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RESUMEN

La elaboracion del vino es un arte que se lleva practicando desde hace mas de 4000
aflos y que actualmente se ha convertido en una ciencia que es capaz de mover miles de
millones de euros al afio. En este proceso, las levaduras tienen una vital importancia ya que
son las responsables de la fermentacion alcohoélica que transforma el jugo de uva exprimido
en vino. Sin embargo, no todos los vinos son iguales, ni siquiera parecidos, y por eso la
utilizacion de una levadura u otra marcara la diferencia entre uno y otro. Actualmente existe
un gran interés por la seleccion de levaduras que potencien las caracteristicas del vino para
su venta en forma de levadura seca activa. Es especialmente importante su utilizacion en la
elaboracion del vino de regiones con poca estabilidad, en cuanto a la calidad de sus vinos.
Por tanto el objetivo de este trabajo es recoger las caracteristicas que aportan ciertas levadu-
ras al vino y que las hace validas para ser elegidas por un endlogo, acercando también el tér-
mino terroir y su azarosidad e introduciendo una vision a la ingenieria genética en el campo.

Palabras clave: vino, levaduras, fermentacion alcohdlica, terroir.
SUMMARY

Wine making is an art that has been practiced for over 4000 years and nowadays it has
now become a science that moves millions of euros a year. In this process, yeasts have vital

1 Javier GuTIERREZ FERNANDEZ DE PIEROLA, es estudiante de cuarto de Grado en Biologia en la
Universidad de Salamanca.
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importance as they are responsible for the alcoholic fermentation because they transform
the juice of the squeezed into wine. However, not all wines are the same, or even similar,
and therefore the use of a yeast or another one will make the difference between one and the
other. Currently there is a great interest in the selection of yeasts that enhance the characte-
ristics of the wine for sale in form of active dry yeasts. Its use in winemaking is important
in regions with little stability in the quality of their wines. Thus, the objective of this work is
to collect the characteristics that certain yeast bring to the wine and make them valuable to
be chosen by a winemaker. In addition, we will approach to terroir term and its serendipity
introducing the actual views regarding the basis for the engineering in this field.

Key words: wine, yeasts, alcoholic fermentation, terroir.

1. INTRODUCCION

Es un hecho que el consumo de alcohol es actualmente un habito frecuente en
la poblacion mundial, pudiendo llegar a considerarse una enfermedad debido a su
consumo excesivo y un beneficio para la salud si se toma con moderacion en ciertas
bebidas. Para llegar a comprender este habito hay que remontarse hasta antes de la
escritura, cuando nuestros ancestros buscaban las propiedades placenteras de las
bebidas alcohdlicas para despertar su creatividad.

Existen vinculos entre los grandes pasos del hombre, tales como la agricultu-
ra o el origen de la lengua y el alcohol®. En el 7000 a.C. encontramos la primera
evidencia de una bebida alcoholica en China, a base de un coctel de arroz, bayas
de espino, uvas silvestres y miel®. En las montafas del Caucaso y de Zagros, en la
actual Georgia e Iran respectivamente, se comenzaron a cultivar las primeras uvas
con el objeto de elaborar vino. Desde alli podemos seguir su evolucion por todo el
globo hasta estar ya completamente integrado en la dieta y la cultura griega para el
4000 a.C. Entre el 500- 100 a.C. se cultivaba en el sur de Europa, norte de Africa,
China e India.

Pero no seria hasta finales del siglo XIX, momento en el que Louis Pasteur
descubriera el papel de las levaduras en la fermentacion alcohdlica, cuando se
produciria la evolucion en la elaboracion del vino, pasando de ser un mero “arte

2 Pretorius, I.S.,“Solving yeast jigsaw puzzles over a glass of wine: Synthetic genome engi-
neering pioneers new possibilities for wine yeast research”, EMBO Repost 18 (2017), n° 11, p. 1875-
1884.

3 McGoverN, P.E., ZHaNg, J., TaNG, J., ZHaNG, Z., HaLL, G.R., Moreau, R.A., NUNEz, A.,
Butrywm, E.D., RicHArRDS, M.P., WaNG, C., “Fermented beverages of pre-and proto-historic China”,
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 101 (2004), n° 51 p.
17593-17598.
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practico” a una ciencia aplicada®. De esta forma, la elaboracion del vino comenzé
a requerir una trazabilidad adecuada con el objeto de que los endlogos modernos
puedan crear un producto que satisfaga las exigencias de sus clientes y que se haga
hueco en el mercado®. Segun el Observatorio Economico del Mercado del Vino,
este mercado mueve mas de mil millones de euros cada semestre solo en Espana.
El director de dicha institucion, Rafael del Rey, aboga por la potenciacion de la
marca Espafia y un impulso de los vinos de calidad. Es por ello que hoy en dia
existe tanto interés por el conocimiento de los procesos que hacen que el zumo de
uva exprimido se transforme en vino. En este punto hay que entrar a valorar qué
es lo que define a la bodega, la calidad a alto coste, ya sea por los requerimientos
especificos o por el peligro de perder un lote, o la cantidad a bajo coste, que puede
llegar a quitar identidad al producto.

El objetivo de este trabajo es revisar el papel que cumple la seleccion de leva-
duras en la fermentacion en el vino, analizandose la importancia de la eleccion de
unas cepas de levaduras respecto a otras, decision que debe tomar el enologo de la
bodega, abarcando las diferentes propiedades que seran valoradas en cada una de
ellas y que afectaran al producto final.

2. PROCESO DE VINIFICACION

La informacion sobre la elaboracion de vino es tan antigua como la civiliza-
ciéon misma, y cada uno de los pueblos que la han descrito han mostrado alguna
técnica propia, tipica de sus tierras y en ocasiones dificilmente extrapolable. Los
procedimientos y técnicas han variado muy poco en lo esencial desde los inicios
de este arte. En base a esto, a continuacion se narra resumidamente el proceso de
vinificacion que se realiza en una bodega tal y como ha sido descrito por J. Hidalgo
Togores®:

— Recepcion materia prima. La maduracion, vendimia y transporte de la uva
determinara en gran medida el valor del vino que se quiere producir. Es un
paso crucial en el que la uva puede comenzar a fermentar, sufrir roturas y ser
infectada por organismos no deseados; en especial las uvas blancas.

4 L, G.,. “The Natural History of Model Organisms: The fascinating and secret wild life of
the budding yeast S. cerevisiae” Elife 4 (2015)

5 GooLrp, H.D., Kroukamp, H., WiLLiams, T.C., PauLsen, L.T., VareLa, C., PreTORIUS, 1.S...
“Yeast’s balancing act between ethanol and glycerol production in low-alcohol wines” Microb Biotech-
nol 10 (2017) n°2, p. 264-278.

6  J. HipaLGo, Tratado de enologia. 2003, 2 ed.
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Despalillado. Consiste eliminar los raspones y escobajos que tienen los ra-
cimos. Reduce la astringencia del vino y aumenta su color ya que este se fija
a la materia colorante de los raspones. La retirada de los raspones dificulta
el estrujado y disminuye la fuente de levaduras endogenas de la vina.

Estrujado. Sustituye al antiguo proceso de “pisado”. Gracias a este proceso
podemos separar la parte solida de la uva, se realiza la transferencia de los
microorganismos endémicos del mosto y se aireara el medio, permitiendo el
arranque de la fermentacion.

— Maceracion. Se entiende por el proceso de extraccion de componentes con-
tenidos en la parte solida de la vendimia tras el estrujado. Es la principal
diferencia en el proceso entre vinos blancos y tintos. Segtn el tipo de uva
que utilice la bodega la maceracion transcurrira en un tiempo y con unas
caracteristicas determinadas.

Adicion de sulfuroso. La funcionalidad la va a aportar el anhidrido sulfu-
1050 (SO,), un gas con multiples propiedades conservantes. Sin embargo, el
método mas comodo y utilizado para afadirlo no es directamente en forma
de gas sino mediante el metabisulfito potasico (K,O.S)), un polvo cristalino
que genera anhidrido sulfuroso en disolucion. En algunas regiones, la adi-
cion de potasio podria ser un problema pero generalmente son mas los bene-
ficios conservantes que los inconvenientes. Destacan su papel antioxidante
y su efecto sobre el crecimiento de bacterias. La dosis maxima permitida de
este producto varia en funcién del tipo de vino que se vaya a hacer’. EI SO,
actlia como fungistatico en concentraciones bajas y pH elevado y fungicida
a altas concentraciones y medio acido. Sin embargo, a las mismas concen-
traciones su actividad antibacteriana es mucho mayor, afectando primero a
bacterias lacticas y mas tarde a las acéticas, que tienen mayor resistencia.
Ademas, puede afectar al aroma y sabor del vino.

La dosis aplicada al mosto debe ser medida con cautela ya que una excesiva
concentracion de SO, podria afectar a la fermentacion malolactica que sucede tras
la fermentacion alcoholica (FA). Incluso las dosis normales afectan al transcurso de
la fermentacion produciendo una seleccion de levaduras. Su aplicacion en exceso
de manera premeditada puede frenar el desarrollo de las levaduras enddgenas faci-
litando la implantacion de levaduras preseleccionadas.

7 LEeon, B., “Estudio comparativo de tres levaduras comerciales: CLOS, CT007 y VELLUTO
en vinificacion de Tempranillo y Mazuelo en la D.O.Ca. Rioja” Trabajo Fin de Grado de la Univer-
sidad de la Rioja (2016)
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— Encubado. Es el proceso de introduccion del mosto ya exprimido a los tan-
ques de fermentacion. En el caso de los vinos tintos este encubado se produ-
ce con la masa de hollejos puestos en flotacion sobre el mosto, formando el
denominado “sombrero” que sirve de soporte a las levaduras.

— Siembra. Es un paso opcional muy frecuente en las regiones vitivinicolas
frias, dado que una temperatura excesivamente baja limita el crecimiento
de las levaduras enddgenas. Por ello es importante forzar el inicio de la
fermentacion con un indculo externo de levaduras que se impondra sobre la
flora indigena.

— Fermentaciéon Alcohdlica. Tras el encubado del mosto se produce una ra-
pida multiplicacion de los microorganismos, comenzando la FA a partir de
la octava o duodécima hora de cultivo si este ronda los 25°C (caso del vino
tinto) o a las 20-24 horas si este ronda los 18°C (vinos blancos).

— Remontado. Es la extraccion del mosto de la parte inferior hasta la parte
superior del tanque. Se “remoja” el sombrero, se homogeniza la mezcla y se
airea el medio.

— Descube y prensado. El descube se refiere al vaciado del tanque de fermen-
tacion. El contenido es transportado a otro nuevo recipiente y los restos de
hollejos seran prensados.

— Fermentacion Malolactica. Este proceso comienza al haber finalizado la
FA y corrige la acidez producida. Esta fermentacion es llevada a cabo por
las bacterias lacticas y consiste en la transformacion del acido malico (de
sabor herbaceo o “verde”) presente en el vino a acido lactico (de sabor mas
agradable y mejor aroma). No es extrafio que las bodegas hagan inoculos de
estas bacterias para iniciar la fermentacion malolactica.

— Clarificacion: El objetivo de este proceso es eliminar niveles excesivos de
ciertos componentes solidos para lograr transparencia y garantizar la esta-
bilidad fisicoquimica del vino. Se limpian sustancias en suspension en el
vino como levaduras, bacterias o proteinas. Sin embargo es muy dificil la
eliminacion total de estos componentes.

— Crianza. Proceso por el que ciertos vinos son sometidos a un proceso de
envejecimiento o evolucion en barricas.

3. METODOLOGIA

La recopilacion de la informacion necesaria para la redaccion de este trabajo
se ha realizado mediante la bisqueda de revisiones y articulos cientificos. Estos
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se han encontrado en los principales buscadores de la web, tales como Pubmed,
Science direct o Google académico utilizando las palabras clave: Alcoholic fer-
mentation, comercial wine yeast, killer toxins, non-Saccharomyces yeast, raspberry
flavour, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces, terroir, Torulaspora, Velluto,
vineyard, wine fermentation, Yeast 2.0, yeast interactions y yeast.

Ademas se ha utilizado como base el libro de J. Hidalgo Togores “Tratado de
enologia” publicado en 2003 para la organizacion del indice.

Se ha revisado la legislacion vigente a dia 18/06/2018 para ciertas definiciones
u ordenanzas acerca de organismos modificados genéticamente dentro de la Unidon
Europea.

4. EL PAPEL DE LAS LEVADURAS
4.1. LEVADURAS VINICAS

Las levaduras se definen como hongos unicelulares ascomicetes o basidio-
micetos cuyo crecimiento vegetativo resulta predominantemente de gemacion o
fision, y que no forman sus estados sexuales dentro o sobre un cuerpo fructife-
ro. Abarcan una centena de géneros que representan mas de 700 especies, de los
cuales al menos 15 tienen relacion con la elaboracion del vino®. Durante todo el
proceso de vinificacion que se ha explicado en el apartado anterior las levaduras
estan presentes y se van desarrollando, aportando caracteristicas propias de cada
una y marcando la diferencia que permite apreciar que un vino es diferente de otro.
Estos microorganismos llevan a cabo la FA convirtiendo los glicidos del mosto,
tanto glucosa como fructosa, en etanol y CO,.

Sin embargo no es esa la unica reaccion que se produce. Todos los cambios
organolépticos que sufre el mosto hasta convertirse en vino suceden durante esta
etapa, fruto en gran medida de los metabolitos que surgen del crecimiento micro-
biano durante la fermentacion. Posteriormente, el vino puede seguir sufriendo mo-
dificaciones. De entre las levaduras mas conocidas de este proceso, el género Sa-
ccharomyces ha tenido la mayor parte de la atencion del mundo cientifico por su
utilidad como fermentador, y asi especies tales como S. cerevisiae (SC), S. bayanus,
S. pastorianus y S. paradoxus entre otros’ son bien conocidas en el campo. Pero Sa-

8  Pretorus, L.S., “Tailoring wine yeast for the new millennium: novel approaches to the
ancient art of winemaking” Yeast 16 (2000) n°® 8, p. 675-729.

9  BELDA, 1., ZARRAONAINDIA, ., PERISIN, M., PALAcIOS, A., AcEDO, A.,“Corrigendum: From
Vineyard Soil to Wine Fermentation: Microbiome Approximations to Explain the “terroir” Concept”
Front Microbiol 8 (2017). p. 821
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ccharomyces es s6lo una pequeia fraccion de la comunidad microbiana que habita
el mosto!®. De hecho, este género rara vez se aisla de la superficie de la uva o del
suelo de los vifiedos’. Géneros tales como Candida, Brettanomyces, Zygosaccha-
romyces, etc. aparecen también en el jugo de la uva y tienen una importancia notoria
en las caracteristicas organolépticas del vino, aunque los datos gendmicos sugieren
que la diversidad puede ser mucho mayor®. Es bien sabido que las levaduras no-
Saccharomyces modifican los aromas y sabores del vino'' pero también pueden
interactuar con Saccharomyces en su crecimiento o metabolismo’. Estas levaduras
estan caracterizadas por un bajo poder fermentativo y una sensibilidad importante
frente al etanol'?. Las no-Saccharomyces son las encargadas de arrancar la fermen-
tacion y sus poblaciones van variando conforme lo hace el grado alcohdlico (Figura
1). De la mano con el aumento de grado alcoholico va la reduccion de nutrientes y
juntas generan una presion selectiva que determinara la especie que predomine en
cada etapa. S. cerevisiae es la mas cualificada para la alta graduacion alcoholica y
por eso es ella la que lleva a cabo la mayor parte de la fermentacion’. Sin embargo,
aunque SC sea la mas competente, existen multitud de cepas de esta especie y se
ha demostrado que en las mismas condiciones de mosto, diferentes cepas de SC
producen vinos con diferentes caracteristicas tanto quimicas como organolépticas'.

Se han encontrado 93 especies de levadura diferentes asociadas a 49 varie-
dades de uva solo en 22 paises diferentes'® pero siguen apareciendo nuevas va-
riedades. Fruto de esta diversidad surge el término “Terroir”. Este término hace
referencia a la diversidad de cepas e interacciones que asociadas a las variaciones
regionales aportan distincion a cada vino'®. Estas caracteristicas se han demostrado
empiricamente desde hace siglos pero su relacion con la microbiota no se ha estu-
diado detenidamente todavia. “Solo en Espafa hay 92 zonas, que producen distin-

10 MorrisoN-WHITTLE, P., Gobparp, M.R., “From vineyard to winery: a source map of micro-
bial diversity driving wine fermentation” Environmental microbiology 20 (2018), n°® 1, p. 75-84.

11 Fleet, G., “Yeast interactions and wine flavor” International Journal of Food Microbiology
(2003) 86, n° 1-2, p. 11-22.

12 FerNANDEZ, S.LE., “La influencia de la tecnologia de la vinificacion en la microbiologia y
el desarrollo de la fermentacion alcohodlica” Tesis doctoral de la Universidad de La Rioja (2005).

13 BELDA, ., NavascuUEs, E., ALONSO, A., MARQUINA, D., SaNTOs, A., “Microbiologia del proce-
so de vinificacion: seleccion de levaduras Saccharomyces cerevisiae autdctonas con 6ptimas propie-
dades enologicas” REDUCA (Biologia) (2014) 7,1n° 1 p 1-14.

14 EvLparov, M.A., Kisukovskaia, S.A., TanascHUk, T.N., MAarRDANOV, A.V., “Genomics and
Biochemistry of Saccharomyces cerevisiae wine yeast strains” Biochemistry Mosc. 81 (2016), n° 13,
p. 1650-1668.

15 BokuLicH, N.A., CoLLins, T.S., MASARWEH, C., ALLEN, G., HEYmMANN, H., EBELER, S.E., MILLS,
D.A., “Associations among Wine Grape Microbiome, Metabolome, and Fermentation Behavior Sug-
gest Microbial Contribution to Regional Wine Characteristics” MBio 7 (2016) n°3, p e00631-16.
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Figura 1: Representacion de la evolucion de los géneros de levaduras
que intervienen en la FA®

tos denominados vinos Denominacion de Origen Protegida (DOP), de las cuales
69 son Denominacion de Origen (DO), 2 son Calificados Denominacién de Origen
(DOCa), 7 son vinos de calidad con Indicacion Geografica (Vino de Calidad) y 14
son Vino de Pago™®. Cada region tiene su microflora tinica, no solo de especies, sino
también de cepas dentro de cada especie. Asi, se sabe que durante el transcurso de
la FA no solo cambian las especies dominantes segun el estrés que soporten sino
que ademas hay un crecimiento subyacente sucesivo de diferentes cepas de una
misma especie que predominan segiin el momento del proceso y las caracteristicas
iniciales del mosto'®, caracteristicas que vienen definidas por las condiciones cli-
matoldgicas de la afiada.

Bokulich et al. (2016) han demostrado que la microbiota de la uva y los per-
files metabolicos del vino distinguen regiones vitivinicolas, si bien el grado de
relacion con la composicion quimica del vino no esta todavia suficientemente clara.
En este mismo estudio se comprob6 como un analisis microbiano del mosto de uva
puede predecir las caracteristicas del producto final y ayudar al en6logo en la toma
de decision durante el proceso de vinificacion. En dicho caso el en6logo podria
evitar contaminaciones indeseadas, paradas de fermentacion o incluso conocer po-
tenciales caracteres de deterioro del vino, como por ejemplo la actividad de ciertas
bacterias lacticas que generen histamina descarboxilasa'.

La forma mas artesanal o antigua de hacer vino depende exclusivamente de la
microbiota que se encuentra en la superficie de la vid y en la de la bodega. Pero,

16  Freet, G.H., “Wine yeasts for the future” FEMS Yeast Research 8 (2008), n°7, p. 979-995.
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aunque el terroir aporte distincion y personalidad al vino, se trata de un proceso
biologico espontaneo y azaroso’. Por consiguiente esto puede ocasionar multiples
problemas si la afiada viene con una carga microbiana inferior a la habitual, si se
ha usado antifiingico para tratar la vid o una época de lluvias que “lave” la planta
durante la vendimia’. Esto puede generar uno de los mayores problemas que se
presenta en la elaboracion de los vinos, que no arranque la fermentacion alcoholi-
ca o bien, una vez arrancada, que se produzca una parada de la fermentacion®. En
cualquiera de los casos, esto suele estar asociado a una reduccion de la poblacion
viable de levaduras enddgenas iniciales!!.

Esta parada se puede prever con un analisis de la densidad y otros parametros,
pudiéndose tomar medias al respecto, aunque estas implican la alteracion del curso
natural del proceso’. Algunos factores que pueden alterar el normal desarrollo de la
fermentacion pueden ser los siguientes:

— Concentracion elevada de azucar: No solo es limitante a la hora de arran-
car la fermentacion por la presion osmotica, sino que ademas puede causar
problemas al final de la fermentacion por un elevado grado alcohdlico o
azucar residual. Ademas, las bacterias lacticas y otros microorganismos con
metabolismos aerobios podrian descomponer el exceso de azticar causando
la conocida “quiebra lactica” del vino.

— Etanol y otros alcoholes: Altera la permeabilidad de membrana’. Una ex-
cesiva concentracion de etanol puede inhibir la absorcion de solutos, inhi-
biendo el crecimiento de las levaduras y con ello su viabilidad a la par que
su capacidad para terminar la fermentacion.”

— Temperatura de la fermentacion: Dentro de los rangos que soportan las dis-
tintas levaduras, se ha demostrado que a mayor temperatura, la fermenta-
cion es mas rapida, la poblacion es mas viable y la asimilacion del nitrogeno
es mejor''. Temperaturas mas bajas pueden tener un efecto inhibidor en el
crecimiento microbiano y tener riesgo de un retardo de esta fermentacion e
incluso su detenimiento. Por el contrario, unas temperaturas altas podrian
provocar un arranque de fermentacion excesivo y, por culpa del metabolis-
mo microbiano, hacer que el mosto alcance temperaturas superiores a 30-
35°C, lo que podria detener la fermentacion de igual manera que las tempe-
raturas bajas’.

— Carencias nutricionales: Para un desarrollo normal es indispensable una can-
tidad minima de nitrogeno facilmente asimilable (NFA), lo que corresponde
a un minimo de 140-150 mg/l. Algunos de esos son la biotina, el 4cido pan-
toténico, nicotinamida o tiamina, muy importante en las descarboxilaciones.
Por otro lado un exceso puede limitar el crecimiento microbiano influyendo
en la aparicion de otros compuestos indeseables como la urea. Otras sus-
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tancias que pueden afectar al normal desarrollo del crecimiento microbiano
es la falta de factores de crecimiento, que no suelen ser un problema para
arrancar la fermentacion pero que pueden serlo si se agotan durante el trans-
curso de la misma''.

— Niveles de oxigeno: Si bien la fermentacion por definicién es un proceso
anaerobio, todos los manuales de elaboracion de vino recomiendan la airea-
cion del mosto en fermentacion, y asi lo hacen las bodegas. Esto es necesa-
rio por un efecto que se producen en ciertas levaduras, S. cerevisiae entre
ellas, llamado efecto “Crabtree” o “Pasteur negativo”. Este efecto descrito
por el inglés H.G. Crabtree describe el fenomeno por el cual, ante una con-
centracion elevada de glucosa, el O, tiene un efecto activador de FA. Es por
ello que una anaerobiosis estricta no es la manera 6ptima de arrancar una
fermentacion.

— Antagonismo entre microrganismos: Ciertos mohos, virus o bacterias pue-
den ocasionar un bloqueo en el arranque del crecimiento microbiano, con su
consiguiente efecto en la FA®. Ademas se ha encontrado una relacion entre
detenimientos de fermentaciones relacionados con regulacion epigenética
por interaciones entre levaduras y bacterias que afectan a la regulacion de la
represion por glucosa.

Estos problemas asociados con la FA pasaron a un segundo plano cuando en
1890 el botanico y endlogo Miiller-Thurgau introdujo el inoculo de levaduras en el
mosto como practica enoldgica, adaptando las técnicas que utilizaba Hansen en la
Cerveceria Carlsberg!’. Un siglo mas tarde aparecieron en el mercado las “Active
Dry Wine Yeast” o LSA en castellano. De esta forma, las productoras de vino a
gran escala pueden utilizar las levaduras seleccionadas o “starters” como forma
de asegurar el proceso, obteniendo unas caracteristicas organolépticas previamente
caracterizadas’.

Estos starters se afiaden al mosto en el paso de la “siembra” y van a imponerse
sobre la flora microbiana indigena que ha sido debilitada por el anhidrido sulfuroso.
Esta siembra se realiza mediante el “pie de cuba” con levaduras autdctonas selec-
cionadas o mediante LSAs comerciales, pero también pueden ser afiadidos factores
de crecimiento y desarrollo de levaduras. La técnica del pie de cuba consiste en
generar en un recipiente aparte una fermentacion previa a la vendimia que se afa-

17 Petruzzi, L., Carozzi, V., BERBEGAL, C., CorBO, M.R., BEVILACQUA, A., SpANO, G., SINIGA-
GLIA, M., “Microbial resources and enological significance: Opportunities and benefits” Frontiers in
microbiology 8 (2017), p. 995.
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de junto al nuevo mosto cuando se encuba, de tal forma que se genera un cultivo
iniciador que arrancara de manera efectiva la fermentacion (se afiade poblaciones
en torno a 2-3 *10%ndividuos/ml). Puede ser con una poblacion endogena de la
zona, muy utilizada en zonas donde el “terroir” esta bien valorado, o con LSA, para
rehidratar las levaduras y despertar su metabolismo inactivo. También es posible
la adicion directa de algunas LSA en el mosto sin un previo pie de cuba. El uso de
LSA es especialmente relevante en vinos blancos que tienen una muy baja cantidad
de organismos indigenas dado que no sufren proceso de maceracion y su fermenta-
cion se realiza a menor temperatura®.

La industria de los LSA en sus inicios usaba solo cepas de Saccharomyces',
pero la nueva tendencia es tratar de analizar cultivos puros de fermentaciones es-
pontaneas para seleccionar las levaduras con mejores caracteristicas enologicas,
incluyendo a las levaduras no-Saccharomyces'. La mayoria de bodegas utilizan
starter seleccionado para sus fermentaciones'® sobre todo en paises emergentes con
poca tradicion vitivinicola®.

Hay cientos de levaduras en el mercado a disposicion del endlogo, y la elec-
cion de una de ellas podia tener un efecto significativo en la calidad del vino. La
controversia surge a la hora de comenzar la fermentacion. El en6logo debe buscar
la elaboracion de un producto distinguible, y hay sectores en el gremio que conside-
ran que el uso exclusivo de S cerevisiae mediante LSA ha conducido a una falta de
complejidad organoléptica si las comparamos con las fermentaciones espontaneas
exitosas'?.

4.2. CRITERIOS BASICOS DE SELECCION DE LEVADURAS Y SUS APORTACIONES AL PRODUCTO
FINAL

Si queremos seleccionar una levadura que aporte las caracteristicas deseadas
para nuestro producto existen dos posibilidades: su biisqueda directa en los vifiedos
o el uso de las técnicas de ingenieria genética'?. Si aislamos una levadura endémica
debemos realizar un analisis posterior de sus caracteristicas enoldgicas (Tabla 1) y
determinar su potencial como levadura “util” para nuestro proceso'. Por otro lado,
las posibilidades que aporta la ingenieria genética, dado los estudios sobre el geno-

ma de Saccharomyces, tienen un gran potencial en un futuro préximo'.

Dentro de las levaduras endémicas de la zona podremos seleccionar las cepas
con mejores caracteristicas y usarlas para el inoculo de los mostos de la region, los

18 MarsiT, S., DEQUIN, S., “Diversity and adaptive evolution of Saccharomyces wine yeast: a
review” FEMS yeast research 15 (2015) n°7.
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cuales responderan mejor al indculo de levaduras que los de regiones diferentes'2.
Aun asi algunas se patentan y distribuyen por todo el mundo.

A la hora de elegir si una levadura cumple las condiciones para servir como
starter en la produccion del vino deseado hay que tener en cuenta el conjunto global
de parametros que se describen en la Tabla 1. A dia de hoy, ninguna de las levadu-
ras que existen en el mercado posee todas las caracteristicas citadas anteriormente.
Entre dichas caracteristicas, las que tienen un mayor impacto en la produccion del
vino son las que describiremos en los siguientes apartados.

Propiedades fermentativas

Propiedades tecnoldgicas

Propiedades sensoriales

- Inicio rapido de fermenta-
cion
- Alta eficacia fermentativa

- Tolerancia al estrés por
etanol

- Osmotolerancia

- Rendimiento alcoholico
moderado

- Rango 6ptimo de tempe-
ratura

- Produccion de biomasa
moderada

- Resistencia a la acidez

- Estabilidad genética
- Tolerancia a SO,

- Escasa produccion de ace-
taldehido

- Bajas necesidades de
compuestos nitrogena-
dos

- Capacidad de floculacion

- Compactacion del sedi-
mento

- Factor Kkiller

- Resistencia a la deseca-
cion

- Actividad proteolitica

- Marcado genético

- Baja formacion de H,S

- Baja produccion de aci-
dez volatil

- Baja produccion de alco-
hol

- Produccion de glicerol y
precursores

- Consumo de acido malico

- Produccion de ésteres vo-
latiles fermentativos

- Rotura de precursores gli-
cosidicos y tidlicos

- Facilidad de autolisis

- Bajo potencial de carba-
mato de etilo

Tabla 1: Propiedades valorables como criterios de seleccion de cepas de levadura
con caracteristicas enologicas optimas.

4.2.1.

Inicio rapido de la fermentacion

Un starter debe ser capaz de imponerse sobre la flora indigena que se encuen-
tre en el mosto. El medio que encuentran las levaduras al comenzar la fermentacion
es un medio hiperosmético (> 200 g aztcar/L), con un pH bajo, con sulfuroso
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afiadido en la mayoria de los casos y probablemente restos de fungicidas!®. Para
superar esto, por término medio se afiade en torno a 2-3 *10°levaduras por mililitro
pero ademas es importante que estos individuos tengan la capacidad de iniciar su
fase exponencial de manera abrupta en las primeras horas de fermentacion. Este
punto va de la mano con la resistencia al sulfuroso, que es un agente antioxidante,
antibacteriano y fungistatico o fungicida que puede afectar al crecimiento de la
cepa, aunque principalmente sirve para eliminar los individuos indigenas que no
soportan bien el sulfuroso. Sin embargo, la tendencia actual nos lleva a una reduc-
cion de su utilizacion en el vino ya que ciertos estudios han demostrado que puede
ser perjudicial para la salud.

Hay que diferenciar en este apartado dos términos similares pero que poco tie-
nen que ver, la “vitalidad” y la “viabilidad”. La primera se refiere a la actividad me-
tabodlica de la cepa de forma que es directamente proporcional con su aptitud para
arrancar la fermentacion, mientras que viabilidad se define como la proporcion
relativa de células vivas o que son capaces de reproducirse a partir del indéculo. En
este aspecto la industria tienen un gran papel a la hora de poder influir en la forma
de cultivar las levaduras para aumentar el grado de viabilidad y vitalidad °, donde
uno de los papeles mas importantes lo juega los niveles de trealosa y glucogeno
acumulada dentro de las levaduras y que tiene gran variabilidad en condiciones
ambientales’.

La capacidad de iniciar rapido la fermentacion cobra especial relevancia a la
hora de arrancar una fermentacién que se ha detenido y se corre el riesgo de perder
el lote por oxidaciones no deseadas o aparicion de mohos. Si una fermentacion se
para encontraremos un medio pobre en glucosa y otros nutrientes, con un pH bajo y
cierta cantidad de etanol. La levadura Uvaferm 43 RESTART™ [(S. cerevisiae (ex
bayanus)], es un ejemplo claro de cepa utilizada para el arranque de fermentaciones
parada. Ha sido desarrollada de manera natural por Lallemand en colaboracion con
Inter-Rhéne como ocurrié con su predecesora la Uvaferm 43™. Esta fue seleccio-
nada por ser capaz de consumir niveles de fructosa superiores a otras levaduras
(Figura 2)*-2! incluso a niveles limitantes de nitrogeno' y dado que la fructosa es
el glucido que mas abunda en una fermentacion parada, esta caracteristica la hace
capaz de relanzar dichas fermentaciones.

19 MartaLLana, E., ARANDA, A., “Biotechnological impact of stress response on wine yeast”
Letters in applied microbiology 64 (2017) n° 2, p. 103-110.

20 DumonT, A., RaynaL, C., RAGINEL, F., JULIEN, A-O., SUAREZ, C., HERAS, J.M., “Capacidad de
las levaduras enologicas de consumir fructosa” Semana vitivinicola 3237 (2008) p 2502-2507.

21 JuLien, A.-O., Siwvano, A., THEODORE, D., RAGINEL, F., “New tools to help overcome stuck
GO BACK fermentations in wine” (2017) WnieLand Media 10, n° 10, p 1-10.
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Figura 2: Afinidad de fructosa de diferentes levaduras comerciales™.

Para desarrollar Uvaferm 43 Restart se utilizo un proceso de pre-aclimatacion,
sobretodo exponiendo a las levaduras a grandes concentraciones de etanol, que
hizo a las levaduras Uvaferm 43™ mas robustas y adaptables al nuevo medio (Fi-
gura 3). Con esto, asimilan mas facilmente fructosa que otras cepas, resiste hasta
16% de etanol y no altera las caracteristicas del vino.

Azucares (g/1)
12
Uwalerm 43
0 —— Uvaferm 43 RESTART™
% 8 At tha end of farmantation
‘E 43 Restart™ 43 Yeoo™
g & Aleool 14.70 14.75
4 Residual 11 1.9
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Figura 3: Grdfica comparativa de la capacidad de consumo de azucares de Uvaferm 43™
v su cepa mejorada Uvaferm 43 Restart™.



EL PAPEL DE LA SELECCION DE LEVADURAS... 183

4.2.2. Rendimiento alcohdlico

El agotamiento de los azucares es obligatorio si queremos un correcto equili-
brio del vino. El criterio se aplica necesariamente al 98% de azucar de la uva que
se tiene que convertir en etanol y CO,’. El rendimiento alcoholico es el valor de
consumo de azucares para generar 1% de alcohol etilico. Este es un punto a tener
en cuenta en la levadura elegida, ya que la demanda comercial exige cada vez vinos
de menor graduacion, ya sea porque empeora el vino o por conciencia social sobre
la salud. A su vez, por culpa del cambio climatico, cada vez la uva tiene mayor
concentracion de azucar y genera un grado alcoholico mas elevado, siendo esto mas
notorio en las vides del Nuevo Mundo?. Durante la fermentacion, aproximadamen-
te el 95% del azucar se convierte en etanol y dioxido de carbono, el 1% en material
celular y el 4% en otros productos como el glicerol. Se creia que la sobreexpresion
de genes de la ruta glicolitica daria como resultado un aumento en la velocidad de
formacion de azlicar, sin embargo parece ser que existe un paso limitante en el ren-
dimiento alcoholico a nivel de los transportadores de hexosas’.

A} FERMENTACION B} FERMENTACION
ESFONTANEA - INOCU LADA

|
1l

4 Etanol
o Etinal

Log LIF
Log UFC

NIAS 1A

oS. cerevisiae ® No — Saccharomyces 1 ® No — Saccharomyces 2 o No — Saccharomyces 3 o Etanol

Figura 4: Modelo hipotético de evolucion de la concentracion de alcohol y de ciertas
especies durante la fermantacion alcohdlica del vino.

En este contexto hay que citar que SC no es la especie mas adecuada para
un control moderado del grado alcohél?!. Por ello J. Hidalgo propone una doble
fermentacion. Una primera dirigida por levaduras no-Saccharomyces, con menor
rendimiento alcoholico por lo general, hasta el 6-8% de etanol, donde acaba la

22 Ciani, M., MoraLes, P., Comiting, F., TRoNcHONI, J., CaNoNico, L., CUrieL, J.A., Oro, L.,
RobriGues, A.J., GonzaLez, R., “Non-conventional Yeast Species for Lowering Ethanol Content of
Wines” Front Microbiol 7 (2016), p. 642.
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viabilidad de estas, y el uso de un starter de SC para evitar la parada de la fermen-
tacion. Esto recordaria mas a un proceso de fermentacion espontanea (Figura 4A)
que a una fermentacion con indculo artificial (Figura 4B) ya sea por el metabolismo
de las propias levaduras o por su intervencion en la curva de crecimiento de SC?'.
Este método se ha aplicado ya en la industria cervecera®.

Los datos de catabolismo de azucar de estas especies no-Saccharomyces atn
son escasos, aunque parece que el bajo rendimiento de estas se debe a la capacidad
o no de desarrollar el efecto Crabtree y al cociente respiratorio®*. Quirds recoge que
estas especies tienen gran potencial como reductores del grado alcoholico pero que
es una linea que hay que seguir estudiando. Una levadura comercial que cuenta
con estas caracteristicas es Level 2 Solution Biodiva™ (Torulaspora delbrueckii)
que alcanza un maximo de 10% de etanol y que actualmente es comercializada por
Lallemand Bio. Este starter indica en sus propias instrucciones de uso que a las 24
horas de inocularlo se debe hacer otro indculo de S. cerevisiae que tomara las rien-
das de la fermentacion. Esto es debido a que la fermentacion no podria terminarse
dado su baja tolerancia a etanol, sin embargo su funcién en ese punto de la FA ya
se habra cumplido y la graduacion del vino serd menor al acabar esta. Bely et al.
demostraron que la combinacion de estas dos especies consigue reducir el grado
alcoholico si se inoculan en una proporcion 20:1 (Torulaspora: Saccharomyces),
pero se encontraron con una fermentacion detenido al hacerlo de forma secuencial.
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Tabla 2: Caracteristicas enologicas de los vinos inoculados con las levaduras
del ensayo®. "Fermentacion detenida.

23 CaNoNIco, L., AGarBATI, A., ComiTing, F., Ciani, M., “Torulaspora delbrueckii in the brewing
process: A new approach to enhance bioflavour and to reduce ethanol content” Food Microbiology 56
(2016) p. 45-51.

24 Quros, M., Rojas, V., GonzaLEz, R., MORALES, P., “Selection of non-Saccharomyces yeast
strains for reducing alcohol levels in wine by sugar respiration” International Journal of Food Micro-
biology 181 (2014) p. 85-91.

25 Bery, M., STOECKLE, P., MASNEUF-POMAREDE, 1., DUBOURDIEU, D., “Impact of mixed Torulas-
pora delbrueckii-Saccharomyces cerevisiae culture on high-sugar fermentation” International Jour-
nal of Food Microbiology 122 (2008) p. 312-320.
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4.2.3. Resistencia a la desecacion

Esta caracteristica no afecta a la futura composicion del vino pero es importan-
tisima a la hora de seleccionar una levadura y a su vez es esencial en las fermenta-
ciones espontaneas. Ante situaciones de baja concentracion de nutrientes, como al
final de la fermentacion, las levaduras quedan en estado de latencia. Posteriormen-
te, la levadura se seca y queda en el ambiente de la bodega todo el afio, hasta volver
a aparecer el mosto el afio siguiente's. Esto significa que una levadura con gran
capacidad de soportar la desecacion que sufrira entre vendimias tiene una ventaja
enorme sobre otras que, al comenzar la fermentacion del afio siguiente, tendran una
poblacién viable mas pequefia. No solo eso, en el &mbito de la biotecnologia, a la
hora de seleccionar una levadura para hacer una LSA, el hecho de que una levadura
tenga esta propiedad bien marcada ayuda en gran medida a su comercializacion'®,
ya que las LSA se venden desecadas.

4.2.4. Produccion de acidez volatil

Se refiere principalmente al acido acético (90% de los acidos totales), que da
un regusto avinagradol2. Durante la fermentacion, el acetaldehido derivado del
piruvato se transforma en acetato por accion de la acetaldehido deshidrogenasa.
Este mecanismo estd muy bien estudiado debido a la conservacion de los genes
codificantes ALD en todas las cepas de S. cerevisiae. Especialmente ALD6 tiene
un papel clave en la produccion de acido acético, que se relaciona a su vez con una
desviacion de la ruta fermentativa que da lugar a etanol'.

Figura 5: Ruta bioquimica de formacion de dacido acético’.
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En términos generales, la elevada acidez volatil en el vino afecta a su calidad,
dando un toque avinagrado al vino y se usa como valor limite los 0"60 g/1. Los valores
adecuados deben ser de entre 02 y 04 g/l seglin sean blancos, rosados o tintos. Es
por ello que los ultimos estudios estan buscando cepas que no sobreexpresen este gen
o, en su defecto, que tengan la capacidad de bajar la acidez generada en el proceso.

La acidez volatil ademés aparece en mayor medida cuanto mas azlicar tenga
el mosto, hasta el punto que el 35% del acido acético que es producido por S. cere-
visiae se genera al comienzo de la fermentacion?®. Como ya se ha comentado, los
mostos debido al cambio climatico tienden a tener mayor concentracion de aztcar,
lo que nos devuelve las fermentaciones coinoculadas o secuenciales para solucionar
el problema de elevados niveles de acido acético. T. delbrueckii muestra una gran
capacidad para reducir la produccion de acético en condiciones de gran estrés os-
motico, es decir, en las primeras etapas de fermentacion®. La tabla 2 muestra como,
en cultivos mixtos, el grado de acidez volatil baja a niveles de 0,4 g/L mientras que
la concentracion de glicerol se mantiene en unos niveles aceptables. Por tanto el
uso de Level 2 Solution BiodivaTM es una solucion para vinos que contienen gran
cantidad de acético. El catalogo Lallemand sobre esta levadura muestra un estudio
que ha certificado que la combinacion de estas dos levaduras mejora notoriamente
las caracteristicas del vino (Figura 6).

Ensayo comparativo sobre Syrah (Valle del Rodano): Impacto de Biodiva™ sobre el perfil
sensorial del vino en cata a ciegas llevada a cabo por 27 catadores profesionales
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Figura 6: Ensayo comparativo sobre Syrah (Valle del Rodano).
Impacto de BiodiviaTM sobre el perfil sensorial del vino en cata a ciegas
llevada a cabo por 27 catadores profesionales”

26 Bery, M., RinaLpl, A., DuBourbIEy, D., “Influence of assimilable nitrogen on volatile aci-
dity production by Saccharomyces cerevisiae during high sugar fermentation” Journal of Bioscience
and Bioengineering 96 (2003) no 6, p. 507-512.

27 Catalogo Lallemandwine 2018. http://www.lallemandwine.com/es/spain/productos/catalo-
go/. Accedido el 2 de julio de 2018
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4.2.5. Produccion de glicerol

Este producto es muy importante en el caracter sensorial del vino, ya que
desvia la ruta de la produccion de etanol y da sensacion de dulzor en boca (se
reconoce a partir de 5,2 g/l en blancos y 28¢g/1 en tintos) !> . Ademas contribuye a
la suavidad, consistencia y cuerpo general del vino’. Al desviar la ruta de fermen-
tacion alcoholica hacia la formacion de glicerol se consigue a su vez reducir el
rendimiento alcoholico, que es un tema que ya se ha debatido previamente. Lograr
un equilibrio entre el etanol y el glicerol en el vino es una cuestion de gustos, pero
las tendencias del mercado son cada vez mas favorables a vinos mas ligeros* y es
por ello que multitud de estudios buscan cepas que sobreproduzcan esta molécula.
La ruta puede desviarse de muchas maneras; tanto quimicas (adicion de sulfuroso),
como fisicas (regulando ciertos grados de estrés), como genéticas (manipulacion de
genes) *. La funcion de esta molécula es suministrar a la célula un soluto sensible
al estrés osmotico y sea capaz de mantener el equilibrio redox convirtiendo NADH
en NAD" 7. Gracias al gran conocimiento del genoma que actualmente se tiene de
la especie S. cerevisiae se ha podido investigar mucho acerca de los genes invo-
lucrados en la expresion de las proteinas de la ruta. Se sabe que ciertas cepas que
sobreexpresan por ejemplo GPDI o subexpresan GPD2, genes relacionados con
la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, producen vinos con menos grado alcoholico,
con mas glicerol y una mayor acidez*. Como esta, muchas otras partes del genoma
de las levaduras siguen investigandose, sin embargo, el glicerol es una molécula
muy “cara” energéticamente hablando y muchas de las cepas que surgen en las in-
vestigaciones no son utiles en fermentacion de vinos dado que generan metabolitos
no deseados.

Un ejemplo exitoso en el campo es el de Bodegas Muriviedro en colaboracion
con el CSIC, que ha seleccionado una levadura Saccharomyces uvarum que se
comercializa actualmente con el nombre de VELLUTO y que tiene la caracteris-
tica de producir altas cantidades de glicerol. Los ensayos realizados durante los
afios previos a su patente la caracterizaron como una cepa capaz de producir altos
niveles de glicerol y obtener vinos sabrosos y redondos. Sin embargo, un estudio
realizado en la Universidad de La Rioja no encontrd diferencias significativas en
la produccion de glicerol respecto a otras levaduras comerciales que no poseen la
caracteristica de sobreproduccion de este compuesto, aunque si encontraron dife-
rencias organolépticas®.

En Montpellier se ha seleccionado una levadura que distribuye Lallemand y se
comercializa con el nombre de IONYS WF™ que tiene, segtn el catalogo de La-
llemand, la capacidad de acidificar el vino dandole mayor estabilidad. Ademas, es
capaz de producir grandes cantidades de glicerol, hasta 25g/L. Un estudio externo
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demostro que esta levadura es capaz de reducir el pH del vino final respecto a otras
levaduras también comercializadas por Lallemand con propiedades acidificantes
pero superando en 5,6 g/ de promedio la cantidad de glicerol (Tabla 3). Ademas es
capaz de reducir en cierta medida el grado alcoholico, lo que indica que esta cepa es
capaz de desviar su ruta metabdlica hacia la produccion de glicerol, lo que la haria
también potencialmente util para reducir el grado alcoholico del vino?.

PARAMETER Temperature: 164+ 71"C Temperature: 27 £77°C

EC1118 IOMNYE=WF EC1118 IONYE=WF
Ethanal (% viv] 141201368 155820084 42220138 137220134
Glyceral [g/L) 6530354 107720428 ET73=006A 111320468
Tirratable Achdiny (g/L) To0&030 A B37£0128 T20x0.104 80720408
Viola le Acicity (gil) 0152007 A Q17+ 003 A Q720024 08 £ 0.03 A
pH 36720018 3560014 37520028 3.67T20.05A

Glucose + Fructase (ML) Q7 £ 0,05 A 0.20 £ 0.02 A 03020234 037 £0.22 A

Tabla 3: Pardmetros analizados en microvinificaciones de uva tempranillo inoculadas
con levaduras IONYS™ WF?’.

4.2.6. Resistencia al estrés por etanol

El etanol es el producto principalmente deseado de la fermentacion pero a su
vez es un producto toxico. Por tanto, ademds de buscar propiedades organolépticas
que generar en los vinos, las levaduras seleccionadas deben tener la capacidad de
resistir condiciones de estrés tales como la alta cantidad de etanol en el medio®.
Segun reviso6 Pretorius en el ano 2000, las LSA son facilmente modificables en este
sentido durante el proceso de fabricacion de las mismas. Factores fisicoquimicos
durante su cultivo pueden aumentar las adaptaciones a este estrés. Algunos de
estos factores son la exposicion a oxigeno, a cierta cantidad de etanol o la presion
osmotica. Ante estas situaciones las levaduras desarrollan los llamados factores de
supervivencia (por ejemplo ciertos acidos grasos de cadena larga o esteroles). Si
pensamos en las levaduras indigenas, estas deben pasar todo un afio a la intemperie,

28 PascuaL, O., Pons-MERrRcADE, P., GomBAu, J., JULIEN, A.-O., HErAS, J.M., ForT, F., CANALS,
J.M., Zamora, F., “Study of the effectiveness of a strain of Saccharomyces cerevisiae selected for the
production of wines with higher acidity and lower alcoholic strength in: BIO Web of Conferences”
EDP Sciences 9 (2017) n° 02002.

29 CarraAsco, P, QueroL, A., DEL OLMo, M., “Analysis of the stress resistance of commercial
wine yeast strains’ Archives of Microbiology 175 (2001) n°6, p. 450-457.
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con condiciones climaticas adversas y baja cantidad de nutrientes'®, por lo tanto
también sufren un estrés que promovera la aparicion de algunos de estos factores.

Se considera que el 95% de la FA se ha completado cuando la concentracion
de azucares iniciales ha bajado hasta 10g/L*. En estos momentos las levaduras ya
empiezan a encontrarse al limite de la resistencia. Sin embargo, si nuestra levadura
posee una resistencia a etanol que no le permite llegar a este porcentaje de consumo
de azucares nuestra fermentacion se parara. Esto da como resultado un vino “abo-
cado”, que es un vino con tendencia a lo dulce. Esta caracteristica hay veces que se
busca. Sin embargo, hay otros procesos mas exactos para conseguir vinos dulces
que el simple azar de una parada de fermentacion. Es por tanto un problema para
la vinificacion.

Pero donde esta propiedad es importante es en las producciones de vinos espu-
mosos, cava 'y champan, y vinos finos. En la elaboracion de estos vinos, se necesita
de una segunda fermentacion cuyo producto de partida contiene un alto grado de
etanol y acetaldehido y una baja concentracion de nutrientes, lo que exige levadu-
ras con gran resistencia a estos tipos de estrés'®. Las cepas utilizadas en estos vinos
deben ser tolerantes al etanol y floculantes con propiedades autoliticas (por ejemplo
cepas de especies S. bayanus y S. oviformis)’.

Dos ejemplos de levaduras muy resistentes a alcohol son la Vitilevure Pris
Mouse y la LALVIN T73, S. cerevisiae®®. Esta lltima ademas fue seleccionada en
Espaia por la Universidad de Valencia. Ambas son capaces de soportar con creces
13,5% de etanol®. LALVIN T73 indica en su etiqueta que soporta hasta un 16% de
etanol, produce glicerol y requiere bajos requerimientos de nitrégeno. Esto signi-
fica que cualquier mosto inoculado con esta cepa dara lugar a un vino agradable y
estable.

4.2.7. Factor Killer

Hay cepas de levaduras que poseen la capacidad de secretar proteinas toxicas
que son letales para otras levaduras y hongos filamentosos. Estas proteinas se se-
cretan con el objetivo de obtener una ventaja competitiva, dafiando a los microor-
ganismos del medio e imponiéndose sobre ¢l resto’. Este caracter es importante

30 Branpam, C., Lai, Q.P., JuLIEN, A.-O., TAILLANDIER, P., “Influence of oxygen on alcoholic
fermentation by a wine strain of Torulaspora delbrueckii: kinetics and carbon mass balance” Bioscien-
ce, biotechnology, and biochemistry 77, n° 9 (2013) p. 1848-1853.

31 BELDA, I, Ruiz, J., ALoNso, A., MARQUINA, D., SaNTOs, A., “The biology of Pichia membra-
nifaciens killer toxins” Toxins 9 (2017) n°4, p. 112.
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para un starter que debe cumplir su funcién sin verse afectado por interacciones con
otros microorganismos. Por otro lado, su utilizacion no acaba de ser ideal, ya que si
no se controla, una cepa que se dispersa por la bodega es muy dificil de erradicar®?3
. De la misma manera, hay levaduras indigenas que poseen esta capacidad toxica y
por lo tanto es interesante que la cepa seleccionada tenga un amplio rango de resis-
tencia frente a las proteinas killer. Hay un grupo denominado “cepas neutras” que
no tienen factor killer pero que si que poseen la resistencia a estas toxinas’.

En general, la accion de estas proteinas esta restringida a valores de pH bajo y
bajas temperaturas, es decir, las caracteristicas del vino (pH 2.8-3.8). Sus mecanis-
mos de accion son muy diversos dependiendo de la especie que sea la causante de
la toxina. Asi, S. cerevisiae tiene cuatro tipos diferentes de fenotipos killer: K1, K2,
K28 y Klus, aunque se siguen estudiando mas. La mayoria suelen ser K2 o K28. El
género Zygosaccharomyces'y Tolurospora son otros ejemplos de levaduras capaces
de generar proteinas killer. Cada fenotipo afecta de una manera diferente al resto de
microorganismo?’.

Muchos datos atin se desconocen y siguen apareciendo estudios de diferentes
omicas que nos ayudan a comprender el papel que juegan estas moléculas en la
ecologia del vino. A parte de estas levaduras hay muchas otras con esta capacidad
que aun se siguen investigando. Aunque no se sepa el papel exacto que cumplen
estas proteinas en la ecologia del vino y cual es su capacidad para modificar el
vino, si que se le puede atribuir el estatus de factor estabilizante. Lallemand, como
principal proveedor de levaduras y bacterias, ha implantado en la descripcion de la
mayoria de levaduras que comercializa la aparicion de este factor, sefial inequivoca
de la importancia que los en6logos dan a este.

4.2.8. Formacion de compuestos azufrados

Este término abarca muchas moléculas diferentes con caracteristicas muy va-
riadas. Tenemos por un lado el sulfito de hidrogeno (H,S), que da olor a huevos po-
dridos, y en el otro al mercaptohexanol, que aporta frutosidad al vino y es un com-
puesto que se busca durante su elaboracion. Los sulfuros pueden surgir por muchos
factores, entre ellos la composicion del mosto, pH, concentracion de sulfato, etc’.

32 Kortenko, S.T., Knariwova, E.A., IsLaMmaGOMEDOVA, E.A., ALIVERDIEVA, D.A., “New wine
Saccharomyces cerevisiae killer strain Y-3980 IOSI 2 (2016) n°® 5, p. 1-4.

33  Mesas, J.M., ALeGre, M.T. “El papel de los microorganismos en la elaboracion del vino,
The role of the microorganisms in winemaking o papel dos microorganismos na elaboracion do vifio”
Ciencia y Tecnologia Alimentaria 2 (1999), n° 4, p. 174-183.
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El endlogo por tanto debe cuidar este aspecto y elegir una levadura que produzca
compuestos azufrados de manera moderada y que tenga un metabolismo adecuado
en cuanto a la transformacion de precursores de azufre no volatiles, compuestos
muy activos en el sabor del vino. EL H,S surge como respuesta al agotamiento de
nutrientes, especialmente nitrogeno’, por lo tanto es un factor que debe ir muy de la
mano con la asimilacioén del nitrogeno. Ademas, tiene un importante papel la ruta
de asimilacién de sulfuro, donde el sulfato se recoge y reduce progresivamente.

En este punto, en Australia ha sido seleccionada una levadura que es capaz de
eliminar el olor a “hedor” producido por el H,S conservando las propiedades de los
vinos. Son tres las cepas de S. cerevisiae que se han seleccionado (comercializadas
con el nombre de Maurivin Advantage, Platinum y Distinction) mediante técnicas
que no implican a la ingenieria genética (Cordente et al., 2011). Ademas tiene una
gran capacidad para crecer en medios pobres en nitrogeno y su resistencia al estrés
alcoholico llega al 16%. En la Figura 7 se muestra la produccion de H,S [ug/L] de
las cepas Distinction y Platinum respecto a la cepa de la que se obtuvieron.
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Figura 7: Representacion de los valores de H,S [ug/L] que producen las levaduras
comerciales Maurivin Distinction y Maurivin Platinum

34 Huang, C.-W., WaLKER, M.E., FEDRIZZI, B., GARDNER, R.C., JIRANEK, V. “Hydrogen sulfide
and its roles in Saccharomyces cerevisiae in a winemaking context” FEMS yeast research 17 (2017) n°6.
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4.2.9. Asimilacion de nitrogeno

El nitrégeno es el segundo nutriente por detras del carbono mas necesario en la
fermentacion. Ademas es uno de los compuestos que mas problemas da en cuanto
a su presencia en el mosto natural y es muy habitual su adicion como suplemento
nutritivo para las levaduras en forma de fosfato de diamonio (DAP) . Pero el uso
imprudente de DAP puede ser contraproducente para el producto final y a menudo
esta regulado’. Por lo tanto, la alta capacidad de las levaduras de asimilar tanto los
compuestos nitrogenados, principalmente aminoacidos, como los iones amonio va
a ser un punto muy importante a la hora de seleccionarla.

Se ha demostrado que fuentes de nitrogeno facilmente asimilables como amo-
nio o glutamina bloquean rutas de sintesis de transportadores para la asimilacion de
otros no tan utilizadas en el metabolismo como por ejemplo la prolina’. Por tanto,
una mejora considerable a la hora de hacer vino con mosto de bajo contenido en
nitrogeno es la eleccion de una levadura con baja represion de transportadores y
por tanto mayor capacidad de asimilacion de nitrogeno. Este punto esta muy rela-
cionado con el punto II1.2.1 que hablaba de reinicios de fermentaciones. En esas
situaciones los elementos nitrogenados principales han desaparecido en su mayo-
ria. UVAFERM 43 RESTART™ posee, ademas de su gran facto competitivo y su
captacion de fructosa, unas necesidades bajas de nitrégeno, lo que la hacen una
cepa perfecta para solventar este problema.

4.3. MEJORA GENETICA DE LEVADURAS

A dia de hoy, en cada momento se suceden nuevos avances en el mundo de la
biologia sintética. Esta explosion de descubrimientos ha sucedido gracias al desa-
rrollo de técnicas en la lectura y escritura del DNA, como el famoso CRISPR-CAS.
Esta transicion es similar a la que ocurrié con la quimica a mediados del pasado
siglo, cuando los cientificos empezaron a experimentar con las moléculas®. Desde
que en 2002 se consiguiera sintetizar el RNA completo del poliovirus, no ha dejado
de haber avances en este campo. Esto ha ido de la mano con la inversion que se ha
realizado por otras industrias como la salud o los combustibles, que a dia de hoy se
aprovechan de todos estos avances'. Incluso, y a pesar de la controversia que tiene,
no es dificil encontrar alimentos genéticamente modificados en el mercado.

35 Pretormus, LS., Boekg, J.D.”Yeast 2.0—connecting the dots in the construction of the
world’s first functional synthetic eukaryotic genome” FEMS Yeast Research 18 (2018) n° 4.
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La mejora del vino es la caracteristica por excelencia a la hora de elegir la leva-
dura que se va a usar. Todos los ejemplos previos han conseguido mejorar en algiin
aspecto el producto y se han obtenido mediante la caracterizacion de mostos de una
zona determinada, como Lalvin T73, o mediante la aparicioén aleatoria de ciertas
caracteristicas aprovechandose de los ciclos sexuales y parasexuales de las levadu-
ras, como la gama de levaduras Maurivin®. Pero como se mencion6 al comenzar el
apartado anterior, ninguna levadura actual tiene todas las caracteristicas de la tabla
1 conjuntamente. De hecho, la mejora de una de las caracteristicas suele suponer el
empeoramiento de alguno de los otros puntos.

Los avances en ingenieria genética han permitido secuenciar el genoma de SC
desde hace tiempo y este ya era descrito en el afio 2000 por Pretorius como “un
genoma relativamente pequefio, con muchos cromosomas, poco DNA repetitivo y
pocos intrones”. También sabemos que esta especie tiene una gran diversidad, ya
no solo en sus caracteristicas metabolicas, sino también en cuanto a su contenido
genético que puede ser haploide, diploide, aneuploide e incluso poliploide’. La tasa
de mutacion de SC es muy elevada, promovida los genes Ty (retrotransposones
RNA), el cruzamiento mitdtico y la conversion génica’. De esto se han aprovecha-
do los investigadores para buscar por deriva génica cepas con propiedades especi-
ficas utiles. Pero otra técnica desarrollada es la transformacion de genes, técnica
que permite alterar con gran precision las caracteristicas de las levaduras sin afectar
negativamente a otros aspectos del metabolismo.

Fruto de la amplia utilizacion industrial de SC y su “baja” complejidad geno-
mica, en los ultimos afios los estudios de rutas metabolicas, genes individuales y
genoma completo han sido una constante para esta especie, convirtiéndola en el
“chasis” de la biologia sintética'. Multitud de autores se han dedicado a investigar
como mejorar ciertas propiedades o determinar las rutas metabolicas mediante in-
genieria genética con objetivos directamente relacionados con la enologia (Tabla
4). Actualmente, un proyecto denominado “Yeast 2.0” o Sc2.0 busca crear una le-
vadura que contenga un DNA sintetizado de novo. A dia de hoy se han conseguido
sintetizar 7 de los 16 cromosomas del genoma de SC¥”. Su objetivo es el pleno co-
nocimiento de S. cerevisiae para utilizarla como base de las respuestas a una amplia
variedad de preguntas sobre los cromosomas, el porqué de su contenido, funciones
de empalme de ARN o funciones industriales®. Si esto llega a conseguirse en la

36 CeBoLLERO, E., GonzaLEZ-Ramos, D., TABERA, L., GonzaLEz, R. “Transgenic wine yeast
technology comes of age: is it time for transgenic wine?” Biotechnology Letters 29 (2007) n° 2, p.
191-200.

37 Pagina oficial de Yeast 2.0. Synthetic Yeast 2.0 | Building the world’s first synthetic euka-
ryotic genome together. http://syntheticyeast.org/. Accedido 25 de junio de 2018.
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totalidad del genoma se abriria la puerta a una nueva forma de seleccion de levadu-
ras. A estas las podriamos denominar levaduras “a la carta” y se podrian centrar en
modificar ciertos aspectos de levaduras ya seleccionadas o crearlas en funcion de
lo que desee el endlogo.

1  Enhanced resistance of wing yeast o nutritional stress during the  Peree-Torrado et al. (2002).
indusirial production of swaners by incrensing the glycogen
synthase activity and climanating glveogen phosphorylase activity.

2 Improved juice extraction, wine clarification and fltration by Gonzaler-Candelas et al (1995); Fernand -
overexpressing genes encoding peainolytic eneymes in wine Gonzaler et al (2N ): Vilanova et ol. (2000)
yeast,

T iwer -'tp'n-minn the GPDT peme owinge vemst n-:ulirinE ina Michnick et nl. {197 Remize ed ol (M0 )
subelantial ncrcase m glyeerol prosduction at the expomse o Eglinton el al, { J02)

cthanol m wine: and debebron of ALIM and AL DM genes m order
iy redduce nestnte production

4 Eapresion an wing yeast of the Trchederma longdracharmem [- Perge-Crrncalee ol al {19053 )
(L4 endoglucanase pene, resulling in wines with an enhanced
varselal aroma.

5 Eapressonan wing yeast of the a-t-arabued uranvsslase B gene Samlwe-Toroes el al, (1¥96)
fraom Aspergilius miger in order 1o enhance varietal anoma

6 Eaxpresion of a Candida medischiane fghicosidase gone in wine  Sanchwe-Tornes et al, {1998)
yeast in order 1o enhance varictal aroma.

T Expression in wine veast of the Aspergilfos nidifans fi-(1 4)- Caanga et al, (1999)
enduoaylanase pone. resulling in wines with enhancald varietal
aroemi,

& Expression in wine yeast of the rhad gene from Aspergillus Munmnores et al. {2003 )

ﬂ.ﬂlll'l.l'fll'.\ I.'III.'UIJin.' il HIPII“']..'IIIHIIIIH.'%EIJM’ .II l'l\ll.'l Ry 1.'IIJIilIIL'L'
varigtal aroma.

9 Ower-eapression in wine yeast of the A TFT gene. encoding on Lilly et al {20400)
acelyliransierase, to mprove the secondary aroma prohiles of
wing

10 Expression of o gene encoding o glycosyl-hydrolase to increase Gonznler-Condelns et al (HKF)
resveratrod content in wine,

11 F':p ressinn in wing yensts of the gene q'rwul.'mg the v (+}-Incinte Bv'qtlin mngd Borre (1904)
dehydrogenase [rom Lacksbacalliey caxer [0 acadilsation of higlh-
PH wines

12 F':p resssion of he'u-ﬂ'uln;._-_rul'\. manlnte permense angd makdnoic genes, I?.l'.rr‘!\.I et nl 1997 Husnik e al {200)
I yoast stranms perfomung nslolagus lemmentalion,

13 Owerespression of csol-T allele 1o nocelerate venst nutolvsis fine Cebhodlers et al (2N5)
aceelerated aging of sparkling wines {Champagne or Cava),

14 Comstracton of s aulolylic yeast stram by deletion of Uw BCFT Tabura ot al (286}
pene for neoelernted nging of sparkBng wines

Tabla 4: Algunos avances conseguidos gracias a la ingenieria genética
en las levaduras vinicas®.

Sin embargo, asi como las cepas de levaduras obtenidas por hibridaciones o
mutaciones espontaneas estan teniendo éxito en el mercado y son bien aceptadas en
el mundo de la enologia, la idea de una cepa generada por ingenieria genética o mo-
dificada genéticamente aun causa recelo en los consumidores. Asi, los en6logos no
tienen opcion de aprovechar al maximo los avances cientificos dado que el merca-
do sigue siendo sensible a productos alimentarios con etiquetado de genéticamente
modificado (MG)'. Segtin el Reglamento (EC) de la Comunidad Europea, la defi-
nicién de alimento modificado genéticamente es “aquel alimento que contiene o
estd compuesto por organismos modificados genéticamente o han sido producidos
a partir de ellos” y el etiquetado es obligatorio incluso si el DNA recombinante o la
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proteina correspondiente no se encuentra presente en el producto final®®. Dado que
con la clarificacion no se puede asegurar la eliminacion de las levaduras, se da por
sentado que estas se encuentran en el producto final y por tanto hay que asegurar
que su consumo no es perjudicial para la salud antes de ser comercializadas. A pe-
sar de que SC tenga el status GRAS (Generally Recognized As Safe), las campaiias
de los organismos anti-OGM siguen imponiéndose en este aspecto’.

A principios de siglo, dos cepas de levadura de vino MG se comercializaron con
el nombre de MLO1 y ECMo01. MLO1 es capaz de convertir a&cido malico en acido
lactico durante la fermentacion alcoholica. Contiene un gen de Oenococcus oeni 'y
otro de Schizosaccharomyces pombe que le permiten realizar la fermentacion ma-
lolactica durante la FA. Esta fermentacion sélo la pueden llevar a cabo las bacterias
lacticas tras la FA. ECMo01 tiene la capacidad de reducir las cantidades de carba-
mato de etilo o uretano, toxico y no deseado en el vino. Eran las primeras levaduras
MG que salieron a mercado y cumplian todos los requisitos de seguridad para ello.
A pesar de que se demostro que poseian claros beneficios para el vino, la utilizacion
de estas levaduras aun no se ha generalizado. Como estos ejemplos hay otros que
son capaces de reducir el grado alcohdlico o dar sabores activos al vino y que no
son utilizadas por las bodegas!. En 2016, Danna Lee y su equipo demostraron que
es posible hacer vino con unas cantidades de cetona de frambuesa sensorialmente
relevantes. Este compuesto es muy aromatizante pero es muy dificil de extraer de los
tejidos vegetales. Por este motivo, el equipo ensambl6 cuatro genes de la ruta de sin-
tesis en un huésped SC. De esta forma consiguieron fermentar un mosto Chardonnay
hasta la sequedad completa y aportar al producto final un sabor a frambuesa®.

A pesar de las aparentes mejoras proporcionadas por las levaduras MG, no
hay constancia de ninguna bodega que las esté utilizando en su proceso. Esto es
un claro indicio de la resistencia que opone la sociedad a cualquier producto con
etiqueta MG.

7. CONCLUSIONES

El vino lleva en nuestra dieta mas de lo que ninguna persona viva pueda recor-
dar. Gracias a los avances en comunicaciones y marketing, la cultura del vino esta

38 REGLAMENTO (CE) No 1829/2003 DEL PARLAMENTO EUROPEO Y DEL CONSE-
JO de 22 de septiembre de 2003 sobre alimentos y piensos modificados genéticamente. DOCE. L 268
Articulo 2 (6).

39 Lkg,D., Lioyp, N.D.R., PrRETORIUS, I.S., BoRNEMAN, A R., “Heterologous production of rasp-
berry ketone in the wine yeast Saccharomyces cerevisiae via pathway engineering and synthetic en-
zyme fusion” Microb. Cell Fact. 15 (2016) n° 1, p. 49-56.
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viviendo un momento de esplendor en cuanto a demanda y, con ello, aumentando el
numero de exportaciones a multitud de nuevos mercados. Estos nuevos mercados
exigen vinos cada vez mas suaves y dulces, con menor grado alcohdlico del que
estamos acostumbrados. Sin embargo, la tradicion es algo que muchos endlogos
no estan dispuestos a sacrificar a costa de perder las caracteristicas propias de sus
vinos. Hasta finales del siglo pasado existia la creencia popular de que las levaduras
superiores estaban asociadas a vifiedos especificos que daban estilo y calidad a sus
vinos’, pero los avances en analisis genético han tirado abajo esta teoria. La selec-
cion de levaduras ha permitido que cualquier terreno sea adecuado para fermentar
un vino mas que decente.

Nadie duda que el terroir aporta distincion a una comarca y que grandes bo-
degas del mundo como las de las regiones de Burdeos (Francia), Barossa Valley
(Australia) o La Rioja Alta (Espafa) son facilmente reconocibles en boca por los
entendidos en el mundo. Sin embargo, las nuevas bodegas no podrian permitirse el
costo de perder una afiada entera por culpa de una mala fermentacioén y por tanto
se han aprovechado de las LSA para asegurar una continuidad en su produccion.
Es maés, no solo aseguran el producto sino que es probable que mejoren el anterior
en algun aspecto. Lo que no se puede evitar es que las bodegas de las regiones que
deben utilizar LSA estén tendiendo a estandarizar vinos con ciertas caracteristicas
y degenerar en una estandarizacion de los vinos que hace que pierdan personalidad.

Poco a poco se va ampliando el conocimiento de los roles que cumplen cada
una de las levaduras en la fermentacion alcoholica y como influyen en los cambios
organolépticos del vino. Gracias a ello, la industria del vino se ha modernizado y
existen bodegas que pueden satisfacer las necesidades de los nuevos grupos de po-
blaciéon que se introducen en el mundo y exigen vinos mas ligeros. Los jovenes se
decantan mas por vinos blancos y rosados, afrutados y dulces y con bajo contenido
alcoholico. Para ello, hasta ahora se habia usado la seleccion de levaduras de forma
natural (seleccion directa de mostos o mediante recombinacion), permitiendo a los
enologos elegir las que mejor se adaptaran a sus mostos. El siguiente paso lo da
la ingenieria genética, que esta preparada para introducir la posibilidad de editar
los genomas a nuestro gusto, pudiendo convertir el dilema acerca de qué levadura
quiero para mi fermentacion al de qué genes me interesan para el vino que quiero
producir. Sin embargo esta posibilidad estd descartada a dia de hoy debido a la
presion que soportan los OGM por las organizaciones que se oponen a ellos y el
rechazo general de la poblacion.

En los proximos afios la industria del vino se enfrenta a una posible revolucion
que haga temblar los cimientos de la tradicion. Aunque como dice el refranero
espanol, “la innovacion de hoy es la tradicion del futuro”. El papel de la levadura
en el vino esta lejos de ser comprendido al 100% pero estamos avanzando a pasos
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agigantados hacia su descubrimiento. Ya somos capaces de “imitar” la fermenta-
cion natural mezclando no-Saccharomyces 'y Saccharomyces y comprendemos que
ciertos genes caracteristicos son responsables de limitaciones o ventajas en la fer-
mentacion.

Asi, el papel que ha cumplido la seleccion de levaduras ha sido importantisimo
para el avance de la enologia (y otras ramas industriales que utilizan levaduras) y el
papel que tendrd en un futuro junto a la ingenieria genética sera abrir un mundo en-
tero de posibilidades que sera posterior a la estandarizacion de los alimentos OGM.



