de carbono, presumiblemente 
mediante el metabolismo respiratorio. 

El comportamiento del consumo de azúcares con relación al régimen de 
aireación fue opuesto entre los dos aislados naturales (PR117 y PR1018), que 
mostraron un consumo más rápido bajo condiciones aeróbicas, y las dos cepas 
comerciales (PR53 y el control, PR50) que mostraron un consumo más rápido en 
anaerobiosis (Figura 5). La cepa PR117 exhibió un consumo más lento que el resto, 
tras 11 días de fermentación el mosto en aerobiosis aún presentaba ~2.67 g/L de 
azúcares residuales, mientras que en anaerobiosis aún quedaban 22.48 g/L de 
azúcares sin consumir. Las cepas PR1018 y PR50 consumieron la totalidad de los 
azúcares al cabo de 7 días en anaerobiosis, mientras que en aerobiosis PR1018 
tardó solo 6 días y PR50 algo más de tiempo que en la condición anterior. PR543 
consumió los azúcares disponibles tras 6 días en anaerobiosis, mientras que en 
aerobiosis la fermentación se estancó al cabo de 5 días, dejando más de 43 g/L de 
azúcares sin consumir (Figura 5). 

Para todas las cepas el rendimiento en glicerol presentado en anaerobiosis 
fue mayor que en aerobiosis (Tabla 2). En los cuatro casos el rendimiento se 
reduce con el tiempo hasta que se consumen todos los azúcares (Figura 5). Esto 
se debe probablemente a que el glicerol es mayoritariamente producido durante 
las primeras etapas de la fermentación tanto en condiciones aeróbicas como 
anaeróbicas. Hay grandes diferencias entre los rendimientos en glicerol de las 
cuatro cepas, siendo el aislado natural PR117 el de mayor rendimiento en ambas 
condiciones.  

El rendimiento en ácido acético se mantuvo bajo para las cuatro cepas 
durante toda la fermentación en condiciones anaeróbicas (Figura 5). Hacia el día 
5 dos de las cepas produjeron claramente una mayor cantidad de ácido acético 
bajo condiciones aeróbicas que bajo condiciones anaeróbicas (Tabla 2). La cepa 
PR1018 presentó un rendimiento en ácido acético marcadamente bajo durante los 
primeros días en fermentación aerobia, para aumentar drásticamente una vez la 
totalidad de los azúcares fueron consumidos hacia el día 6 (Figura 5), lo que 
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podría deberse a la existencia de una reprogramación metabólica. La cepa PR117 
mostró un rendimiento de ácido acético muy bajo en condiciones de aerobiosis a 
lo largo de todo el ensayo. Sin embargo, los azúcares no llegaron a consumirse 
por completo (Figura 5). En cuanto a la cepa control, PR50, mostró un alto  

 
Figura 5. Principales parámetros de fermentación de las cepas seleccionadas de S. cerevisiae sobre 
mosto natural esterilizado (220g/L de azúcar) en biorreactor, tanto en aerobiosis como en 
anaerobiosis. Los resultados mostrados son el promedio de las tres réplicas biológicas. 

rendimiento en ácido acético bajo condiciones aeróbicas, tal y como ya se ha 
determinado en otros trabajos (Morales et al., 2015; Quirós et al., 2014), 
aumentando de manera moderada tras el consumo total de azucares. La cepa 
PR543 había sido seleccionada para este ensayo por el bajo rendimiento en ácido 
acético presentado durante el cribado en matraz. Sin embargo, en este ensayo en 
biorreactor la cepa mostró un alto rendimiento en aerobiosis, probablemente 
debido a la diferencia en la disponibilidad de oxígeno entre ambos sistemas de 
cultivo. 
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Tabla 2. Azúcares consumidos y rendimientos de los principales metabolitos de la fermentación. 
Datos obtenidos a día 5 tras la inoculación en mosto natural pasteurizado tanto en condiciones 
anaeróbicas (10v/v/h N2) como aeróbicas (10v/v/h aire) en biorreactor. Las letras mayúsculas de 
cada fila indican diferencias estadísticas (p ≤ 0.05) entre las cepas.  

 

3.3. Producción de volátiles en condiciones aeróbicas y 

anaeróbicas  

Con el objetivo de evaluar el impacto que podría tener la aireación sobre 
el perfil aromático se analizaron las concentraciones de diversos compuestos 
volátiles de las cuatro cepas tanto en aerobiosis como en anaerobiosis. Éstos 
resultaron considerablemente distintos entre ambas condiciones y para las cuatro 
cepas (Figura 6).  

La producción de acetaldehído y derivados del acetato fue mayor bajo 
condiciones aeróbicas (Figura 6). Lo mismo se observó para los dioxolanos y 
dioxanos. Es reseñable que bajo condiciones aeróbicas los niveles de estos 
compuestos fueron significativamente menores para la cepa PR1018 que para las 
otras tres.  

Las producciones de diacetilo, acetona y 2,3-butanodiol fueron también 
mayores en condiciones aeróbicas. De nuevo, los niveles de acetona y diacetilo en 
aerobiosis fueron menores para PR1018. Por el contrario, esta cepa, PR1018, 
mostró los mayores (aunque no estadísticamente significativos) niveles de 

PR50 PR117 PR543 PR1018

N2 83.34 ±0.95 B 43.84 ±2.63 A 96.49 ±1.64 C 81.93 ±0.72B

Aire 77.70 ±1.23 B 69.20 ±1.03 A 77.37 ±1.44 B 90.40 ±0.63 C

N2 52.09 ±2.01 A 79.54 ±4.08 C 55.62 ±2.59 A 65.47 ±2.63 B

Aire 32.39 ±1.08 A 50.96 ±0.50 D 40.75 ±1.98 C 37.64 ±0.39 B

N2 0.22 ±0.02 A 0.24 ±0.01 A 0.58 ±0.05 B 0.41 ±0.17 AB

Aire 5.34 ±0.65 B 0.47 ±0.02 A 6.70 ±1.47 B 0.23 ±0.01 A

N2 390 ±0.00 AB 400 ±0.00 AB 400 ±0.00B 380 ±0.01 A

Aire 270 ±0.01 A 280 ±0.00 AB 290 ±0.00B 300 ±0.01 C

Azúcares 
consumidos (%)

R. Glicerol 
(mg/g)

R. Ácido acético 
(mg/g)

R. Etanol (mg/g) 
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Figura 6. Heatmap del rendimiento de compuestos volátiles producidos por los cultivos en 

biorreactor. La graduación de color se establece para cada compuesto entre los valores mínimos 

y máximos. 

 

 
 
 

 Anaeróbico  Aeróbico 
 50 117 543 1018  50 117 543 1018 

Acetaldehide                   
Acetal (1,1-diethoxyethane)                   
Acetaldehyde ethyl amyl acetal                   
Diacetyl (2,3-butanedione)                   
Acetoin (3-hydroxy 2-butanone)                   
2, 3- butanediol                   
Ethyl acetate                   
           
Isobutyl acetate                   
Isoamyl acetate                   
Phenylethyl acetate                   
Phenylethyl propionate                   
Ethyl 2-phenylacetate                   
Ethyl butyrate                   
Ethyl hexanoate                   
Ethyl octanoate                   
Ethyl decanoate                   
Ethyl dodecanoate                   
Ethyl hexadecanoate                    
Ethyl 9-decenoate                   
Ethyl 9-hexadecenoate                   
           
1-Propanol                   
1-Butanol                   
1-Hexanol                   
Isobutanol                   
2+3-Methyl butanol                   
2-Phenylethanol                   
3-Methyl thio-1-propanol (Methionol)                   
           
Ethyl lactate                   
Diethyl succinate                   
Ethyl 4-hydroxybutanoate                   
Ethyl 2-hydroxycaproate                   
ɣ-Butyrolactone                   
3-hydroxy 4-phenyl 2-butanone                   
Trimethyl nonanone                   
           
Isobutyric acid                   
Isovaleric acid                   
Butyric acid                   
Hexanoic acid                   
Octanoic acid                   
Decanoic acid                   
           
Trimethyl dioxolane                   
cis-4-hydroxymethyl 2-methyl 

 
                  

trans hydroxymethyl dioxolane                   
5-hydroxy-2-methyl-1,3-dioxane                   
           
Vitispirane                   
HO-TRIENOL                   
β- citronellol                   
           
Benzaldehyde                   
Methyl benzaldehyde                   
2, 3-dihydrobenzofuran                   

 

[Baja] [Alta] 
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2,3-butanodiol de entre las cuatro cepas para condiciones aeróbicas. Este poliol es, 
sin embargo, considerado inodoro, y por tanto presenta un impacto organoléptico 
neutro (Tilloy et al., 2015). 

Los niveles de acetato de etilo también se incrementaron en condiciones de 
aireación. Los mayores valores para este compuesto fueron presentados por la 
cepa PR543 (Figura 6). Además, en estos experimentos de fermentación se 
cuantificaron otros tres ésteres de acetato. El acetato de isobutilo fue detectado 
únicamente bajo aerobiosis y para las cepas PR50, PR543 y PR1018 (Figura 6). El 
acetato de isoamilo y el acetato de feniletilo fueron más abundantes bajo 
condiciones anaeróbicas en las cuatro cepas. Los mayores niveles de acetato de 
isobutilo, acetato de isoamilo y acetato de feniletilo en aerobiosis se encontraron 
en PR1018, mientras que los valores más bajos fueron presentados por PR117. 
PR543 fue la cepa que produjo mayor concentración de ésteres de etilo, tanto en 
condiciones aeróbicas como anaeróbicas. El isobutanol y otros alcoholes lineales 
mostraron mayor presencia en aerobiosis, mientras que los alcoholes isoamílicos, 
el feniletanol y el metionol fueron mayoritariamente producidos en anaerobiosis 
(Figura 6). La cepa PR1018 mostró la mayor concentración de 2-feniletanol bajo 
ambas condiciones. Los niveles de ácido octanoico y ácido isovalérico fueron 
menores en condiciones de aerobiosis, mientras que la concentración de ácido 
isobutírico fue mayor. El valor más alto de etil-lactato se encontró en la cepa 
PR543 en condiciones aeróbicas (Figura 6).  

En resumen, el impacto de la oxigenación en la producción de compuestos 
depende en gran medida tanto de la cepa ensayada como del compuesto 
específico. Con los datos presentados en la Figura 6 se realizó un análisis de 
componentes principales (PCA), obteniéndose un total de 7 componentes. PC1 
explica el 50% de la varianza y PC2 un 18% (Figura 7.). La representación de las 
muestras en el plano definido por las variables PC1 y PC2 divide claramente 
condiciones anaerobias y aerobias. De acuerdo con esta representación, PR117 y 
PR1018 muestran la distancia más cercana entre ambas condiciones. Es más, los 
cultivos aeróbicos de PR1018 son los más cercanos al grupo de cultivos 
anaeróbicos en PC1 que en cualquier otra cepa, mayoritariamente debido a los 
bajos niveles de acetaldehído y compuestos relacionados, incluyendo las 
moléculas de dioxano/dioxolano. Otras moléculas que definen la fermentación 
aeróbica, como el propanol o el butanol (aunque no el isobutanol) son también 
menores para los cultivos aeróbicos de PR1018. PC2 aparentemente captura 
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compuestos específicos de cepa, ya que las muestras presentan valores 
relativamente semejantes en ambos ambientes.  

 

Figura 7. Análisis de componentes principales basado en los compuestos volátiles presentados en 
la Figura 6 para las cepas de S. cerevisiae bajo dos condiciones de aireación. 

3.4. Optimización del proceso de fermentación aeróbica  

Tras el ensayo en biorreactor, las cepas PR117 y PR1018 se consideraron 
buenas candidatas para el objetivo de reducción del grado alcohólico mediante 
respiración. Sin embargo, cada una presentaba una importante desventaja. Si bien 
PR117 no produce apenas acético durante la fermentación, no consiguió consumir 
la totalidad de los azúcares al término del experimento, mientras que PR1018 pasa 
de una producción sumamente baja a un incremento dramático del ácido acético 
tras el consumo total de los azúcares del mosto. Por ese motivo se planteó 
optimizar las condiciones de fermentación con el objetivo de lograr una 
fermentación completa, sin azúcares residuales, con menor producción de etanol 
y sin exceso de ácido acético. 

En un primer experimento se trató de determinar si existía una reducción 
en la producción de ácido acético cuando se reducía el nivel de aireación. Para 
ello se realizó una primera aproximación con una fermentación a réplica única 
donde ambas cepas se ensayaron bajo tres caudales de aire distintos, 2 v/v/h, 5 
v/v/h y 10 v/v/h y tan solo durante 48 h, para después interrumpir tanto 
aireación como agitación. En estas condiciones el consumo total de azúcares tuvo 
lugar a los 7 días para PR117 y a los 8 días en el caso de PR1018 (Figura 8). 
Teniendo en cuenta las limitaciones de ser un ensayo con una única réplica, 

Condición 

N
2
 

Aire 
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parece que no existen diferencias para el consumo de azúcares y la producción de 
etanol entre ninguno de los regímenes de aireación ensayados. En cuanto al ácido 
acético, si bien ambas cepas presentaron valores intermedios entre condiciones 
aeróbicas y anaeróbicas, parece existir cierta relación entre el aumento de caudal 
de aire y de producción de ácido acético. No obstante, el resultado más 
sorprendente fue un dramático ascenso en la producción de ácido acético cuando 
se interrumpió la aireación (a día 2), en las tres condiciones (Figura 8).

 
Figura 8. Principales parámetros de fermentación de PR117 y PR1018 a replica única bajo tres 

regímenes de aireación: (A) 10 v/v/h, (B) 5 v/v/h, (C) 2 v/v/h. 

Al observar la asociación entre este incremento en la producción de ácido 
acético y el cese de la aireación, se decidió llevar a cabo un ensayo realizando el 
corte de aireación a distintas horas de fermentación, 120h, 144h, 150h y 168h. En 
el caso de PR117 se aprecia una clara influencia del cambio de condiciones tanto 
en la producción de ácido acético como en el consumo de azúcar, mientras que 
para PR1018 solo se ve afectado el rendimiento en ácido acético (Figura 9). En 
cualquier caso, se aprecia claramente en ambas cepas como la interrupción de la 
aireación provoca un aumento abrupto en la producción de ácido acético, 
independientemente de la cantidad de azúcares restantes en el medio, lo que 
parece indicar que el aumento de ácido acético se debe a una alteración 
metabólica relacionada con el cambio de condiciones en la disponibilidad de 
oxígeno. 
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Figura 9. Principales parámetros de fermentación de PR117 y PR1018 a replica única bajo tres 
cortes de aireación y agitación, marcados por la leyenda y las flechas.  

Bajo esta premisa se realizó una fermentación por duplicado con ambas 
cepas, con la intención de realizar el cambio de ambiente de la forma más abrupta 
posible, realizando un corte en la aireación seguido de una entrada de corriente 
de nitrógeno. La aireación a 10 v/v/h fue interrumpida a las 120 h y 96 h de 
cultivo para PR117 y PR1018 respectivamente, cuando quedaban alrededor de a 
80 g/L de azúcares residuales para cada cepa. Tras interrumpir la aireación se 
pasó inmediatamente a inyectar el mismo caudal de N2, de forma que el oxígeno 
disponible fuera desplazado con la mayor rapidez, mientras que otros parámetros 
(como evaporación y agitación) no se veían alterados. El resultado (Figura 10) fue 
idéntico a los ensayos de corte anteriores, con un ligero aumento del consumo de 
azúcares a continuación del fin de la aerobiosis y un aumento abrupto del 
rendimiento de ácido acético. 

Tras los resultados anteriores se formuló la hipótesis de que, si el aumento 
en ácido acético era debido al cambio en la disponibilidad de oxígeno, quizá un 
cambio menos extremo generaría un menor impacto metabólico. Para probar esta 
nueva estrategia se decidió trabajar tan solo con la cepa PR1018, considerando 
que sería más fiable que PR117 en una futura aplicación industrial, ya que ésta  
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Figura 10. Principales parámetros de fermentación tras el corte abrupto de las condiciones de 
aireación (inyección inmediata de nitrógeno) a las 120h y 96h respectivamente. Las flechas indican 
el momento del corte. 

última había presentado una cinética de fermentación muy lenta en condiciones 
aeróbicas o anaeróbicas.  

En este nuevo experimento, realizado por triplicado, se probó a mantener 
los biorreactores con un 50% de oxígeno disuelto (DO), de forma que la aireación 
quedara sujeta a este parámetro, cerrando o abriendo de manera automatizada la 
entrada de aire (10 v/v/h) en función de ese nivel umbral (Figura 11, naranja). 
Paralelamente y como control se realizaron por triplicado fermentaciones en 
aerobiosis (10 v/v/h aire) y anaerobiosis (10 v/v/h N2). Tras 4 días de 
fermentación se cerró la entrada de gases de las tres condiciones y se detuvo la 
agitación. En las tres condiciones los azúcares fueron consumidos en su totalidad 
al cabo de 7 días (Figura 11). En lo relativo a la producción de etanol no se 
observaron diferencias entre ambas condiciones aeróbicas, aunque se obtuvo una 
diferencia de alrededor de un 2% (v/v), (430-340 mg/g de rendimiento), entre el 
control anaeróbico y ambas condiciones aeróbicas. En cuanto a la producción de 
ácido acético, apenas hubo diferencias entre el control aeróbico y la fermentación 
controlada a un 50% DO, ocurriendo en ambas condiciones un incremento 
abrupto de la producción de ácido acético tras el corte en la entrada de aire 
(Figura 11), tal y como ya se había observado en los experimentos anteriores. 
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Considerando que la explicación a este escaso éxito fuera, quizá, que las 
condiciones de este ensayo (el mantenimiento de 50% DO) no fueran muy 
distintas de las condiciones control (10 v/v/h aire), se continuó trabajando con la 
hipótesis de que un cambio menos abrupto entre aerobiosis y anaerobiosis podría 
evitar este aumento abrupto de ácido acético. Se probaron, por triplicado, dos 
nuevas condiciones de aireación para PR1018, el mantenimiento del 50% DO y 
del 80% DO durante 84 horas (3.5 días tras la inoculación) para, posteriormente, 
programar la caída progresiva hacia el 0% DO (anaerobiosis) durante las 
siguientes 24 h, parando también la agitación al cerrar el flujo de aire al alcanzar 
las 108 h de cultivo (4.5 días) (Figura 11, indicado en amarillo y verde, 
respectivamente).  

 
Figura 11. Principales parámetros de fermentación y perfil de oxígeno disuelto de fermentadores 
mantenidos a: a 50% DO (naranja); aireación 10 v/v/h (azul), (control aerobio); 10 v/v/h N2 (gris) 
(control anaerobio), 50% DO durante 84h (amarillo) y 80% DO durante 84h (verde). 

No se observan diferencias en el consumo de azúcares ni en la producción 
de etanol entre ninguna de las condiciones aeróbicas ensayadas (Figura 11), 
aunque tanto la producción de glicerol como, especialmente, la producción de 
ácido acético es considerablemente menor en estas nuevas dos condiciones, con 
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apenas diferencias entre sí (Figura 11). En cualquier caso, se observa que, en estas 
nuevas condiciones, donde la caída en la disponibilidad de oxígeno ocurre de 
manera progresiva, no se produce un incremento repentino en la producción de 
ácido acético (Figura 11). Si bien es cierto que aumenta conforme el ambiente 
cambia, este aumento es mucho menos pronunciado y la concentración de ácido 
acético se mantiene en niveles moderados hasta el final de la fermentación.  

3.5. Consistencia de los parámetros de fermentación entre 

sistemas y medios de cultivo 

Los resultados obtenidos durante este trabajo dejan claro cómo cambios en 
la aireación, ya no solo debidos al régimen de entrada de aire (Figura 11), sino a 
las formas de cultivo (de matraz a biorreactor, por ejemplo, Figuras 3 y 4) pueden 
dar lugar a grandes diferencias en la producción de ácido acético. Para tratar de 
arrojar luz sobre este problema y facilitar los experimentos venideros 
relacionados con la respiro-fermentación, se realizó una fermentación por 
triplicado con PR50 y PR1018 bajo condiciones de aerobiosis en los dos sistemas 
de cultivo utilizados, matraces de 100 mL de volumen nominal y biorreactores 
(MiniBio, Applikon), manteniendo la aerobiosis por agitación orbital en el caso 
de matraces y por inyección de aire (10 v/v/h) en los biorreactores. Además, se 
compararon los medios de cultivo más utilizados por el grupo, mosto natural 
pasteurizado (en este caso mosto blanco), mosto sintético complejo (MS300) y 
mosto sintético simplificado (Cenit), (ver materiales y métodos), (Figura 12). 

La cepa control PR50 mostró un comportamiento más variable según el 
sistema de cultivo y medio que la cepa PR1018 (Figura 12). En biorreactor, PR50 
presenta un mayor consumo de azúcares en MS300, mientras que en cultivo en 
matraz el ritmo de consumo de MS300 es idéntico al de mosto natural. Por otro 
lado, en ninguno de los dos sistemas de cultivo consigue completar la 
fermentación con mosto Cenit, quedando un 20% y un 40% de azúcares residuales 
en biorreactor y matraz respectivamente. 

En cuanto al rendimiento en etanol no parece existir diferencias entre los 
medios de cultivo ni sistemas, teniendo una tendencia semejante (en torno a 300 
mg/g para 168h) (datos no mostrados) de nuevo reforzando la idea de que la 
producción de etanol es enormemente homogénea en S. cerevisiae.  
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En el caso de la producción de glicerol, no parece haber diferencias entre 
sistemas y medios de cultivo a excepción de la cepa PR50 que en matraz presenta 
un ligero aumento del rendimiento con mosto Cenit (datos no mostrados).  

En lo relativo a la producción de ácido acético, PR50 presenta un menor 
rendimiento general en matraz que en biorreactor. Esta variabilidad de la 
producción de acidez volátil entre ambos sistemas de cultivo ya se había 
observado en los experimentos anteriores. El menor rendimiento en ambos 
sistemas de cultivo se observa en la fermentación de mosto natural, mientras que 
la producción máxima, 25 mg/g, se observa en medio Cenit fermentado en 
matraz (Figura 12).  

Por su parte, PR1018 muestra menores diferencias entre los distintos 
sistemas de cultivo y medios de fermentación ensayados (Figura 12), siendo, 
como ya se había mostrado en experimentos anteriores, una cepa con una cinética 
de fermentación consistente. PR1018 alcanza el consumo total de azúcares 
pasadas las 96 h en ambos sistemas de cultivo, no habiendo tampoco diferencias 
entre medios. El rendimiento en etanol se mantiene en 300 mg/g al cabo de 168 h 
para ambos sistemas y en todos los medios. En el caso del glicerol parece haber 
un ligero aumento del rendimiento (apenas 10 mg/g) en biorreactor y mosto 
natural, con respecto al resto de cultivos (datos no mostrados). Donde se 
encuentran mayores diferencias es en el rendimiento en ácido acético, habiendo 
en general una mayor producción en matraz que en biorreactor, encontrando 
unos rendimientos a las 168 h de 31 mg/g para cenit, 22 mg/g para MS300 y 3.5 
mg/g en mosto natural, frente a los 25 mg/g, 7 mg/g y 1 mg/g respectivamente 
que muestran los biorreactores en 168 h, en cualquier caso el medio con menor 
rendimiento es mosto natural, siendo el mosto sintético MS300 el que fomenta un 
mayor rendimiento (Figura 12). 
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Figura 12. Azúcares consumidos y rendimiento en ácido acético de PR50 y PR1018 en biorreactor 
y matraces bajo mosto natural (Mn), mosto sintético MS300 (MS) y mosto sintético Cenit (Ce).  
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4. DISCUSIÓN  

Este trabajo persigue reducir el rendimiento alcohólico durante la 
fermentación del mosto de uva recurriendo a la respiración de los azúcares por 
parte de la levadura (Gonzalez et al., 2013). Esta estrategia requiere que las 
levaduras metabolicen los azúcares en condiciones aeróbicas. En contra de lo que 
se esperaba, algunos de los experimentos iniciales en esta línea mostraron que el 
principal inconveniente del uso de S. cerevisiae para este propósito no era una baja 
tasa de respiración debida al efecto Crabtree, sino un exceso en la producción de 
ácido acético asociado al uso de condiciones aeróbicas (Quirós et al., 2014).  

El uso de levaduras genéticamente modificadas podría paliar este 
problema (Curiel et al., 2016). Sin embargo, esto limitaría su aplicación industrial 
debido a la legislación vigente en gran cantidad de países y al potencial rechazo 
por parte de los consumidores. Por otro lado, el uso de levaduras Crabtree 
negativas, que no pertenezcan al género Saccharomyces, requiere la optimización 
de la producción de cepas específicas para la industria, así como el desarrollo de 
estrategias específicas de inoculación y de manejo de nutrientes, entre otras 
adaptaciones para su uso industrial (Morales et al., 2015; Tronchoni et al., 2018). 
El uso de cepas enológicas de S. cerevisiae no recombinantes con una baja 
producción en ácido acético combinaría las ventajas que ofrecen algunas 
levaduras no-Saccharomyces con el conocimiento industrial ya existente para S. 
cerevisiae, por lo que su aplicación sería más sencilla y fiable (un único paso de 
inoculación, tolerancia a estrés, compatibilidad entre cepas etc.). 

El análisis fenotípico bajo condiciones aeróbicas de 25 cepas de S. cerevisiae 
de distinta procedencia dentro del ambiente enológico (Tabla S1.1) ha mostrado 
una homogeneidad relativa entre los aislados con respecto al consumo de 
azúcares y especialmente con respecto al rendimiento en etanol. En este trabajo 
se puede observar como la producción de etanol es considerablemente estable, no 
solo entre cepas distintas, sino bajo regímenes de aireación, sistemas de cultivo e 
incluso medios de cultivo distintos, siendo un rasgo con alta robustez en la 
especie (Camarasa et al., 2011; Palacios et al., 2007). En cualquier caso, este trabajo 
muestra claramente como, mediante el uso de la respiración de S. cerevisiae, es 
posible reducir el grado alcohólico del vino entre 2% v/v y 4% v/v. Esto sería 
suficiente como para amortiguar el efecto negativo que ejerce el cambio climático 
sobre este parámetro.  
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Como se ha comentado, la utilización de S. cerevisiae en condiciones 
aeróbicas tiene el grave inconveniente de la sobreproducción de ácido acético. En 
la caracterización de las 25 cepas presentadas, el rendimiento en ácido acético se 
reveló como el parámetro con mayor diversidad; y aunque la gran mayoría de 
cepas presentan una acidez volátil muy superior a la considerada como tolerable, 
existe una diferencia de casi un orden de magnitud entre los valores más extremos 
observados. Este amplio rango de producción abre la puerta al uso de aislados 
naturales de S. cerevisiae para la reducción del grado alcohólico en vino. 

En la selección de nuevas cepas enológicas de S. cerevisiae compatibles con 
la fermentación aeróbica debe considerarse que distintos regímenes de aireación 
y sistemas de cultivo pueden dar lugar a diferencias significativas en el resultado 
de la fermentación. Por ejemplo, la fermentación aerobia en biorreactor de la cepa 
PR543 fue incompleta, mientras que había mostrado resultados prometedores 
durante el primer ensayo en matraz. Además, la acidez volátil parece ser el 
parámetro más dependiente del sistema de cultivo, como puede observarse en los 
ensayos realizados con distintos mostos y regímenes de aireación (Figura 12). No 
obstante, algunas cepas, como los aislados naturales PR117 o PR1018, parecen ser 
más consistentes entre las distintas condiciones, lo que las hace más 
prometedoras para aplicaciones industriales. Ambas cepas presentan 
producciones de ácido acético sumamente bajas en condiciones de aireación. Sin 
embargo, ambas presentan ciertos inconvenientes. En el caso de PR1018 es 
necesario poner atención en la abrupta subida de la acidez volátil una vez los 
azúcares se han consumido, probablemente debida a un cambio metabólico hacia 
el consumo de etanol una vez se han agotado los azúcares disponibles. Por otro 
lado, PR117 no muestra esta limitación, el rendimiento en ácido acético 
permanece bajo durante toda la fermentación. Sin embargo, y probablemente 
como causa de esto, las fermentaciones en las condiciones mostradas son más 
lentas y los azúcares no llegan a consumirse totalmente.  

Idealmente, considerando que estamos trabajando con cepas Crabtree 
positivas, el tiempo de aireación debería ser tan largo como fuera posible para 
permitir una reducción aceptable de la graduación alcohólica. Sin embargo, la 
aireación debería ser interrumpida antes del agotamiento total de los azúcares del 
mosto para evitar la sobreproducción de ácido acético. Curiosamente no solo es 
crucial en qué momento se produzca la interrupción de la aireación, (atendiendo 
a la cantidad de azúcares residuales en el mosto), sino cómo se produzca dicha 
interrupción. 
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Este trabajo muestra claramente que un cambio inmediato hacia 
condiciones anaeróbicas genera un abrupto incremento en la producción de ácido 
acético. Una probable explicación para este fenómeno es que un cambio repentino 
en la disponibilidad de oxígeno genera un cambio metabólico también repentino, 
dando lugar a un cuello de botella en la ruta respiratoria, “abruptamente cerrada”, 
siendo la producción de ácido acético una forma de gestionar ese exceso de 
intermediarios metabólicos que no pueden incorporarse a la ruta.  

El trabajo realizado con estas cepas muestra el alto impacto que ejerce la 
disponibilidad de oxígeno sobre el metabolismo de las levaduras, lo que da pie a 
plantearse el impacto que podría tener la aireación sobre el perfil volátil del vino 
(Tronchoni et al., 2018). En relación con esto, la cepa PR1018 parece ser 
prometedora, la concentración de moléculas típicamente relacionadas con el 
proceso de oxidación es menor en condiciones aeróbicas para PR1018 que para el 
resto de las cepas, incluyendo moléculas como el acetaldehído, los acetales o 
moléculas relacionadas con el dioxano. Considerando que el acetaldehído es un 
precursor de muchos compuestos de este grupo (Figura 7) los bajos niveles de 
acetaldehído en cultivos aeróbicos de PR1018 podrían ser la causa de la baja 
presencia general de estos compuestos. Los acetales aumentan durante la 
maduración biológica de los vinos de Jerez (Morales et al., 2020). Los hidroximetil 
2-metil dioxanos/dioxolanos, formados por la condensación del acetaldehído y 
el glicerol, parecen incrementarse durante la maduración oxidativa en vinos de 
Oporto (Silva Ferreira et al., 2002). El trimetil dioxolano ha sido detectado como 
un compuesto odorante importante en vinos oxidados (Escudero et al., 2000). Esto 
sugiere que, usando esta cepa como cultivo iniciador, el impacto de la aireación 
en el perfil aromático del vino podría minimizarse.  

Hay que considerar que la combinación entre cepa y forma de aireación 
debe tener influencia sobre distintos compuestos. Aunque en este trabajo se 
presenta una caracterización de los compuestos volátiles presentes tras 10 días de 
aireación, los distintos umbrales e interacciones entre los diferentes compuestos 
hacen muy difícil anticipar su impacto sensorial en el producto final. Se debe 
prestar atención, además, al impacto del oxígeno sobre otros compuestos 
sensorialmente activos derivados directamente del mosto de uva.  

En términos de color, aunque no se ha detectado ningún impacto negativo 
en este ni en anteriores estudios entre la existencia o no de aireación durante la 
fermentación, debería valorarse la estabilidad a largo plazo del vino producido 
en aerobiosis.  
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En este trabajo la reducción progresiva de los niveles de oxígeno ha 
resultado efectiva a la hora de mantener una concentración reducida de ácido 
acético. Los resultados obtenidos con PR1018 muestran un posible camino para 
la optimización del proceso con otras cepas. En definitiva, la estrategia 
desarrollada en este trabajo, que implica la respiración de azúcares por parte de 
S. cerevisiae, constituye una mejora importante sobre la propuesta previa, que 
implicaba el uso de levaduras no-Saccharomyces (Gonzalez et al., 2013).  
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1. INTRODUCCIÓN  

Como ya se ha desarrollado en el capítulo anterior (Tronchoni et al., 2022; 
Capítulo 1), pese al efecto Crabtree, S. cerevisiae es capaz de consumir, a través de 
la respiración, una proporción de azúcares suficiente para reducir el grado 
alcohólico del vino entre 2% - 4% v/v. Sin embargo, este abordaje presenta el 
inconveniente de un aumento desproporcionado de la acidez volátil al 
incrementar la producción de ácido acético bajo condiciones de aireación.  

Algunas de las cepas evaluadas en el capítulo anterior mostraron baja 
producción de ácido acético en aerobiosis. De hecho, una de ellas, PR1018, fue 
optimizada hasta llevar a cabo una fermentación aerobia que permitió la bajada 
del grado alcohólico sin sobreproducción de ácido acético a escala laboratorio 
(150 mL), (Capítulo 1; Tronchoni et al., 2022). Sin embargo, hay que considerar 
que una estrategia para la reducción del grado alcohólico basada en una única 
cepa de levadura “universal” es poco probable que genere un impacto real en el 
sector. La enología actual busca la diferenciación, existiendo un interés cada vez 
mayor por cepas de levaduras que sean originales y distintivas. La 
implementación industrial del uso de la respiración de S. cerevisiae para la 
reducción del grado alcohólico requiere una mayor cantidad cepas de levaduras 
apropiadas para ello, que ofrezcan diversidad a los productores.  

Si bien dentro de la diversidad genética natural de la especie hay sin duda 
cepas con baja producción de acético, los experimentos presentados en el capítulo 
1 (Tronchoni et al., 2022) parecen indicar que este rasgo no es muy común y 
presenta una alta variabilidad dependiendo de las condiciones de cultivo, por lo 
que requiere un trabajo de cribado y una posterior optimización de las cepas a las 
condiciones de fermentación industrial.  

Una forma más directa de obtener cepas adecuadas para este abordaje sería 
mediante ingeniería genética. Sin embargo, especialmente en Europa, la 
utilización de organismos modificados genéticamente dentro de la industria 
alimentaria está estrictamente regulada e implica procesos largos y costosos con 
pocas garantías de retorno de la inversión. Nada parece indicar que esto vaya a 
cambiar en un futuro cercano, y aunque lo hiciera, el uso de transgénicos no deja 
de ser algo que podría generar controversia entre los consumidores. 

A pesar de que es poco probable que lleguen al mercado, estas cepas 
modificadas genéticamente son una fuente de información valiosa para la 
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obtención de cepas mejoradas por métodos aceptados (fuera de la consideración 
de OMG). En el trabajo de Curiel et al., (2016) se generaron una serie de cepas 
defectivas para genes implicados en la represión de la respiración, con el objetivo 
de lograr una bajada en la producción de etanol en condiciones de aerobiosis 
gracias a un aumento de la capacidad respiratoria de estas cepas. Sin embargo, se 
observó que, aunque estas cepas no aumentaban su respiración como se había 
predicho, algunas de ellas sí que presentaban una producción de ácido acético 
mucho menor de la esperada en condiciones de aerobiosis, en concreto en algunos 
mutantes relacionados con una disminución de la represión por catabolito de 
carbono (CCR), (Curiel et al., 2016).  

Para la selección de mutantes de CCR en S. cerevisiae se utiliza 
comúnmente un análogo de glucosa no catabolizable, la 2-desoxi-D-glucosa 
(2DG), (Neigeborn y Carlson, 1987), junto con una fuente de carbono alternativa 
(en este trabajo galactosa). Al actuar la 2DG como represor, pero no como fuente 
de carbono, permite discriminar aquellos organismos con una CCR menos severa, 
que tendrán activas otras rutas catabólicas (en este caso la galactólisis o ruta de 
Leloir), siendo capaces de crecer en el medio de selección.  

Además del trabajo de Curiel et al., (2016), existen en la literatura científica 
otras evidencias de cepas con una menor represión de CCR ligada a una menor 
producción de ácido acético. Por ejemplo, en Mizuno et al. (2006) se encontró que 
mutantes espontáneos resistentes a la 2DG producían menores rendimientos de 
ácido acético que su cepa parental durante la fermentación de cerveza de alta 
graduación. Estos autores se enfocaban en fermentaciones anaeróbicas con cepas 
cerveceras y no utilizaban una fuente de carbono específica junto a la 2DG, por lo 
que sus descubrimientos no pueden ser directamente extrapolables a los 
expuestos en este trabajo, pero apoyan, junto con el trabajo de Curiel et al. (2016), 
que existe esta relación. 

En este capítulo se explora por un lado la relación entre la CCR y el 
metabolismo del ácido acético, mediante un análisis transcriptómico de los 
mutantes ΔΔReg1 y ΔΔHxk2 desarrollados por Curiel et al. (2016). Por otro lado, 
se mostrará un trabajo de evolución dirigida en busca de la flexibilización de la 
CCR, utilizando galactosa como única fuente de carbono en presencia de 
concentraciones crecientes de 2DG, para lograr obtener cepas con baja producción 
de acidez volátil en condiciones de aerobiosis. El objetivo final es utilizar estas 
cepas para la reducción del grado alcohólico mediante respiración.  
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Cepas  

Para el trabajo de evolución se utilizaron tres cepas de levaduras 
comercializadas como cultivos iniciadores y muy utilizadas en la industria: 
EC1118 (Lalvin EC1118, Lallemand Inc.), T73 (Lalvin T73, Lallemand Inc.) y FX10 
(Zymaflore FX10 Laffort) (perdida al inicio de la evolución). Además, se utilizó 
un aislado de pie de cuba de fermentación espontánea, IFI473 (CECT 12658). 

En el caso del análisis transcriptómico se utilizaron las cepas construidas 
en el trabajo de Curiel et al., (2016) sobre el parental FX10, (ΔΔReg1, ΔReg1, 
ΔΔHxk2, ΔΔPdc1 y ΔΔPde2) que se encuentran depositadas en la colección del 
laboratorio criopreservadas a -80 ºC. 

2.2. Mosto natural y mosto sintético 

Para los ensayos de caracterización se usaron tanto mosto natural blanco 
(cosecha de 2019, 220 g/L azúcares, 186 mg/L de nitrógeno asimilable) como 
mosto natural rosado (cosecha 2015, 200 g/L azúcares, 153 mg/L nitrógeno 
asimilable), según se indique. Ambos se mantuvieron a -20 ºC hasta su utilización. 
Antes de su uso el mosto se pasteurizó en botellas de 1L, calentando en autoclave 
hasta los 105 ºC y dejando bajar la temperatura dentro del mismo.  

El mosto sintético sólido está basado en el medio MS300 (Bely et al., 1990) 
que contiene por litro: 20 g agar, 100 g glucosa, 100 g fructosa, 5 g ácido DL-málico, 
546 mg ácido cítrico monohidratado, 3 g ácido tartárico, 460 mg NH4Cl, 750 mg 
KH2PO4, 500 mg K2SO4, 250 mg MgSO4·7H2O, 160 mg CaCl2·2H2O, 200 mg NaCl, 
4 mg MnSO4·H2O, 4 mg ZnSO4·7H2O, 1 mg CuSO4·5H2O, 1 mg KI, 0.4 mg 
CoCl2·6H2O, 1 mg H3BO3, 1.06 mg (NH4)6Mo7O24·4H2O, 15 mg ergosterol, 4.8 mg 
oleato de sodio, 0.5 mL Tween 80, 19.5 mg L-tirosina, 0.6 g L-prolina, 0.5 g L-
glutamina, 0.445 g L-arginina, 0.175 g L-triptófano, 145.6 mg L-alanina, 0.12 g 
ácido L-glutámico, 78 mg L-serina, 75.4 mg L-treonina, 48 mg L-leucina, 44.2 mg 
ácido L-aspártico, 44.2 mg L-valina, 37.7 mg L-fenilalanina, 32.5 mg L-isoleucina, 
45.7 mg L-histidina·H2O HCl, 31.2 mg L-metionina, 18.2 mg L-glicina, 21.1 mg L-
lisina, 27 mg L-cisteína, 20 mg mioinositol, 1.5 mg pantotenato de calcio, 0.25 mg 
tiamina hidroclórica, 2 mg, ácido nicotínico, 0.25 mg piridoxal 5’fosfato H2O, 
0.003 mg biotina, pH 3.5. 
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2.3. Análisis transcripcional 

Los mutantes ΔΔReg1, Δ Reg1, ΔΔHxk2, ΔΔPdc1 y ΔΔPde2 realizados 
sobre un fondo genético FX10 fueron inicialmente cultivados en placas de YPD 
sólido a 25 ºC durante 48 h para realizarse posteriormente inóculos 
independientes en YPD líquidos cultivados durante 48 h a 25 ºC.  

Para su caracterización se llevaron a cabo varias fermentaciones, tal y como 
se detalla en el texto, todas ellas en biorreactores Applikon Minibio, con 150 mL 
de mosto blanco natural 2019, pasteurizado como se ha detallado con 
anterioridad.  

La extracción de RNA total se llevó a cabo mediante el kit comercial Pure 
Link RNA mini kit (Invitrogen) seguido del tratamiento con DNAsa PureLink 
DNAse (Invitrogen), todo ello según las indicaciones del fabricante. Antes de la 
generación de librerías se realizó un paso previo de filtrado de colas poli-A para 
la selección de ARNm. 

La preparación de las librerías, así como el tratamiento de datos, fueron 
llevados a cabo por la Plataforma de Genómica y Bioinformática del Centro de 
Investigación Biomédica de La Rioja (CIBIR). La secuenciación se realizó en la 
empresa Health in Code, subcontratada por el CIBIR, utilizando un equipo 
Illumina HiSeq 1500, realizándose lecturas de 100pb desde ambos extremos (pair-
ends). Como genoma de referencia para los alineamientos se tomó el genoma de 
S. cerevisiae S288c R64 (acceso GCA_000146045.2). El alineamiento se realizó 
mediante HISAT 2.1.0 (Kim et al., 2019). El análisis de calidad de los 
alineamientos se llevó a cabo con el módulo qualimap rnaseq de Qualimap v2.2.1 
(Okonechnikov et al., 2015) y la integración de los resultados se realizó mediante 
el software MultiQC v1.11 (Ewels et al., 2016). Las diferencias en expresión entre 
las muestras se obtuvieron mediante EdgeR (Robinson et al., 2010) y el paquete 
SARTools (Varet et al., 2016). 

El enriquecimiento funcional de los genes con expresión diferencial se 
interpretó mediante dos análisis distintos. Por un lado, se realizó un análisis de 
sobreexpresión ORA (Over-representation analysis), (Huang et al., 2009) que 
permite valorar si existe sobrerrepresentación estadística (FDR ≤0.05) de alguna 
función o ruta en el conjunto de genes evaluado. Por otro lado, se realizó un 
análisis GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) que analiza el conjunto de genes en 
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función de su jerarquía basada en el valor de log2 Fold Change (LFC) y el p-valor 
obtenido mediante EdgeR (Reimand et al., 2019).  

Ambos análisis se llevaron a cabo mediante la plataforma online 
WebGestalt 2019 (Liao et al., 2019). Los recursos de las bases de datos KEGG 
(Kanehisa, 2000) y SGD (Cherry et al., 2012) se utilizaron para representar los 
genes analizados sobre las rutas metabólicas de S. cerevisiae. Los parámetros 
usados para el análisis fueron 15 genes como número mínimo de genes por 
categoría y 200 genes como número máximo, un FDR<0.05 y 1000 permutaciones.  

2.4. Evolución dirigida 

Para iniciar los cultivos de evolución, primero se prepararon por 
triplicado preinóculos independientes en 20 mL de YPD (peptona 20 g/L, 
extracto de levadura 10 g/L y glucosa 20 g/L) en tubos Falcon de 50 mL, 
mantenidos a 25 ºC durante 48 h.  

La evolución se llevó a cabo por triplicado en matraces de 100 mL de 
volumen nominal con 20 mL de medio de cultivo. El medio de evolución, YPGal, 
se basó en la composición del medio YPD sustituyendo la glucosa como fuente 
de carbono por galactosa, (peptona 20 g/L, extracto de levadura 10 g/L y 
galactosa 20 g/L). Para mantener la aerobiosis, los matraces fueron cubiertos 
ligeramente con papel de aluminio. Se incubaron a 25 ºC con agitación (180 rpm). 

 Una vez el cultivo alcanzaba una densidad óptica estable, en torno a las 
72 h, un 10% del volumen era transferido para inocular un nuevo cultivo con igual 
o mayor concentración de 2DG. El primer cultivo fue inoculado a una OD600 de 
0.2 en medio YPGal sin presencia de 2DG, con la primera transferencia (10% del 
cultivo) se incorporó al medio 50 mg/L de 2DG, alcanzándose 100 mg/L, 150 
mg/L y 200 mg/L con las siguientes transferencias, a medida que el tiempo para 
que los cultivos alcanzaran la fase estacionaria se fue acortando.  

La evolución fue mantenida durante ~150 generaciones (~3 generaciones 
sin 2DG; ~11 generaciones a 50 mg; ~3 generaciones a 100 mg/L; ~3 generaciones 
a 150 mg/L; ~130 generaciones a 200 mg/L.) en cada triplicado para cada una de 
las cepas.  

Terminada la evolución, las poblaciones finales fueron utilizadas para el 
fenotipado en mosto natural (detallado más adelante).  



Capítulo 2 

98 

 

La ausencia de contaminación fue comprobada periódicamente 
(aproximadamente cada 10 generaciones) mediante PCR de elementos interdelta 
(Legras y Karst, 2003) de colonias aisladas. La identidad de todos los clones 
caracterizados en este trabajo también fue confirmada por PCR de elementos 
interdelta. 

2.5. Ensayos de respuesta a CCR 

Las poblaciones evolucionadas y criopreservadas fueron inoculadas en 
tubos Falcon de 50 mL con 25 mL de YPD. Tras 48 h a 25 ºC se realizaron una 
batería de diluciones (de 100 a 10-6) con cada una de ellas. Se tomaron 1.5 µl de 
cada dilución para inocular placas de medio sólido con distintas fuentes de 
carbono, siendo la composición de los medios 20 g/L agar, 20 g/L peptona, 20 
g/L extracto de levadura y una de las siguientes fuentes de carbono según se 
indique: 20 g/L glucosa, 20 g/L galactosa, 20 g/L rafinosa, 20 g/L maltosa, 20 
g/L glicerol, 20 mL/L etanol, 0.2 mL/L ácido acético; incorporándose cuando así 
se indique 200 mg/L 2DG o 200 mg/L glucosamina (GA).  

2.6. Crecimiento en mosto natural 

Con cada población evolucionada (Figura S2.2) se llevó a cabo una 
fermentación por triplicado a 4 días en matraces (100 mL volumen nominal) con 
20 mL de mosto natural rosado pasteurizado. Los cultivos se inocularon a una 
OD600 de 0.2, manteniéndose en agitación, (180 rpm) a 25 ºC y ligeramente 
cubiertos con papel de aluminio. Tras 4 días, los cultivos fueron centrifugados y 
el sobrenadante se guardó a -20 ºC para su análisis mediante HPLC. Los clones 
aislados a partir del resto celular de esta fermentación (aislados F, ver más abajo) 
fueron a su vez fenotipados siguiendo este mismo sistema y por triplicado. 

En el caso de los clones M, aislados desde el final de evolución (ver más 
abajo), se cultivaron como ya se ha descrito durante 4 días en aerobiosis. Tras 
estos 4 días los cultivos se transfirieron a un tubo Falcon estéril de 50 mL cerrado 
con válvula (Actylab, Logroño, Spain), permitiendo el escape, pero no la entrada 
de gases, (anaerobiosis) manteniéndose la fermentación otros 7 días a 25 ºC sin 
agitación. 

Los clones de EC1118 seleccionados para su caracterización se cultivaron 
en mosto blanco pasteurizado a 25 ºC durante 11 días, manteniéndose en matraces 
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(100 mL volumen nominal) en agitación (180 rpm) para el cultivo en aerobiosis y 
en tubos Falcón de 50 mL cerrados con válvula de aire para condiciones de 
anaerobiosis. Se tomaron muestras a día 4 y 11 de los matraces y a día 11 de los 
tubos Falcon.  

2.7. Selección de los clones evolucionados 

A partir de las poblaciones evolucionadas se obtuvieron cultivos puros en 
dos puntos distintos, tanto desde la población final evolucionada (aislados M, 
Figura S2.2) como a partir de 4 días de fermentación aerobia (aislados F, Figura 
S2.2). Este último caso implica un paso adicional en la selección, ya que se parte 
desde la población que ha superado 4 días de fermentación alcohólica (descrito 
en el epígrafe anterior).  

Para los aislados M, las poblaciones evolucionadas (mantenidas a -80 ºC) 
se hicieron crecer en dos pases sucesivos de 48 h en YPD líquido a 25 ºC, para 
posteriormente inocular desde estos precultivos placas de medio selectivo (YPGal, 
20 g/L agar bacteriológico y 200 mg/L 2DG). De cada población se seleccionaron 
5 colonias (aislados M) que fueron re-aisladas en placa con medio selectivo. 

Para los clones seleccionados en el final de fermentación (aislados F) se 
recogió la biomasa tras 4 días de fermentación aerobia en mosto natural. Con esta 
biomasa se realizó una batería de diluciones para plaqueo en YPD sólido (20 g/L 
agar bacteriológico). Desde medio sólido se seleccionó una colonia por cada 
réplica de fermentación (3 para cada población). 

Para mayor claridad la Figura S2.2 muestra esquemáticamente la 
genealogía de los clones utilizados a lo largo de este trabajo. 

2.8. Resistencia a factores de estrés 

Los clones F aislados se crecieron en YPD a 25 ºC durante 48 h, tras lo cual 
se utilizaron 1.5 µl para inocular placas de mosto sintético con diferentes agentes 
estresantes (10 mM H2O2, 6% etanol, 10% etanol, 120 mg/L K2S2O5), mantenidas 
a 25 ºC, y dos placas de mosto sintético con temperatura como factor de estrés, 
(12 ºC y 37 ºC). Cada clon fue inoculado por triplicado (Figura S2.4). 
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2.9. Fermentaciones aerobias en biorreactor 

Para los ensayos en biorreactor se realizó un precultivo de 48 h en YPD a 
25 ºC tal y como se ha detallado en los otros apartados. Se utilizaron los 
fermentadores MiniBio de Applikon (250 mL de volumen nominal) con 150 mL 
de mosto natural blanco pasteurizado y 200 µl de antiespumante (antifoam 204, 
Sigma-Aldrich, España), inoculándose a una OD600 de 0.2.  

Los experimentos fueron realizados por triplicado. La temperatura se 
mantuvo a 25 ºC y la agitación a 1000 rpm, la aireación se realizó desde el fondo 
de fermentador mediante un difusor, con un caudal de 25 mL/min (10 v/v/h; 
volumen de gas/volumen de cultivo/hora). El caudal de gas fue controlado 
mediante el controlador de flujo másico MFC17 (Aalborg Instruments and 
Controls Inc., Orangeburg, NY), cuya calibración fue regularmente verificada con 
un caudalímetro electrónico (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Durante la 
experimentación se tomaron periódicamente muestras de 1 mL de cultivo para su 
análisis por HPLC. El oxígeno disuelto fue registrado por sensores polarográficos 
(Applikon). 

2.10. Determinación de la concentración de metabolitos 

La concentración de glucosa, fructosa, glicerol, ácido acético y etanol de las 
fermentaciones fue determinada mediante HPLC de manera idéntica a lo descrito 
en el capítulo 1.  

2.11. Análisis estadísticos 

Todas las fermentaciones llevadas a cabo en este trabajo (ya sea en matraz, 
tubo Falcon o biorreactor) se realizaron por triplicado. Los análisis estadísticos se 
realizaron mediante R studio (versión 4.1.2 (2021-11-01)), (R Core Team, 2021). 
Los consumos y rendimientos de los metabolitos analizados fueron comparados 
mediante análisis de un factor de la varianza. La comparación de medias fue 
llevada a cabo mediante una prueba de Tukey.  
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3. RESULTADOS 

3.1. Caracterización del perfil de fermentación de los mutantes de 

respiración 

Se realizó una primera fermentación aeróbica con los mutantes del trabajo 
de Curiel et al., (2016) generados sobre el genotipo industrial FX10: ΔΔReg1, 
ΔReg1, ΔΔHxk2, ΔΔPdc1 y ΔΔPde2, con el objetivo de comprobar el 
comportamiento de cada mutante en un sistema de cultivo distinto al de la 
publicación original (Applikon miniBio en este caso). El comportamiento 
observado fue muy similar al publicado en el trabajo original (datos no 
mostrados). Se decidió centrar el análisis transcriptómico en dos mutantes con 
una clara flexibilización de la CCR y sin embargo con un comportamiento 
contrario, ΔΔReg1, con nula producción de ácido acético y ΔΔHxk2 con 
producción similar e incluso mayor que el parental FX10.  

Ambos mutantes fueron caracterizados por duplicado en condiciones 
aeróbicas (10 v/v/h) y anaeróbicas (10 v/v/h N2) en mosto blanco natural, 
(Figura 13). Hxk2 presenta un consumo de azúcares muy similar al de FX10 en 
ambas condiciones, mientras que ΔΔReg1 muestra un ritmo de consumo más 
lento, especialmente en aerobiosis. El rendimiento en etanol es similar entre 
ambos mutantes y el parental, siendo superior, como cabría esperar, en 
condiciones de anaerobiosis. En cuanto a la producción de ácido acético, aunque 
ambos mutantes se comportan igual que el parental en condiciones de 
anaerobiosis, ΔΔReg1 no muestra aumento alguno del rendimiento en 
condiciones de aerobiosis, mientras que ΔΔHxk2 presenta rendimientos mayores 
a los de FX10 durante las primeras 72 h para quedar en niveles semejantes al 
parental al término de la fermentación. En cuanto a la producción de glicerol, 
ΔΔReg1 produce un rendimiento mucho mayor que ΔΔHxk2 y FX10 (~140 mg/g 
frente a 50-60 mg/g), probablemente como compensación por la escasa 
producción de ácido acético.  

En función de estos datos se consideró que, debido a la gran diferencia 
entre ambos mutantes y el parental durante las primeras horas de fermentación, 
el punto de 50 h era el más adecuado para llevar a cabo el análisis transcriptómico 
de las cepas. Se realizaron fermentaciones tanto aeróbicas como anaeróbicas en 
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triplicado para la obtención de las muestras y el seguimiento de metabolitos por 
HPLC (datos no mostrados).  

 

 

Figura 13. Principales parámetros de fermentación en condiciones de aerobiosis (10 v/v/h aire) y 
anaerobiosis (10 v/v/h N2) de los mutantes por deleción ΔΔReg1y ΔΔHxk2 y del parental FX10. 

3.2. Análisis de distancia global 

Tras cuantificar la expresión diferencial mediante EdgeR, se realizó un 
análisis de distancia global entre las muestras. Como puede apreciarse en la 
Figura 14 los datos de expresión diferencial separan claramente las muestras 
aeróbicas de las anaeróbicas (eje 1) y el mutante ΔΔReg1 de ΔΔHxk2 y FX10 (eje 
2), que correlacionan en ambas condiciones. 

Con los datos de LFC, número de cuentas por millón y el valor FDR 
obtenido, se obtuvo el número de transcritos con expresión diferencial del total 
de muestras secuenciadas para cada análisis (Figura S2.3) donde quedó de nuevo 
patente las escasas diferencias entre FX10 y el mutante ΔΔHxk2.  
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Considerando sólo los genes con una expresión diferencial significativa 
según el p-valor obtenido mediante EdgeR y en función del LFC, se realizó un 
análisis de los cambios que presentaba cada mutante en condiciones de aerobiosis 
frente al estándar de anaerobiosis, considerando los cambios de expresión de 
FX10 como referencia. Se cuantificó el número de genes sobreexpresados o 
reprimidos que tenía cada cepa en común con las demás.  Si se considera FX10 

 

Figura 14. Análisis de distancia global de los mutantes delectivos ΔΔReg1y ΔΔHxk2 y del parental 
FX10, en condiciones de aerobiosis (Ae) y anaerobiosis (AN). 

como referencia, solo 141 de los 841 genes sobreexpresados en el parental se 
encuentran así en ambos mutantes, siendo ΔΔHxk2 el que mayor número de 
genes sobreexpresados comparte con el parental. Este resultado está de acuerdo 
con el del análisis de distancia global (Figura 15). En el caso de los genes 
reprimidos 486 de los 1288 presentes en el parental son comunes en las tres cepas, 
de nuevo ΔΔHxk2 es el más similar al parental con 403 genes reprimidos en 
común.  
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Figura 15. Diagrama de Venn del número de tránscritos comunes y no comunes entre los tres 
genotipos caracterizados sobreexpresados y reprimidos en aerobiosis con respecto a anaerobiosis. 

El análisis de la expresión diferencial entre el mismo organismo frente a 
dos condiciones distintas (aerobiosis de anaerobiosis) permitió obtener 
información sobre qué cambios transcripcionales ocurren en el genotipo original 
(FX10) en función de la disponibilidad de oxígeno, para comparar si estos 
cambios son similares en los mutantes, o hay cambios transcripcionales que 
puedan explicar su comportamiento con respecto a la producción de ácido acético. 
Los genes reprimidos o sobreexpresados en FX10 (aeróbico frente anaeróbico) o 
no son estadísticamente significativos o se encuentran regulados en el mismo 
sentido en el mutante ΔΔHxk2. En el caso de ΔΔReg1 sí se encuentran ejemplos 
de regulación contraria a la regulación “estándar” de FX10. Hay 13 genes 
sobreexpresados en FX10 que se mantienen reprimidos en ΔΔReg1, los genes 
FUS1, HSP30, RAD59, SOR2, TPO2, SOR1, SFK1, HOF1, SRT1 y cuatro ORFs 
anotadas como genes o proteínas de función desconocida (YHR095W, YJR128W, 
YGR204C-A, e YKL070W). Otros 10 genes reprimidos en FX10 se encuentran 
sobreexpresados en el mutante ΔΔReg1, los genes ATO3, ALD5, LEU1, ENO2, 
LYS12, GPM1, PDR10, una ORF no codificante (YAL037C-B) y dos codificantes 
para proteínas desconocidas (YIR018C-A e YLR307C-A). En cualquier caso, 
ninguno de estos genes, regulados de forma contraria entre ΔΔReg1 y el parental, 
parece tener una especial relevancia en el metabolismo del ácido acético, a 
excepción de ALD5, sobreexpresado en ΔΔReg1 y que codifica para la enzima 
aldehído deshidrogenasa mitocondrial.  
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3.3. Efecto de la disponibilidad de oxígeno  

Se realizó un análisis de enriquecimiento de rutas metabólicas para cada 
cepa en aerobiosis frente a anaerobiosis (Figura 16). Lo que se consideraría un 
estado regulatorio normal (FX10) muestra en aerobiosis una sobreexpresión del 
proteasoma y del metabolismo del azufre, y una represión del metabolismo de 
los ácidos grasos y de la biosíntesis de esteroides. En el mutante ΔΔHxk2 
encontramos tanto sobreexpresión del proteasoma como represión de la 
biosíntesis de esteroides, pero no incremento del metabolismo del azufre ni 
represión del metabolismo de ácidos grasos en aerobiosis. En cuanto al mutante 
ΔΔReg1 encontramos la misma regulación del proteasoma y de los esteroides, 
pero también una sobreexpresión del metabolismo del carbono (rutas de 
catabolismo de fuentes de carbono, de los ácidos oxocarboxílicos y del glioxilato) 
así como de la síntesis de aminoácidos (biosíntesis de aminoácidos y biosíntesis 
de tiamina, fenilalanina, tirosina y triptófano) y de síntesis proteica 
(enriquecimiento de ribosomas) (Figura 16), lo que parece ir en línea con lo que 
indican algunos genes regulados de forma contraria al parental. Esto parece 
indicar que el mutante ΔΔReg1 en aerobiosis presenta un metabolismo más activo 
que en anaerobiosis, situación que no ocurre en FX10 ni en ΔΔHxk2. Sin embargo, 
hay que considerar que ΔΔReg1 es la cepa que muestra una cinética más lenta de 
consumo de azúcares en condiciones aeróbicas, y la que más diferencia muestra 
con las condiciones anaeróbicas. Por lo tanto, se podría también interpretar este 
resultado como una consecuencia de comparar cultivos en diferentes estados 
metabólicos. Podría ser que tanto FX10 como ΔΔHxk2 hubieran superado la fase 
más activa de crecimiento, mientras que ΔΔReg1 estuviera todavía en ese punto, 
o incluso que el consumo más lento de azúcares por parte de ΔΔReg1 se deba a 
un mayor rendimiento energético por una mayor tasa de respiración en aerobiosis 
que Fx10 y ΔΔHxk2.  

3.4. Efecto de la inactivación del gen HXK2 

Si se comparan los tránscritos de ΔΔHxk2 en aerobiosis con FX10 en 
aerobiosis solo se encuentra significancia estadística para 3 genes: ADH7 y DAK2 
(alcohol deshidrogenasa y dihidroxiacetona kinasa) como sobreexpresados en el 
mutante, y el propio gen HXK2 como reprimido en el mutante. Con el objetivo de 
explorar los datos con mayor profundidad se realizó un análisis GSEA que 
jerarquizara los  
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Figura 16. Enriquecimiento de rutas (análisis GSEA) de cada genotipo en condiciones de 
aerobiosis frente a anaerobiosis. FX10 (A), ΔΔHxk2 (B) y ΔΔReg1 (C) 

transcritos, no solo por su significancia estadística, sino también con respecto al 
LFC mostrado. Sin embargo, el análisis generó categorías con una representación 
mínima de genes (<4 genes) por lo que los resultados no pudieron considerarse 
relevantes. 

En el caso de ΔΔHxk2 frente a FX10 en condiciones de anaerobiosis, la 
expresión diferencial estadísticamente significativa es aún más limitada, 
encontrándose tan solo la represión del propio gen HXK2. Si se realiza de nuevo 
un análisis GSEA (datos no mostrados) se encuentra una infrarrepresentación en 
el mutante de genes implicados en el catabolismo del azúcar, aunque de nuevo 
con un número mínimo de genes en cada categoría. Resulta llamativa, sin 
embargo, la represión que parece haber de los ribosomas, con 145 genes 
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reprimidos de los 166 que componen la categoría en la herramienta WebGestalt, 
que parece indicar que el mutante ΔΔHxk2 en anaerobiosis tiene una represión 
mayor de la síntesis de proteínas que el parental FX10. 

3.5. Efecto de la inactivación del gen REG1 

El mutante ΔΔReg1 parece, según todos los análisis globales, el que 
presenta una regulación menos similar a la del parental FX10. De los 6017 genes 
analizados ΔΔReg1 muestra una expresión estadísticamente significativa en 846 
genes frente a FX10 en las mismas condiciones (aerobiosis), de los cuales 296 se 
encuentran reprimidos y 550 sobreexpresados. Sobre estos 846 genes diferenciales 
se realizó un análisis tipo ORA para determinar qué categorías funcionales 
(Figura 17) y rutas (Figura 18) se encuentran sobrerrepresentadas en ambas 
categorías. Si se atiende a la categoría funcional de los genes sobreexpresados en 
ΔΔReg1 (Figura 17), se observa una sobrerrepresentación del transporte de ácidos 
orgánicos, componentes extracelulares y de encapsulación, metabolismo de 
vitaminas, metabolismo del aldehído y transporte de carbohidratos entre otras 
categorías. En cuanto a genes reprimidos encontramos categorías funcionales que 
en algunos casos solapan con las que encontramos en sobreexpresión, como el 
metabolismo de compuestos azufrados, o estructuras de encapsulación.  

En cuanto al análisis ORA de rutas (Figura 18) encontramos que entre 
los genes sobreexpresados existe una sobrerrepresentación de gran variedad de 
rutas metabólicas, tales como el metabolismo del glioxilato y los ácidos 2-
oxocarboxílicos, el metabolismo de ácidos grasos, de la glucólisis y el 
metabolismo del piruvato y del metabolismo de aminoácidos. Cabe destacar que 
también encontramos sobrerrepresentadas rutas relacionadas con el consumo de 
fuentes de carbono alternativas, lo cual deja de nuevo patente que, a diferencia 
de FX10, ΔΔReg1 no presenta una represión por catabolito de carbono completa 
Entre los genes reprimidos en ΔΔReg1, el análisis ORA indica una 
sobrerrepresentación del metabolismo del azufre y de cisteína/metionina (Figura 
18). 

En cuanto al análisis GSEA se observa que ΔΔReg1 presenta una 
sobreexpresión general del metabolismo del carbono, de nuevo encontrándose 
rutas que en el parental han de encontrarse mediadas por CCR. Además, se 
encuentra sobreexpresión del peroxisoma, de la biosíntesis de aminoácidos y de 
la meiosis, lo que, de nuevo, podría indicar que ambos cultivos, FX10 y ΔΔReg1, 
se encuentran en fases de crecimiento diferentes.  
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En el caso de condiciones de anaerobiosis, ΔΔReg1 muestra 519 genes 
diferencialmente expresados con respecto a FX10, 446 sobreexpresados y 113 
reprimidos. De nuevo se llevaron a cabo análisis tipo ORA de categoría funcional 
y enriquecimiento de rutas. Las categorías funcionales y rutas representadas por 
genes en sobreexpresión no mostraron gran diferencia con respecto a las 
mostradas en condiciones de aerobiosis. En cuanto a las categorías de los genes 
reprimidos, aparece el metabolismo de purinas y pirimidinas (datos no 
mostrados).  

En el análisis GSEA en anaerobiosis ΔΔReg1 muestra de nuevo una 
sobreexpresión de la meiosis, así como del metabolismo del carbono, incluyendo 
de nuevo fuentes de carbono reguladas por CCR. Por otro lado, presenta 
represión con respecto a FX10 de la biosíntesis de tRNA y ribosomas, así como 
del metabolismo de fosfolípidos y RNA polimerasa. De nuevo, esto parece indicar 
que el mutante ΔΔReg1 se encuentra en una fase distinta de crecimiento a FX10.  
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Figura 17. Análisis de sobrerrepresentación de categorías funcionales (análisis ORA) de los genes 
considerados reprimidos (A) y sobreexpresados (B) en ΔΔReg1 frente a FX10 en condiciones de 
aerobiois. 
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Figura 18. Análisis de sobrerrepresentación de rutas (análisis ORA) de los genes considerados 
reprimidos (A) y sobreexpresados (B) en ΔΔReg1 frente a FX10 en condiciones de aerobiois. 
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3.6. Identificación de genes relevantes para la producción de 

ácido acético 

En los análisis anteriores se observa cómo, mientras que el mutante 
ΔΔHxk2 presenta escasa diferencia con el parental, el mutante ΔΔReg1 muestra 
una sobreexpresión del catabolismo de azúcares. Estos resultados, sin embargo, 
no nos permiten identificar con claridad la relación entre la CCR y la producción 
de ácido acético, ni explicar el distinto comportamiento de estos mutantes.  

Con el objetivo de delimitar el análisis, se realizó una búsqueda de todos 
los genes implicados en rutas que contuvieran ácido acético como metabolito en 
la herramienta KEGG, obteniéndose una lista de 137 genes para una evaluación 
más detallada.  

Como se ha comentado en la introducción general (Epígrafe 2.1), el proceso 
de glucólisis genera piruvato, que puede ser catabolizado mediante dos vías 
(Figura 1). En el metabolismo respiratorio el piruvato generará oxalacetato y acetil 
Coenzima A que ingresarán en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos o ciclo de 
Krebs para generar energía. En el metabolismo fermentativo el piruvato dará 
lugar a acetaldehído, y este a su vez etanol, para recuperar el coenzima NAD+. 
Cuando existe una situación de exceso de glucosa en el medio, la célula se 
encuentra en una situación de sobreproducción de piruvato, lo que aumenta la 
formación de acetaldehído mediante el complejo piruvato descarboxilasa (PDC1, 
PDC2, PDC5, PDC6) frente a la formación de acetil-coA por el complejo piruvato 
deshidrogenasa (PDA1, PDB1, LPD1, PDX1, LAT1) (Figura 1). Como ya se ha 
explicado anteriormente, esto genera el llamado efecto Crabtree, por el cual, sin 
importar la existencia de oxígeno disponible, frente a cierta concentración umbral 
de azúcares S. cerevisiae tiende al metabolismo fermentativo (Epígrafe 3.2.2). 

Debido al comportamiento tan opuesto de FX10 y ΔΔHxk2 frente a ΔΔReg1 
en cuanto a su producción de ácido acético cabría esperar algún cambio sustancial 
en el nivel de transcripción de los genes codificantes para la enzima piruvato 
descarboxilasa. Sin embargo, la transcripción de PDC1 y PDC2 no muestra 
significancia estadística para ninguna de las comparaciones realizadas (Figura 19). 
PDC5, en contra de lo que podría esperarse, se encuentra sobreexpresado en 
condiciones de aerobiosis frente a anaerobiosis para los tres genotipos ensayados. 
Sin embargo, si se compara su expresión, ΔΔReg1 presenta este gen reprimido 
con respecto a FX0 en aerobiosis (Figura 19). En el caso de PDC6 se encuentra  
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Figura 19. Esquema representativo del estado de los genes codificantes para las principales 
enzimas implicadas en la fermentación en aerobiosis (Aero.) y anaerobiosis (AN). En blanco 
aquellos genes sin significancia estadística (FDR<0.05), en amarillo genes reprimidos (LFC<1), en 
azul genes sobreexpresados (LFC>1). 
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sobreexpresado en ΔΔReg1 en todos los casos.  

Por su parte, en el complejo enzimático piruvato deshidrogenasa solo la 
expresión del gen LPD1 es significativa y tan solo en el caso de ΔΔReg1 frente a 
FX10 en condiciones de anaerobiosis, donde se encuentra sobreexpresado. 

Si se observa el nivel de transcripción de otros genes principales para el 
metabolismo del ácido acético y la fermentación (Figura 19) se aprecian algunos 
fenómenos de interés: el gen PYC1 (piruvato carboxilasa) parece encontrarse, 
reprimido en todos los genotipos en condiciones de aerobiosis frente anaerobiosis, 
pero, si se compara ΔΔReg1 con FX10 o ΔΔHxk2 en aerobiosis se encuentra 
sobreexpresado. PDC6 (piruvato descarboxilasa) también se encuentra 
sobreexpresado en el mutante ΔΔReg1, así como todos los genes codificantes para 
la acetaldehído deshidrogenasa (a excepción de ALD3). En el caso de los genes 
codificantes para la alcohol deshidrogenasa el estado de ΔΔReg1 frente a los otros 
fenotipos no está claro (Figura 19). Por otro lado, se observa una sobreexpresión 
clara de los genes codificantes para la acetil-CoA sintetasa (ACS1 y ACS2) en el 
mutante ΔΔReg1 con respecto a los otros dos genotipos. 

Si se observan los datos en su conjunto, estos parecen sugerir que la menor 
producción de ácido acético en ΔΔReg1 podría deberse a una sobreexpresión de 
la acetil-CoA sintetasa, aliviando la producción de ácido acético 

3.7. Evolución dirigida y comportamiento de las poblaciones 

evolucionadas 

Paralelamente al trabajo de transcriptómica se llevó a cabo un experimento 
con el objetivo de evaluar si la flexibilización de la CCR permite una bajada en la 
producción de ácido acético que, independientemente del parental de partida, 
pueda utilizarse como herramienta de mejora de forma general. 

 Se seleccionaron cuatro cepas enológicas, tres de ellas comercializadas 
como cultivos iniciadores (EC1118, T73 y FX10), y una obtenida en un pie de cuba 
espontáneo (IFI473). Por cada uno de los parentales se llevaron a cabo 3 
evoluciones en paralelo (Figura S2.2). 

Para llevar a cabo la evolución se utilizó un medio sencillo, basado en YPD, 
con galactosa (2% p/v) (YPGal) como única fuente de carbono, al que se le fue 
incorporando 2-desoxi-D-glucosa (2DG), un análogo no metabolizable de la 
glucosa, en concentraciones crecientes, conforme los cultivos se iban adaptando 
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a la presión de selección. Cada 72 h (aprox. 3 generaciones) se creaba un cuello de 
botella genético mediante la transferencia de un 10% del cultivo a medio fresco, 
generando así una selección artificial del genotipo más abundante en la población.  

El objetivo por tanto era seleccionar aquellos organismos con mejor 
crecimiento, presumiblemente gracias a un mayor aprovechamiento de la fuente 
de carbono (galactosa), por presentar una CCR (desencadenada por la presencia 
del análogo de glucosa) menos rígida. 

A medida que las poblaciones alcanzaban la fase estacionaria con mayor 
rapidez, por su adaptación a la presión de selección, se fue utilizando una mayor 
concentración de 2DG, desde una primera fase sin 2DG hasta alcanzar los 200 
mg/L en los últimos subcultivos, incrementándose en intervalos de 50 mg/L.  

Durante los primeros subcultivos de la evolución, FX10 resultó incapaz de 
superar la concentración mínima de 2DG (50 mg/L). Pese a que la evolución de 
este genotipo se intentó varias veces, finalmente esta cepa fue descartada. Por otro 
lado, una réplica de evolución de IFI473 se perdió al cabo de 4 subcultivos, por lo 
que la réplica Ev.1 fue dividida para dar lugar a una nueva Ev.2. Ambas 
poblaciones comparten tan solo las 7 primeras generaciones (de un total de ~150 
de evolución) por lo que son tratadas como independientes.  

Tras 150 generaciones la evolución se dio por concluida y se pasó a 
comprobar si se había conseguido el cambio fenotípico previsto y las poblaciones 
evolucionadas presentaban una flexibilización de la CCR. Para ello, se realizó un 
ensayo de crecimiento sobre distintas fuentes de carbono, en presencia tanto de 
2DG como de otro análogo no metabolizable de la glucosa, la glucosamina (GA) 
(Figura 20). La GA ha sido utilizada en otros trabajos para la caracterización de la 
flexibilización de la CCR en cultivos de levadura y para la caracterización del 
elemento prion-like [GAR+] (Brown y Lindquist, 2009), que altera la CCR. 

Como se esperaba ninguno de los análogos afectó al crecimiento sobre 
glucosa ni de parentales ni de poblaciones evolucionadas, mientras que el 
crecimiento en galactosa con presencia de 2DG (control de la evolución) fue 
claramente superior en las poblaciones evolucionadas, con un crecimiento similar 
al del medio control y ausencia total de crecimiento en los parentales (Figura 20). 
En presencia de GA se ve el mismo efecto, aunque en este caso los parentales son 
capaces de crecer algo más (Figura 20). 
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Figura 20. Ensayo de crecimiento por goteo sobre distintas fuentes de carbono. En las casillas se 
muestra la dilución máxima de cultivo a la cual se continuó observando crecimiento, desde la 
dilución máxima 10-6 (en rojo oscuro) hasta la ausencia de crecimiento, 0 (en blanco). Los 
crecimientos fueron evaluados para cada una de las poblaciones por triplicado, tanto en el medio 
sin análogos (Ctrl) como bajo la presencia de 200 mg/L de 2-desoxi-D-glucosa (2DG) o de 200 
mg/L de glucosamina (GA).  

La similitud de los resultados obtenidos para el crecimiento de las 
poblaciones evolucionadas en presencia 2DG y GA es un claro indicio de que la 
evolución ha actuado sobre la regulación de la CCR, y no sobre la tolerancia a 
2DG mediante algún mecanismo alternativo (Schmidt y O’Donell, 2021), ya que 
ambos análogos bloquean la glicólisis por causas distintas y en reacciones 
diferentes. 

En cuanto a otras fuentes de carbono, el crecimiento en rafinosa mostró un 
comportamiento semejante al presentado en galactosa, con un nulo crecimiento 
de los parentales y un crecimiento semejante al control para las poblaciones 
evolucionadas. El mismo efecto se observó para el crecimiento en maltosa, 
aunque en este caso los parentales, a excepción de T73, mostraron algo de 
crecimiento, aun así, claramente superado por las poblaciones evolucionadas 
(Figura 20). 

TC3 TC2 TC1 Wt IC3 IC2 IC1 Wt EC3 EC2 EC1 Wt
6 4 4 5 5 6 5 6 5 5 5 5 Ctr
6 4 4 4 4 6 6 5 5 5 4 3 2DG
5 4 4 3 4 5 4 5 4 4 5 4 GA
6 5 5 5 6 6 6 6 3 6 5 5 Ctr
6 5 4 0 5 6 4 0 4 5 3 0 2DG
5 5 5 2 5 6 6 2 5 5 5 2 GA
5 4 5 4 5 6 6 6 5 5 4 5 Ctr
5 5 5 0 5 5 5 3 5 5 4 2 2DG
5 4 5 3 5 5 6 5 4 5 4 4 GA
6 4 5 5 6 6 6 6 5 4 5 6 Ctr
6 4 5 0 3 4 4 0 4 5 1 0 2DG
6 3 4 3 4 4 5 0 4 6 4 1 GA
6 5 3 3 5 5 6 4 3 5 4 5 Ctr
4 3 3 0 0 0 0 0 4 3 0 0 2DG
3 3 2 2 2 2 2 0 5 6 3 0 GA
6 5 5 5 5 5 6 5 4 5 4 6 Ctr
4 3 3 0 2 2 0 0 3 3 1 0 2DG
2 2 2 2 4 4 0 0 5 6 3 0 GA
4 3 5 4 6 4 5 5 5 4 5 5 Ctr
3 3 4 2 2 2 2 3 4 3 3 2 2DG
3 3 4 4 6 6 6 6 5 4 4 5 GA

Ácido 
acético

Glucosa

Galactosa

Maltosa

Rafinosa

Glicerol

Etanol

T73 IFI473 EC1118
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También se probaron fuentes de carbono no fermentables, donde se 
obtuvieron resultados menos homogéneos: en el crecimiento en glicerol se vio de 
nuevo una mejora de las poblaciones evolucionadas en presencia de 2DG, pero 
no de forma tan clara como en los casos anteriores (Figura 20). En glicerol, IFI473 
no es capaz de crecer en presencia de 2DG, ni el parental ni sus poblaciones 
derivadas, aunque estas sí son capaces de crecer en presencia de GA. Lo mismo 
ocurre con la población EC1 derivada de EC1118. En el caso del etanol, la 
presencia de 2DG parece afectar más severamente que en otras fuentes de 
carbono, aunque de nuevo las poblaciones evolucionadas consiguen un mejor 
crecimiento que el parental (Figura 20). En cuanto al crecimiento sobre ácido 
acético no parece haber diferencias claras entre los parentales y sus poblaciones 
derivadas en presencia de ninguno de los dos análogos. 

Cabe destacar que el efecto de la 2DG es por lo general más severo que el 
de la GA. Además, si se observan los crecimientos en general de cepas y 
poblaciones, se pueden intuir ciertas diferencias, no solo entre los tres fondos 
genéticos, sino entre las poblaciones evolucionadas desde un mismo parental. 
Esto sugiere que, si bien la evolución ha afectado claramente a la CCR en todos 
los casos, ha podido hacerlo a través de mecanismos distintos para cada una de 
las réplicas de evolución.  

Puesto que el objetivo final de la evolución era obtener cepas con un menor 
rendimiento en ácido acético bajo condiciones aeróbicas, las poblaciones 
evolucionadas fueron evaluadas por triplicado en mosto natural rosado bajo 
condiciones de aireación, tal y como se detalla en materiales y métodos. 

Para evitar tanto el consumo de etanol, como el abrupto incremento de la 
producción de ácido acético, (comentado en el capítulo 1), ambos fenómenos que 
ocurren bajo aerobiosis y en ausencia de azúcares, las fermentaciones se 
mantuvieron durante tan solo 4 días (Figura 21 A, Tabla 3), quedando un 2% de 
azúcares residuales. 

En estas fermentaciones todas las poblaciones evolucionadas presentaron 
un consumo de azúcares más lento que su parental, siendo las poblaciones 
derivadas de T73 las de menor diferencia (~95% de consumo frente al 98% del 
parental), mientras que la población 2 derivada de EC1118 (EC2) apenas llegó a 
consumir un 27% de azúcares tras 4 días de fermentación (Tabla 3, Figura 21). En 
cualquier caso, a excepción de EC2, la ligera reducción en consumo de las 
poblaciones evolucionadas no resulta preocupante.  
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Tabla 3. Principales parámetros de fermentación tras 4 días en mosto natural rosado de las 
poblaciones evolucionadas con respecto a los parámetros del parental (WT). Se muestra la media 
aritmética de los triplicados (promedio) y su desviación típica (ds), las letras indican la 
pertenencia a grupos estadísticamente distintos (p-valor <0.05). 

 

En cuanto a la producción de ácido acético, todas las poblaciones 
evolucionadas muestran una considerable reducción del rendimiento, del 82% 
para las poblaciones derivadas de EC1118 (67% para EC1), del 55% para las 
derivadas de T73 y del 35% para las evolucionadas de IFI473 (55% para IC1) 
(Tabla 3). Cabe destacar que IFI473 presenta una producción de ácido acético muy 
baja de partida (2 mg/g). 

Si atendemos a la producción de etanol, esta es muy similar tanto entre las 
poblaciones evolucionadas y sus parentales como entre los mismos parentales 
(Tabla 3). De nuevo apoyando la idea, ya comentada en el capítulo 1, de que la 
capacidad de producción de etanol presenta escasa variabilidad dentro de S. 
cerevisiae.  

A diferencia de la producción de etanol, la producción de glicerol sí parece 
variar dependiendo de la cepa. En el caso de las poblaciones derivadas de EC1118 
no hay diferencias significativas con respecto al parental, mientras que en las 
evolucionadas de T73 parece haber un ligero pero significativo aumento en la 
producción, y en el caso de las poblaciones derivadas de IFI473 se ve un claro 
aumento del rendimiento. 
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3.8. Tolerancia a estrés industrial de los clones evolucionados 

Los resultados obtenidos con la fermentación de las poblaciones 
evolucionadas son prometedores y parecen indicar que efectivamente, puede 
lograrse una menor producción de ácido acético seleccionando organismos con 
una menor respuesta de represión por catabolito de carbono (CCR). Sin embargo, 
hay que tener en cuenta que una población es una mezcla de organismos con 
características distintas compitiendo entre sí, siendo potencialmente inestable y 
por tanto no garantizando la reproducibilidad que requieren los procesos 
industriales. Además, las evoluciones experimentales, como la presentada en este 
trabajo, suelen tener la desventaja de realizarse en condiciones de laboratorio 
estables y que, como en este caso, tienen poco que ver con el ambiente real del 
proceso donde se quiere emplear el organismo adaptado, pudiendo presentar 
“rasgos compensatorios” de la evolución (trade-offs), (Elena et al., 2003), que los 
hacen inadecuados para el proceso industrial para el cual fueron desarrollados, 
pese a su alta tasa de crecimiento en el ambiente de selección. 

Las poblaciones obtenidas en este trabajo se mostraron capaces de llevar a 
cabo una fermentación en mosto natural y condiciones aeróbicas al menos 
durante 4 días. Con el objetivo de poder trabajar con clones genéticamente 
estables, en lugar de poblaciones heterogéneas, se aisló un clon por cada 
triplicado de fermentación (tres por cada población evolucionada) (aislados F, 
Figura S2.2) para su evaluación por triplicado frente a los principales factores de 
estrés en fermentaciones industriales, ya que la tolerancia a estos es clave a la hora 
de seleccionar cepas enológicas. Mediante un ensayo de crecimiento en medio 
sólido se evaluó su tolerancia a etanol (6% y 10% v/v), alta y baja temperatura (12 
ºC y 37 ºC), estrés oxidativo (10 mM de H2O2) y sulfitado (120 mg/L de K2S2O5), 
(Figura S2.4). En estos ensayos la mayoría de los aislados presentaron una alta 
tolerancia, siendo indistinguibles de su parental, con dos excepciones: un aislado 
de la población EC3 que mostró escaso crecimiento a 37 ºC y los tres clones 
aislados de la población EC2.  

A la vista de estos resultados se escogió un clon por cada población 
evolucionada para trabajar en un fenotipado más profundo. En el caso de la 
población EC2, debido a su escaso consumo de azúcares (Tabla 3, Figura 21) y la 
baja tolerancia a estrés de sus aislados (Figura S2.4) fue descartada, tomándose en 
su lugar dos clones de la población EC1 (EC1A y EC1C).  
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3.9. Fermentación en mosto natural de los clones seleccionados 

Tras el aislamiento de clones procedentes del final de la fermentación se 
llevó a cabo una fermentación aerobia en mosto natural durante 4 días. Los 
resultados obtenidos con los clones difirieron de los obtenidos con la población 
global (Figura 21), especialmente en lo que respecta a la producción de ácido 
acético. En el caso de T73 ninguno de los tres clones seleccionados mostró 
diferencia estadística con respecto a su parental para ninguno de los parámetros 
analizados. En el caso de IFI743 si bien dos de los clones redujeron el rendimiento 
en ácido acético, el clon IF3A resultó ser superproductor. Por otro lado, los clones 
parecen consumir azúcares de forma más rápida que el parental, algo que no 
ocurría en las fermentaciones con las poblaciones evolucionadas. Los clones 
derivados de EC1118 se mostraron más prometedores, con una reducción clara 
del rendimiento en ácido acético en los tres aislados y en este caso, de nuevo, un 
consumo de azúcares algo más lento que el parental (Figura 21). 

Estos clones fueron aislados a partir de la fermentación aerobia de la 
población evolucionada con el fin de que la fermentación actuara como una etapa 
adicional de selección para obtener aislados con una buena cinética de 
fermentación. Sin embargo, los resultados no fueron tan prometedores como 
cabría esperar (Figura 21), por lo que se realizó un segundo aislamiento, esta vez 
a partir de las últimas poblaciones obtenidas por evolución y conservadas 
criopreservadas, seleccionando además un mayor número de clones (5 por cada 
población evolucionada), (clones M, Figura S2.2), con la intención de abarcar una 
fracción mayor del paisaje evolutivo que rindiera una mejor cinética de 
fermentación de acuerdo con el objetivo de bajada del rendimiento de ácido 
acético. Este nuevo aislamiento se realizó tras dos subcultivos de las poblaciones 
evolucionadas en medio no selectivo (YPD) seguido de dos subcultivos bajo 
presión de selección (condiciones de evolución, YPGal +200 mg/L 2DG).  

Estos nuevos aislados (clones M, Figura S2.2) fueron inoculados sobre 
mosto natural pasteurizado para realizar una nueva fermentación aerobia 
durante 4 días (Figura 22).  

De los clones obtenidos del parental T73 solo uno, TM12 mostró una bajada 
significativa de la producción de ácido acético (Figura 22 C). Sin embargo, pese a 
la reducción del rendimiento con respecto al parental, este clon sigue 
produciendo una cantidad de acético excesiva para su aplicación en bodega.  
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Figura 21. Consumo de azúcares y rendimiento en ácido acético tras 4 días de fermentación 
aerobia en mosto natural rosado de los aislados procedentes de cada población evolucionada (EC, 
IC, TC) y clones aislados tras la fermentación (EF, IF, TF). Las letras indican pertenencia al mismo 
grupo estadístico (p-valor <0.05). 

Entre los derivados de IFI473 ninguno mostró una reducción de la 
producción de ácido acético, de hecho, todos los clones procedentes de la 
población IC3 prácticamente cuatriplican la producción del parental. Es de nuevo 
el genotipo EC1118 el más prometedor. Todos los aislados, excepto EM23 y EM32, 
muestran una considerable reducción del ácido acético. La mayoría produce 
menos de la mitad de la producción parental, (Figura 22).  

El consumo de azúcares (Figura 22) es ligera, aunque significativamente 
menor en todos los clones, en especial para los aislados de EC2, que salvo EM23, 
apenas han consumido un 20% de los azúcares del mosto, estando la fermentación 
prácticamente parada. Esta grave disminución del consumo de azúcares no se 
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observa en los aislados de los otros dos genotipos. En los clones de IFI473 no parece 
existir una diferencia clara de consumos entre aislados y el parental, y en el caso 
de los clones de T73 no hay diferencia estadística en cuanto al consumo de azúcares 
para ninguno de los aislados. 

             

Figura 22. Rendimiento en ácido acético y consumo de azúcares de los clones seleccionados desde 
cada población evolucionada de cada genotipo (paneles A, B y C), (clones M, Figura S2.2). Las 
barras indican el valor tras 4 días de fermentación, mientras que los círculos muestran el 
rendimiento tras 11 días. Los asteriscos y círculos sin relleno indican significancia estadística (p-
valor <0.05). 
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Como se ha descrito en el capítulo 1, algunas cepas presentan un aumento 
brusco de la producción de ácido acético cuando existe un cambio de ambiente de 
condiciones aeróbicas a anaeróbicas (Tronchoni et al., 2022). Para dilucidar si los 
clones evolucionados presentaban este cambio metabólico en igual medida que sus 
parentales se decidió llevar a cabo un ensayo donde, tras 4 días de fermentación 
aeróbica, los cultivos se pasaban a un entorno anaeróbico durante otros 7 días, en 
un total de 11 días de fermentación (Figura 22). 

Tras 7 días en anaerobiosis todos los parentales y la mayoría de aislados 
han consumido casi la totalidad de azúcares del mosto. Sin embargo, en EC1118 
solo los aislados de la población EC1 consiguieron completar la fermentación. El 
resto parecen detener su consumo de azúcares tras el cambio a condiciones 
anaeróbicas. Los clones EM21 y EM22, aunque han consumido más azúcares a 
día 11 de lo que habían consumido a día 4, están muy lejos de una cinética 
aceptable, quedando aún la mitad de los azúcares del mosto sin consumir (Figura 
22).  

Tal y como se había visto anteriormente, al ocurrir un cambio en la 
disponibilidad de oxígeno, todos los parentales aumentan su producción de ácido 
acético (Figura 22). Este efecto se ve en todos los aislados evolucionados (salvo 
aquellos que presentan parada fermentativa). Sin embargo, los aislados de 
EC1118 pese al incremento causado por el cambio ambiental, presentan un 
rendimiento en ácido acético muy inferior al del parental (Figura 22). 

3.10. Caracterización de los clones seleccionados de EC1118  

En función de estos resultados se seleccionaron 4 aislados de EC1118 para 
su caracterización más profunda, tres de ellos procedentes del cribado desde 
fermentación (EF1A, EF1B y EF3A) y uno seleccionado en este nuevo aislamiento, 
EM15 (Figura S2.2). 

Hasta este momento los clones habían sido caracterizados durante una 
fermentación aerobia de 4 días, y en el caso del clon EM15 otros 7 días en 
anaerobiosis. Para caracterizar por completo el comportamiento de estos clones 
se llevó a cabo una fermentación completa (hasta el consumo total de azucares) 
en condiciones tanto de aerobiosis continua como de anaerobiosis.  

Los resultados tras 4 días de fermentación aerobia fueron consistentes con 
los obtenidos en las fermentaciones previas, mostrando un pequeño retraso en el  
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consumo de azúcares de los clones seleccionados con respecto al parental (Figura 
23). Pese a ello, para el día 11 todos los clones habían terminado la fermentación.  

Tal y como se esperaba, la producción de etanol es homogénea entre las 
cepas ensayadas y considerablemente menor bajo condiciones aerobias que en 
anaerobiosis (Quirós et al., 2014; Tronchoni et al., 2022). Lo que de nuevo confirma 
la capacidad de reducir el rendimiento en etanol a través de la respiración en 
fermentaciones sometidas a aireación. Cabe destacar que, puesto que las 
levaduras son capaces de utilizar el etanol como fuente de carbono en esas 
condiciones (Hagman et al., 2013), los datos de rendimiento de etanol a los 11 días 
de aerobiosis deberían considerarse como posiblemente subestimados.  

 

Figura 23. Consumo de azúcares y rendimiento en ácido acético, etanol y glicerol tras 4 y 11 días 
de fermentación aerobia y anaerobia. Las letras indican pertenencia al mismo grupo estadístico 
(p-valor <0.05). 

En lo que respecta a la producción de ácido acético, tal y como se esperaba, 
ésta es menor en condiciones de anaerobiosis. En aerobiosis, y como se había visto 
hasta el momento, tras 4 días de fermentación el rendimiento en ácido acético es 
considerablemente menor en los aislados evolucionados que en el parental 
(Figura 23). Sin embargo, tras 11 días en aerobiosis el rendimiento en ácido acético 
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aumenta considerablemente. Como ya se ha discutido en el capítulo 1 esta subida 
ocurre cuando se ha agotado el azúcar del medio. 

 Se observa que este aumento en los clones EF1A y EF3A supera incluso al 
del parental, por lo que, pese a ser prometedores inicialmente, no podrían 
mantener una fermentación aerobia durante tiempos largos. Sorprendentemente, 
el aislado desde fermentación EF1C mantiene prácticamente el mismo 
rendimiento durante toda la fermentación aun cuando se han consumido los 
azúcares del mosto. Este clon muestra además el rendimiento en glicerol más alto 
tras 4 días de fermentación, para pasar a ser el de producción más baja a los 11 
días (Figura 23).  

3.11. Crecimiento en biorreactor bajo condiciones aeróbicas 

En función de los resultados anteriores se seleccionaron dos aislados, 
procedentes de la misma población, pero seleccionados con diferentes criterios 
(con y sin proceso de fermentación, Figura S2.2), los clones EF1C y EM15, para 
ser caracterizados por triplicado en biorreactor bajo condiciones aerobias en 
mosto blanco natural. 

El clon EM15 presentó una producción de ácido acético excesivamente alta 
desde el día 3, además de parada fermentativa, habiendo consumido tan solo el 
40% de azúcares en día 6 (Figura 24). Ambos son obstáculos graves para su 
escalado industrial, por lo que este clon se descartó para cualquier optimización 
de condiciones.  

El comportamiento de la cepa EF1C en biorreactor fue también 
inconsistente con lo visto anteriormente en matraz. Tras 3 días de fermentación 
la producción de ácido acético se situó en torno a 500 mg/L (Figura 24), llegando 
a más de 1.5 g/L el día 6. Como ya se comentó en el capítulo 1, el cambio entre 
sistemas de cultivo a menudo da lugar a cambios drásticos en la producción de 
ácido acético, debidos, muy probablemente, a la diferente disponibilidad de 
oxígeno en cada sistema de cultivo (matraz en agitación o biorreactor con 
inyección de aire). En el capítulo anterior se trabajó con diferentes regímenes de 
aireación que consiguieron una aceptable producción de ácido acético para la 
cepa ensayada. Sin embargo, en este caso la producción de ácido acético del clon 
EF1C es excesivamente alta ya desde el día 3, y aunque el experimento se repitió 
con el sistema de rampa de oxígeno disuelto mostrado en el capítulo anterior 
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(Tronchoni et al., 2022), no se consiguió reducir el rendimiento en ácido acético 
de este clon en biorreactor (datos no mostrados). 

 

Figura 24. Consumo de azúcares y producción de ácido acético de los aislados F y M (Figura S2.2) 
de EC1118 tras 3 (azul) y 6 días (gris) de fermentación en aerobiosis 

4. DISCUSIÓN 

El objetivo de este trabajo es doble, por un lado, determinar la causa de la 
relación entre una flexibilización del efecto CCR y una menor producción de 
ácido acético en condiciones de aerobiosis. Por otro, el desarrollo de una 
estrategia que permita, mediante evolución dirigida, obtener cepas no 
recombinantes que puedan ser utilizadas para la respiro-fermentación del mosto 
sin producir un exceso de acidez volátil.  

Para el primer objetivo se realizó un análisis transcriptómico de dos 
mutantes por deleción, ΔΔReg1 y ΔΔHxk2, obtenidos sobre un mismo fondo 
genético, FX10. Ambos mutantes presentan un comportamiento claramente 
diferenciado en cuanto a la producción de ácido acético en condiciones de 
aerobiosis, prácticamente nula en el caso de ΔΔReg1 (producción idéntica a la de 
anaerobiosis), y semejante o incluso mayor a la del parental en el caso de ΔΔHxk2.  
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El análisis transcriptómico muestra claramente una regulación diferente 
entre condiciones de aerobiosis y anaerobiosis para los tres genotipos (Figura 7), 
así como entre el mutante ΔΔReg1 y los otros dos genotipos. ΔΔHxk2 parece 
presentar una regulación transcripcional muy semejante a la del parental según 
muestran los análisis, aunque presenta una curiosa represión de la biosíntesis de 
ribosomas en condiciones de anaerobiosis con respecto a FX10. 

Si se comparan los transcriptomas en ambas condiciones, se observa que 
existe una represión de la síntesis de esteroides y una sobreexpresión del 
proteasoma en aerobiosis en todos los genotipos. En el caso del mutante ΔΔReg1 
se aprecia una sobreexpresión general del catabolismo de azúcares y de la síntesis 
de proteínas. Esta activación general del metabolismo energético se mantiene 
cuando se compara el mutante ΔΔReg1 con el parental FX10 e incluso con 
ΔΔHxk2, mostrando que, tal y como se esperaba, este mutante presenta una 
mayor flexibilización de la CCR, algo que no parece mostrar el análisis del 
mutante ΔΔHxk2. 

Pese a esta sobreexpresión generalizada del metabolismo, ΔΔReg1 
presenta una cinética de fermentación más lenta que ΔΔHxk2 y FX10, tanto en 
aerobiosis como en anaerobiosis (Figura 13). Junto a la sobreexpresión de meiosis 
que muestra ΔΔReg1 con respecto al parental, esto podría indicar que los cultivos 
se encuentran en fases de crecimiento diferentes.  

Como se ha comentado, la sobreproducción de ácido acético en 
condiciones de aerobiosis se puede deber al desequilibrio entre la formación de 
acetaldehído y de acetil-CoA por un exceso de piruvato dentro de la célula. El 
mutante ΔΔReg1 presenta sobreexpresión de PDC6 (piruvato descarboxilasa) y 
ningún cambio de expresión en los genes codificantes para la piruvato 
deshidrogenasa. Esto último podría deberse a que la expresión del complejo 
enzimático piruvato deshidrogenasa, especialmente de PDA1, es constitutiva, y 
aunque la subunidad E3 (LPD1) parece estar sujeta a represión por CCR, sigue 
habiendo transcripción significativa en presencia de glucosa (Roy y Dawes, 1987) 
(Figura 19). Este mutante sí que presenta, sin embargo, sobreexpresión en PYC1 
(piruvato carboxilasa), ACS1 y ACS2 (acetil-CoA sintetasa) y los genes 
codificantes para la acetaldehído deshidrogenasa. Esta última enzima es la que 
cataliza la transformación de acetaldehído hacia ácido acético, por lo que su 
sobreexpresión en un genotipo de nula producción de ácido acético es 
sorprendente. Sin embargo, esto podría tener dos explicaciones. Por un lado, el 
número de transcritos de mRNA que presenta un gen, si bien está en relación no 
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significa, necesariamente, que exista una mayor biosíntesis de la proteína 
correspondiente. Existen distintos mecanismos de regulación postranscripcional 
que podrían justificar que una sobreexpresión de estos genes no implique una 
mayor actividad de la acetaldehído deshidrogenasa, siendo ésta una de las 
mayores limitaciones de este estudio. Otra explicación, no excluyente, sería que 
una mayor actividad piruvato carboxilasa y piruvato deshidrogenasa, podrían 
fomentar la transformación de piruvato a oxalacetato y acetil-CoA, reduciendo el 
desbordamiento de piruvato que da lugar a un aumento del ácido acético, que, 
por otro lado, y gracias a la sobreexpresión de acetil-CoA sintetasa, estaría siendo 
rápidamente convertido a acetil-CoA.  

Si esta hipótesis resultara cierta, la reducción en la producción de ácido 
acético no se debería a un mantenimiento del equilibrio entre la piruvato 
descarboxilasa y la piruvato deshidrogenasa, sino a la sobreexpresión de las 
enzimas que permiten el bypass alternativo entre pituvato y Acetil-CoA (Pronk et 
al., 1996). Sin embargo, si bien es cierto que la expresión de ACS1 está sujeta a 
CCR (van den Berg et al., 1996; Jong-Gubbels et al., 1997), otros trabajos indican 
que la sobreexpresión de ACS1 y ACS2 no producen, por sí solas, una reducción 
de la formación de ácido acético (Jong-Gubbels et al., 1998). Por tanto, la posible 
relación entre una menor represión por CCR y una menor producción de ácido 
acético sería la sobreexpresión del conjunto de enzimas que forman este bypass, y 
no tan solo de la actividad acetil-CoA sintetasa. Sin embargo, los resultados 
mostrados en este trabajo no permiten asegurar la validez de esta hipótesis.  

En cuanto al trabajo de evolución, los fenotipados presentados en este 
trabajo (Figura 20) muestran claramente una flexibilización de la CCR para todas 
las poblaciones, demostrando la efectividad de la evolución. La fermentación con 
las poblaciones evolucionadas (Tabla 3, Figura 21) muestra una producción de 
ácido acético mucho menor que la del parental en todos los casos, lo que, junto al 
comportamiento de algunos clones de EC1118, parece apoyar esta idea de que es 
posible utilizar la evolución dirigida como herramienta de selección para una 
menor producción de acidez volátil.  

Sin embargo, hay que tener en cuenta que este trabajo también señala las 
limitaciones de esta estrategia. Parece claro que existe una gran dependencia del 
fondo genético. Durante la evolución, la cepa FX10 no logró superar la presión de 
selección, quizá por una CCR más severa de partida. Mientras que solo uno de 
los 3 genotipos evolucionados muestra una mejora consistente, EC1118. En el caso 
de T73 parece que cualquier mejora obtenida, que puede apreciarse en la 
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fermentación de las poblaciones, se pierde rápidamente. Mientras que los clones 
de IFI473 muestran un aumento en la producción de ácido acético con respecto a 
un parental con una producción muy baja de partida, ofreciendo quizá una 
ventana de mejora muy reducida.  

Cabe también destacar la diferencia de comportamiento encontrada entre 
las poblaciones evolucionadas y los clones aislados a partir de ellas. Tal y como 
se ha comentado, en un primer momento se consideró que el filtro que supone la 
fermentación podía haber generado una selección contraria al rasgo de interés 
(clones F, Figura S2.2). Sin embargo, cuando se obtuvieron clones a partir del final 
de evolución (clones M, Figura S2.2) los resultados obtenidos no fueron muy 
diferentes. Esto podría deberse, entre otras razones, a que el comportamiento 
mostrado por las poblaciones no se debe a un fenotipo mayoritario, sino que es 
una sinergia del comportamiento de distintos organismos y/o que el fenotipo de 
interés es inestable o fácilmente reemplazable, algo que quizá pudiera solventarse 
aumentando el tiempo de evolución.  

Por otro lado, hay que considerar la importancia del número de réplicas 
del experimento de evolución y la relevancia de explorar la máxima fracción 
posible del paisaje evolutivo. Como puede apreciarse en el ensayo frente a fuentes 
de carbono (Figura 20) cada evolución muestra un comportamiento 
sensiblemente distinto al de otras poblaciones hermanas procedentes del mismo 
parental. Algo que queda subrayado en las fermentaciones de los clones M de 
EC1118 (Figura 22) donde los aislados de cada población muestran un 
comportamiento muy diferente entre sí. De nuevo, quizá, un mayor número de 
réplicas evolutivas hubiera aumentado las probabilidades de obtener clones 
válidos, especialmente desde los parentales T73 e IFI473. 

Igualmente, parece claro que la evolución lleva obligatoriamente 
aparejada una adaptación al medio de evolución más allá de la buscada 
inicialmente. Por ejemplo, la mayoría de los clones M de EC1118 no son capaces 
de finalizar la fermentación en el experimento en condiciones mixtas (Figura 22), 
quizá porque no pueden crecer en anaerobiosis o porque no pueden superar la 
fase estacionaria (ya que las poblaciones se han mantenido durante la evolución 
prácticamente en fase exponencial).  

En cualquier caso, el comportamiento de los aislados de EC1118, 
especialmente el de EF1C demuestra que la hipótesis es válida. Aunque la 
estrategia de evolución debe ser mejorada, así como la reproducibilidad de las 
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condiciones de aireación entre sistemas de cultivo, podemos concluir que es 
posible la obtención de cepas con una menor producción de ácido acético 
mediante la flexibilización de la CCR. 
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CAPÍTULO 3 

Aplicación de cultivos mixtos para la 
reducción del grado alcohólico en condiciones 

simplificadas de aerobiosis 
 
 
 

Correspondiente parcialmente al artículo publicado por Guindal, A.M., Morales, P., 
Tronchoni, J., Gonzalez, R., (2023). Reduction of ethanol content in wine with an 
improved combination of yeast strains and process conditions. Food Microbiol. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La reducción de la producción de etanol a través del metabolismo 
respiratorio de las levaduras puede abordarse desde al menos dos enfoques 
distintos: la aplicación de S. cerevisiae en fermentaciones aeróbicas, o el uso de 
otras especies de levaduras como cultivos iniciadores, explorando su capacidad 
respiratoria. Ambos enfoques tienen sus ventajas e inconvenientes.  

Como ya se ha expuesto, el uso de S. cerevisiae conlleva un aumento en la 
producción de ácido acético que requiere de la selección de cepas muy específicas 
y condiciones de aireación controlables de forma automatizada. Por otro lado, el 
uso de especies fuera del género Saccharomyces presenta la dificultad de que estas 
especies son, por lo general, mucho menos competitivas en un ambiente 
industrial, lo que implica en muchos casos que no puedan completar totalmente 
el proceso de fermentación. Para evitar paradas de fermentación se ha propuesto 
el uso de co-cultivos, secuenciales o simultáneos, entre S. cerevisiae y cepas no-
Saccharomyces.  

La utilización de estos cultivos mixtos tiene su propia complejidad. S. 
cerevisiae tiene un elevado ritmo de consumo de azúcares y una gran tolerancia al 
etanol, que produce en altas concentraciones, lo que tiende a desplazar a la otra 
cepa de levadura, especialmente en condiciones de inoculación simultánea 
(Albergaria et al., 2010; Taillandier et al., 2014; Wang et al., 2015, 2016). Además, 
existe una competición por otros recursos como vitaminas y elementos traza 
(Taillandier et al., 2014; Maturano et al., 2015; Renault et al., 2015, 2016). El 
desarrollo de una estrategia de co-cultivo requiere de un trabajo exhaustivo de 
selección de cepas y optimización de proporciones de inoculación de forma que 
se obtenga una buena reducción del grado alcohólico y una fermentación 
completa.  

Esta estrategia de co-cultivos ha sido explorada por varios autores con 
distintas especies de levaduras no-Saccharomyces (Gonzalez et al., 2013; Contreras 
et al., 2015; Rocker et al., 2016; Alonso-del-Real et al., 2017; Canonico et al., 2019). 
El éxito en el uso de estas especies para la reducción del rendimiento alcohólico 
depende, en gran medida, de unas condiciones de oxigenación finamente 
controladas, lo cual resulta muy difícil a nivel industrial. 

En el caso de S. cerevisiae y como se ha descrito en capítulos anteriores, el 
principal inconveniente para su utilización en fermentaciones aeróbicas no es su 
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capacidad respiratoria, sino el exceso en la producción de ácido acético en 
presencia de oxígeno (Quirós et al., 2014; Curiel 2016). En el capítulo 1 se describe 
la identificación y caracterización de una cepa de S. cerevisiae, PR1018, que no 
presenta esta superproducción (Tronchoni et al., 2022), teniendo un gran 
potencial como cultivo iniciador. Sin embargo, su uso requiere igualmente de una 
fina regulación de la disponibilidad de oxígeno, ya que una vez interrumpida la 
aireación la cepa PR1018 produce un dramático aumento de la acidez volátil. Si, 
como se detalla en el capítulo 1, se lleva a cabo una reducción progresiva del 
oxígeno disuelto, este repunte de la producción de ácido acético no se produce. 
Sin embargo, el nivel de control sobre el flujo de aire que requiere esta 
aproximación supone un reto para el escalado industrial del proceso. 

Por otro lado, la especie de levadura enológica Metschnikowia pulcherrima 
se ha seleccionado en otros trabajos para desarrollar una estrategia basada en su 
capacidad respiratoria bajo condiciones controladas de aireación (Morales et al., 
2015; Tronchoni et al., 2018), ya que por lo general presenta rendimientos de 
etanol muy bajos en esas condiciones (Contreras et al., 2015; Barbosa et al., 2018). 
Algunas cepas de M. pulcherrima poseen la capacidad de respirar la totalidad de 
oxígeno suplementado, manteniendo los valores de oxígeno disuelto cerca del 0% 
desde el inicio de la fermentación (Quirós et al., 2014), lo que supone un entorno 
anaeróbico de facto para la inoculación de S. cerevisiae.   

En este trabajo se presenta una estrategia que combina las ventajas de 
ambas aproximaciones. Se utiliza como iniciador la cepa de S. cerevisiae PR1018 
(Tronchoni et al., 2022, Capítulo 1), que permite una fermentación aeróbica sin 
incremento en el ácido acético, junto a una cepa seleccionada de M. pulcherrima, 
que permite una gran reducción del rendimiento en etanol, al tener mayor 
capacidad respiratoria que S. cerevisiae. Además, el alto consumo de oxígeno por 
parte de M. pulcherrima facilita la transición desde un ambiente aerobio hacia una 
fermentación anaeróbica, de forma que PR1018 puede completar la fermentación 
sin un incremento repentino en la acidez volátil. Esto supone una mejora con 
respecto al trabajo anterior de Tronchoni et al., 2022 (Capítulo 1) al permitir 
realizar el proceso de fermentación aeróbica en un solo paso y sin necesidad de 
sofisticados sistemas de control de la aireación.  
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Cepas y medios 

En este trabajo se realizó un cribado de 15 cepas de M. pulcherrima, aislados 
naturales de La Rioja (España) pertenecientes a la colección del grupo de 
investigación. Además, se usaron dos cepas de S. cerevisiae, PR1018, cuya 
caracterización se ha mostrado en el capítulo 1 y en la publicación de Tronchoni 
et al., (2022) y la cepa enológica EC1118 (Lallemand Inc., Montreal, Canadá).  

Las levaduras se sacaron de la colección, conservadas a -80 ºC (20% glicerol) 
y se guardaron a 4 ºC en placas de YPD sólido (2% glucosa, 2% peptona, 1% 
extracto de levadura, 2% agar). Se realizaron siempre precultivos durante 48 h a 
25 ºC en YPD líquido, tras lo cual el preinóculo era centrifugado, lavado y 
resuspendido en agua. 

Para las fermentaciones se utilizó mosto natural blanco de la cosecha de 
2019 (220 g/L azúcares, 186 mg/L nitrógeno asimilable, pH 3.45). El mosto se 
mantuvo congelado. Para cada experimento se descongeló el volumen necesario 
y se pasteurizó calentando en autoclave hasta los 105 ºC, manteniendo esta 
temperatura menos de un minuto y dejando bajar la temperatura dentro del 
autoclave cerrado. En los casos indicados el medio se suplementó con 0.3 g/L de 
un producto comercial fuente de nitrógeno (Helper 100% Origin, Oenofrance, 
France) esterilizado por filtración (0.22 µm). 

2.2.  Experimentos de fermentación 

Para la primera selección de cepas de M. pulcherrima se llevaron a cabo 
fermentaciones en matraz (100 mL volumen nominal) con 20 mL de mosto de uva 
reconstituido desde un concentrado comercial (manteniendo 200 g/L de 
azúcares). Los matraces se inocularon a una OD600 de 0.2. Para permitir el 
intercambio de gases se utilizaron tapones GL25 ajustados parcialmente. Los 
cultivos se realizaron a 25 ºC con agitación (180 rpm). Tras 4 días de fermentación 
se extrajeron muestras de 1 mL para su análisis por HPLC.  

Para las fermentaciones en biorreactor se utilizaron los sistemas de 
Applikon MiniBio (250 mL volumen nominal) o DASGIP (400 mL volumen 
nominal) según se indique.  
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Los Applikon MiniBio se llenaron con 150 mL de mosto natural blanco 
pasteurizado y 200 µL de antiespumante (Antifoam 204, Sigma-Aldrich, España). 
Los cultivos se realizaron a 25 ºC y agitación de 1000 rpm. Se utilizaron entradas 
de aire comprimido a 10, 5 o 2.5 v/v/h (volumen gas/volumen cultivo/ hora) 
según se indique, a través de un difusor sumergido. Para los controles en 
condiciones anaeróbicas se inyectaron 10 v/v/h de nitrógeno durante el mismo 
periodo de aireación ensayada, para minimizar el impacto de la evaporación 
sobre las posibles diferencias en concentración de etanol.  

Los biorreactores DASGIP se llenaron con 200 mL de mosto reconstituido 
y 200 µL de antiespumante (Antifoam 204, Sigma-Aldrich, España), incubándose 
a 25 ºC y 250 rpm.  

En ambos sistemas de reactores el flujo de aire fue controlado mediante un 
controlador de flujo másico MFC17 (Aalborg Instruments and Controls, Inc., 
Orangeburg, NY, EEUU), cuya calibración es ajustada periódicamente con un 
flujímetro electrónico (Agilent Technologies, Santa Clara, Ca, EEUU), mientras 
que el oxígeno disuelto fue monitorizado mediante los sensores Lumisens 
(Applikon). Cada biorreactor fue inoculado a una OD600 final de 0.2 a partir de 
inóculos independientes. Durante el experimento se extrajo 1 mL de muestra, a 
los tiempos que se indican, para su análisis mediante HPLC, además de 10 mL 
para el análisis de compuestos volátiles al final de la incubación.  

2.3. Determinación de la concentración de metabolitos 

Las concentraciones de glucosa, fructosa, glicerol, etanol y ácido acético se 
determinaron mediante HPLC de forma idéntica a lo descrito en el capítulo 1.  

2.4. Seguimiento de la dinámica de la población 

Se realizó un recuento celular diario de los distintos ensayos con el objetivo 
de monitorizar la imposición de S. cerevisiae, de forma idéntica a la mostrada en 
la Figura S3.6. Para ello se realizaron diluciones desde una muestra de cultivo 
para su siembra en YPD sólido. Las placas se incubaron a 25 ºC durante 48-72 h. 
La identificación de las cepas viables se determinó por diferencia de color entre S. 
cerevisiae (blanco) y M. pulcherrima (rosa) gracias a la secreción de pulcherrimina 
por parte de la segunda. 
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2.5. Análisis de compuestos volátiles 

La composición volátil fue estudiada mediante cromatografía de gases 
acoplada a espectrometría de masas (GC-MS), de forma idéntica al protocolo 
descrito en el capítulo 1. 

2.6. Análisis de color 

El análisis de color de los vinos producidos en este trabajo fue llevado a 
cabo mediante la determinación de los parámetros de color L*, a* y b* de CIELab, 
de acuerdo con la OIV (Compendium of International methods of wine and must 
analysis, 2021). Para la determinación se utilizó un espectofotómetro Agilent 
Cary60 UV-Vis conectado a un ordenador con el programa CaryWinUV versión 
5.0.0.999.  

2.7. Análisis estadístico 

Tanto las concentraciones de metabolitos como los rendimientos obtenidos 
para cada uno de ellos, así como el análisis colorimétrico y la composición volátil, 
fueron comparadas mediante análisis de varianza de un factor. Además, se llevó 
a cabo una comparación de medias mediante test de Tukey. Todos los análisis 
estadísticos, incluyendo el análisis de componentes principales (PCA) se llevaron 
a cabo mediante el programa SPSS Statistics v.25 (IBM, Armonk, NY, EEUU). 

3. RESULTADOS 

3.1. Selección de cepas de M. pulcherrima 

El primer paso para desarrollar una estrategia de fermentación aeróbica 
combinando S. cerevisiae y M. pulcherrima, fue la selección de una cepa de M. 
pulcherrima que mostrara una baja producción de ácido acético y un consumo de 
azúcar adecuado en condiciones de aerobiosis. Para ello se realizó un cribado de 
15 aislados naturales de M. pulcherrima pertenecientes a la colección del grupo de 
investigación. Se realizó una fermentación aerobia en matraz durante 4 días, tras 
los cuales se valoraron los rendimientos de los principales metabolitos de interés 
(Tabla 4).  
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Tabla 4. Rendimiento (R) de los principales parámetros de fermentación tras 4 días de crecimiento 
aeróbico en mosto natural de las cepas de Metschnikowia pulcherrima evaluadas en este trabajo. 

 

La mayoría de las cepas mostraron un consumo superior a los 200 g/L de 
azúcares durante esos 4 días, rindiendo menos de 360 mg/g de etanol, algo 
esperable y que corrobora lo observado en otros trabajos con M. pulcherrima en 
condiciones de aerobiosis (Morales et al., 2015). En cuanto a otros metabolitos de 
interés, los rendimientos de ácido acético se situaron entre los 0.8 mg/g y los 2.9 
mg/g, estando la mayoría de cepas por encima de 1.4 mg/g. La producción de 
glicerol se situó entre los 14 mg/g y los 38 mg/g.  

Se seleccionaron dos de las 15 cepas ensayadas para una caracterización 
más profunda en biorreactor, las cepas Mp704 y Mp734. Mp704 fue seleccionada 
por presentar el rendimiento en etanol más bajo (306 mg/g) y un buen ritmo de 
consumo de azúcares (212 g/L), mientras que Mp734, presentó los rendimientos 
en ácido acético más bajos del ensayo (1.37 mg/g) y de nuevo un buen consumo 
de azúcares (208 g/L). Otra cepa ensayada, Mp402 también presentó un excelente 
rendimiento en etanol (262 mg/g) y ácido acético (0.79 mg/g). Sin embargo, tuvo 
que ser descartada por su bajo consumo de azúcares (166 g/L en las condiciones 
del ensayo) más lento que las dos cepas finalmente seleccionadas.  
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Con las cepas seleccionadas, Mp704 y Mp734, se realizó una fermentación 
aeróbica durante 7 días en los biorreactores DASGIP (Figura 25). En estas 
condiciones ambas cepas detuvieron su consumo de azúcares tras el día 4, 
dejando respectivamente 60 g/L y 80 g/L de azúcares residuales. El rendimiento 
en etanol fue muy bajo en ambos casos, con 120 mg/g para Mp704 y 190 mg/g 
para Mp734. Con respecto a la producción de ácido acético, el rendimiento fue 
menor para Mp734 (0.65 mg/g) que para Mp704 (1.89 mg/g). Considerando su 
menor producción de ácido acético y su mayor consumo de azúcares, la cepa 
finalmente seleccionada para poner a punto el co-cultivo con S. cerevisiae fue la 
cepa Mp734. 

 

Figura 25. Evolución de los principales parámetros de fermentación de las dos cepas de M. 
pulcherrima seleccionadas, Mp704 (azul) y Mp734 (naranja). La fermentación se realizó por 
triplicado en aerobiosis durante 7 días. 

3.2. Ajuste de las proporciones de cepas para co-inoculación  

En este trabajo se prefirió trabajar con la co-inoculación en vez de con 
inoculaciones secuenciales, con el objetivo de simplificar el procedimiento en un 
futuro escalado industrial. Por ello, se evaluaron diferentes concentraciones de S. 
cerevisiae (0.02, 0.05, 0.1 OD600) junto a una concentración fija de M. pulcherrima 
(0.2 OD600). Cada combinación se ensayó por triplicado en biorreactores Applikon, 
en condiciones aeróbicas (inyección de 10 v/v/h de aire comprimido) durante 72 
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h, tras las cuales aireación y agitación fueron interrumpidas. Como ya se ha 
comentado anteriormente, el objetivo del cese de la aireación era conseguir la 
suficiente reducción de grado alcohólico mientras se evita un exceso de ácido 
acético. Los resultados de la fermentación se muestran en la Figura 26, junto con 
un control anaeróbico (S. cerevisiae 0.2 OD600 con inyección de 10 v/v/h de 
nitrógeno durante 72 h).  

Figura 26. Principales parámetros de fermentación de los co-cultivos evaluados, una 
concentración estable de M. pulcherrima, (0.2 OD600) junto a S. cerevisiae 0.1 OD600 (naranja), 0.05 
OD600 (azul), 0.02 OD600 (gris) en condiciones de aerobiosis 10 v/v/h. El control se efectuó con una 
concentración estándar de S. cerevisiae 0.2 OD600 en condiciones de anaerobiosis (N2 10 v/v/h) 
(rojo). Los datos se corresponden al promedio de los triplicados y su desviación estándar. 

En comparación con el control, todos los co-cultivos muestran una cinética 
de consumo de azúcar considerablemente más lenta y una mayor producción de 
ácido acético. La producción de glicerol es mayor en los co-cultivos aeróbicos 
durante la mayor parte de la fermentación, convergiendo con los niveles del 
control anaeróbico hacia el final del proceso. 

Tras 10 días de fermentación, el azúcar residual se mantuvo relativamente 
alto en los co-cultivos (16-24 g/L) a diferencia del control (2 g/L), (Tabla 5). En 
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cualquier caso, no parecen existir grandes diferencias en ninguno de los 
parámetros observados entre las distintas proporciones de co-inoculación, por lo 
que se mantuvo la mayor concentración de S. cerevisiae (0.1 OD600) para el resto 
de los ensayos.  

3.3. Optimización del régimen de aireación 

Puesto que la aireación siempre conlleva un riesgo de oxidación de los 
componentes del mosto, en este trabajo se intentó reducir al máximo la entrada 
de aire, permitiendo, aun así la reducción deseada del grado alcohólico. Estas 
nuevas fermentaciones se llevaron a cabo con la proporción más alta de S. 
cerevisiae (0.1 OD600) y se evaluaron dos nuevos flujos de entrada de aire, 2.5 
v/v/h y 5 v/v/h, en las mismas condiciones que en el ensayo anterior a 10 v/v/h.  

En este nuevo experimento algunos aspectos del proceso mejoraron con la 
reducción del flujo de aire, presentando una cinética de fermentación más rápida, 
una menor producción de ácido acético y menor cantidad de azúcares residuales 
(Figura 27, Tabla 5). Además, la producción de etanol a 2.5 v/v/h y 5 v/v/h fue 
similar a la observada a 10 v/v/h.  

3.4. Suplementación con fuentes de nitrógeno 

Debido al crecimiento en aerobiosis y consiguiente generación de biomasa, 
es de esperar que ambas cepas consuman la totalidad de nitrógeno biodisponible 
en el mosto. Esto conduce a una cinética de fermentación más lenta en las fases 
finales de los co-cultivos aeróbicos descritos anteriormente. Para garantizar una 
población metabólicamente activa de S. cerevisiae, suficiente como para terminar 
con éxito la fermentación en las fases finales, se evaluó el efecto de la 
suplementación con fuentes de nitrógeno. Para esto se utilizó un suplemento 
enológico comercializado con este fin (ver materiales y métodos). Puesto que el 
objetivo es facilitar el crecimiento de S. cerevisiae hacia el final de fermentación, la 
suplementación se realizó una vez interrumpida la aireación, para evitar, en lo 
posible, su consumo por parte de M. pulcherrima.  
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Figura 27. Evolución de los principales parámetros de fermentación en los regímenes de aireación 
evaluados, 10 v/v/h (naranja), 5v/v/h (gris), 2.5 v/v/h (amarillo) y condición control (Sc 0.2 
OD600 en anaerobiosis) (azul). La aireación y la agitación se interrumpieron a día 3. Los datos se 
corresponden al promedio de los triplicados y su desviación estándar. 

Tabla 5. Principales parámetros al final de la fermentación en mosto natural en las distintas 
condiciones ensayadas de régimen de aireación, inóculo de S. cerevisiae y suplementación con 
nitrógeno (YAN) Los resultados mostrados son el promedio y la desviación estándar de las 
fermentaciones por triplicado.  

 

Como se muestra en la Figura 28, aunque el impacto de la suplementación 
es pequeño, se puede apreciar una mejora sutil en la cinética de fermentación y 
consumo de azúcares en los co-cultivos suplementados con respecto a los no 
suplementados. Sin embargo, esta mejora no es estadísticamente significativa 
(Tabla 5). Por otro lado, existe un claro impacto de la suplementación en la 

S. cerevisiae 
(OD600) 

v/v/h YAN
Ácido acético 

(mg/L)
Etanol (% v/v) Glicerol (g/L)

R. Etanol 
(mg/g)

R. Ácido 
acético 
(mg/g)

Azúcares 
residuales 

(g/L)
0.20 10 (N2) - 185 ±51 A 13.0 ±0.3 B 11.80 ±0.1 B 440 ±10 C 0.80 ±0.22 A 2.10 ±0.20 A
0.02 10 - 529 ±81 C 10.10 ±1.1 A 12.20 ±0.6 B 370 ±30 AB 2.49 ±0.40 C 22 ±7.90
0.05 10 - 574 ±40 C 10.60 ±0.2 A 12.10 ±0.2 B 390 ±10 B 2.67 ±0.20 C 15.70 ±4.20
0.10 10 - 551 ±30 C 10.40 ±1.8 A 11.50 ±0.4 B 400 ±20 B 2.71 ±0.39 C 24.20 ±28.60
0.10 5 Ⴕ 388 ±68 B 10.90 ±0.2 AB 10.50 ±0.6 B 380 ±10 AB 1.70 ±0.30 B 2.30 ±0.30
0.10 5 - 346 ±19 B 9.90 ±0.6 A 10.50 ±0.9 B 350 ±20 A 1.54 ±0.09 B 3.0 ±1.30
0.10 2.5 - 315 ±52 B 10.20 ±0.0 A 8.40 ±0.7 A 370 ±0 AB 1.43 ±0.25 AB 3.20 ±1.9
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composición volátil y en la cinética de la población, teniendo lugar una 
imposición más rápida de S. cerevisiae sobre M. pulcherrima en los cultivos 
suplementados (Figura S3.6). 

 

Figura 28. Evolución de los principales parámetros de fermentación con suplementación de 
fuentes de nitrógeno (azul) o sin suplementación (naranja). Los datos se corresponden al 
promedio de los triplicados y su desviación estándar.  

3.5. Perfil de compuestos volátiles de los distintos ensayos de 

fermentación 

Con el objetivo de evaluar el impacto de las diferentes estrategias 
ensayadas en este trabajo, se realizó un análisis del perfil de compuestos volátiles 
al final de la fermentación. Mediante análisis de cromatografía de gases-masas 
(GC-MS) se obtuvieron datos de concentración relativa de 54 compuestos 
volátiles. 

Realizando un análisis de componentes principales (PCA), se aprecia 
claramente como los datos obtenidos de la fermentación control (cultivo puro de 
S. cerevisiae en condiciones anaeróbicas) se agrupan de manera separada al resto 
de co-cultivos aeróbicos en el eje PCA1 (Figura 29). Los principales responsables 
de esta diferenciación fueron los distintos contenidos en ésteres de etilo, isoamilo 
y otros ésteres, así como algunos ácidos grasos, terpenos (HO-trienol, α-terpineol, 
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β-citronelol) y ésteres de bajo peso molecular, como el acetato de etilo y el acetato 
de isoamilo (Figura 29, Figura S3.5). Las fermentaciones control mostraron los 
valores más altos de ésteres y los más bajos en terpenos. 

 

Figura 29. Análisis PCA de 54 compuestos volátiles identificados tras la fermentación. M. 
pulcherrima fue inoculada a una OD600 de 0.2 en todas las condiciones de aireación: 1) fermentación 
control (S. cerevisiae 0.20 OD600, anaeróbico). 2) S. cerevisiae 0.02 OD600, 10 v/v/h aire. 3) S. cerevisiae 
0.05 OD600, 10 v/v/h aire. 4) S. cerevisiae 0.10 OD600, 10 v/v/h aire. 5) S. cerevisiae 0.10 OD600, 5 
v/v/h aire (suplementación con nitrógeno como se describe en el texto). 6) S. cerevisiae 0.10 OD600, 
5 v/v/h aire (sin suplementación). 7) S. cerevisiae 0.10 OD600; 2.5 v/v/h aire. 

El resto de los co-cultivos aeróbicos ensayados quedan distribuidos a lo 
largo del eje PCA2, agrupándose según las condiciones de cultivo. Los 
compuestos volátiles de los cultivos aireados a 10 v/v/h forman un único grupo, 
independientemente de las proporción de inoculación de S. cerevisiae. Por otro 
lado, los experimentos aireados a 2.5 v/v/h y 5 v/v/h se sitúan ligeramente 
separados de los experimentos a 10 v/v/h (Figura 29), siendo una de las 
principales causas de esta diferenciación un mayor contenido en acetaldehídos y 
otros derivados (Figura S3.5). En cuanto a la suplementación con nutrientes 
nitrogenados, el análisis no muestra grandes diferencias entre los cultivos de la 
misma condición (5 v/v/h) (Figura 29). Sin embargo, algunos compuestos 
volátiles, como el acetaldehído y otras moléculas metabólicamente relacionadas, 
parecen estar enriquecidas en los co-cultivos suplementados con nitrógeno 
(Figura S3.5). 
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3.6. Impacto de las condiciones de fermentación sobre los 

parámetros de color 

Para valorar el impacto sobre el color de las distintas condiciones 
ensayadas se realizó un análisis de los parámetros L*, a* y b* del espacio de color 
CIELab (Figura 30). Los valores L*, referidos a luminosidad, variaron entre el 97 
y el 99, y tan solo uno de los vinos aireados mostró en este parámetro una 
diferencia significativa con respecto al vino fermentado en condiciones estándar 
(condición 6, S. cerevisiae 0.10 OD600, 5 v/v/h aire (sin suplementación), Figura 
30). No se obtuvieron diferencias relevantes entre los ensayos para el parámetro 
a* (eje verde-rojo), presentando valores entre -0.44 y -0.05. Por otro lado, en el 
parámetro b* (eje azul-amarillo) se observó una ligera tendencia positiva 
(amarillo) en los ensayos aireados frente al control (Figura 30). El vino control 
mostró un valor de 4.62, mientras que los cultivos aireados fluctuaron entre 5.90 
y 7.52, sin diferencias estadísticas entre sí. 

 
Figura 30. Parámetros CIELab analizados al final de cada fermentación. M. pulcherrima fue 
inoculada a una OD600 de 0.2 en todas las condiciones de aireación: 1) control (S. cerevisiae 0.20 
OD600, anaeróbico). 2) S. cerevisiae 0.02 OD600; 10 v/v/h aire. 3) S. cerevisiae 0.05 OD600; 10 v/v/h 
aire. 4) S. cerevisiae 0.10 OD600; 10 v/v/h aire. 5) S. cerevisiae 0.10 OD600; 5 v/v/h aire 
(suplementación con nitrógeno). 6) S. cerevisiae 0.10 OD600; 5 v/v/h aire (sin suplementación). 7) 
S. cerevisiae 0.10 OD600; 2.5 v/v/h aire. A: Valores L* (luminosidad) mostrados como el promedio 
de los triplicados ± su desviación estándar. B: Muestras en función de los planos definidos por los 
valores a* (eje verde-rojo) y b* (eje azul-amarillo) siguiendo la leyenda de color del panel A. 
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3.7. Validez de la estrategia de co-cultivo con cepas estándar de S. 

cerevisiae 

Los resultados mostrados en este capítulo sugieren que el consumo de 
oxígeno por parte de M. pulcherrima es el aspecto clave que logra reducir la 
producción de ácido acético previamente identificada en S. cerevisiae cuando esta 
sufre un cambió de condiciones aeróbicas a anaeróbicas. Sin embargo, en este 
trabajo se muestran fermentaciones con una cepa muy concreta de S. cerevisiae, 
PR1018, (capítulo 1). Para probar si el consumo de oxígeno de M. pulcherrima 
permite “amortiguar” de manera general las condiciones de aerobiosis, y por tanto, 
lograr una menor producción de ácido acético por parte de cualquier cepa de S. 
cerevisie, se llevaron a cabo fermentaciones en paralelo de M. pulcherrima en co-
inoculación tanto con PR1018 como con la cepa enológica estándar EC1118, (Figura 
31). 

En ambos co-cultivos la proporción de M. pulcherrima se situó cerca del 80% 
de células viables en el momento de cambio hacia condiciones de anaerobiosis 
(Figura 31). La cinética de consumo de azúcares, rendimiento en etanol y 
rendimiento en ácido acético fue prácticamente idéntica para ambas cepas de S. 
cerevisiae (Figura 31).  

Estos resultados parecen confirmar que las condiciones optimizadas en este 
trabajo son también aplicables a otras cepas de S. cerevisiae para la reducción de la 
producción de alcohol bajo condiciones aeróbicas. 
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Figura 31. Principales parámetros de fermentación y porcentaje de células viables de M. pulcherrima 
(0.2 OD600) tras 10 días de fermentación en co-inoculación con PR1018 (azul) y EC1118 (naranja) a 
una 0.1 OD600. 
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4. DISCUSIÓN 

Como se ha ido desarrollando en los anteriores capítulos, este trabajo 
explora la idea de reducir el rendimiento alcohólico mediante el consumo de 
azúcares por respiración, a través de un proceso en dos fases, un paso inicial de 
aireación para la reducción del rendimiento alcohólico y una segunda fase 
anaeróbica que garantice el consumo total de los azúcares.  

En otros trabajos del grupo se ha explorado la viabilidad de esta estrategia 
usando tanto cepas seleccionadas de S. cerevisiae con menor producción de ácido 
acético en condiciones aeróbicas (en esta misma tesis, Capítulos 1 y 2), como 
mediante cultivos iniciadores de especies no-Saccharomyces (Quirós et al., 2014; 
Morales et al., 2015). En ambas estrategias se hace necesaria una regulación 
precisa de la aireación para evitar un exceso de acidez volátil. 

Como se ha mostrado en el capítulo 1 (Tronchoni et al., 2022) la cepa 
PR1018 de S. cerevisiae tiene un bajísimo rendimiento en ácido acético. Sin 
embargo, frente a un cambio abrupto en el régimen de aireación (necesario para 
una segunda fase anaeróbica de la fermentación) genera un aumento exacerbado 
de ácido acético. Para solventar este aumento se ha desarrollado una estrategia 
de aireación automatizada y programable en función de la disponibilidad de 
oxígeno disuelto en el mosto, tal y como se detalla en el capítulo 1. Sin embargo, 
el control continuo del oxígeno disuelto de los tanques de fermentación supone 
un problema a la hora de implementar esta estrategia en la industria.  

En este capítulo se ha combinado la gran capacidad respiratoria de M. 
pulcherrima con la cepa de S. cerevisiae PR1018, permitiendo soslayar la necesidad 
de un control exhaustivo de la disponibilidad de oxígeno durante la fermentación, 
al minimizar el impacto de una interrupción abrupta de la aireación. Este bajo 
impacto del cambio ambiental se debe probablemente a dos factores: la baja 
proporción de S. cerevisiae en el momento del corte de la aireación y la gran 
capacidad respiratoria de M. pulcherrima, que tamponaría el efecto del oxígeno 
sobre el metabolismo de S. cerevisiae.  

Los ensayos de optimización en este trabajo muestran que el sistema de co-
cultivo es muy robusto. Se ve poco afectado por las concentraciones de partida de 
S. cerevisiae e incluso por la cepa seleccionada. Tampoco muestra cambios frente 
a los distintos caudales de aire ensayados, e incluso frente a suplementación con 
nitrógeno asimilable.  
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En cuanto al análisis de compuestos volátiles, el final de las fermentaciones 
muestra una composición similar entre los distintos procedimientos ensayados y 
diferente de una fermentación en condiciones estándar. El uso de la aireación y la 
combinación con M. pulcherrima da lugar a una reducción en la producción de 
varios ésteres de etilo y ésteres de acetato, así como un aumento en algunos 
compuestos terpénicos. El aumento de estos compuestos en las fermentaciones 
inoculadas con M. pulcherrima está de acuerdo con lo descrito por otros autores 
(Tufariello et al., 2021) en relación con la aportación de esta especie a la 
composición aromática del vino. La reducción general del contenido en ésteres de 
las muestras producidas en aerobiosis puede estar relacionada con los cambios 
metabólicos que sufre S. cerevisiae en esta condición. La pérdida por evaporación 
no parece explicar este resultado, ya que las muestras anaeróbicas se obtuvieron 
bajo un caudal de nitrógeno idéntico al máximo ensayado con aire (10 v/v/h), lo 
que igualaría las eventuales pérdidas. Sin embargo, estos cambios en el perfil de 
compuestos volátiles (ganancia en compuestos terpénicos y pérdida de algunos 
ésteres) solo se encuentran en los vinos producidos bajo condiciones aeróbicas. 
En cuanto a la suplementación con nitrógeno ensayada, parece producir un 
impacto global y moderado sobre la composición volátil, en especial sobre el 
acetaldehído y sus derivados metabólicos.  

En lo referido a los parámetros de color, se observa una tendencia sutil en 
los vinos aireados (co-inoculados con M. pulcherrima) hacia colores más oscuros y 
amarillos, en comparación con el vino control (anaeróbico y sin M. pulcherrima). 
En cualquier caso, los parámetros de color obtenidos en todos los experimentos 
entran dentro de la coloración normal de los vinos blancos comerciales, siendo 
por tanto aceptables (Pérez-Gil, et al., 2022; Gómez-Mínguez, et al., 2007).  

Durante el proceso de optimización de esta estrategia, se ha buscado la 
obtención de una población final de S. cerevisiae suficiente para el consumo total 
de azúcares durante la fase anaeróbica del ensayo. Para ello, se ensayó tanto un 
incremento en la proporción inicial de inoculación de PR1018 como la 
suplementación del mosto con nutrientes nitrogenados tras la interrupción de la 
aireación. Sin embargo, el impacto sobre la cinética de poblaciones de ambas 
estrategias fue muy reducido. De los tres ensayos de optimización el que parece 
mejorar el proceso es la disminución del caudal de entrada de aire, desde los 10 
v/v/h a 5 v/v/h o incluso 2.5 v/v/h, reduciendo la cantidad de azúcares 
residuales al final de la fermentación. La utilización del caudal más bajo 
constituiría también una ventaja para el escalado posterior. 
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En conclusión, este trabajo propone un nuevo enfoque para la reducción 
del rendimiento alcohólico durante la fermentación de vino. Gracias a la 
combinación de estas dos levaduras y a la subsiguiente estrategia de optimización 
no se requiere de ningún sistema específico de control de la aireación, lo que 
facilita en gran medida su escalado industrial. Además, los resultados obtenidos 
parecen muy reproducibles, no mostrando riesgo de producción de ácido acético 
en condiciones no automatizadas, algo fundamental para la aplicabilidad de esta 
estrategia en la industria. A tenor de los resultados, no hay indicios de que existan 
problemas de oxidación durante la primera fase de fermentación, aunque se 
requerirán nuevos ensayos, a escala industrial, para poder someter los vinos a 
análisis sensoriales y de color y estudiar su evolución durante el envejecimiento. 
Esto permitirá determinar si esta estrategia conlleva algún impacto a largo plazo 
sobre la calidad de los vinos producidos.
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El aumento de la concentración alcohólica del vino, debido al cambio 
climático y a las tendencias de mercado, supone un problema grave para la 
industria enológica en múltiples aspectos, desde el rechazo de los consumidores 
y la reducción de las exportaciones hasta la elaboración del propio producto 
debido a paradas fermentativas.  

A lo largo de toda esta tesis doctoral se ha explorado la idea del uso de la 
respiración de Saccharomyces cerevisiae como sumidero de carbono, desviando el 
consumo de azúcares desde la producción de etanol hacia la producción de CO2 
y biomasa. Este abordaje tiene como principal ventaja el uso de la especie de 
levadura enológica por excelencia, S. cerevisiae, que presenta, como se detalla en 
la introducción, un nivel de adaptación a la fermentación industrial difícil de 
alcanzar para otras especies fuera del género Saccharomyces. Sin embargo, el uso 
de la fermentación aerobia para la reducción del grado alcohólico presenta 
también numerosos inconvenientes a los que se ha tratado de dar respuesta en 
esta tesis doctoral.  

 Como se muestra en el capítulo 1, la caracterización del perfil 
fermentativo de 25 cepas enológicas de S. cerevisiae muestra claramente que existe 
una alta homogeneidad dentro de S. cerevisiae en relación con su capacidad de 
producir etanol, presentando una baja variabilidad intraespecífica en cualquier 
sistema de cultivo o régimen de aireación, lo que se encuentra en concordancia 
con lo publicado por Camarasa et al. (2011) y Palacios et al. (2007). Sin embargo, 
pese a la robustez de este rasgo y a la tendencia a la fermentación que presenta S. 
cerevisiae a altas concentraciones de glucosa (efecto Crabtree), el consumo de 
azúcares que se produce mediante respiración en condiciones de aerobiosis es 
suficiente para paliar la subida del grado alcohólico provocada por el cambio 
climático (3% v/v aprox.). Sin embargo, bajo las condiciones de aerobiosis 
necesarias para mantener la respiración, S. cerevisiae presenta una 
sobreproducción de ácido acético que imposibilita su utilización para la 
elaboración de vino (Quirós et al., 2014). De hecho, este fue el parámetro de mayor 
variabilidad entre las 25 cepas ensayadas, existiendo una diferencia de casi un 
orden de magnitud, mostrando ser una característica bastante dependiente del 
medio y sistema de cultivo.  

Pese a que la gran mayoría de cepas mostraron un nivel de acidez volátil 
incompatible con la elaboración de vinos, el hecho de que la especie muestre esta 
amplia variabilidad permite pensar que existe la posibilidad de hallar aislados 
naturales aptos para su utilización en fermentaciones aeróbicas. En este trabajo se 
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han identificado varias cepas con una baja producción de ácido acético, aun 
cuando esta baja producción fuese variable en función del sistema de cultivo.  

Las cepas naturales PR117 y PR1018 mostraron una baja producción de 
ácido acético en condiciones de aerobiosis de manera consistente. Sin embargo, 
PR117 muestra un perfil de fermentación más lento que el resto de cepas 
enológicas, lo que impide incluso el consumo total de los azúcares. Por otro lado, 
PR1018 es capaz de completar la fermentación en condiciones de aerobiosis hasta 
el consumo total de los azúcares, tras lo cual, genera una abrupta subida de la 
acidez volátil.  

Considerando que este rápido aumento de la producción de ácido acético 
pudiera deberse a un cambio metabólico hacia el consumo de etanol en 
condiciones de ayuno de glucosa y aerobiosis, se ensayaron distintos cambios en 
el régimen de aireación que impidieran esta brusca subida de la acidez volátil. 
Estos ensayos muestran claramente como un cambio brusco hacia condiciones de 
anaerobiosis produce también un aumento excesivo en la producción de ácido 
acético, probablemente debido al desbordamiento de la ruta respiratoria, que se 
gestiona derivando el exceso de intermediarios metabólicos hacia ácido acético, 
entre otros posibles metabolitos.  

Cuando el cambio hacia condiciones de anaerobiosis se realiza de manera 
progresiva, el cuello de botella generado sobre la ruta respiratoria debe ser mucho 
menor, evitando la sobreproducción de ácido acético. Esta idea de reducir 
paulatinamente la disponibilidad de oxígeno para evitar un pico de producción 
de ácido acético podría ser una estrategia para la optimización del uso de S. 
cerevisiae en condiciones aeróbicas, y tal y como se explora en el capítulo 3, podría 
lograrse no solo mediante un control exhaustivo de la disponibilidad de oxígeno 
de los tanques, sino mediante el consumo de oxígeno por parte de otros 
microorganismos con más afinidad por el mismo, que pudieran además presentar 
beneficios secundarios para la vinificación.  

Es importante destacar que en este trabajo no se encontraron efectos 
negativos sobre el perfil aromático o la coloración de mostos fermentados en 
aerobiosis., aunque es cierto que no se ha estudiado el impacto que esto puede 
ejercer sobre la estabilidad de los vinos a largo plazo. Cabe destacar que, en el 
caso de los mostos fermentados por la cepa PR1018, moléculas tales como acetales 
o derivados del dioxano, compuestos asociados al proceso de oxidación, se 
encontraron en proporciones menores que en mostos fermentados por otras cepas, 
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por lo que PR1018 podría ser prometedora a la hora de ser utilizada como cultivo 
iniciador en fermentaciones aeróbicas.  

Pese al amplio abanico en los niveles de producción de ácido acético 
encontrado en el capítulo 1, y al potencial de la cepa PR1018, parece lógico pensar 
que los aislados naturales que puedan encontrarse con una producción de ácido 
acético apta para su aplicación en fermentaciones aeróbicas no podrán paliar la 
demanda de cultivos iniciadores que presenta el sector. Existe una necesidad de 
diferenciación cada vez mayor en el mundo enológico, en parte debido a la 
homogeneidad de las cepas comercializadas como cultivos iniciadores, por lo que, 
si se pretende reducir el grado alcohólico mediante respiración, se debe disponer 
de gran número de cepas, suficientemente diferentes, que puedan ser aplicadas. 
En el capítulo 2 se trata de explorar la relación entre la producción de ácido acético 
y la flexibilización de la represión por catabolito de carbono (CCR), con la idea de 
generar un método de mejora aplicable a la mayoría de las cepas enológicas.  

Como se explica en profundidad en el capítulo 2, existen en la literatura 
ejemplos de cepas que, con una menor eficiencia de la CCR, muestran también un 
menor rendimiento de ácido acético en condiciones de aerobiosis (Curiel et al., 
2016; Mizuno et al., 2006). Para identificar las posibles causas de esta relación, se 
llevó a cabo un análisis transcriptómico con dos mutantes por deleción, ΔΔReg1 
y ΔΔHxk2, construidos en el trabajo de Curiel et al. (2016) sobre el genotipo FX10.  

Los datos obtenidos de ΔΔHxk2 parecen indicar que no existen mayores 
diferencias con respecto al parental FX10. Sin embargo, en el caso de ΔΔReg1 se 
observó una sobreexpresión sistemática de genes implicados en el metabolismo 
del carbono y en la síntesis de proteínas. Aunque esto podría indicar un 
metabolismo más activo en condiciones de aerobiosis por parte de ΔΔReg1, esta 
cepa presenta una cinética de fermentación más lenta que ΔΔHxk2 y FX10, por lo 
que esta sobreexpresión podría explicarse no solo por una menor represión por 
catabolito de carbono, sino por encontrarse en una fase de crecimiento más activa 
que los otros dos genotipos en el momento de la toma de muestra.  

Por otro lado, el mutante ΔΔReg1, de nula producción de ácido acético en 
condiciones de aerobiosis, parece presentar sobreexpresión en genes tan 
fundamentales para la síntesis de este metabolito como PDC6 (piruvato 
descarboxilasa), PYC1 (piruvato carboxilasa), ACS1, ACS2 (acetil-CoA sintetasa) 
y genes codificantes para la acetaldehído deshidrogenasa, mientras que no 
presenta ningún cambio de expresión para el complejo piruvato deshidrogenasa.  
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Esto parece indicar que la nula producción de ácido acético del mutante 
podría deberse a una mayor actividad de las enzimas que permiten la generación 
de acetil-CoA mediante un bypass alternativo desde el piruvato (Pronk et al., 1996). 
La bibliografía indica que una mayor expresión de la actividad acetil-CoA 
sintetasa no logra la reducción de la producción de ácido acético (Jong-Gubbels 
et al., 1998), pero quizá sí pueda hacerlo la sobreexpresión de la ruta bypass 
completa, incluyendo piruvato carboxilasa, piruvato descarboxilasa y 
acetaldehído deshidrogenasa. Si bien es cierto que en este estudio no se ha 
comprobado que exista una mayor actividad de estas enzimas, sino un mayor 
número de transcritos de estos genes, por lo que se estaría ignorando cualquier 
efecto de regulación post-transcripcional. En todo caso, demostrar que la 
sobreexpresión de las enzimas que forman el bypass piruvato-acetil-CoA reduce 
la generación de ácido acético requerirá de experimentos específicos.  

Independientemente de que esta sobreexpresión enzimática sea el nexo 
entre la flexibilización de la CCR y una menor producción de ácido acético, es 
indudable que esta relación existe, tal y como demuestra la evolución dirigida 
que se lleva a cabo en el capítulo 2. 

La 2DG es una molécula de uso común para discriminar aquellos 
mutantes con una menor represión por catabolito de carbono, ya que son capaces 
de consumir otras fuentes de carbono presentes en el medio, pese a la activación 
de la CCR que ejerce la 2DG. Siguiendo este principio en el capítulo 2 se llevó a 
cabo una evolución de 3 genotipos comerciales, por triplicado, en presencia de 
galactosa y concentraciones crecientes de 2DG, favoreciendo la evolución de las 
poblaciones mediante la generación de sucesivos cuellos de botella.  

Los análisis fenotípicos muestran claramente como, tras la evolución, 
todas las poblaciones presentan una flexibilización de la CCR y, en todos los casos, 
una producción de ácido acético menor a la del parental, demostrando la validez 
de la evolución como herramienta de mejora para la obtención de cepas aptas 
para la fermentación aeróbica. Sin embargo, este trabajo no está exento de 
limitaciones. Solo uno de los tres fenotipos evolucionados mostró una mejora 
consistente, EC1118, mientras los otros dos genotipos parecen o bien perder 
rápidamente el fenotipo mejorado (es el caso de T73), o bien presentar una 
estrecha ventana de mejora, con una producción de ácido acético muy baja de 
partida (el caso de IFI473). Además, se encuentra una clara diferencia entre el 
comportamiento de las poblaciones evolucionadas y los clones obtenidos a partir 
de ellas, tanto los aislados desde final de fermentación (clones F, Figura S2.2) 
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como desde el último punto de evolución (clones M, Figura S2.2). Todo parece 
indicar que existe una alta variabilidad de fenotipos en cada una de las 
poblaciones evolucionadas, aun cuando procedan del mismo genotipo parental, 
por lo que un mayor número de réplicas biológicas y una selección de clones más 
amplia podría favorecer la obtención de aislados con mayor potencial. En 
cualquier caso, pese a que el diseño de evolución pueda ser mejorado, la 
obtención de cepas con una baja producción de ácido acético puede lograrse 
claramente mediante la flexibilización de la CCR y esto puede conseguirse de 
forma relativamente sencilla mediante evolución dirigida.  

Otra estrategia explorada en esta tesis doctoral para la reducción del 
grado alcohólico es la del uso de cepas no-Saccharomyces, de mayor capacidad 
respiratoria, en combinación con la capacidad fermentativa de S. cerevisiae. Como 
se detalla en el capítulo 1, para el aprovechamiento de la capacidad respiratoria 
de cepas con baja producción de ácido acético en aerobiosis, (como es el caso de 
PR1018), es necesaria una fina regulación de las condiciones de aireación, que 
evite una subida abrupta del ácido acético una vez se ha consumido la totalidad 
de los azúcares. Si bien esta regulación es posible a escala laboratorio, tal y como 
se muestra en el capítulo 1, supone un desafío a la hora de escalar este proceso a 
nivel industrial. En el capítulo 3 esta fina regulación de la disponibilidad de 
oxígeno es sustituida por el uso de M. pulcherrima en cultivo simultáneo con S. 
cerevisiae, ya que, por su alta capacidad respiratoria, consume la totalidad del 
oxígeno disponible, creando un ambiente anaeróbico de facto para S. cerevisiae, que 
dispone además de una menor cantidad de azúcares para su transformación en 
etanol. Esto da lugar a vinos de menor graduación alcohólica sin un exceso de 
ácido acético.  

Las cepas ensayadas en el capítulo 3, fueron seleccionadas por su baja 
producción de ácido acético y la consistencia de su comportamiento en los 
distintos sistemas de ensayo. El sistema de co-cultivo de estas dos cepas se ve 
poco afectado por la concentración inicial de S. cerevisiae, así como por las 
condiciones de aireación o incluso la suplementación con fuentes de nitrógeno. 
La similitud entre el co-cultivo con PR1018 y con la cepa enológica EC1118 apoya 
la idea de que el sistema de co-cultivo ensayado es muy robusto, pudiendo 
aplicarse con éxito independientemente de la cepa de S. cerevisiae aplicada. 

 En cuanto al perfil de compuestos volátiles, la combinación con M. 
pulcherrima muestra una reducción en la concentración de ésteres y compuestos 
terpénicos, algo ya descrito en la literatura (Tufariello et al., 2021). En este caso la 
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suplementación con fuentes de nitrógeno sí parece influir, en especial sobre el 
acetaldehído y sus derivados. Por otro lado, los vinos resultantes del co-cultivo 
presentan cierta tendencia hacia colores más oscuros y amarillentos. En todo caso, 
tanto la composición volátil como la coloración de los vinos producidos mediante 
co-cultivo quedan dentro de los parámetros normales que se esperaría en vinos 
blancos comerciales.  

En términos generales este trabajo pretende mostrar como el abordaje 
microbiológico es un enfoque prometedor para solventar la problemática del 
aumento del grado alcohólico. Esta tesis demuestra que el uso de la respiro-
fermentación del mosto de uva por parte de S. cerevisiae es una estrategia válida 
para la reducción de la graduación alcohólica del vino. Los abordajes mostrados 
en este trabajo son potencialmente escalables a nivel industrial y podrían permitir 
al sector continuar trabajando con S. cerevisiae, tanto con nuevas cepas 
seleccionadas, como con los aislados con los que ya se elaboran vinos, mediante 
una regulación fina de las condiciones de aerobiosis o mediante la combinación 
con distintas cepas fuera del género Saccharomyces.   
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CONCLUSIONES  
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1. S. cerevisiae presenta una alta variabilidad en cuanto a la producción de 
ácido acético en condiciones de aerobiosis, lo que permitiría la selección de cepas 
naturales aptas para su aplicación en fermentaciones aeróbicas.  

2. En este trabajo se identifica una cepa de S. cerevisiae con un alto potencial 
para su aplicación en fermentaciones aeróbicas, la cepa PR1018. 

3. La interrupción abrupta de la aireación desencadena la sobreproducción 
de ácido acético por parte de S. cerevisiae, mientras que un cambio gradual y 
sostenido hacia condiciones de anaerobiosis parece evitar esta sobreproducción.  

4. El comportamiento de las poblaciones evolucionadas con una menor 
represión por catabolito de carbono (CCR), confirma la relación entre dicho 
fenotipo y una menor producción de ácido acético. 

5. Los resultados presentados son compatibles con una posible relación 
entre una CCR menos severa y la sobreexpresión del bypass piruvato-acetilCoA. 
No obstante, la compleja regulación de la CCR requerirá más experimentación 
para confirmar esta relación de causalidad.  

6. La alta demanda de oxígeno por parte de la cepa Mp734 de M. pulcherrima 
permite resolver muchos de los problemas asociados al uso de S. cerevisiae en 
condiciones aeróbicas favoreciendo el uso de esta estrategia para la reducción del 
rendimiento alcohólico. 
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1. S. cerevisiae presents a high variability in terms of acetic acid production under 
aerobic conditions, which would allow the selection of natural strains suitable for 
their application in aerobic fermentation.  

2. This work identifies a strain of S. cerevisiae with a high potential for its 
application in aerobic fermentations, the strain PR1018. 

3. Abrupt interruption of aeration triggers overproduction of acetic acid by S. 
cerevisiae, whereas a gradual and sustained shift to anaerobic conditions seems to 
avoid this overproduction.  

4. The behavior of evolved populations with lower carbon catabolite repression 
(CCR) confirms the relationship between that phenotype and lower acetic acid 
production. 

5. The results presented are compatible with a relationship between a less severe 
CCR and an overexpression of the pyruvate-acetylCoA bypass. However, the 
complex regulation of CCR will require further experimentation to confirm this 
relationship.  

6. The high oxygen demand of M. pulcherrima strain Mp734, solves many of the 
problems associated with the use of S. cerevisiae under aerobic conditions, favoring 
the use of this strategy for alcohol yield reduction. 
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Tabla S1.1. Orígenes de las cepas de S. cerevisiae ensayadas en el capítulo 1. 

 

Código Aisladas de: 

PR49  Uva Pedro Ximenes  

PR50 Iniciador enológico comercializado 

PR55 Iniciador enológico comercializado 

PR112 Iniciador enológico comercializado 

PR117 Pie de cuba espontáneo 

PR221 Mosto de uva concentrado 

PR543 Iniciador enológico comercializado 

PR699 Mosto de uva Tempranillo 

PR807 Mosto de uva blanco 

PR902 Mosto de uva tinto 

PR913 Mosto de uva tinto 

PR988 Mosto de uva Tempranillo 

PR996 Mosto de uva Cabernet Sauvignon 

PR1002 Mosto de uva Cabernet Sauvignon 

PR1006 Mosto de uva Tempranillo 

PR1018 Mosto de uva Cabernet Sauvignon 

PR1021 Mosto de uva Tempranillo 

PR1040 Mosto de uva Tempranillo 

PR1156 Desconocido 

PR1269 Iniciador enológico comercializado 

PR1270 Iniciador enológico comercializado 

PR1271 Iniciador enológico comercializado 

PR1272 Iniciador enológico comercializado 

PR1273 Iniciador enológico comercializado 
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Figura S2.2. Esquema de las poblaciones evolucionadas y los aislados procedentes de las 
poblaciones sin fermentación (clones M) o tras 4 días de fermentación con las poblaciones (clones 
F). 
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Figura S2.3. Volcano plot de los tránscritos de ΔΔReg1, ΔΔHxk2 y el parental Fx10 en aerobiosis 
(Ae) y anaerobiosis (AN). Los puntos rojos indican genes con expresión estadísticamente 
significativa (FDR<0,05), sobreexpresados (LogFC>1) o reprimido (LogFC<1) (eje de abscisas). 
Los puntos negros indican ausencia de expresión significativa. 
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Figura S2.4. Ensayo de supervivencia a factores de estrés industrial de los clones F aislados desde 
las poblaciones evolucionadas. Medio MS30 sólido suplementado según lo indicado. 
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Figura S3.5. Heat map de los 54 compuestos volátiles identificados al final de las distintas 
fermentaciones. M. pulcherrima fue inoculada a una OD600 de 0.2 en todas las condiciones de 
aireación: 1) control (S. cerevisiae 0.20 OD600, anaeróbico). 2) S. cerevisiae 0.02 OD600; 10 v/v/h aire. 
3) S. cerevisiae 0.05 OD600; 10 v/v/h aire. 4) s. cerevisiae 0.10 od600; 10 v/v/h aire. 5) s. cerevisiae 0.10 
od600; 5 v/v/h aire (suplementación con nitrógeno) s. cerevisiae 0.10 od600; 5 v/v/h aire (sin 
suplementación). 7) s. cerevisiae 0.10 od600; 2.5 v/v/h aire. 
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Figura S3.6. Evolución del porcentaje de unidades formadoras de colonia (UFC) de M. pulcherrima 
en condiciones de suplementación (naranja) o sin suplementación (azul). 
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