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1. El vino 

La producción de bebidas y alimentos fermentados como el pan, el vino o la cerveza, 

ha jugado un papel clave en el desarrollo de la sociedad humana, debido a su 

importancia cultural y económica. Las primeras evidencias arqueológicas de la 

producción de vino se encontraron en vasijas que datan de los años 6000 AC y 3000 

AC, en las regiones ahora ocupadas por Irán y Egipto, respectivamente (McGovern et 

al., 1997). El cultivo de la vid y la producción de vino se expandieron desde la antigua 

Mesopotamia al resto del mundo, y hacia el año 500 AC ya se producía vino en 

prácticamente toda la cuenca del Mediterráneo. La expansión del Imperio Romano 

extendió su producción a partes del norte de Europa (Robinson y Harding, 2015). Con 

toda seguridad, los primeros vinos se produjeron gracias a fermentaciones espontáneas 

en el interior de los recipientes donde se almacenaban los mostos por la acción de 

microorganismos (hongos, levaduras y bacterias) presentes en la superficie de las 

materias primas o introducidos de forma inadvertida por el ser humano. 

En el siglo XVII, Antoine van Leeuwenhoek desarrolló lentes que le permitieron 

observar células de levadura por primera vez. Más tarde, en 1863, Louis Pasteur 

identificó la enorme actividad microbiana que tiene lugar durante la fermentación del 

vino y demostró, basándose en las observaciones de van Leeuwenhoek, que las 

levaduras eran el principal responsable de la fermentación del vino, gracias a la 

transformación de los azúcares presentes en el mosto en etanol y CO2 (Barnett, 2000). 

Este conocimiento permitió a Hermann Müller la introducción del concepto de la 

inoculación del mosto con cultivos puros de levadura en 1890 y, como resultado, la 

calidad y la cantidad de la producción enológica aumentó considerablemente (Pretorius, 

2000). 

En la actualidad, la producción anual de vino se estimó en 263 millones de hectolitros 

en el año 2019, siendo Italia, Francia y España los tres países con mayor producción a 

nivel global. Entre los tres concentran el 46.7 % de la producción mundial, según datos 

de la Organización Internacional de la Vid y el Vino (www.oiv.int). Solo en España, con 

una producción media anual de 40 millones de hectolitros y una facturación de 6500 

millones de €, la industria enológica representa alrededor del 1 % del PIB (www.fev.es), 

lo cual refleja la importancia económica a nivel global y estatal de este sector. 
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2. Levaduras vínicas 

Las levaduras son hongos unicelulares distribuidos en una gran cantidad de 

ambientes y que se reproducen principalmente de forma asexual por gemación o fisión 

binaria y sexualmente por producción de esporas (ascosporas o basidiosporas) que no 

están encerradas en cuerpos fructíferos. Se dividen en dos grandes grupos 

filogenéticos: ascomicetos y basidiomicetos  (Kurtzman et al., 2011). El filo Ascomycota, 

caracterizado por la formación de ascosporas, está a su vez compuesto de tres subfilos: 

Saccharomycotina, Pezizomycotina y Taphrinomycotina (Kurtzman y Robnett, 1994). 

Las principales levaduras aisladas de ambientes vínicos, pertenecen al subfilo 

Saccharomycotina.  Recientemente, Shen et al., (2016) presentaron una reconstrucción 

filogenética de este subfilo, que muestra las relaciones entre las diferentes especies de 

levaduras (Figura I.1). 
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Figura I.1: Relaciones filogenéticas de las levaduras Saccharomycotina. Adaptada de Shen et 

al., (2016). 

 

Otros hongos
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2.1 El papel de las levaduras en la producción del vino 

La fermentación del mosto de uva es un proceso microbiológicamente complejo que 

implica interacciones entre levaduras, bacterias y hongos filamentosos (Fleet, 2007). 

Desde el punto de vista bioquímico el principal proceso metabólico que tiene lugar 

durante la producción del vino es la fermentación alcohólica, llevada a cabo por algunas 

especies de levaduras, que consiste en la transformación de las hexosas (glucosa y 

fructosa) presentes en el mosto en etanol y dióxido de carbono, además de producir 

otros metabolitos secundarios que influyen en las propiedades organolépticas del vino.  

Tradicionalmente, la producción de vino se ha llevado a cabo utilizando 

inadvertidamente las levaduras presentes en la superficie de las uvas y en los utensilios, 

recipientes y en el ambiente de las bodegas. Se conoce desde hace tiempo que en el 

jugo de uva recién extraído se puede encontrar una gran diversidad de especies de 

levadura, principalmente de los géneros Hanseniaspora (anamorfo Kloeckera), Pichia, 

Candida, Metschnikowia, Kluyveromyces y Saccharomyces. Ocasionalmente, también 

se encuentran otros géneros como Zygosaccharomyces, Saccharomycodes, 

Torulaspora, Dekkera o Schizosaccharomyces (Fleet, 2008). Por otro lado, la microbiota 

asociada al equipamiento de las bodegas está mayoritariamente compuesta de 

Saccharomyces cerevisiae (Fleet, 2007). Numerosas de estas especies no-

Saccharomyces, especialmente de los géneros Hanseniaspora, Candida, Pichia y 

Metschnikowia, son capaces de iniciar la fermentación espontánea del mosto. En las 

etapas iniciales de la fermentación vínica, y en especial en aquellas fermentaciones que 

no han sido inoculadas con S. cerevisiae, predominan las especies no-Saccharomyces. 

No obstante, a pesar de su abundancia, desaparecen rápidamente en las etapas 

iniciales de la fermentación y se ven sustituidas por S. cerevisiae (Fleet et al., 1984). El 

principal factor a la hora de determinar la supervivencia de las levaduras no-

Saccharomyces a medida que avanza la fermentación es el aumento de los niveles de 

etanol, pero también influyen las condiciones de crecimiento anaeróbico, la actividad 

antimicrobiana del SO2 que se añade en las vinificaciones, el bajo pH y la depleción de 

los nutrientes del medio (Bagheri et al., 2015; Fleet, 2007, Querol et al., 2018). S. 

cerevisiae es la especie dominante en las etapas medias y finales de la fermentación y 

la responsable última de la finalización de la fermentación alcohólica del mosto 

(Ribéreau-Gayon et al., 2006).  

Aunque la adición de levaduras al mosto de cerveza y la masa de pan era una 

práctica común desde finales del s. XIX, en la industria enológica no se extendió hasta 

los años 1950 en regiones con menor tradición enológica, como EEUU o Australia, para 
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pasar posteriormente a Europa. Esta práctica permite acortar la fase de latencia y 

asegura una fermentación rápida y completa del mosto, además de ayudar a obtener un 

producto final con una calidad reproducible entre fermentaciones y cosechas diferentes 

(Bauer y Pretorius, 2000).  Debido a que los primeros estudios poblacionales 

propusieron a S. cerevisiae y a la especie entonces denominada Saccharomyces 

bayanus como las principales levaduras en el proceso fermentativo, estas fueron las 

especies en torno a las que se desarrolló la tecnología de cultivos iniciadores (Reed y 

Nagodawithana, 1988). En la actualidad existe una gran diversidad de cepas S. 

cerevisiae (dentro de la cual se agrupa en la actualidad S. bayanus) seleccionadas para 

su uso como inóculos comerciales.  

 

2.2 Saccharomyces cerevisiae y la bioquímica de la fermentación 

Saccharomyces cerevisiae es la levadura más empleada en fermentaciones 

alimentarias. Desde el punto de vista taxonómico, S. cerevisiae pertenece al reino Fungi 

subreino Dikarya, filo Ascomycota, subfilo Saccharomycotina, clase Saccharomycetes, 

subclase Saccharomycetidae, orden Saccharomycetales, familia Saccharomycetaceae 

y género Saccharomyces. Dentro del género Saccharomyces se encuentran otras siete 

especies: S. kudriavzevii, S. uvarum, S. paradoxus, S. jurei, S. mikatae, S. arboricola, y 

S. eubayanus (Borneman y Pretorius, 2015; Naseeb et al., 2017). Además, las especies 

puras han dado lugar a híbridos, formados a partir de múltiples eventos de hibridación, 

normalmente asociados a procesos biotecnológicos. Este es el caso de S. pastorianus 

(S. cerevisiae x S. eubayanus), ampliamente extendida en la producción de cerveza tipo 

lager, de S. bayanus (S. cerevisiae x S. uvarum) y los híbridos entre S. cerevisiae y S. 

kudriavzevii, aislados en vino (Peris et al., 2018; Querol et al., 2018). 

Las cepas industriales de S. cerevisiae que se emplean en las fermentaciones del 

vino proceden de dos nichos ecológicos asociados a la actividad humana: el viñedo y 

fermentaciones espontáneas en bodega (Fleet, 2008). A lo largo del tiempo, las cepas 

industriales de levadura se han ido seleccionando atendiendo a propiedades de interés 

en la industria, como la capacidad de hacer frente a las condiciones de estrés propias 

de la producción de vino, la capacidad fermentativa o la producción de compuestos 

aromáticos (Pizarro et al., 2007). 

S. cerevisiae es la principal encargada de la transformación del mosto de uva en vino. 

Los procesos bioquímicos que tienen lugar durante la fermentación alcohólica han sido 

objeto de estudio de múltiples trabajos (Boulton et al., 1996; Rose y Harrison, 1991). 

Desde el punto de vista metabólico, el principal proceso que tiene lugar durante la 
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producción del vino es la fermentación alcohólica, la ruta catabólica que causa la 

transformación de las hexosas, glucosa y fructosa en el caso del mosto, en etanol y CO2, 

obteniendo energía en el proceso (Figura I.2). Además, a partir de intermediarios 

metabólicos del proceso se generan numerosos compuestos fundamentales para las 

propiedades organolépticas del vino, como aldehídos y ésteres. La fermentación 

alcohólica sigue la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas, descrita hacia 1940 por estos 

investigadores y conocida también como glicólisis. Dicha ruta consiste en 10 reacciones, 

las cinco primeras corresponden a la fase de inversión de energía, en la que los 

azúcares se activan por fosforilación dependiente de ATP para dar fructosa-1,6-

bisfosfato, que sufre una escisión para formar dos triosas fosfato. En la segunda fase, 

de generación de energía, las triosas fosfato sufren una nueva activación que conduce 

a dos compuestos con un alto potencial de transferencia de fosfato, el 3-fosfoglicerato y 

el fosfoenolpiruvato. Cada uno de estos compuestos transfiere su fosfato al ADP, 

proporcionando así ATP. La fermentación alcohólica concluye con dos reacciones 

adicionales sobre el producto final de la glicólisis, el piruvato. En la primera, las piruvato 

descarboxilasas catalizan la conversión del piruvato en acetaldehído y CO2. En la 

segunda, el acetaldehído es reducido a etanol por las alcohol deshidrogenasas, 

recuperando el equilibrio redox. 
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Figura I.2: Esquema de la conversión de glucosa en etanol durante la fermentación alcohólica 

por la levadura Saccharomyces cerevisiae.  

 

Desde el punto de vista enológico, el metabolismo de las levaduras no es solo 

necesario para la transformación de los azúcares en etanol y CO2. El aroma del vino es 

fruto de una serie de compuestos aromáticos y volátiles, algunos de los cuales proceden 

de la propia uva y son los responsables del aroma varietal. Sin embargo, muchos de 

ellos surgen de la fermentación y dependen del metabolismo de las levaduras y de las 

condiciones de fermentación (Pretorius, 2016). Los principales grupos compuestos 

aromáticos comprenden ésteres, alcoholes superiores, compuestos carbonílicos, ácidos 

grasos volátiles y compuestos azufrados (que derivan del metabolismo de carbohidratos 

y aminoácidos). Algunos de estos compuestos volátiles producidos por la levadura, 

como el acetaldehído, el ácido acético o el acetato de etilo, tienen repercusión negativa 

para la calidad del vino cuando se superan ciertos umbrales, mientras que otros, como 

los ésteres acetato de 2-feniletilo y caproato de etilo tienen un efecto positivo (Swiegers 
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et al., 2005). No obstante, la combinación y proporción de estos metabolitos es lo que 

imprime carácter a cada vino. 

 

2.3 Papel de las levaduras no-Saccharomyces en la producción del vino 

Tradicionalmente las levaduras no-Saccharomyces se han considerado levaduras 

alterantes, ya que solían ser aisladas de fermentaciones lentas, paradas o en vinos con 

perfiles organolépticos anómalos (Amerine, 1980). Aunque en algunos casos se conocía 

que la presencia de levaduras no convencionales confería a los vinos metabolitos 

beneficiosos, su influencia positiva se vio anulada por los altos niveles de acidez volátil 

y de compuestos indeseados detectados en vinos en los que abundaban levaduras no-

Saccharomyces, lo que llevó a una aversión generalizada hacía la presencia de dichas 

levaduras en el vino (Jolly et al., 2014). 

A pesar de correr un mayor riesgo de sufrir alteraciones, el perfil organoléptico de los 

vinos fermentados espontáneamente difiere sustancialmente de aquellos producidos 

usando cultivos iniciadores puros de S. cerevisiae, ya que suelen poseer características 

mejoradas, como una mayor complejidad organoléptica o textura (Varela et al., 2009). 

La mayor complejidad de los vinos fermentados espontáneamente llevó a una 

reevaluación del papel de las levaduras no-Saccharomyces en el vino, que proporcionó 

evidencias del papel beneficioso de la presencia de estas levaduras (Ciani et al., 2010; 

Comitini et al., 2011; Esteve-Zarzoso et al., 1998; Lambrechts y Pretorius, 2000). En la 

actualidad, el término no-Saccharomyces hace referencia a todas aquellas especies de 

levadura, a excepción de las del género Saccharomyces, que se encuentran en el vino, 

con la condición de que solo se incluyen aquellas con un papel positivo en su 

producción, por lo que quedan fuera levaduras alterantes como 

Dekkera/Brettanomyces. 

Con el objetivo de proveer perfiles organolépticos más complejos o novedosos, 

numerosos investigadores han explorado el uso de cultivos iniciadores de levaduras no-

Saccharomyces. La mayoría de las levaduras no-convencionales no son capaces de 

completar la fermentación alcohólica, por lo que deben ir acompañadas de una cepa 

vínica de S. cerevisiae para que la termine. Típicamente, las levaduras no-

Saccharomyces se han empleado en fermentaciones con inoculación secuencial, lo que 

permite su crecimiento durante horas o días hasta que se inocula S. cerevisiae (Ciani et 

al., 2010). La investigación sobre el uso de levaduras no-Saccharomyces en vinicultura 

ha crecido enormemente en los últimos años y se ha centrado principalmente en tres 

propiedades muy buscadas en la industria enológica: la reducción del contenido en 
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etanol, la mejora del perfil organoléptico y el uso como agentes de biocontrol (Aranda, 

2019; Morata, 2019).  

En la actualidad, existe una demanda creciente de vinos con un menor grado 

alcohólico, lo que ha dirigido la investigación para encontrar estrategias que permitan la 

producción de vinos con menor contenido en etanol (Varela et al., 2015). S. cerevisiae 

produce etanol de manera muy eficiente durante la fermentación vínica, de hecho, la 

producción de etanol es comparable entre diferentes cepas empleando el mismo mosto 

(Ciani et al., 2016). Diversas especies no-Saccharomyces han mostrado potencial en la 

producción de vinos con menor contenido alcohólico, ya sea por una menor eficiencia 

en la producción de etanol durante la fermentación, por la formación de otros 

subproductos, o porque, a diferencia de S. cerevisiae, en presencia de aireación algunas 

levaduras no-Saccharomyces son capaces de respirar las hexosas del mosto (Ciani et 

al., 2016; Contreras et al., 2015; Quirós et al., 2014). Aunque el potencial de las 

levaduras no-Saccharomyces para la reducción de etanol parece evidente, se requieren 

estudios en profundidad acerca del efecto del uso de estos inóculos en el perfil sensorial 

del vino (Varela, 2016). 

Como ya se ha mencionado, el impacto de las levaduras no-Saccharomyces sobre 

el perfil organoléptico del vino se conoce desde hace tiempo. La inoculación del mosto 

con especies no-Saccharomyces seleccionadas tiene un impacto en la producción de 

numerosos metabolitos que afectan a la calidad del vino final, gracias a las diferencias 

en el metabolismo y a la producción de enzimas que permiten la liberación de 

metabolitos de interés a partir de precursores presentes en el mosto (Manzanares et al., 

2011). Entre otros, al comparar vinos producidos mediante fermentaciones mixtas con 

levaduras no-Saccharomyces con vinos producidos únicamente con S. cerevisiae se 

han observado cambios en las concentraciones de glicerol, ésteres, alcoholes 

superiores, ácidos grasos de cadena media, tioles, terpenos y manoproteínas, aunque 

el impacto de la presencia de levaduras no-Saccharomyces no es siempre 

necesariamente positivo sobre la calidad del vino (Varela, 2016). Es importante destacar 

que, debido a la pobre capacidad fermentativa de la mayoría de especies no-

Saccharomyces, el régimen de inoculación de S. cerevisiae (co-inoculación o 

inoculación secuencial) tiene un impacto considerable en el perfil volátil del vino (Renault 

et al., 2016, 2015). 

Evitar la proliferación de levaduras alterantes, especialmente Brettanomyces 

bruxellensis, es clave para asegurar la calidad y un correcto perfil aromático del vino. 

Tradicionalmente, la presencia de levaduras alterantes se ha controlado usando dióxido 
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de azufre (SO2). Sin embargo, en base a las recomendaciones de la Organización 

Mundial de la Salud (Scientific Comitee for Food, 1996), en los últimos años se busca 

reducir el uso de SO2 en productos alimentarios. Son numerosas las levaduras no-

Saccharomyces con actividad killer frente a levaduras alterantes, y su uso en las 

primeras etapas de la fermentación resulta una buena estrategia para inhibir la 

proliferación de estos organismos alterantes (Mannazzu et al., 2019; Meinhardt y 

Klassen, 2009). Además de la actividad killer, algunas levaduras presentan mecanismos 

de control alternativos, como la producción de péptidos antimicrobianos, en el caso de 

Candida intermedia (Peña et al., 2019) o de pigmentos en el caso de Metschnikowia 

pulcherrima (Morata et al., 2019; Oro et al., 2014). 

El uso de levaduras no-Saccharomyces no se limita a la producción de vino. Se 

conoce la presencia de levaduras no-Saccharomyces en fermentaciones espontáneas 

de mosto de cerveza (Bokulich et al., 2012; Spitaels et al., 2014) y existen trabajos que 

han explorado el uso de levaduras no-Saccharomyces como inóculos para la producción 

de cervezas con menor contenido en etanol y mejoras en el perfil organoléptico 

(Canonico et al., 2016; Michel et al., 2016). Diferentes levaduras no-Saccharomyces 

también se han probado en la producción de bebidas alcohólicas hechas a partir de 

otras materias primas, como sidras, vinos de arroz, de cereza y de otras frutas tropicales 

(revisado en Varela, 2016). También se ha detectado una gran variedad de levaduras 

no-Saccharomyces en diversas bebidas tradicionales o chichas de comunidades 

indígenas de América del Sur, que podrían ser seleccionadas para su uso como cultivos 

iniciadores (Grijalva-Vallejos et al., 2020; Resende et al., 2018). 

 Aunque la mayoría de trabajos con inóculos de especies no-Saccharomyces en la 

producción de vino se han realizado a escala de laboratorio, ya existen diversos inóculos 

comerciales de las especies Torulaspora delbrueckii, Lachancea thermotolerans, 

Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia fructicola, Pichia klyuveri, Starmerella 

bacillaris, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces thermotolerans, 

Kluyveromyces wickerhamii y Wickerhamomyces anomalus, comercializados por 

diversas empresas productoras de biomasa como Lallemand Inc., Christian Hansen, 

Laffort, Enartis o AEB, cuyo uso está indicado para la mejora de parámetros 

organolépticos y/o el biocontrol (Roudil et al., 2020). A continuación, se exponen las 

principales especies y géneros de levaduras vínicas no-Saccharomyces, así como una 

breve descripción de sus principales características de interés en la producción de vino. 

Hanseniaspora spp. Las levaduras apiculadas del género Hanseniaspora son las 

principales levaduras presentes sobre la superficie de las uvas en el mosto (Jolly et al., 
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2014). Dentro de este género se encuentran hasta diez especies, algunas de las cuales 

se han estudiado por su potencial para la producción de vino en los últimos años, como 

H. uvarum, H. guillermondii o H. vineae. Las principales características de este grupo 

son una pobre capacidad fermentativa (a excepción de H. vineae), la producción de 

compuestos volátiles de interés como acetatos de ésteres y terpenoides, y en algunos 

casos, y como contrapartida negativa, la producción de altos niveles de acidez volátil 

(Martin et al., 2018). En el caso particular de H. vineae su interés reside en sus 

actividades enzimáticas β-glucosidasa y β-xilosidasa, que podrían permitir la liberación 

de compuestos aromáticos de interés (Hu et al., 2016; López et al., 2015), y en su ya 

mencionada elevada capacidad fermentativa (Martin et al., 2018). Vinos producidos con 

H. vineae presentan una mayor concentración de compuestos volátiles de interés como 

acetato de 2-feniletilo, lactato de etilo o α-terpineol, lo que resulta en vinos con mayores 

puntuaciones en paneles de cata (Lleixà et al., 2016; Viana et al., 2011, 2009). 

Kluyveromyces spp. Las principales especies de este género, aisladas de 

ambientes vínicos y con interés en enología, son K. lactis, K. marxianus y K. wickerhamii. 

K. lactis ha sido empleada para la reducción de los niveles de etanol por respiración 

(Rodrigues et al., 2016). Por su parte, vinos producidos con K. marxianus presentan 

perfiles de compuestos volátiles diferentes a vinos control, gracias a la actividad 

pectinasa de esta especie (Rollero et al., 2018). Por último, el interés en K. wickerhamii 

radica principalmente en la producción de una toxina killer frente a 

Dekkera/Brettanomyces (Comitini y Ciani, 2011). Existe un inóculo comercial de K. 

wickerhamii producido por Enartis indicado para su uso como agente de biocontrol frente 

a microorganismos alterantes en vino (Roudil et al., 2020). 

Lachancea spp. Aunque las tres especies L. thermotolerans, L. kluyveri y L. 

lanzarotensis se han asociado con vino o uva, la mayoría de la investigación en este 

campo se ha centrado en L. thermotolerans, de la que existen diversos inóculos 

comerciales indicados para la mejora del aroma y el sabor en vino (Roudil et al., 2020). 

La inoculación del mosto con L. thermotolerans  ha resultado efectiva para le reducción 

de etanol, debido a su baja eficiencia fermentativa, y en la modificación del perfil 

organoléptico del vino, entre otros motivos por una reducción del contenido en ácido 

acético, un incremento del glicerol y de la producción de compuestos volátiles que 

potencian el carácter floral del aroma del vino (revisado en Porter et al., 2019a, 2019b) 

Metschnikowia spp. M. pulcherrima es la principal especie de este género asociada 

a la producción de vino, de la cual existen ya inóculos comerciales de Lallemand Inc, 

Laffort y Lamothe-Abiet indicados para su uso como agentes de biocontrol, (Roudil et 
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al., 2020). No obstante, el interés de M. pulcherrima en la producción de vino es muy 

amplio. Investigaciones en laboratorio han demostrado su utilidad no solo como agente 

de biocontrol frente a levaduras de los géneros Candida, Hanseniaspora, Pichia y 

Brettanomyces/Dekkera por la producción de un pigmento, la pulcherrimina, que actúa 

secuestrando el hierro presente en el medio (Morata et al., 2019; Oro et al., 2014). 

Existen numerosos ejemplos del uso de M. pulcherrima en la producción de vinos con 

perfiles aromáticos complejos que difieren de vinos producidos únicamente con S. 

cerevisiae (Benito et al., 2015; Ruiz et al., 2018; Seguinot et al., 2020). Además de su 

papel en la modulación del perfil organoléptico, también se ha empleado en 

fermentaciones mixtas para la reducción del contenido de etanol en el vino (Contreras 

et al., 2014; Puškaš et al., 2020; Quirós et al., 2014), generalmente gracias a que la 

aireación de los mostos provoca una respiración de los azúcares en la fase inicial de la 

fermentación, debido al carácter Crabtree negativo de esta especie (Schnierda et al., 

2014), aunque esta técnica puede tener un impacto negativo en el perfil sensorial del 

vino (Tronchoni et al., 2018).  

Otra representante de este género empleada en la producción de vinos es la especie 

M. fructicola, muy cercana filogenéticamente a M. pulcherrima, y que ha sido 

tradicionalmente considerada como una levadura de biocontrol (Kurtzman y Droby, 

2001). Existe un inóculo comercial de esta especie, de Lallemand Inc., indicado para la 

protección frente a levaduras alterantes (Roudil et al., 2020). Aunque escasos, también 

existen trabajos recientes que investigan el efecto de fermentaciones mixtas con M. 

fructicola en el vino, revelando que la presencia de esta especie produce vinos con 

perfiles aromáticos diferentes, debido a un alto contenido en ésteres, acetatos y 

terpenos (Boscaino et al., 2019; Castrillo et al., 2019). 

Pichia spp. A pesar de que varios miembros de este género se han relacionado con 

la producción de vino, P. kluyveri ha sido la especie en la que se ha centrado la 

investigación. Vinos producidos con P. kulyveri presentan una mejora en el aroma y el 

sabor (Benito et al., 2015; Jolly et al., 2014). Además, la producción de una toxina killer 

permite su uso como agente de biocontrol frente a levaduras alterantes en vino. Una 

propiedad que se aprovecha en el inóculo comercial disponible de esta especie, 

producido por Hansen e indicado para el biocontrol y la mejora del perfil organoléptico 

del vino (Roudil et al., 2020). 

Schizosaccharomyces spp. Las especies del género Schizosaccharomyces son 

capaces de degradar ácidos orgánicos, como el ácido málico o glucónico, una propiedad 

que se ha aplicado a nivel práctico para la desacidificación del mosto (revisado en Jolly 
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et al., 2014). La principal representante de este género, S. pombe, se ha empleado en 

fermentaciones mixtas para la reducción de los niveles de ácido málico y de acidez total, 

aunque a costa del incremento de compuestos no deseables como acetaldehído o 

propanol (Benito et al., 2013). En la actualidad, existen dos inóculos comerciales de S. 

pombe indicados para la desacidificación del vino, comercializados por BioEnologia y 

Proenol (Roudil et al., 2020). 

Starmerella bacillaris (sinónimo Candida zemplinina, Duarte et al., 2012). Es una 

levadura fructofílica, acidogénica, osmotolerante y con cepas resistentes a etanol, cuyo 

rendimiento en etanol durante la fermentación es bajo comparado con S. cerevisiae 

(revisado en Englezos et al., 2017). Estas características han resultado útiles para la 

reducción del contenido de ácido acético en vinos dulces (Rantsiou et al., 2012) y del 

contenido en etanol (Englezos et al., 2016; Rolle et al., 2018). Las fermentaciones mixtas 

con S. bacillaris tienen un claro impacto sobre la composición de metabolitos volátiles, 

como un aumento del glicerol y reducción del acetaldehído (Binati et al., 2020), aunque 

no siempre es positivo, ya que en algunos casos se observa un menor contenido en 

ésteres beneficiosos respecto de los vinos producidos únicamente con S. cerevisiae 

(revisado en Englezos et al., 2017). Además de su papel sobre el perfil organoléptico 

del vino, S. bacillaris es capaz de reducir la proliferación del hongo Botrytis cinerea en 

la superficie de uvas y otras frutas como manzanas, por la producción de compuestos 

orgánicos volátiles (Lemos Junior et al., 2020, 2016). 

Torulaspora delbrueckii: El papel de T. delbrueckii en la modulación del aroma y 

sabor del vino se conoce desde hace tiempo. De hecho, en 2004, se inició la 

comercialización de un consorcio de T. delbrueckii junto a K. thermotolerans y S. 

cerevisiae. Cinco años más tarde se convirtió en la primera levadura no-Saccharomyces 

comercializada individualmente, por Hansen (Benito, 2018; Roudil et al., 2020). Gran 

parte del potencial biotecnológico de esta especie deriva de su elevada capacidad 

fermentativa, lo que en algunas cepas de esta especie se traduce en una producción de 

etanol cercana al 9 % (Bely et al., 2008). El uso de T. delbrueckii en fermentaciones 

mixtas con S. cerevisiae ha resultado en la obtención de vinos con numerosas 

propiedades de interés, como un menor contenido en alcohol (Belda et al., 2017), en 

ocasiones gracias a la aireación del mosto (Contreras et al., 2014). Generalmente, los 

vinos producidos con T. delbrueckii poseen numerosas diferencias respecto a los 

producidos únicamente con S. cerevisiae en lo que respecta a su composición, debido 

a variaciones en el acetaldehído, los ácidos acético, málico y succínico, el glicerol o los 

ésteres volátiles (revisado en Benito, 2018), que en general se traducen en una mayor 
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puntuación en cualidades positivas como la intensidad y la calidad del aroma, el color y 

los atributos sensoriales del vino (Belda et al., 2015; Renault et al., 2015). 

Wickerhamomyces anomalus. Es otra de las especies que se han estudiado en 

fermentaciones mixtas para la obtención de vinos con perfiles aromáticos complejos, 

dando lugar a vinos con mayor contenido en ésteres, algunos alcoholes superiores y 

acetato (Domizio et al., 2011; Padilla et al., 2018). Otra característica desde el punto de 

vista enológico es su producción de enzimas glicosidasas, como β-D-glucosidasa o α-

L-arabinofuranosidasa, que permiten la liberación de compuestos aromáticos a partir de 

precursores presentes en la uva (Padilla et al., 2018; Sabel et al., 2014). Aunque quizás 

es su capacidad de actuar como levadura de biocontrol lo que la hace más interesante. 

De hecho, la cepa comercial disponible, producida por Enartis, está indicada para el 

control del crecimiento de microorganismos alterantes en vino (Roudil et al., 2020). W. 

anomalus produce toxinas killer efectivas para el control del crecimiento de 

Brettanomyces/Dekkera (Fredlund et al., 2002; Padilla et al., 2018). 

Zygosaccharomyces bailii. Las especies del género Zygosaccharomyces han 

estado tradicionalmente asociadas a la alteración de productos con altos niveles de 

azúcar, como zumos de fruta, caramelos, miel, conservas e incluso vinos dulces 

(Kurtzman y James, 2006). En este género, la especie más destacada es Z. bailii, capaz 

de crecer en condiciones usualmente perjudiciales para el crecimiento de 

microorganismos, como medios con alta presión osmótica, altos niveles de etanol o pH 

muy ácido. Estas características permiten que suela encontrarse en numerosos 

alimentos y vinos contaminados. No obstante, la actividad de algunas cepas de esta 

especie ha sido descrita como beneficiosa para la mejora de las propiedades 

organolépticas del vino, por una reducción de la acidez volátil o una mayor liberación de 

compuestos fenólicos, como antocianinas y estilbenos (Domizio et al., 2011; Escribano-

Viana et al., 2019). Z. bailii también se ha empleado para la obtención de vinos con 

menor contenido en etanol, aunque la aireación necesaria causa la acumulación de 

alcoholes superiores y ácidos volátiles a niveles más elevados de los deseados en vino 

(Canonico et al., 2019; Contreras et al., 2015). 
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3. Producción industrial de levaduras vínicas como Levadura Seca Activa 

La competitividad dentro del sector enológico hace que las bodegas reclamen la 

disponibilidad de inóculos comerciales de levaduras que aseguren una fermentación del 

mosto completa y sin paradas, y que produzca un vino característico, diferenciable y 

cuyas propiedades organolépticas se mantengan constantes año tras año. Además, el 

carácter estacional y la elevada producción a nivel mundial de vino hacen necesaria la 

producción de grandes cantidades de biomasa lista para ser usada tras la vendimia, lo 

que se consigue gracias a la producción de inóculos en forma de levadura seca activa 

(LSA), que asegura un producto con una capacidad fermentativa aceptable y una alta 

estabilidad durante el almacenaje (Pérez-Torrado et al., 2015).  

 

3.1 Medio de crecimiento 

La propagación de biomasa de levadura a nivel industrial se lleva a cabo empleando 

como sustrato melazas procedentes del refinamiento de azúcar de caña o de remolacha. 

Las melazas se seleccionaron como sustrato para la propagación de biomasa en base 

a su elevado contenido en azúcares y su bajo precio, al tratarse de un subproducto de 

la industria alimentaria. Las melazas contienen un porcentaje de azúcares de entre el 

65 y el 75 %, principalmente sacarosa (Hongisto y Laakso, 1978). Las levaduras son 

capaces de hidrolizar la sacarosa extracelularmente en sus dos monómeros, la glucosa 

y la fructosa por la acción de la enzima invertasa, posteriormente son transportadas e 

incorporadas al metabolismo celular como fuentes de carbono. Sin embargo, las 

melazas son deficientes en otros compuestos esenciales para el crecimiento, como el 

nitrógeno (que supone menos del 3%). Por ello, es necesario suplementar la melaza 

con alguna fuente de nitrógeno fácilmente asimilable por la levadura, como el amonio o 

la urea. Otros compuestos, como el fósforo o el magnesio, también son suplementados 

mediante la adición de sales. Por último, es necesaria la suplementación con los 

compuestos vitamínicos biotina, tiamina y ácido pantoténico, por estar en muy baja 

concentración en la melaza (Oura, 1974; Woehrer y Roehr, 1981). Otro aspecto negativo 

que puede afectar al crecimiento de las levaduras es la presencia de productos tóxicos 

como metales pesados, fertilizantes, insecticidas o herbicidas provenientes del cultivo 

de la materia prima (Reed y Nagodawithana, 1988; Teclu et al., 2009). Para evitar este 

efecto, una práctica común en la industria es la mezcla de diferentes lotes de melaza 

para minimizar los efectos negativos. En los últimos años, el precio de la melaza ha 

aumentado, debido a su uso en otras aplicaciones industriales, como la alimentación 

animal o la producción de bioetanol (Akbas y Stark, 2016; Senthilkumar et al., 2016), lo 
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que ha dado lugar a la búsqueda de sustratos alternativos, como el licor de maíz (Vu y 

Kim, 2009) o el uso de bagazo de manzana (Bravo et al., 2019). 

 

3.2 Etapas de propagación industrial de biomasa 

Las primeras empresas que comercializaron levaduras vínicas fueron empresas 

productoras de levadura panadera. De hecho, hoy en día, la producción de LSA en sus 

primeras fases sigue siendo un proceso muy similar al de la producción de levadura 

prensada usada en panadería. El proceso está diseñado de manera que consta de una 

secuencia de 5-6 fermentaciones de volumen creciente, empezando por un cultivo inicial 

puro (F1) en matraz con la cepa seleccionada. Este cultivo inicial se emplea para 

inocular el primer fermentador y las células crecen en un cultivo en batch durante las 

primeras etapas (F2–F4) y posteriormente en fed-batch (F5-F6), en fermentadores de 

tamaño creciente inoculados con la biomasa producida en la etapa anterior (Degre, 

1993; Reed y Nagodawithana, 1991). 

En la primera etapa del proceso, la denominada fase batch, las levaduras se inoculan 

en pequeños tanques en cuyo interior se encuentra la melaza, previamente esterilizada, 

con el pH ajustado a 4.5-5 y a la que se han añadido todos los nutrientes necesarios. 

Una vez se inocula la levadura en el fermentador los únicos parámetros controlables 

son la temperatura y la aireación. La biomasa obtenida al final del crecimiento se emplea 

para inocular tanques de tamaño creciente. El proceso de producción de biomasa se 

lleva a cabo en condiciones aeróbicas, con dos objetivos fundamentales: obtener el 

mayor rendimiento de biomasa posible y permitir a las levaduras producir esteroles. 

Además, la propagación de biomasa sin aireación resulta en una reducción drástica del 

crecimiento celular y un incremento del estrés oxidativo interno (Pérez-Torrado et al., 

2009) 

La oxidación incompleta de la glucosa que tiene lugar durante la fermentación 

conlleva un menor rendimiento energético que la respiración (Verduyn, 1991). Para 

minimizar el metabolismo fermentativo de azúcares y maximizar la respiración es 

necesario mantener la aireación. Sin embargo, a pesar de la aireación adecuada, en S. 

cerevisiae y otras levaduras tiene lugar el denominado efecto Crabtree. Esta 

característica metabólica hace que, aún en condiciones aeróbicas, cuando la 

concentración de glucosa excede un umbral generalmente muy bajo, el azúcar 

consumido se destina a la producción de etanol mediante la vía fermentativa, 

independientemente de la presencia de oxígeno (De Dekken, 1966). El efecto Crabtree 

es contrario al efecto Pasteur, que consiste en la respiración de azúcares en presencia 
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de oxígeno. En la Figura I.3 se recogen los principales flujos metabólicos que tienen 

lugar cuando se produce el efecto Crabtree. A pesar del rendimiento subóptimo en 

biomasa que tiene lugar durante la fase batch, a lo largo de ésta las levaduras se 

adaptan a las grandes cantidades de azúcares y etanol presentes en el tanque de 

fermentación. Esta adaptación asegura el comportamiento fermentativo óptimo de la 

biomasa recuperada al final del proceso, gracias a la acumulación de metabolitos de 

reserva que serán utilizados en la fase fed-batch (Pérez-Torrado et al., 2009). En la fase 

batch, cuando se agotan los azúcares del medio se produce una reorganización del 

metabolismo y las levaduras pasan a metabolizar el etanol producido por respiración, 

tras el llamado cambio diáuxico. Una vez se metaboliza por completo el etanol y se inicia 

la alimentación, empieza la fase fed-batch. 

 

 

Figura I.3: Flujos metabólicos en S. cerevisiae cuando tiene lugar el efecto Crabtree. En verde 

se representa el flujo asociado a la fermentación alcohólica y en rojo a la respiración (adaptado 

de González et al., 2011). 

 

En la fase fed-batch de la propagación industrial, el principal objetivo es maximizar la 

producción de biomasa. Durante esta fase, con el objetivo de minimizar el efecto 

Crabtree y asegurar el mayor rendimiento posible por respiración de los azúcares, se 

realiza un cultivo con alimentación controlada, para mantener la concentración de 

glucosa a niveles bajos. Generalmente, la tasa de crecimiento durante esta fase está 
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controlada por la velocidad de alimentación (Beudeker et al., 1990). Para optimizar la 

alimentación generalmente se emplean sistemas de control feedback. En estos 

sistemas la adición de melaza está controlada por el cociente respiratorio (moles de CO2 

producido por moles de O2 consumido) (Aiba et al., 1976; Cooney et al., 1977). Para ello 

se analizan el flujo y la composición de los gases a la entrada y a la salida del 

fermentador y se regula el aporte de sustrato en función de estos. Para obtener el mayor 

rendimiento de biomasa posible también resulta importante la optimización de la 

aireación (Blanco et al., 2008). Por lo tanto, el cultivo con aireación y limitación de 

azúcares permite el crecimiento respiratorio de S. cerevisiae, consiguiéndose un 

rendimiento de biomasa mucho mayor que en la fase batch (Postma et al., 1989). Por 

último, es importante controlar otros parámetros que tienen un impacto sobre el 

metabolismo celular, como el pH y la temperatura. El pH se mantiene en torno a 4.5 

mediante la adición de soluciones ácido/base, mientras que la temperatura se mantiene 

alrededor del óptimo de crecimiento de 30 ºC. 

Al final del proceso de producción tiene lugar una fase de maduración que puede 

durar entre 1 y 5 días, y en la que se detiene la alimentación y se produce una leve 

aireación (Oura, 1974). Durante esta etapa, se permite el consumo completo del 

sustrato, de este modo las células entran en estado estacionario lo que permite que 

sean más estables y se evite la autolisis, debido a un reforzamiento de la pared celular 

(Herman, 2002). Durante esta fase también se acumulan metabolitos de reserva, como 

el glucógeno, y de protección, como la trehalosa, que tienen un papel clave en la 

supervivencia a la posterior fase de deshidratación (França et al., 2007; Garre et al., 

2010). 

 

3.3 Deshidratación y rehidratación 

A diferencia de lo que ocurre con las levaduras panaderas o cerveceras, el carácter 

estacional de la producción de vino hace necesaria la producción de inóculos secos 

estables. Al final del proceso de propagación de biomasa las células se recuperan y 

deshidratan para obtener levadura seca activa (Degre, 1993; González et al., 2011; 

Pérez-Torrado et al., 2015). Después de la fase de maduración, las levaduras se 

recuperan por centrifugación y son sometidas a una serie de lavados para eliminar 

sólidos que puedan afectar durante la deshidratación y la fermentación. La crema de 

levadura obtenida se filtra mediante filtros rotativos en vacío o de prensa, obteniéndose 

una crema de levadura con un 35 % de materia seca. A continuación, la crema de 

levadura se extrusiona en filamentos finos (2-4 mm de diámetro) que se pasan a un 
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deshidratador de lecho fluidizado donde se secan hasta alcanzar una humedad relativa 

de aproximadamente el 8 %. En este tipo de deshidratadores, los más extendidos en la 

industria, se pasa aire desde la parte inferior lo que mantiene a las levaduras en 

suspensión y permite una deshidratación homogénea (Law y Mujumdar, 2006). El 

secado produce la rotura de los filamentos en pequeños gránulos que se almacenan al 

vacío en presencia de algún gas inerte o CO2, para reducir la oxidación. La LSA se 

puede conservar durante largos periodos (3-4 años) en refrigeración. La deshidratación 

de las levaduras afecta severamente a la viabilidad celular (Dupont et al., 2014), por lo 

que se ha buscado la optimización de las condiciones industriales de secado para 

maximizar la supervivencia celular (Akbari et al., 2012). Aunque la LSA es el formato 

más extendido en la industria, los inóculos comerciales de levaduras vínicas, tanto 

Saccharomyces como no-Saccharomyces, pueden ser usados en otros formatos que 

varían en el porcentaje de materia seca, como son la Levadura Congelada Activa (40 – 

85 %), la Levadura Prensada (30 - 35 %) o la Crema de Levadura (18 – 25%), tal y como 

indica la Organización Internacional de la Vid y el Vino en su International Oenological 

Codex (2019). 

Para su uso en la producción de vino, la LSA debe ser rehidratada. Aunque es posible 

inocular directamente el mosto de uva, normalmente se recurre a una fase previa de 

rehidratación. La alternativa más utilizada es el uso de agua tibia, aunque hay que evitar 

tiempos de rehidratación prolongados debido a las condiciones hiposmóticas. Otras 

alternativas son mezclas de agua con mosto o azúcar, que proporcionan una fuente de 

carbono a las levaduras y mantienen una presión osmótica compatible con la 

recuperación de la viabilidad (González et al., 2011). La optimización del medio de 

rehidratación tiene un claro impacto en la viabilidad y vitalidad de las levaduras 

(Rodríguez-Porrata et al., 2008). 
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4. Estrés en levaduras 

A lo largo de su ciclo vital, las levaduras, y en especial las utilizadas en la obtención 

industrial de productos de interés, se ven sometidas a numerosos ambientes 

desfavorables y cambiantes, que difieren de sus condiciones óptimas de crecimiento. 

Todos estos cambios fisicoquímicos pueden provocar un estrés celular, que afecta al 

metabolismo, perjudica el crecimiento y tiene como consecuencia última una pérdida de 

la eficiencia tecnológica de la levadura (Matallana y Aranda, 2016). 

  

4.1 Respuesta a estrés en S. cerevisiae 

Las levaduras han desarrollado una serie de mecanismos de respuesta y adaptación 

para minimizar el efecto nocivo sobre su supervivencia de las condiciones de estrés a 

las que deben hacer frente a lo largo de su ciclo vital. La respuesta a estrés en levaduras 

es un proceso complejo en el que participan numerosas rutas, que han sido estudiadas 

extensamente en cepas y condiciones de laboratorio (Hohmann y Mager, 2003). La 

mayoría de estas rutas basan su regulación en proteína quinasas que remodelan la 

expresión de genes a través de factores de transcripción específicos de cada tipo de 

estrés. 

Una característica destacable de la respuesta a estrés en S. cerevisiae es la 

capacidad de producir una protección cruzada, de manera que cuando la célula está 

sometida a un tipo determinado de estrés, es capaz de adquirir resistencia y tolerancia 

a un estrés diferente. Esta respuesta interconectada permite a la célula una disminución 

del gasto energético en presencia de estrés. Los genes cuya inducción está mediada 

por distintos tipos de estrés tienen en su promotor unas secuencias conocidas como 

Elementos de Respuesta a Estrés (STRE, Stress Response Elements) y son propios de 

los genes de la respuesta general a estrés, cuya expresión es capaz de conferir esa 

protección cruzada. 

Existe una interconexión entre la respuesta a estrés y las rutas de señalización por 

nutrientes (Conrad et al., 2014; Matallana y Aranda, 2016; Orozco et al., 2019). Esta 

conexión se debe a que el crecimiento celular es antagónico con la respuesta a estrés, 

por lo que la inhibición de las rutas de señalización por nutrientes por ayuno suele causar 

una parada del ciclo celular y un aumento de la tolerancia a estrés. Cuando hay 

disponibilidad de nutrientes en el medio, las rutas de la proteína quinasa A (PKA), AMPK 

Snf1 y TOR/Sch9 promueven el crecimiento y la división celular e inhiben la transcripción 

de los factores de transcripción de respuesta general a estrés Msn2/4p. Estos factores 
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de transcripción, identificados en respuesta a diferentes tipos de estrés (Martínez-Pastor 

et al., 1996), se unen a los elementos STRE e inducen la transcripción de la batería de 

genes que contiene dicha secuencia. La ruta PKA responde a la presencia de azúcares 

fermentables en el medio, mientras que la ruta TOR responde a la presencia de 

nitrógeno, tanto en forma de amonio como aminoácidos. La ruta Snf1 se activa para 

consumir fuentes de carbono no fermentables. Cuando los nutrientes escasean, estas 

rutas reordenan la fisiología celular para entrar en fase estacionaria (Winderickx et al., 

2003). La inactivación de estas rutas, ya sea por ayuno de nutrientes o en condiciones 

de estrés, promueve la activación de Msn2/4p a través de las quinasas Yak1p y Rim15p, 

y de la pérdida de la fosforilación de su región de señal de localización nuclear (Figura 

I.4). 

 

 

Figura I.4: Respuesta general a estrés mediada por Msn2/4p. En ausencia de estrés, Msn2/4p 

se encuentran en el citoplasma y su activación y translocación al núcleo están inhibidas por las 

rutas de señalización de nutrientes PKA, Snf1 y TOR. Las quinasas PKA y Snf1p fosforilan la 

región de señal de localización nuclear (NLS) de Msn2/4p. PKA también inhibe la localización 

nuclear de Yak1p mediante fosforilación. TOR controla algunas de las dianas de PKA vía Sch9p 

que, además, fosforila a Rim15p, inactivándola e inhibiendo su localización nuclear. Rim15p y 

Yak1p fosforilan y promueven la activación de Msn2/4p. En condiciones de estrés o ayuno, la 

ruta TOR se inhibe, y los niveles de cAMP disminuyen, por lo que se reduce la actividad de PKA, 

lo que promueve la translocación de Msn2/4p al núcleo donde activan la transcripción de los 

genes de respuesta a estrés. Adaptado de Conrad et al., (2014); Lee et al., (2013); Morano et 

al., (2012). 
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Además de la respuesta general a estrés, las levaduras han desarrollado respuestas 

específicas a cada tipo de estrés, que dependen de rutas de señalización específicas. 

En condiciones de estrés osmótico se activa la ruta de respuesta de glicerol a elevada 

osmolaridad (HOG, High Osmolarity Glycerol) (Hohmann, 2015). Esta ruta depende de 

la proteína quinasa Hog1p. Cuando las células se ven sometidas a un choque 

hiperosmótico, producen glicerol como osmolito compatible. Las enzimas encargadas 

de su producción dependen de la ruta HOG. Hog1p activa al factor de transcripción 

Hot1p, que a su vez activa la síntesis de glicerol a partir del intermediario glicolítico 

dihidroxiacetona fosfato, mediante la inducción de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 

(GPD1) y de los genes de la glicerol fosfatasa (GPP1/2) (ver Figura I.2). Además, Hog1p 

induce una bomba, Slt1p, que introduce glicerol del medio, y bloquea a Fps1p, que 

causa el eflujo de glicerol al exterior celular. 

En condiciones de estrés térmico, a temperaturas superiores a 36 – 37 ºC, se induce 

la síntesis de las llamadas proteínas de choque térmico (HSP, Heat Shock Proteins) 

(Morano et al., 2012; Verghese et al., 2012). El principal modulador de la respuesta a 

estrés térmico es el factor de transcripción Hsf1p, que induce la expresión de las HSP 

mediante su unión en los llamados Elementos de Choque Térmico (HSE, Heat Shock 

Element). En S. cerevisiae, Hsf1p actúa de forma conjunta con Msn2/4p para llevar a 

cabo la respuesta a estrés térmico, ya que múltiples genes de HSPs contienen regiones 

STRE en sus promotores. La mayoría de HSPs tienen actividad chaperona (Hsp100p, 

Hsp90p, Hsp70p, Hsp60p y HSPs pequeñas), y se encuentran incluso a temperaturas 

óptimas de crecimiento.  

En las levaduras empleadas en fermentaciones vínicas, uno de los estreses más 

característicos es el estrés por etanol, causado por su elevada concentración 

alcanzada durante la vinificación (Auesukaree, 2017). Su principal diana en la célula es 

la membrana plasmática, donde se intercala en el interior hidrofóbico de la bicapa 

lipídica, resultando en una pérdida de integridad estructural y aumentando la 

permeabilidad de la membrana, lo que induce el influjo pasivo de iones, particularmente 

protones, al interior celular. Para compensar la pérdida de integridad de membrana se 

induce la expresión de genes de síntesis de ácidos grasos insaturados y ergosterol. 

Además, se activa la expresión de PMA1 y PMA2, los genes de la bomba de protones 

de la membrana plasmática, y de los genes de la ATPasa vacuolar, para la 

desacidificación citosólica (Auesukaree, 2017). Elevadas concentraciones de etanol 

pueden afectar la estructura de algunas proteínas, por lo que una respuesta típica a este 
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estrés es la expresión de proteínas de choque térmico y la síntesis de trehalosa 

(Alexandre et al., 2001). Ya se ha mencionado que una buena tolerancia al etanol es 

vital para una adecuada eficiencia fermentativa, no en vano, la sensibilidad de las 

levaduras no-Saccharomyces al etanol es, probablemente, el factor determinante en su 

muerte a medida que prolifera S. cerevisiae durante la vinificación. No obstante, no se 

conocen apenas datos sobre esta respuesta a nivel molecular en tales levaduras. 

 

4.2 Estrés oxidativo  

El estrés oxidativo es una de las consecuencias más importantes del metabolismo 

celular. En todos los organismos, el metabolismo aeróbico supone la producción de 

especies reactivas del oxígeno (ROS) debido principalmente a la actividad de la cadena 

de transporte electrónico mitocondrial. Aunque el oxígeno molecular es relativamente 

poco reactivo, puede sufrir una reducción parcial para formar una serie de ROS, entre 

las que se incluyen el anión superóxido (O2
-) y el peróxido de hidrógeno (H2O2), que son 

capaces de reaccionar con iones metálicos y producir el radical hidroxilo (*OH), 

altamente reactivo. La acumulación de ROS en el interior celular no ocurre solo como 

una consecuencia del metabolismo celular, la presencia de agentes pro-oxidantes en el 

medio, como el propio H2O2 o metales pesados puede promover la acumulación 

intracelular de ROS. Cuando los niveles de ROS superan la capacidad de respuesta de 

los mecanismos de defensa celulares se produce un estrés oxidativo, que provoca 

daños a diferentes niveles: peroxidación lipídica, oxidación de proteínas y daños 

genéticos a través de la modificación del DNA. 

La forma protonada del anión superóxido y el radical hidroxilo generalmente inician 

el proceso autocatalítico de peroxidación lipídica. El proceso de peroxidación lipídica 

produce numerosos productos oxidados, principalmente hiperóxidos de lípidos (LOOH).  

El malondialdehído (MDA) es el principal subproducto de la peroxidación lipídica y 

parece poseer una elevada capacidad mutagénica (Esterbauer et al., 1990). El MDA se 

ha empleado durante años como biomarcador de peroxidación lipídica gracias a que su 

reacción con el ácido tiobarbitúrico (TBAR) genera un producto coloreado fácilmente 

detectable (Ayala et al., 2014). A nivel celular, la peroxidación lipídica produce un 

aumento de la fluidez de membrana, un eflujo de solutos citosólicos y una pérdida de 

actividad de las proteínas de membrana, que de forma última pueden llevar a una 

desintegración de la membrana y a la muerte celular (revisado en Avery, 2011). 

Lo mecanismos de oxidación proteica y su impacto en la estructura y función de las 

proteínas han sido ampliamente estudiados (Cecarini et al., 2007). Algunas proteínas 
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son más susceptibles que otras a la oxidación mediada por ROS, en función de su 

contenido en residuos aminoacídicos sensibles a oxidación (como la cisteína), su 

localización subcelular y su conformación. El principal producto de la oxidación proteica 

es la producción de grupos carbonilo. Los grupos carbonilo se pueden formar por la 

reacción con subproductos de la peroxidación lipídica. La consecuencia más relevante 

de la formación de grupos carbonilo es su posible reacción con los grupos α-amino de 

los residuos de lisina, que lleva a la formación de uniones intra e intermoleculares, que 

pueden promover la formación de agregados proteicos que se acumulan en el interior 

celular y promueven una función anormal de los mecanismos celulares (Cecarini et al., 

2007). 

 El radical hidroxilo y el oxígeno singlete (1O2) son los principales causantes de 

oxidación del DNA mediada por ROS. Aunque la detección de daños en el DNA es 

común durante el estrés oxidativo, no está del todo claro que este daño sea el principal 

causante de la muerte celular asociada a ROS, especialmente en células eucariotas 

(Avery, 2011). 

La mayoría de los estudios sobre el estrés oxidativo en levaduras se han llevado a 

cabo mediante la inducción de estrés empleando un único compuesto, como el H2O2. 

Sin embargo, dado que las células son capaces de responder a las ROS mediante 

respuestas específicas a cada tipo de agente oxidante, no se puede considerar a ningún 

compuesto como representante general de estrés oxidativo (Temple et al., 2005). Las 

levaduras, como todos los organismos, han desarrollado múltiples sistemas de defensa 

frente al daño oxidativo, que se pueden diferenciar en dos grandes grupos: el primero 

actúa directamente eliminando las ROS, mientras que el segundo actúa como regulador 

redox y se encarga de mantener el balance redox en el interior celular y de proteger a 

los componentes celulares de la oxidación (Figura I.5). Ambos sistemas operan 

conjuntamente, para asegurar la máxima protección celular (Herrero et al., 2008; 

Morano et al., 2012). A continuación, se describen los principales mecanismos de 

defensa antioxidante en S. cerevisiae. 
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Figura I.5: Sistemas de defensa antioxidante en Saccharomyces cerevisiae (adaptado de 

Herrero et al., 2008). 

 

Las catalasas son las enzimas encargadas de la dismutación del H2O2 en agua y 

oxígeno. En S. cerevisiae encontramos dos catalasas, la catalasa peroxisomal A, 

codificada por CTA1, y la catalasa citosólica T, codificada por CTT1. La expresión de 

CTA1 está coordinada con el metabolismo peroxisomal de ácidos grasos, lo que sugiere 

que Cta1p podría tener un papel en la detoxificación del H2O2 generado en la β-

oxidación de ácidos grasos (Hiltunen et al., 2003). Ctt1p tiene un papel más general en 

la respuesta a estrés oxidativo, ya que la expresión de CTT1 se induce en numerosas 

situaciones de estrés, entre las que se incluyen el estrés térmico, osmótico, por ayuno 

o por H2O2, de manera dependiente de la respuesta general de estrés (Martínez-Pastor 

et al., 1996). Ctt1p juega un papel importante en la resistencia a la deshidratación, 

manteniendo el equilibrio redox intracelular por la eliminación de H2O2 (França et al., 

2005). Durante la propagación industrial de S. cerevisiae, una elevada actividad catalasa 

basal, así como su inducción durante el proceso de secado, están relacionadas con una 

mayor viabilidad de la LSA (Gamero-Sandemetrio et al., 2014). 

Las superóxido dismutasas (SODs) convierten el anión superóxido en peróxido de 

hidrógeno, que es reducido por las catalasas y las peroxirredoxinas. En levaduras 

encontramos la superóxido dismutasa citoplasmática (Cu,Zn-SOD), codificada por 

SOD1, y la superóxido dismutasa mitocondrial (Mn-SOD), codificada por SOD2. Sod1p  

está implicada en la eliminación de O2
- del citoplasma, del espacio intermembrana 

mitocondrial y probablemente del peroxisoma (revisado en Morano et al., 2012). Sod2p 
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tiene un papel principal durante la fase estacionaria, seguramente debido a la formación 

de O2
- por respiración mitocondrial (Longo et al., 1996). 

Las metionina sulfóxido reductasas (MSRs) son las enzimas encargadas de 

revertir la oxidación del sulfóxido de metionina en metionina. La metionina es 

particularmente susceptible a la oxidación y las MSRs se encargan de su protección 

mediante la reducción dependiente de tiol de los residuos de metionina oxidados, lo que 

es importante ya que significa que la oxidación de la metionina es reversible y puede 

participar en la detoxificación de ROS (Morano et al., 2012). 

Respecto a los sistemas de control del estado redox, S. cerevisiae, como la mayoría 

de organismos eucariotas, contiene uno denominado sistema tiorredoxina. Las 

tiorredoxinas son pequeñas proteínas oxidorreductasas que contienen dos residuos de 

cisteína implicados en la reducción de grupos tiol. Este sistema comprende dos 

tiorredoxinas (TRX1 y TRX2) y una tiorredoxina reductasa (TRR1) que obtiene el poder 

reductor del NADPH (Gan, 1991). Las tiorredoxinas son utilizadas como sustrato de 

oxidación por las peroxirredoxinas y son reducidas directamente gracias al poder 

reductor de Trr1p. Bajo condiciones de estrés oxidativo, los tioles de las cisteínas son 

dianas susceptibles a oxidación y pueden sufrir modificaciones reversibles y/o 

irreversibles que produzcan cambios en su actividad. Las peroxirredoxinas poseen 

residuos de Cys que emplean para reducir peróxidos, y se dividen en dos grupos, en 

función del número de residuos de Cys catalíticas: 1-Cys y 2-Cys. Durante su proceso 

catalítico, las cisteínas catalíticas de las peroxirredoxinas se oxidan y deben ser 

recicladas por la actividad de las tiorredoxinas. En levaduras se han encontrado tres 

peroxirredoxinas citoplasmáticas (Tsa1p, Tsa2p y Ahp1p), una nuclear (Dot5p) y una 

mitocondrial (Prx1p) (revisado en Herrero et al., 2008; Morano et al., 2012). Los niveles 

de Prx1p, Ahp1p y Tsa1p aumentan a lo largo del proceso de propagación de biomasa, 

como respuesta al estrés oxidativo al que se ven sometidas las levaduras durante el 

proceso (Gómez-Pastor et al., 2010a). Simulaciones a escala de laboratorio del proceso 

de propagación industrial de biomasa han demostrado que la sobreexpresión de TRX2 

aumenta el rendimiento en biomasa y provoca una disminución del daño por oxidación 

en lípidos y proteínas (Gómez-Pastor et al., 2010b).  Además, la sobreexpresión de 

Trx2p correlaciona con una mejora de la capacidad fermentativa de la LSA, debida a 

una mayor tolerancia al estrés oxidativo (Gómez-Pastor et al., 2012). En condiciones de 

vinificación, el mutante trx1Δ trx2Δ presenta crecimiento reducido y una baja capacidad 

fermentativa (Picazo et al., 2019), lo que resalta la importancia de los sistemas de 

protección antioxidante a lo largo de todo el proceso de producción de vino. 
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El glutatión (GSH) es un tripéptido (L-γ-glutamil-L-cisteinilglicina) de presencia 

ubicua en procariotas y eucariotas que tiene funciones directas e indirectas en 

numerosos procesos biológicos, como la síntesis de proteínas, la síntesis de DNA, la 

modulación de actividades enzimáticas, la protección celular o el metabolismo de ROS 

(Schafer y Buettner, 2001). El glutatión es, generalmente, el compuesto sulfhidrilo de 

bajo peso molecular más abundante en la mayoría de organismos.  La síntesis de GSH 

depende de los genes GSH1 (γ-glutamilcisteína sintetasa) y GSH2 (glutatión sintetasa) 

(Grant et al., 1997). El glutatión es el principal agente de control redox en levaduras, 

requerido como agente reductor incluso en condiciones óptimas de crecimiento. El 

glutatión reducido es capaz de reaccionar con diferentes ROS, contribuyendo al control 

del balance redox intracelular, de forma que dos moléculas de glutatión reducido se 

oxidan y se unen mediante un puente disulfuro formando una molécula de glutatión 

oxidado (GSSG) (Morano et al., 2012). La forma más abundante en el interior celular es 

la forma reducida, gracias a la acción de la glutatión reductasa, descrita a continuación. 

El glutatión participa activamente en la resistencia a la deshidratación. Tras este proceso 

se observa un aumento de la acumulación de este metabolito (Gamero-Sandemetrio et 

al., 2014). De hecho, la deleción de GSH1 o GSH2 origina mutantes hipersensibles a 

deshidratación (Espindola et al., 2003).  

El uso de glutatión como agente de control redox es posible gracias, no solo a la 

síntesis de novo de glutatión reducido, sino también al reciclaje del glutatión oxidado. La 

glutatión reductasa (GLR1) es una oxidorreductasa dependiente de NADPH que 

cataliza la conversión de GSSG en GSH. Glr1p tiende a cumularse en regiones celulares 

con un elevado flujo de electrones, en las que se generan ROS (revisado en Couto et 

al., 2016). Tras la deshidratación, se produce una inducción de la actividad glutatión 

reductasa, en respuesta al estrés oxidativo generado en estas condiciones (Gamero-

Sandemetrio et al., 2014). 

Las glutarredoxinas (Grx) son pequeñas oxidorreductasas dependientes del 

glutatión. La glutatión reductasa transfiere electrones desde el NADPH a las 

glutarredoxinas vía glutatión. En levadura se han descrito ocho glutarredoxinas 

diferentes (Grx1-8) con papeles en numerosos procesos celulares, incluidos el 

plegamiento de proteínas, el metabolismo del azufre y la protección frente a ROS. Grx1p 

y Grx2p tienen, ambas, función de oxidorreductasas dependientes de GSH, pero 

parecen tener funciones celulares diferentes. GRX1 responde al estrés oxidativo 

inducido por  O2
-, mientras que GRX2 es sensible al H2O2  (revisado en Herrero et al., 

2010; Morano et al., 2012). En S. cerevisiae, encontramos dos glutatión transferasas 

(Gtt1p y Gtt2p) que cooperan con Grx1/2p en la protección frente a hidroperóxidos y 
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compuestos xenobióticos. Por último, las glutatión peroxidasas (Gpx) participan en la 

defensa enzimática frente al estrés oxidativo causado por hidroperóxidos. Reducen el 

H2O2 y otros hidroperóxidos orgánicos, como hidroperóxidos de ácidos grasos, usando 

el poder reductor del GSH (Michiels et al., 1994). 

 

4.3 Papel del glucógeno y la trehalosa en la respuesta a estrés 

El glucógeno y la trehalosa son los depósitos de glucosa más importantes en S. 

cerevisiae. El glucógeno es un polisacárido formado por cadenas ramificadas de 

glucosa, sintetizado por la glucógeno sintasa, codificada principalmente por el gen GSY2 

(Farkas et al., 1991). La degradación del glucógeno depende de la glucógeno fosforilasa 

(Gph1p), que permite la utilización de la glucosa como fuente de carbono. La actividad 

de Gsy2p y Gph1p está regulada por la ruta PKA, de forma que en presencia de glucosa 

se inhibe la síntesis de glucógeno por fosforilación de estas dos enzimas (François y 

Parrou, 2001). La principal función del glucógeno en la levadura es la de actuar como 

reserva de fuente de carbono, necesaria para el correcto funcionamiento de la célula 

cuando esta se agota en el medio. La acumulación de glucógeno tiene lugar durante el 

cambio diáuxico y su degradación tiene lugar durante la fase estacionaria del 

crecimiento (François y Parrou, 2001). 

La trehalosa (α-D-glucopiranosil (1-1)-α-D-glucopiranósido) es un disacárido 

ampliamente distribuido en la naturaleza. Las funciones que desempeña son diversas y 

dependen del organismo analizado. Por ejemplo, sirve como fuente de energía en 

algunos insectos, actúa como componente estructural de la pared celular en algunas 

bacterias, participa en la regulación del crecimiento de plantas y en el control del flujo 

glicolítico en levaduras. Además, en numerosos organismos, incluida la levadura, actúa 

como molécula de protección frente a estrés (Argüelles, 2000; Eleutherio et al., 2015). 

En S. cerevisiae, la síntesis de la trehalosa tiene lugar en el citosol en dos reacciones 

secuenciales. En la primera la enzima trehalosa-6-fosfato sintasa (Tps1p) cataliza la 

síntesis del intermediario trehalosa-6-fosfato (T6P) a partir de glucosa-6-fosfato y UDP-

glucosa. En la segunda reacción, la T6P es desfosforilada por acción de la trehalosa-6-

fosfato fosfatasa (Tps2p) para la formación de trehalosa. Tps1p y Tps2p forman parte 

del complejo multienzimático trehalosa sintasa junto con otras dos subunidades, Tsl1p 

y Tps3p (revisado en Eleutherio et al., 2015). Es interesante mencionar el papel 

regulador de la T6P. Células deficientes en Tps1p son incapaces de crecer en glucosa, 

a pesar de que las enzimas glicolíticas están activas. La T6P regula la glicólisis a través 

de la inhibición de las hexoquinasas Hxk1p y Hxk2p (Blázquez et al., 1993; François y 
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Parrou, 2001). Tps1p es indispensable para un correcto crecimiento en azúcares 

fermentables, dado que la T6P promueve la fermentación y la represión por glucosa 

(Vicente et al., 2018). Por otro lado, la hidrólisis de la trehalosa depende de las 

trehalasas. En S. cerevisiae se encuentran dos actividades diferentes: la trehalasa 

neutra (Nth1p y Nth2p) y ácida (Ath1p). Nth1p se localiza en el citoplasma y tiene su 

actividad máxima a pH 7.0 (Elbein et al., 2003). Nth2p, es un parálogo de Nth1p, para 

el que no se ha descrito actividad trehalasa y se ha propuesto como un posible regulador 

de Nth1p (Eleutherio et al., 2015). Ath1p se localiza en la vacuola y tiene su actividad 

máxima a pH 4.5 (Huang et al., 2007). Se ha descrito que Nth1p es la principal 

responsable de la degradación y reciclaje de la trehalosa endógena (Nwaka et al., 1995), 

mientras que Ath1p participa en la utilización de la trehalosa exógena (Nwaka et al., 

1996). Sin embargo, la deleción de los genes ATH1 y NTH1 mejora la capacidad de 

supervivencia a la deshidratación, ya que la inhibición de la degradación y movilización 

de este metabolito permite aumentar sus niveles intracelulares (Garre et al., 2009). 

Las levaduras industriales acumulan una gran cantidad de trehalosa, que puede 

alcanzar hasta un 15 – 20 % del peso seco de la célula (Degre, 1993; Garre et al., 2010). 

Numerosos estudios han resaltado la importancia de la trehalosa en la supervivencia a 

la deshidratación (revisado en Dupont et al., 2014; Rapoport et al., 2019). Durante la 

deshidratación, la trehalosa actúa reemplazando moléculas de agua, formando puentes 

de hidrógeno con el grupo fosfato de los lípidos. Este reemplazo permite el 

mantenimiento de la integridad de membrana al mantener la separación necesaria entre 

los fosfolípidos de membrana cuando las levaduras están en estado seco (Crowe et al., 

1992). La otra gran propiedad de protección a nivel molecular de la trehalosa reside en 

su capacidad para prevenir la agregación de proteínas, ya que ayuda a mantener la 

conformación nativa de las proteínas cuando se produce pérdida de agua (Elbein et al., 

2003). 

 En levaduras la acumulación de trehalosa se produce en condiciones de limitación 

de fuente de carbono, tanto durante el cambio diáuxico como durante la fase 

estacionaria. Además, las levaduras en crecimiento exponencial pueden acumular 

grandes cantidades de trehalosa cuando se ven sometidas a un estrés leve, como 

tratamientos a 37 ºC. En condiciones de propagación de biomasa se observa una clara 

inducción de la acumulación de trehalosa como consecuencia de la deshidratación 

(Gamero-Sandemetrio et al., 2014). Tratamientos con trehalosa exógena previos a la 

deshidratación permiten una mayor supervivencia de las levaduras al proceso 

(Eleutherio et al., 2015, 1993).  
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4.4 Papel de la membrana celular en la adaptación a condiciones de estrés 

Las membranas biológicas conforman la primera línea de separación entre el interior 

celular y el medio exterior. Están principalmente formadas por proteínas y fosfolípidos, 

siendo estos últimos, el principal elemento estructural de las membranas. Los 

fosfolípidos están compuestos por una molécula de alcohol (glicerol o esfingosina), a la 

que se unen dos ácidos grasos (1,2-diacilglicerol) y un grupo fosfato que se une 

mediante un enlace fosfodiéster a otras moléculas. La diversidad de fosfolípidos 

depende de las diferentes combinaciones posibles de ácidos grasos (revisado en Klug 

y Daum, 2014). A su vez, los ácidos grasos son moléculas lipídicas formadas por 

cadenas hidrocarbonadas lineales de diferente longitud, en cuyo extremo hay un grupo 

carboxilo. Son las moléculas básicas a partir de las cuales se construyen los lípidos 

complejos. La composición de ácidos grasos de la membrana de S. cerevisiae es 

sencilla, los más abundantes son el ácido palmitoleico y el ácido oleico (C16:1 y C18:1), 

seguidos del ácido palmítico y el ácido esteárico (C16:0 y C18:0), y en 

considerablemente menor proporción otros como el ácido mirístico y el ácido cerótico 

(C14: y C26:0) (Daum et al., 1998; Viljoen et al., 1986). Aunque la composición puede 

variar en función de la cepa y las condiciones de crecimiento (Díaz-Hellín et al., 2014), 

los ácidos grasos predominantes tienen una cadena de 16 o 18 carbonos, son 

monoinsaturados y no se producen ácidos grasos poliinsaturados (Stukey et al., 1990). 

La síntesis de ácidos grasos tiene lugar en el citosol y la mitocondria, seguida de un 

proceso de elongación y desaturación en el retículo endoplasmático. El primer paso de 

la síntesis está catalizado por la acetil-CoA-carboxilasa (ACC1), que forma malonil-CoA 

a partir de acetil-CoA. En el citosol, la síntesis de ácidos grasos a partir del malonil-CoA 

es llevada a cabo por el complejo hexamérico ácido graso sintasa (FAS, Fatty Acid 

Synthase), formado por 6 subunidades Fas1p y 6 subunidades Fas2p. En la mitocondria, 

el complejo ácido graso sintasa está formado por seis proteínas diferentes, cada una 

con una actividad diferente: Acp1p, Cem1p, Oar1p, Htd2p, Etr1p y Ppt2p. La elongación 

de los ácidos grasos es llevada a cabo por las elongasas codificadas por ELO1, ELO2 

y ELO3. La desaturación de todos los ácidos grasos la lleva a cabo Ole1p, la única 

desaturasa del genoma de S. cerevisiae. Además de la síntesis de novo, las levaduras 

también pueden tomar ácidos grasos del ambiente, gracias a la acción de las acil-CoA 

sintasas Fat1p, Faa1p, Faa2p, Faa3p y Faa4p. Los ácidos grasos internalizados y 

activados con coenzima A pueden ser empleados para la síntesis de lípidos complejos, 

almacenados en partículas lipídicas o degradados por β-oxidación (revisasdo en Klug y 

Daum, 2014).  
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Otro grupo esencial de lípidos para mantener la integridad de membrana y la 

viabilidad celular son los esteroles, que juegan un papel determinante en la tolerancia a 

etanol. El principal esterol en levaduras es el ergosterol (Daum et al., 1998). Desde el 

punto de vista estructural, el ergosterol está formado por tres anillos hexagonales y uno 

pentagonal, una cadena lateral de 8 o más átomos de carbono en el carbono 17 y un 

grupo alcohol o hidroxilo (-OH) en el carbono 3 que facilita su inserción en membranas 

celulares. La biosíntesis del ergosterol es un proceso complejo, en el que están 

involucradas hasta 30 enzimas, conocidas como proteínas Erg (Klug y Daum, 2014). 

Como se ha mencionado anteriormente, la biosíntesis de esteroles requiere oxígeno, 

por lo que los genes involucrados en esta ruta ven inducida su transcripción en 

presencia de oxígeno, mientras que en condiciones de ausencia de oxígeno, se induce 

la expresión de genes (AUS1 y PDR11) que codifican proteínas implicadas en la toma 

de esterol del ambiente (Zavrel et al., 2013). 

Como se ha mencionado con anterioridad, una producción excesiva de ROS puede 

sobrepasar la capacidad de los mecanismos celulares de defensa y causar daños 

directos en los lípidos de membrana. Los fosfolípidos de membrana son particularmente 

susceptibles al daño oxidativo mediado por ROS, debido a su contenido en ácidos 

grasos insaturados. La peroxidación lipídica implica una pérdida de la integridad 

estructural de la membrana, que puede desencadenar la muerte celular (Avery, 2011). 

No obstante, el estrés oxidativo no es la única situación medioambiental que tiene un 

efecto adverso sobre la membrana citoplasmática. Diferentes tipos de estrés ambiental, 

como el térmico y el osmótico, causan alteraciones en las propiedades físicas de las 

membranas. La modificación de las propiedades físicas de los lípidos de membrana 

puede tener un efecto directo sobre la función de las proteínas de membrana y, de forma 

similar, los cambios físicos en la membrana se consideran el input que inicia la respuesta 

frente al estrés y que afecta a la expresión de genes que participan en la aclimatación 

de las células a condiciones de estrés (revisado en Beney y Gervais, 2001; Los y Murata, 

2004). 

Los fosfolípidos de membrana tienen relativa libertad de movimiento dentro de la 

misma, por lo que tradicionalmente se ha descrito a la membrana como un ‘mosaico 

fluido’ (Singer y Nicolson, 1972) (Figura I.6). El desorden molecular y la capacidad de 

movilidad molecular dentro de la bicapa lipídica se conocen como fluidez de membrana. 

La fluidez de membrana depende del grado de insaturación de los ácidos grasos de los 

fosfolípidos de membrana, de la proporción de ácidos grasos saturados e insaturados y 

del contenido en ergosterol (Ballweg y Ernst, 2017; Beney y Gervais, 2001; Bossie y 

Martin, 1989). El efecto de diferentes tipos de estrés sobre la fluidez de membrana se 



Introducción 

34 
 

conoce desde hace tiempo. En S. cerevisiae, existe una correlación entre una mayor 

fluidez de membrana, por un mayor grado de insaturación, y una mayor resistencia a 

ciertos tipos de estrés, como estrés por etanol o por frío (Beltran et al., 2008; Casey e 

Ingledew, 1986). 

 

 

Figura I.6: Modelo de mosaico fluido. Modificado de OpenStax Biology (openstax.org). 

 

A temperaturas bajas, la fluidez de membrana disminuye, mientras que temperaturas 

elevadas tienen el efecto opuesto, causando una fluidización de la membrana que puede 

llevar a la desintegración de la bicapa lipídica (revisado en Los y Murata, 2004). El estrés 

hiperosmótico provoca una disminución de la fluidez de membrana, de forma similar al 

estrés por frío (Laroche et al., 2001). El efecto del estrés hipoosmótico sobre la 

membrana no se ha estudiado en profundidad, aunque se ha sugerido que pueda tener 

un efecto de fluidización de la membrana similar al estrés térmico (Los y Murata, 2004). 

Las perturbaciones en las condiciones de crecimiento que afectan a la membrana celular 

generalmente pueden ser compensadas por la célula, que es capaz de mantener una 

fluidez de membrana adecuada principalmente mediante la biosíntesis de novo de 

lípidos de membrana y mediante la remodelación de la cadena de los ácidos grasos 

(Ballweg y Ernst, 2017; Ernst et al., 2016) Estos procesos requieren de periodos 

relativamente largos de tiempo, de manera que es un proceso de adaptación a largo 

plazo y no una respuesta a estrés inmediata.  

La composición de la membrana plasmática tiene un papel muy importante en la 

supervivencia a las condiciones de deshidratación. La deshidratación resulta en una 

pérdida de la fluidez de membrana por la formación de una fase sólida (gel) en la 
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membrana, debida a las interacciones de van der Waal’s entre las cadenas acilo de los 

fosfolípidos, al disminuir la distancia entre estos (revisado en Rapoport et al., 2019). El 

daño que sufre la membrana depende directamente de la cinética de deshidratación y 

rehidratación. En particular, se ha observado que una deshidratación rápida conlleva 

una pérdida de la integridad de membrana, por la formación de vesículas que se mueven 

al interior celular (Dupont et al., 2010), mientras que una deshidratación lenta promueve 

una reorganización espacial de los componentes de la membrana (Lemetais et al., 

2012). Empleando biomasa deshidratada de levaduras vínicas, Redón et al., (2008) 

observaron que existe una correlación entre una mayor fluidez de membrana y una 

resistencia a la deshidratación, ya que la biomasa deshidratada de aquellas levaduras 

con un mayor porcentaje de ácidos grasos insaturados presentó una mayor viabilidad. 

Como se ha mencionado, S. cerevisiae solo posee una desaturasa de ácidos grasos, 

Ole1p, y no es capaz de producir ácidos grasos poliinsaturados. Sin embargo, en otras 

levaduras se han encontrado hasta tres desaturasas diferentes (Δ9, Δ12 y Δ15), como 

es el caso de Kluyveromyces lactis (Kainou et al., 2006; Santomartino et al., 2017). La 

presencia de estas desaturasas en levaduras no convencionales explica la habilidad de 

estas para acumular los ácidos grasos poliinsaturados linoleico (C18:2) y γ-linoleico 

(C18:3), una característica común a múltiples especies de levaduras vínicas, entre las 

que se incluyen T. delbrueckii, S. pombe, Z. bailii, K. lactis, M. pulcherrima o W. 

anomalus (Murakami et al., 1995; Rozès et al., 1992). Recientemente, la acumulación 

de ácidos grasos insaturados por parte de T. delbrueckii y M. pulcherrima ha ayudado a 

explicar la mayor resistencia a estrés por H2O2 de estas especies en comparación con 

S. cerevisiae (Vázquez et al., 2019). 

 

4.5 Estrés durante el proceso de propagación de biomasa 

Durante su propagación industrial, las levaduras se ven sometidas a numerosos 

cambios metabólicos y fluctuaciones en las condiciones físico-químicas de cultivo que 

resultan en situaciones de estrés (Figura I.7). Como ya se ha mencionado, la 

propagación de biomasa se lleva a cabo en condiciones de cultivo aeróbicas, en dos 

fases de crecimiento, batch y fed-batch, empleando melaza como medio de cultivo 

(Pérez-Torrado et al., 2015). 
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Figura I.7: Representación esquemática de las diferentes fases de producción de LSA. Se 

muestran las principales condiciones de estrés y los cambios en estas a lo largo del proceso. Se 

indican los genes relacionados con la tolerancia a estrés empleados como marcadores, junto con 

los principales metabolitos protectores. Adaptado de Matallana y Aranda (2016). 

 

En la fase batch, el principal estrés que se produce al inicio del cultivo, debido a la 

alta concentración de azúcares, es un estrés hiperosmótico, lo que promueve la síntesis 

del osmolito compatible glicerol, mediante la inducción de la expresión del gen implicado 

en su síntesis GPD1. El control de otros parámetros de cultivo, principalmente pH y 

temperatura, permite mantenerlos dentro de los valores óptimos para el crecimiento de 

las levaduras. Al final de la fase batch, a medida que se agotan los nutrientes del medio, 

se produce estrés por ayuno. Las condiciones aeróbicas de cultivo, necesarias para la 

adecuada producción de biomasa, causan un estrés oxidativo interno a lo largo del 

proceso, pero especialmente en la transición al metabolismo respiratorio impuesto en la 

fase fed-batch, pero que se inicia antes, cuando las levaduras agotan la sacarosa y 

pasan a respirar el etanol producido (Pérez-Torrado et al., 2005). Análisis 

transcriptómicos en simulaciones del crecimiento industrial han mostrado que se 

inducen numerosos genes de respuesta a estrés oxidativo, especialmente durante el 

cambio diáuxico  que tiene lugar cuando se agotan los azúcares (Gómez-Pastor et al., 

2010a). De forma similar, en estudios proteómicos se observa una mayor acumulación 

de proteínas con un papel en la protección frente a estrés oxidativo (Gómez-Pastor et 

al., 2010a). Además, durante el final de la fase fed-batch se produce la acumulación de 

metabolitos de protección y reserva, como el glutatión (Pérez-Torrado et al., 2005), la 

trehalosa y el glucógeno (Pérez-Torrado y Matallana, 2015). 
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La deshidratación produce la parada del crecimiento celular y daños severos en 

membranas, proteínas y estructuras celulares, que suponen una pérdida de viabilidad y 

vitalidad celular (Dupont et al., 2014; Rapoport et al., 2019). Durante el proceso de 

deshidratación las temperaturas empleadas hacen que las levaduras se vean sometidas 

a un estrés térmico. La pérdida de agua causa también un choque hiperosmótico y 

estrés oxidativo (França et al., 2007; Pérez-Torrado et al., 2015). Durante la 

deshidratación, se ha observado el aumento de marcadores de daño oxidativo, como un 

aumento de los niveles de peroxidación lipídica y de glutatión oxidado, y la inducción de 

genes con función antioxidante, como la tiorredoxina reductasa TRR1 (Garre et al., 

2010). Todo esto parece indicar que el daño oxidativo causado por radicales libres es el 

principal motivo por el cual las levaduras sufren una pérdida de viabilidad durante la 

deshidratación (Dupont et al., 2014). De hecho, existe una estrecha relación entre una 

adecuada defensa antioxidante durante el proceso de propagación de biomasa y una 

buena eficiencia tecnológica de la LSA obtenida al final del mismo (Gamero-

Sandemetrio et al., 2019, 2014). 

 

4.6 Estrés durante la vinificación 

Durante la fermentación alcohólica las levaduras también se ven sometidas a 

condiciones de estrés, que varían durante el proceso (revisado en Auesukaree, 2017; 

Orozco et al., 2019). Al inicio de la fermentación, la elevada concentración de azúcares 

en el mosto supone una elevada presión osmótica. Aunque S. cerevisiae está adaptada 

al bajo pH (3.0 – 3.5) al que se suele llevar a cabo la fermentación, este afecta a la 

toxicidad del SO2 que se suele añadir a los mostos como desinfectante y antioxidante. 

La temperatura de fermentación se suele controlar para el correcto crecimiento de las 

levaduras, pero en algunos casos, la fermentación se realiza a temperaturas por debajo 

de 15 ºC, por lo que la respuesta a estrés por frío puede llegar a parar la fermentación. 

A medida que avanza la fermentación se consume el oxígeno disuelto en el mosto, lo 

que crea una situación de crecimiento en condiciones limitantes de oxígeno que impide 

el crecimiento de las levaduras aeróbicas. Durante la vinificación, las levaduras entran 

en un estado quiescente, similar a la fase estacionaria (Virgilio, 2011), cuando la 

concentración de azúcares todavía es elevada. En este estado mantienen un 

catabolismo fermentativo de los azúcares y no se produce el cambio diáuxico. La causa 

de esta parada en el crecimiento es probablemente la disponibilidad de nitrógeno, que 

resulta el factor limitante para el crecimiento de las levaduras en condiciones de 

vinificación. Los mostos naturales son pobres en nitrógeno, por lo que usualmente 
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deben ser suplementados (Ribéreau-Gayon et al., 2006). A medida que la vinificación 

avanza se produce una acumulación de etanol. S. cerevisiae tiene una relativa tolerancia 

a este compuesto en comparación con otras levaduras que pierden su viabilidad más 

rápidamente. A pesar de esta resistencia, el estrés por etanol es el más prevalente al 

final de la fermentación, junto al estrés por ayuno. Bajo estas condiciones, al final de la 

fermentación, las levaduras empiezan a envejecer y a morir (Aranda et al., 2019). 

 

5. Antioxidantes como herramienta biotecnológica 

5.1 Compuestos antioxidantes 

En su definición del término, Halliwell y Gutteridge (1989) indicaron que un 

antioxidante es toda aquella sustancia que, cuando se encuentra presente a 

concentraciones bajas en comparación con un sustrato oxidable, inhibe o retrasa 

significativamente la oxidación de dicho sustrato. Esta definición incluye tanto a 

compuestos de naturaleza no enzimática como aquellos de naturaleza enzimática, 

aunque esta sección se centra en los primeros, ya habiéndose descrito anteriormente 

las enzimas que eliminan ROS. Aunque en algunos casos un antioxidante puede poseer 

más de un mecanismo de acción, los antioxidantes se pueden clasificar en tres grandes 

grupos en base a su mecanismo de acción: 

- Primarios: aquellos que impiden la formación de radicales libres. 

- Secundarios: interrumpen la reacción de propagación de los radicales libres, 

por inactivación o desplazamiento de estos. 

- Terciarios: son compuestos que reparan el daño oxidativo en moléculas o se 

encargan de eliminar aquellas que han sido degradadas.  

Todos los organismos vivos producen antioxidantes. Entre otras, las principales 

moléculas antioxidantes naturales son: tioles, melatonina, coenzima Q, α-tocoferol 

(vitamina E), ácido ascórbico (vitamina C), carotenoides, compuestos fenólicos, 

flavonoides y ácidos grasos (Pisoschi y Pop, 2015).  

Los tioles interaccionan con prácticamente todos los oxidantes fisiológicos. Los 

principales tioles celulares, el glutatión y las tiorredoxinas han sido descritos en el 

apartado 4.2.  

La melatonina es una hormona sintetizada a partir del triptófano ampliamente 

distribuida en la naturaleza, encontrada en bacterias, eucariotas unicelulares, algas, 
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hongos, plantas y animales (Tan et al., 2010). Aunque a lo largo de la evolución los 

organismos pluricelulares han adoptado a la melatonina para una gran diversidad de 

funciones, su primera función biológica en organismos unicelulares fue la de protección 

frente a estrés oxidativo (revisado en Tan et al., 2010). La melatonina y sus metabolitos 

tienen capacidad de detoxificar ROS como el radical hidroxilo o el anión superóxido 

(Poeggeler et al., 1994). Además de su acción directa sobre radicales libres, la 

melatonina tiene otros papeles en la defensa frente a estrés. Se ha descrito que la 

melatonina es capaz de interaccionar con receptores de membrana y su efecto involucra 

la estimulación de sistemas celulares de defensa antioxidante, como las superóxido 

dismutasas o las glutatión peroxidasas (revisado en Reiter et al., 2018). 

La coenzima Q es un lípido esencial que además de ser el principal portador de 

electrones en la cadena de transporte electrónico, ha demostrado ser útil en la 

protección frente a radicales libres (Beyer, 1992). Tiene un papel antioxidante 

fundamental, ya que se encarga de la protección frente a la peroxidación lipídica y del 

mantenimiento de la forma reducida de la vitamina E (Bentinger et al., 2007).  

El α-tocoferol (vitamina E) es un lípido isoprenoide sustituido. Su actividad es la 

primera defensa de las células para evitar la peroxidación de los lípidos de membrana. 

Las diferentes formas de la vitamina E actúan interrumpiendo la reacción de cadena con 

radicales libres como resultados de su capacidad de transferir el hidrógeno fenólico a 

un radical peroxilo libre (Jiang, 2014). Las formas naturales de la vitamina E son 

producidas por plantas, generalmente en semillas, aunque se han encontrado en 

también en frutos. Esto hace que la vitamina E sea prevalente en numerosos aceites 

vegetales (Chun et al., 2006). 

El ácido ascórbico (vitamina C) es uno de los antioxidantes hidrosolubles más 

extendidos. El ácido ascórbico actúa detoxificando directamente los radicales hidroxilo, 

superóxido y peroxilo donando un electrón. La oxidación del ascorbato resulta en la 

producción del radical ascorbato, que es relativamente estable y se puede reducir de 

nuevo a ascorbato mediante reductasas dependientes de NADPH. (revisado en Du et 

al., 2012). Una característica muy importante del papel antioxidante de la vitamina C 

reside en su interacción sinérgica con la vitamina E. Como se ha mencionado, la 

vitamina E es liposoluble, y su producto de oxidación, el radical α-tocoperoxil, puede ser 

reducido por el ascorbato, lo que permite mantener los niveles de α-tocoferol e inhibir la 

oxidación lipídica (Du et al., 2012; Golumbic y Mattill, 1941). Las plantas y la mayoría de 

animales son capaces de sintetizar ascorbato a partir de la glucosa, aunque no es el 

caso del ser humano y otros primates, que no disponen del gen que codifica la L-
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gulonolactona oxidasa (GLO) necesario para su síntesis (Nishikimisi et al., 1994), por lo 

que deben tomarlo de la dieta. S. cerevisiae es capaz de sintetizar un análogo del 

ascorbato de cinco carbonos, el eritroascorbato, que aunque ejerce cierta función 

antioxidante, no parece estar integrado en los sistemas de defensa antioxidante de la 

levadura (Spickett et al., 2000). 

Los carotenoides, son pigmentos orgánicos del grupo de los isoprenoides que se 

encuentran en plantas y otros organismos fotosintéticos. Se han descrito más de 600 

compuestos en este grupo, siendo el β-caroteno el mayoritario (Armstrong y Hearst, 

1996). El papel antioxidante de los carotenoides, revisado por Jomova y Valko (2013), 

se basa en la reacción de estos con los radicales libres presentes en el interior celular. 

Sin embargo, la reacción de los carotenoides con radicales libres da lugar a la formación 

de epóxidos, cetonas y aldehídos que también pueden causar citotoxicidad. 

Numerosos compuestos fenólicos poseen propiedades antioxidantes. Uno de los 

más relevantes es el resveratrol, un derivado del estilbeno. Este metabolito, se 

encuentra en grandes cantidades en la piel de la uva y en vinos tintos (Bavaresco et al., 

2016). Se ha observado que tiene función antioxidante, que actúa como inhibidor de 

ciclooxigenasas, que participa en la proliferación de peroxisomas mediada por 

receptores y que induce la sintasa de óxido nítrico (Nakata et al., 2012; Venturini et al., 

2010). Los flavonoides, presentes en frutas, verduras y otros alimentos de origen 

vegetal, se localizan en la interfase agua/membrana, donde atrapan radicales libres, 

formando radicales fenoxilo más estables y evitando el inicio de la peroxidación lipídica 

(Cotelle, 2001). El ácido cafeico, encontrado en todas las plantas, al tratarse de un 

precursor de la síntesis de la lignina, es otro compuesto fenólico con actividad 

antioxidante. Su derivado, el fenetil éster de ácido cafeico inhibe la peroxidación de 

lípidos (Kimura et al., 1985) y bloquea especies reactivas del oxígeno (Spagnol et al., 

2019). 

En el apartado 4.4 se ha descrito la importancia de los ácidos grasos y la 

composición de la membrana plasmática en la capacidad de responder a condiciones 

de estrés. En el caso particular del estrés oxidativo, se ha comprobado que la 

sobreacumulación de ácidos grasos poliinsaturados permite una adaptación al estrés 

oxidativo endógeno asociado a una mayor actividad catalasa (Cipak et al., 2008) y una 

mayor acumulación de glutatión (Andrisic et al., 2014). Por otro lado, se ha determinado 

que la suplementación con ácido oleico permite una reducción del daño oxidativo por 

una inducción de la actividad glutatión peroxidasa (Duval et al., 2002). 
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Existen numerosos ejemplos del uso de compuestos antioxidantes para mitigar el 

estrés oxidativo. En humanos, el consumo de alimentos y bebidas, incluido el vino, ricos 

en compuestos antioxidantes está asociado a la reducción del riesgo de sufrir 

enfermedades como la arterosclerosis, la artritis, la diabetes, el cáncer o enfermedades 

neurodegenerativas, debido a que estas están asociadas a una mayor acumulación de 

ROS (Rajendran et al., 2014). En levaduras, se ha estudiado el efecto de la 

suplementación de algunas de las moléculas antioxidantes citadas sobre el estrés 

oxidativo en levaduras de laboratorio (Amari et al., 2008; Dani et al., 2008; Lam et al., 

2010; Orlandi et al., 2017). En el caso concreto de las levaduras vínicas, tratamientos 

con melatonina han resultado útiles para la reducción del estrés oxidativo en cepas 

vínicas de S. cerevisiae cultivadas con condiciones de laboratorio (Bisquert et al., 2018; 

Vázquez et al., 2017) y en levaduras vínicas de especies no convencionales (Vázquez 

et al., 2018). La suplementación del medio de crecimiento con ácido oleico y el 

ergosterol también ha resultado útil para la reducción del estrés oxidativo (Landolfo et 

al., 2010). Se ha observado que el uso de compuestos puros como el ácido cafeico, el 

tocoferol y el ácido ascórbico durante la propagación de biomasa son capaces de reducir 

el daño oxidativo en cepas vínicas de S. cerevisiae, lo que además provoca una mejora 

en determinados parámetros tecnológicos, como el crecimiento celular o la capacidad 

fermentativa (Gamero-Sandemetrio et al., 2015). 

En la actualidad existe una gran cantidad de conocimiento acerca del efecto de 

diferentes compuestos antioxidantes. El uso de compuestos químicos antioxidantes 

puros está muy extendido en la industria alimentaria, donde se emplean, principalmente, 

para alargar la vida útil de muchos alimentos (Kebede y Admassu, 2019). A pesar de 

que su efecto en la protección frente a estrés oxidativo en organismos vivos está 

descrito, la aplicación biotecnológica de antioxidantes en procesos industriales de 

producción de microorganismos que implican un elevado estrés oxidativo es 

prácticamente nula.  

 

5.2 Aceites vegetales como fuente de antioxidantes 

Gran parte de los compuestos antioxidantes descritos en esta sección se encuentran 

de forma natural en los frutos y semillas de plantas. En todo el mundo se produce una 

gran variedad de aceites vegetales de diverso origen. Entre los aceites vegetales más 

consumidos en el mundo se encuentran los producidos a partir de palma, soja, girasol, 

colza y oliva. En general, la composición de los aceites vegetales se comprende de una 

fracción saponificable, que constituye un 98-99 % de su composición, y una fracción 
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insaponificable, también denominada componentes menores. La fracción saponificable 

está compuesta de ácidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados. Entre 

los componentes menores encontramos una gran variedad de compuestos 

antioxidantes, como tocoferoles, polifenoles y carotenoides (López et al., 2010). 

La capacidad antioxidante de diversos aceites vegetales ha sido estudiada mediante 

métodos de análisis químico (Marfil et al., 2011; Pellegrini et al., 2003; Sánchez et al., 

2007; Szydłowska-Czerniak et al., 2008; Tuberoso et al., 2007). Además de su uso 

extendido en cocina, la capacidad antioxidante de los aceites vegetales se ha 

relacionado con un potencial efecto beneficioso en la prevención y tratamiento de 

determinadas patologías humanas (Gorzynik-Debicka et al., 2018; Lin et al., 2018; 

Nocella et al., 2017), por lo que su consumo en cantidades adecuadas en la dieta está 

recomendado. Existen numerosos estudios en modelos de mamíferos del efecto de 

diferentes aceites en la dieta, especialmente el aceite de oliva (Abenavoli et al., 2019; 

Sales et al., 2019; Si et al., 2014). Sin embargo, su potencial efecto beneficioso no se 

ha analizado en otros organismos. 

 5.2.1 Aceite de argán 

A partir de los frutos del árbol Argania spinosa, una especie endémica del suroeste 

de Marruecos y del oeste de Argelia, mediante un proceso que se ha mejorado en los 

últimos años, se extrae el aceite de argán (Guillaume y Charrouf, 2011). El aceite de 

argán tiene una gran importancia económica en Marruecos, con una producción anual 

de unas 4.000 toneladas. En su origen, el aceite de argán se ha empleado en la cocina 

tradicional marroquí, siendo una de las principales fuentes de grasas de la dieta. 

Recientemente, su comercialización se ha expandido a los mercados europeos, 

norteamericanos y asiáticos, como un aceite ‘gourmet’ que ha llegado a alcanzar precios 

de hasta 100 €/L (Cabrera-Vique et al., 2012). En la actualidad, además de como aceite 

comestible, el aceite de argán se encuentra como ingrediente en numerosos productos 

cosméticos debido a sus potenciales efectos beneficiosos (Guillaume y Charrouf, 2011). 

El aceite de argán está caracterizado por su elevado contenido en ácidos grasos 

insaturados. Diversos estudios han indicado que es rico en ácido oleico (C18:1), linoleico 

(C18:2), esteárico (C18) y palmítico (C16), siendo el ácido oleico el predominante, con 

un porcentaje que oscila entre el 43 - 49 % (Cabrera-Vique et al., 2012; Charrouf y 

Guillaume, 2010). El contenido de ácido oleico del aceite de argán es superior al de 

otros aceites vegetales, como por ejemplo el aceite de girasol, soja o maíz, pero es 

menor que el de otros aceites como el aceite de oliva o el de cacahuete (López et al., 

2010). Además de su contenido en ácidos grasos, el aceite de argán presenta 
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componentes minoritarios especialmente interesantes por sus propiedades 

antioxidantes, como polifenoles, tocoferoles (principalmente α-tocoferol y γ-tocoferol), 

carotenoides, melatonina y coenzima Q10 (El Abbassi et al., 2014; López et al., 2013). 

En la revisión de Cabrera-Vique et al., (2012), se recoge una comparativa entre la 

capacidad antioxidante de distintos tipos de aceites, medida mediante diferentes análisis 

químicos y expresada como mmol de Trolox por kilogramo de aceite, una medida usada 

comúnmente en análisis de antioxidantes, y que permitió determinar que el aceite de 

argán es el aceite vegetal con una mayor capacidad antioxidante de entre los aceites 

analizados. En la Tabla I.1 se recogen los datos presentados en el trabajo citado. 

 

Tabla I.1: Comparativa de la Capacidad Antioxidante (CA) de diferentes aceites alimentarios. 

Adaptado de Cabrera-Vique et al., (2012). ABTS: 2,2’-azinobis-(3etilbenzotiazolín)-6-sulfónico; 

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo; FRAP: poder antioxidante de reducción férrica. 

 

 

 

Método analítico Aceite 
CA (mmol Trolox/kg 

aceite) 
Referencia 

 

Dilución ABTS-n-

hexano 

Aceite virgen de argán 14.16 – 28.02 Marfil et al., (2011) 

Aceite virgen extra de oliva 1.53 – 2.69 Pellegrini et al., (2003) 

Aceite virgen extra de oliva 1.79 Pellegrini et al., (2003) 

Aceite de maíz 1.29 Pellegrini et al., (2003) 

Aceite de soja 2.20 Pellegrini et al., (2003) 

Aceite de girasol 1.17 Pellegrini et al., (2003) 

Aceite de cacahuete 0.61 Pellegrini et al., (2003) 

 
Extracto ABTS-
metanólico 

Aceite virgen de argán 2.31 - 14.15 Marfil et al., (2011) 

Aceite virgen de oliva 0.78 – 2.64 Gorinstein et al., (2003) 

Aceite virgen extra de oliva 0.56 – 1.00 Sánchez et al., (2007)  

 
Extracto DPPH-
metanólico 

Aceite virgen de argán 0.19 - 0.85 Marfil et al., (2011) 

Aceite de soja 0.41 Tuberoso et al., (2007) 

Aceite de oliva 0.42 Tuberoso et al., (2007) 

Aceite de maíz 0.45 Tuberoso et al., (2007) 

Aceite de cacahuete 0.08 Tuberoso et al., (2007) 

Aceite de girasol 0.16 Tuberoso et al., (2007) 

Aceite de cártamo 0.25 Tuberoso et al., (2007) 

Aceite de colza 0.26 Tuberoso et al., (2007) 

Aceite de linaza 0.19 Tuberoso et al., (2007) 

Aceite virgen extra de oliva 0.20 – 0.59 Sánchez et al., (2007) 

Aceite virgen extra de oliva 0.69 – 0.75 Gómez-Alonso et al., (2003) 

 
Extracto FRAP-
metanólico 

Aceite virgen de argán 0.62 - 2.32 Marfil et al., (2011) 

Aceite refinado de cártamo  0.95 – 1.86 Szydłowska-Czerniak et al., (2008) 

Aceite virgen de cártamo 2.84 – 5.52 Szydłowska-Czerniak et al., (2008) 

Aceite de oliva 0.32 – 1.03 Szydłowska-Czerniak et al., (2008) 

Aceite virgen extra de oliva 0.62 – 1.67 Szydłowska-Czerniak et al., (2008) 
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La composición y la capacidad antioxidante del aceite de argán lo hacen 

especialmente interesante por su potencial efecto beneficioso en la prevención de 

enfermedades cardiovasculares, diabetes e incluso cáncer (Monfalouti et al., 2010). Se 

ha empleado en ensayos con modelos animales, para reducir el estrés oxidativo 

asociado a alguna de estas patologías (Bakour et al., 2018; El Midaoui et al., 2016; 

Menni et al., 2019) Recientemente, el tratamiento con aceite de argán durante la 

propagación de biomasa de levaduras vínicas Saccharomyces y no-Saccharomyces ha 

resultado en una disminución del estrés oxidativo. En concreto, el tratamiento con aceite 

de argán produce una disminución de la peroxidación lipídica, asociada a un aumento 

de la acumulación de trehalosa y de la actividad glutatión reductasa, y a una disminución 

de los niveles de glutatión oxidado. Todos estos cambios en parámetros redox van 

acompañados de una mejora de determinados parámetros tecnológicos, como el 

crecimiento celular o la capacidad fermentativa (Gamero-Sandemetrio et al., 2019, 

2015). 
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El objetivo general de este trabajo es la caracterización fisiológica, bioquímica y 

tecnológica de levaduras vínicas no-Saccharomyces en condiciones de propagación y 

deshidratación de biomasa, así como la adaptación tecnológica de dichos procesos para 

la obtención de cultivos iniciadores de dichas levaduras en forma de levadura seca 

activa. 

Los objetivos específicos son: 

1. Caracterización a nivel fisiológico y tecnológico de especies de levaduras no-

Saccharomyces de interés enológico en simulaciones del proceso de 

propagación y deshidratación de biomasa y caracterización bioquímica de la 

respuesta a estrés oxidativo a lo largo del mismo. 

2. Análisis del efecto del tratamiento con compuestos antioxidantes naturales de 

grado alimentario sobre el comportamiento tecnológico y la respuesta frente a 

estrés oxidativo de levaduras tanto no-Saccharomyces como de cepas de S. 

cerevisiae. 

3. Adaptación del proceso de propagación industrial para la producción de 

levaduras no-Saccharomyces mediante modificaciones del proceso de 

propagación y el escalado de la producción de levadura seca activa en 

biorreactor. Caracterización fisiológica y tecnológica del proceso. 

4. Ensayo de la biomasa así obtenida en fermentaciones mixtas con levaduras no-

Saccharomyces y S. cerevisiae y estudio de los parámetros químicos de los 

vinos producidos. 
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1. Materiales 

1.1 Cepas de microorganismos 

Las cepas de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces utilizadas en este 

trabajo se detallan en la Tabla M.1. 

 

Tabla M.1: Especies y cepas de levaduras empleadas en este trabajo. 

Especie Cepa Origen 

Saccharomyces cerevisiae Lalvin T73 Lallemand Inc. 

D170 Lallemand Inc. 

D301 Lallemand Inc. 

Hanseniaspora vineae  Lallemand Inc. 

Kluyveromyces wickerhamii  Lallemand Inc. 

Metschnikowia fructicola  Lallemand Inc. 

Metschnikowia pulcherrima  Lallemand Inc. 

Starmerella bacillaris  Lallemand Inc. 

Torulaspora delbrueckii  Lallemand Inc. 

Wickerhamomyces anomalus  Lallemand Inc. 

Zygosaccharomyces bailii  Lallemand Inc. 

 

 

1.2 Oligonucleótidos 

Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla M.2. 

 

Tabla M.2: Secuencias de oligonucleótidos empleados en este trabajo. 

Oligonucleótido Secuencia (5’ - 3’) Uso Referencia 

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG Amplificación 

región ITS1-5.8S 

rDNA-ITS2 

Esteve-

Zarzoso et 

al., 1999 ITS4 TCCTCGCTTATTGATATGC 

NL-1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG Amplificación del 

dominio D1/D2 

26S rDNA 

Kurtzman y 

Robnett, 

1998 NL-4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG 
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2. Medios y condiciones de cultivo 

2.1 Condiciones de cultivo a escala de laboratorio 

Para el cultivo de levaduras en condiciones de laboratorio se empleó un medio 

derivado de la melaza que se denominó ‘medio melaza’. Para su preparación, se diluyó 

melaza de remolacha hasta alcanzar una concentración de sacarosa del 6.1 % (p/v) que 

se suplementó con una concentración final de (NH4)2SO4 0.75 % (p/v), KH2PO4 0.35 % 

(p/v), MgSO4·7H2O 0.075 % (p/v) y una solución de vitaminas (biotina 0.5 mg/L, 

pantotenato cálcico 1 mg/L e hidroclorato de tiamina 1 mg/L). El pH de la melaza se 

ajustó a 4.5 con H3PO4 42 % (v/v). La melaza y las sales se autoclavaron por separado 

y la solución de vitaminas se esterilizó por filtrado con filtros de 0.45 µm. En todos los 

casos el cultivo de levaduras en medio líquido se realizó en matraces a 30 ºC con 

agitación orbital (160 rpm) durante 24 horas, siguiendo el crecimiento mediante la 

medida de la DO600 nm. 

En los ensayos en los que las levaduras crecieron en presencia de aceites, estos se 

añadieron para alcanzar una concentración final de ácido oleico en melaza de 6 mg/mL 

(Gamero-Sandemetrio et al., 2015). Para ello, la melaza se suplementó con 12.7 µL/mL 

de aceite de argán (NaturGreen, España), 8.6 µL/mL de aceite de oliva (La Masía, 

España), 21.4 µL/mL de aceite de girasol (La Masía, España), 25 µL/mL de aceite de 

maíz (Coosur, España) o 14.6 µL/mL de aceite de sésamo (Sabor del Monte, España), 

de acuerdo con la composición en dicho ácido graso proporcionada por el fabricante y 

según lo descrito en Cabrera-Vique et al. (2012). En los ensayos en los que se empleó 

melaza hidrolizada esta fue tratada con HCl (1 % (v/v)) durante 1 hora a 80 ºC, tras lo 

cual se ajustó el pH a 4.5 con NaOH 5 M. En los ensayos en los que se empleó melaza 

diluida, está se preparó diluyéndola hasta alcanzar una concentración de sacarosa del 

2 % (p/v) y se suplementó siguiendo lo descrito anteriormente. 

Los cultivos en melaza se inocularon a una DO600 de 0.1 a partir de precultivos 

cultivados toda la noche en medio YPD (glucosa 2% (p/v), peptona 2 % (p/v) y extracto 

de levadura 1 % (p/v)). El medio YPD se suplementó con agar 2 % (p/v) para el cultivo 

en placa de las levaduras. En las placas de YPS se sustituyó la glucosa por sacarosa a 

la misma concentración (2 % (p/v)), en este caso, la sacarosa se esterilizó por filtrado y 

se añadió tras el autoclavado del resto de componentes. 

Para los ensayos de capacidad fermentativa se empleó el mosto sintético MS300, tal 

y como aparece descrito en Riou et al., (1997) y con las modificaciones introducidas por 

Viana et al., (2014). Se compone de glucosa 100 g/L, fructosa 100 g/L, ácido málico 3 

g/L, ácido tartárico 3 g/L, ácido cítrico 0.3 g/L, KH2PO4 0.75 g/L, K2SO4 0.5 g/L, 
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MgSO4·7H2O 0.25 g/L, CaCl2·2H2O 0.155 g/L, NaCl 0.2 g/L. Como fuente de nitrógeno 

se añadió NH4Cl 0.46 g/L y una mezcla que contiene los 20 aminoácidos, para alcanzar 

una cantidad de nitrógeno asimilable de 300 mg/L. También se añadieron 1 mL/L de una 

solución de oligoelementos (solución formada por MnSO₄.H₂O 4 g/L, ZnSO₄.7H₂O 4 g/L, 

CuSO₄.5H₂O 1 g/L, CoCl₂.6H₂O 0.4 g/L, H₃BO₃ 1 g/L y (NH₄)₆Mo₇O₂₄ 1 g/L), 10 mL/L 

de vitaminas (de una solución formada por mioinositol 2 g/L, pantotenato de calcio 0.15 

g/L, hidrocloruro de tiamina 0.025 g/L, ácido nicotínico 0.79 mg/L, piridoxina 0.025 g/L y 

biotina 0.3 mg/L) y factores anaerobios 1 mL/L (de una solución formada por ergosterol 

1.5 mL/100 mL de etanol puro y Tween 20 (1:1) y ácido oleico 0.5 mL/100 mL de la 

misma mezcla). El pH del mosto se ajustó a 3.3 con NaOH y se autoclavó tras su 

preparación. 

 

2.2 Condiciones industriales de producción de biomasa 

Los ensayos de simulación de la producción industrial de levaduras se realizaron en 

un biorreactor ez2-Control (Applikon Biotechnology, Países Bajos) de 5 L de capacidad 

máxima. En estos ensayos se empleó melaza suplementada, preparada tal y como 

aparece descrita en el apartado anterior. La melaza se diluyó hasta alcanzar una 

concentración de sacarosa del 6.1 % (p/v) en el medio para la fase batch y un 10 % (p/v) 

para el medio de alimentación en la fase fed-batch. Durante el crecimiento la 

temperatura se mantuvo constante a 30 ºC mediante la ayuda de la camisa de agua del 

biorreactor. Se añadió antiespumante (antifoam 204, Sigma) hasta una concentración 

final de 0.05 % (v/v). El pH se ajustó a 4.5 y se siguió su variación a lo largo de la fase 

batch, en la fase fed-batch el pH se mantuvo constante en 4.5 mediante la adición de 

NaOH 1 M, con la ayuda del sistema de bombas peristálticas del biorreactor. La 

agitación del medio varió entre 300 – 500 rpm para mantener una concentración de O2 

en el reactor del 20 %, determinada por un electrodo de oxígeno. Se administró un 

caudal de aire de 4 L/min. La velocidad de alimentación se incrementó de forma 

discontinua de 0.5 a 1.5 mL/min. El condensador se mantuvo a 4 ºC con agua 

refrigerada. Para el crecimiento de las especies H. vineae y M. pulcherrima en el 

biorreactor no fue necesario la transición a la fase fed-batch debido a sus características 

metabólicas. Se obtuvieron muestras a lo largo del proceso de producción, se lavaron 

varias veces con agua destilada y se congelaron en N2 líquido. Las células se 

mantuvieron congeladas a -20 ºC hasta su procesamiento. 
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2.3 Desecación mediante lecho fluidizado y rehidratación de la biomasa  

La biomasa procedente de los cultivos a escala de laboratorio y en biorreactor se 

recogió mediante un proceso de centrifugación a 4000 rpm durante 2 min y diferentes 

lavados con agua destilada estéril. Una vez obtenida la pasta de biomasa esta se colocó 

sobre discos de papel de filtro estéril para eliminar la humedad residual. Posteriormente, 

la biomasa se transfirió a jeringuillas estériles con la ayuda de las cuales se introdujo en 

forma de pequeños cilindros en un deshidratador de lecho fluidizado Tornado model 501 

(Sherwood Scientific, Reino Unido). La biomasa se deshidrató con un flujo de aire de 

2.5 m3/min a 37 ºC hasta alcanzar una humedad relativa final del 10%. Se calculó el 

tiempo necesario para alcanzar dicha humedad relativa en cada cepa. Tras el secado, 

la biomasa se almacenó a 4 ºC hasta su utilización. Para la rehidratación posterior de la 

biomasa la levadura seca activa se rehidrató en agua estéril a 37 ºC (10 µL de agua por 

cada mg de biomasa), dejándola primero 10 min en estático a 37 ºC, seguidos de 10 

min en agitación (140 rpm). 

 

2.4 Desecación mediante Spray-Dryer 

La biomasa procedente de cultivos a escala de laboratorio en YPD y melaza se 

recogió mediante un proceso de centrifugación a 4700 rpm durante 8 min y se sometió 

a diferentes lavados con agua destilada estéril. Una vez obtenida la pasta de biomasa 

se resuspendió en leche desnatada 10% (p/v) y se dejó en agitación durante 30 min a 

30 ºC. La biomasa se secó con la ayuda de un Spray-Dryer (Mini Spray-dryer B-191, 

Buchi, Suiza).  

Las condiciones de desecación fueron: temperatura de aire de entrada 120 ºC, 

temperatura de aire de salida 50 ºC. Las suspensiones de levadura fueron rociadas a 

través de una boquilla a presión a una cámara climática en la que se consiguió el secado 

gracias al flujo de aire seco. Después de la desecación la biomasa seca en forma de 

polvo se almacenó a 4 ºC hasta su utilización. Para la rehidratación posterior de la 

biomasa la levadura seca activa se rehidrató en solución fisiológica (NaCl 0.85 % (p/v)) 

a 30 ºC durante 10 min en estático, seguidos de 10 min en agitación 160 rpm. 
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2.5 Análisis de respuesta a estrés 

Para evaluar su capacidad de respuesta a estrés, las levaduras se cultivaron en 

medio YPD líquido durante 24 h a 30 ºC con agitación (160 rpm). Posteriormente, se 

tomó una alícuota del cultivo y se ajustó a una DO600 de 1 con agua destilada. A partir 

de esta se realizaron diluciones seriadas (1x10-1 hasta 1x10-5) y se depositó una gota 

de 5 µL de cada una sobre placas de YPD con las adiciones necesarias o que se 

incubaron en las condiciones apropiadas, que se indican a continuación: 

 2.5.1 Estrés por temperatura 

Para evaluar la resistencia a estrés térmico, las placas de YPD se incubaron a 30 ºC 

(condiciones control) y a 37 ºC durante 24 horas. Para evaluar la resistencia a estrés 

por frío, las placas se incubaron a 12 ºC durante 6 días. 

 2.5.2 Estrés osmótico 

Para evaluar la resistencia a estrés osmótico, las alícuotas procedentes de cultivos 

en YPD líquido se depositaron sobre placas de YPD que contenían NaCl y sorbitol en 

las siguientes concentraciones: 

- 0.7 y 1.2 M de NaCl. 

- 0.9 y 1.5 M de sorbitol. 

Las placas fueron incubadas a 30 ºC durante 3 días en el caso del NaCl y 2 días en 

el caso del sorbitol. 

 2.5.3 Estrés oxidativo 

Para evaluar la resistencia a estrés oxidativo, las alícuotas procedentes de cultivos 

en YPD líquido se depositaron sobre placas de YPD con concentraciones de H2O2 de 

2.5 mM y 3.5 mM. Las placas fueron incubadas a 30 ºC durante 24 horas. 

 2.5.4 Estrés por etanol 

Para evaluar la resistencia al estrés por etanol, las alícuotas procedentes de cultivos 

en YPD líquido se depositaron sobre placas de YPD con concentraciones de etanol de 

5 %, 10 % y 12 % (p/v). Las placas fueron incubadas a 30 ºC durante 48 horas. 
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2.6 Ensayos de microvinificación 

Para los ensayos de vinificación se empleó mosto de la variedad Primitivo. El mosto 

se mantuvo congelado a -20 ºC hasta su uso. Una vez descongelado fue esterilizado 

por pasteurización en autoclave (20 min a 90 ºC). Los ensayos se realizaron en matraces 

de 150 mL de capacidad con un volumen de 100 mL de mosto tapados con tapones de 

algodón estéril. Las fermentaciones se llevaron a cabo a 28 ºC sin agitación. 

Cada matraz se inoculó con 107 células viables/mL en el caso de las fermentaciones 

simples. En las fermentaciones mixtas los matraces se inocularon con 107 células 

viables/mL de las especies no-Saccharomyces y 103 células viables/mL de S. 

cerevisiae. Para la inoculación se empleó biomasa seca procedente de ensayos de 

producción en melaza.  

El seguimiento de la fermentación se realizó mediante el estudio de la pérdida de 

peso de los matraces, determinada por la evolución de la producción de CO2 a lo largo 

de la fermentación. El tiempo de fermentación fue variable en función de cada 

fermentación y especie. El mosto inicial, el mosto en fermentación y el vino final se 

analizaron según lo descrito en el apartado 5.1.5. Al final de la fermentación se tomaron 

muestras del vino final para su análisis mediante cromatografía de gases (apartado 

5.1.6). Todas las fermentaciones se realizaron por triplicado. 

La evolución de la microbiota en las fermentaciones mixtas se realizó mediante la 

toma de muestras (500 µL) de los matraces. A partir de estas alícuotas se realizaron 

diluciones seriadas (hasta 1x10-6) y se depositaron 100 µL de estas sobre placas de 

medio WL (WL Nutrient Agar, Thermo Scientific) para la diferenciación de las especies 

coinoculadas. En este medio, las colonias de S. cerevisiae son de color crema, las de 

H. vineae presentan un color verde y las colonias de M. pulcherrima adoptan un color 

rojizo/pardo. 

 

 

 

 

 

 



Materiales y Métodos 

57 
 

3. Manipulación y análisis de ácidos nucleicos 

La comprobación de la identidad de las levaduras no-Saccharomyces suministradas 

por Lallemand Inc se realizó mediante PCR-RFLP de la región ITS1-5.8 rDNA-ITS2, tal 

y como se describe en Esteve-Zarzoso et al., (1999) con ligeras modificaciones. 

 

3.1  Extracción de DNA 

La extracción del DNA se realizó a partir de una colonia procedente de un cultivo puro 

en placas de YPD, que se resuspendió en 3 µL de NaOH 0.01 M, se congeló a -80 ºC 

durante 1 min y luego se calentó a 95 ºC durante 10 min para provocar la lisis celular. 

 

3.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Para la amplificación de la región ITS1-5.8 rDNA-ITS2 se emplearon los 

oligonucleótidos ITS1 e ITS4. Las reacciones fueron realizadas con un termociclador 

automático (Eppendorf AG 22331, Alemania) bajo las siguientes condiciones: 

desnaturalización inicial a 95 ºC durante 5 min; 40 ciclos consistentes en: 

desnaturalización a 94 ºC 1 min, alineamiento a 55.5 ºC 1 min y extensión a 72 ºC 90 s; 

y extensión final a 72 ºC durante 10 min. 

Para la comprobación de las especies M. pulcherrima y M. fructicola se realizó el 

análisis de la secuencia del dominio D1/D2 de la subunidad grande, de acuerdo con lo 

descrito por Kurtzman y Robnett (1998). Para la amplificación de esta región se 

emplearon los oligonucleótidos NL-1 y NL-4. La PCR se realizó en las mismas 

condiciones que en el caso de la región ITS1-5.8 rDNA-ITS2. 

Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa según lo descrito en 

el apartado 3.4 de Materiales y Métodos. 

 

3.3 Restricción con endonucleasas 

Una vez comprobada la amplificación de los fragmentos de PCR por electroforesis, 

los fragmentos amplificados fueron digeridos con 1 U de las endonucleasas HaeIII, HinfI 

y CfoI (Roche, Alemania) por separado a 37 º C durante 2 h. Los fragmentos de 

restricción fueron analizados en geles de agarosa según lo descrito en el apartado 3.4 
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de materiales y métodos. Los resultados obtenidos fueron comparados con la base de 

datos https://yeast-id.org. 

 

3.4 Electroforesis de DNA en geles de agarosa 

La separación de fragmentos de DNA se realizó en geles de agarosa a una 

concentración variable (1 – 2 %) según los tamaños a separar. Los geles se prepararon 

en tampón TBE (Tris-HCl 44.5 mM, ácido bórico 44.5 mM, EDTA 1.25 mM), que también 

fue empleado como tampón de electroforesis. Las muestras se disolvieron en tampón 

de carga (azul de bromofenol 0.25 % (p/v), xilancianol 0.25 % (p/v), glicerol 30 % (v/v)). 

La electroforesis se desarrolló a 100 V durante 1 h. La detección de los fragmentos de 

DNA se realizó bajo luz fluorescente debido a la adición de bromuro de etidio (50 µg/mL) 

en el gel de electorforesis. 

 

4. Métodos de obtención y análisis de proteínas 

4.1 Obtención de extractos celulares 

Los extractos proteicos se prepararon siguiendo diversos protocolos en función de la 

utilización posterior de las muestras. En el caso de las actividades catalasa y glutatión 

reductasa se procedió a la rotura de las células de manera mecánica por agitación en 

un aparato FastPrep-24 (MP Biomedical, EEUU) y añadiendo 1 volumen de tampón de 

lisis (de diferente composición en cada caso, ver apartados 4.2.1 y 4.2.2 

respectivamente) y 1 volumen de perlas de vidrio. Para la rotura celular se realizaron 3 

ciclos de 30 s a 4 m/s. Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm 10 min a 4 ºC y se 

recogió el sobrenadante. La cuantificación de proteínas en los extractos se realizó 

utilizando el método de Bradford (Bradford, 1976), con el reactivo comercializado por 

Bio-Rad y una recta patrón preparada con seroalbúmina bovina (BSA). 

 

4.2 Determinación de actividades enzimáticas 

4.2.1 Actividad catalasa 

La actividad catalasa se determinó siguiendo el método descrito por Jakubowski et 

al., (2000). Se realizaron extractos celulares en tampón fosfato sódico 50 mM pH 7 con 

inhibidor de proteasas 1X (complete Mini, EDTA-free de Roche, Alemania). Se utilizaron 

10 – 50 µg de proteína en una solución extemporánea de H2O2 35 mM. A los 5 s se 

https://yeast-id.org/
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determinó la velocidad de disminución de la absorbancia a 240 nm en un 

espectofotómetro UV-visible (Pharmacia, EEUU) durante 1 min. 

Se definió una unidad de actividad enzimática como la cantidad de enzima necesaria 

para catalizar la descomposición de 1 µmol de H2O2 por minuto y se normalizó según la 

cantidad de proteína del extracto (actividad específica). 

 4.2.2 Actividad glutatión reductasa 

Para la determinación de la actividad glutatión reductasa se siguió un protocolo 

adaptado a partir del descrito por Murshed et al., (2008). Se realizaron extractos 

celulares (como se describe en el apartado 4.1) en tampón MES/KOH 50 mM pH 6 con 

inhibidor de proteasas 1X. Se utilizaron 10 – 50 µg de proteína en una solución Hepes 

50 mM, EDTA 0.5 mM, NADPH 0.25 mM y GSSG 20 mM. Se determinó el descenso de 

la absorbancia a 340 nm debido a la oxidación del NADPH.  

Se definió una unidad de actividad enzimática como la cantidad de enzima necesaria 

para catalizar la oxidación de 1 µmol de NADPH por minuto y por microgramo de 

proteína (actividad específica). 

 4.2.3 Actividad invertasa 

La actividad invertasa se determinó siguiendo el método descrito por Harkness y 

Arnason, 2014. Se prepararon cultivos celulares en crecimiento logarítmico inicial (DO600 

0.2 – 0.3) en YPD (2 % glucosa). Una vez los cultivos alcanzaron la DO600 requerida, se 

recogieron 1x106 células para evaluar la actividad invertasa en condiciones de 

represión. Las células restantes fueron lavadas y resuspendidas a una DO600 de 0.2 – 

0.3 en YPD con glucosa 0.05 % e incubadas a 30 ºC durante 2 h. Transcurrido ese 

tiempo, se recogieron 1x106 células para evaluar la actividad invertasa en condiciones 

de desrepresión. También se realizaron ensayos con 1x106 células procedentes de 

cultivos en medio melaza. Cada alícuota de 1x106 células fue lavada dos veces con 200 

µL de azida de sodio 10 mM y los sedimentos celulares se mantuvieron en hielo hasta 

su ensayo. 

Para empezar la reacción, todas las muestras fueron resuspendidas en 50 µL de 

acetato de sodio 50 mM pH 5.1 y se les añadieron 12.5 µL de sacarosa 0.5 M. Las 

muestras fueron incubadas a 37 ºC y transcurridos 10 min la reacción se paró mediante 

la adición de 75 µL de K2HPO4 0.2 M. Las muestras se dejaron en hielo 1 min, seguido 
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de 3 min a 95 ºC y hielo de nuevo durante 1 min. La liberación de glucosa fue 

determinada mediante el método de la glucosa oxidasa / peroxidasa (apartado 5.1.2).  

A lo largo del proceso se mantuvieron los 2 controles descritos a continuación: 

a. Células sin sacarosa: sedimento celular + 50 µL acetato sódico 50 mM pH 

5.1 + 12.5 µL H2O. 

b. Solo sacarosa: 12.5 µL sacarosa 0.5 M + 50 µL acetato sódico 50 mM pH 5.1 

+ 12.5 µL H2O. 

El control a de cada muestra se empleó como blanco mientras que la DO600 del 

control b se empleó para descontar la hidrólisis no enzimática. La actividad invertasa se 

expresó como µM de glucosa min-1 106 células-1. 

 

5. Análisis de parámetros bioquímicos 

5.1 Análisis de parámetros enológicos 

 5.1.1 Determinación de azúcares reductores 

Para determinar la concentración de azúcares reductores se siguió la metodología 

descrita por Robyt y Whelan (1972). Se realizaron diluciones sucesivas de las muestras 

(generalmente 1:100 en el caso de las vinificaciones) en un volumen final de 100 µL y 

se añadieron 100 µL de reactivo DNS (ácido 3,5-dinitrosalicílico 1 % (p/v), NaOH 1.6 % 

(p/v), tártaro doble sódico-potásico 30 % (p/v)). Se llevaron las muestras a ebullición (5 

min a 95 ºC) y se enfriaron en hielo. Luego, se añadió 1 mL de agua y se midió la 

absorbancia a 540 nm. Se realizó una recta patrón con concentraciones de glucosa 

entre 0 y 2 g/L. La concentración de azúcares reductores se calculó por interpolación en 

la recta patrón. 

 5.1.2 Determinación de glucosa por el método glucosa oxidasa / peroxidasa 

Se prepararon diluciones de las muestras a valorar, se tomó un volumen de 100 µL 

y se añadieron 400 µL de reactivo GOX/P (glucosa oxidasa 7.8 U, peroxidasa 0.4 U, o-

dianisidina 0.9 mM, todo en tampón fosfato potásico 100 mM pH 7). La reacción se 

desarrolló a 30 ºC durante 15 min y se detuvo mediante la adición de 500 µL de HCl 6 

N. Se realizó una recta patrón con cantidades de glucosa entre 0 y 10 µg. Se midió la 

absorbancia de las muestras y la recta patrón a 540 nm. La cantidad de glucosa en cada 

muestra se calculó por interpolación en la recta patrón. 
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5.1.3 Determinación de sacarosa 

Se prepararon diluciones de las muestras a valorar, se tomó un volumen de 40 µL y 

se mezcló con 160 µL de tampón acetato sódico 50 mM pH 5, invertasa 2.5 U (Sigma, 

EEUU). Se prepararon muestras para la recta patrón con concentraciones de sacarosa 

entre 0 y 1 mg/mL. Las muestras se incubaron 10 min a 30 ºC, se añadieron 100 µL de 

K2HPO4 0.4 M y se hirvieron las muestras durante 3 min para detener la reacción. Parte 

de la muestra se utilizó para valorar la glucosa liberada mediante el método de la glucosa 

oxidasa / peroxidasa (apartado 5.1.2). La concentración de sacarosa en cada muestra 

se calculó por interpolación en la recta patrón. 

 5.1.4 Determinación de etanol 

La cuantificación enzimática de etanol se realizó mediante la detección 

espectofotométrica a 340 nm del NADH formado durante la oxidación del etanol a 

acetaldehído por acción del enzima alcohol deshidrogenasa. Se prepararon diluciones 

de las muestras a valorar. El ensayo se llevó a cabo en tampón glicina 0.2 M – Tris 0.3 

M (pH 9.7), con NAD+ 2 mM, en un volumen final de 1 mL, al cual se le añadieron 200 

µL de la muestra a analizar o de etanol (0 – 0.9 mM) para la recta patrón. Se midió la 

absorbancia inicial a 340 nM y ese dato se utilizó como blanco para cada muestra. Se 

añadió alcohol deshidrogenasa de levadura 20 U/mL (Sigma, EEUU) y se incubó 15 min 

a temperatura ambiente. Se midió la absorbancia a 340 nm y se determinó la 

concentración de etanol en cada muestra por interpolación en la recta patrón. 

5.1.5 Perfil analítico de vinos experimentales 

El mosto empleado en los experimentos de vinificaciones mixtas, el mosto en 

fermentación y los vinos finales se analizaron para la detección de parámetros químicos 

convencionales, como azúcares residuales, acidez total, acidez volátil, etanol o pH. Se 

tomaron alícuotas al inicio y al final de la fermentación, así como a lo largo del proceso, 

que se analizaron mediante espectroscopía de infrarrojos con transformada de Fourier 

(Fourier Transform Infrared, FTIR) empleando un detector OenoFoss (Foss Analytics, 

Dinamarca). 

 5.1.6 Cromatografía de gases 

El contenido en compuestos secundarios producidos por las levaduras, como 

acetaldehído, etil acetato, acetoína y alcoholes superiores (n-propanol, isobutanol, 

alcohol amílico) fue determinado mediante cromatografía de gases, empleando un 
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cromatógrafo Agilent 7890 A (Agilent, EEUU) con detector de inyección de llama 

conectado a un software Agilent Chemstation. 

El aparato estaba dotado de un muestreador automático para los análisis. Las 

muestras se inyectaron en una columna de vidrio (2 mm de diámetro interno y 6 mm de 

diámetro externo) empaquetada con Carbopack BAW 5 % y Carbowax 20 % (Supelco, 

EEUU). La temperatura de la cámara se programó para que incrementase de 80 ºC a 

200 ºC a una velocidad de 5 ºC/min durante 25 min. El gas portador fue helio con un 

flujo de 20 mL/min. Los niveles de los metabolitos secundarios se determinaron 

mediante comparación con curvas estándares. 

 

5.2 Análisis de parámetros redox de tolerancia a estrés 

 5.2.1 Cuantificación de la peroxidación de lípidos 

La peroxidación de lípidos se determinó mediante el ensayo colorimétrico descrito 

por Buege y Aust (1978) (con algunas modificaciones), basándose en la reacción del 

ácido tiobarbitúrico (TBA) con el malondialdehído (MDA), producto de la rotura de ácidos 

grasos. Se resuspendieron 100 mg de células en 500 µL de tampón fosfato sódico 50 

mM pH 6 con ácido tricloroacético 10 % (v/v). La mezcla se transfirió a tubos con perlas 

y se realizó el extracto mediante 3 ciclos de rotura de 30 s a 4 m/s en un FastPrep-24 

(MP Biomedical, EEUU). Se recogió el sobrenadante tras centrifugar a 12000 rpm 

durante 10 min a 4ºC. Se mezclaron 300 µL del sobrenadante con 700 µL de una mezcla 

de reacción (TBA 1% (p/v), 15 % TCA (v/v)). Las muestras se incubaron a 95 ºC durante 

30 min. Transcurrido ese tiempo, se enfriaron 5 min en hielo y se centrifugó 2 min a 

12000 rpm para eliminar posibles precipitados. Se preparó una recta patrón con 

concentraciones de MDA 0 – 30 µM en un volumen de 1 mL que se trató como las 

muestras. Se midió la absorbancia a 535 nm y se determinó la concentración de MDA 

en cada muestra por interpolación en la recta patrón. Los resultados se expresaron en 

nmoles de MDA por mg de células. 

 5.2.2 Cuantificación de trehalosa  

Los extractos celulares para la cuantificación de trehalosa se obtuvieron siguiendo el 

protocolo descrito por Parrou y François (1997), con algunas modificaciones. 100 mg de 

células fueron resuspendidos en 0.25 mL de Na2CO3 250 mM y se incubaron a 95 ºC 

durante 4 horas. Después, se añadieron 0.15 mL de ácido acético 1 M y 0.6 mL de 

acetato sódico 0.2 M pH 5.2 y se centrifugaron las muestras a 12000 rpm durante 2 min. 

Se incubaron 150 µL del sobrenadante con 8.4 mU de trehalasa comercial (Sigma, 
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EEUU) y se incluyeron blancos con extracto celular sin trehalasa. Las muestras se 

incubaron a 37 ºC durante 12 – 16 horas. Para cada ensayo se realizó una recta patrón 

de trehalosa entre 0 y 20 µg que fue procesada igual que los sobrenadantes. Finalizada 

la incubación, las muestras se hirvieron para parar la reacción y se valoró la glucosa 

liberada mediante el método de la glucosa oxidasa / peroxidasa (apartado 5.1.2). La 

cantidad de trehalosa intracelular se expresó en µg de trehalosa por mg de células. 

 5.2.3 Cuantificación de glutatión 

Para la determinación del glutatión se utilizó un método colorimétrico basado en la 

reacción de esta molécula con ácido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB). El protocolo 

realizado es una modificación del descrito originalmente por Griffith (1980). 

Se recogieron 100 mg de células y se resuspendieron en 1 mL de HCl 8 mM y ácido 

sulfosalicílico 1.3 % (p/v) a 4 ºC. Las células se rompieron en tubos con perlas de vidrio 

en 3 ciclos de 30 s a 4 m/s en un aparato FastPrep-24 (MP Biomedical, EEUU). Tras la 

rotura se mantuvieron 15 min en hielo y se recuperó el sobrenadante tras centrifugar a 

12000 rpm 10 min a 4ºC. 

La valoración del glutatión total se realizó mezclando 200 µL de muestra (con la 

dilución pertinente) con 120 µL de un cóctel enzimático preparado en el momento que 

contenía NADP 0.4 mg/mL, glucosa-6-fosfato 0.16 mg/mL, glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa 3 µg/mL, glutatión reductasa 1 mU, MES 0.2 M y EDTA 2mM disueltos 

en tampón fosfato sódico 0.1 M pH 6. Se añadieron 480 µL de DTNB 200 µM, se incubó 

20 min en agitación y oscuridad, a temperatura ambiente, y se midió la absorbancia a 

240 nm. Se realizaron rectas patrón de 0 a 16 µM de glutatión comercial (Sigma, EEUU) 

que fueron sometidos a los mismos tratamientos que las muestras. 

Para la valoración del glutatión oxidado (GSSG), los 200 µL de muestra se incubaron, 

previamente al tratamiento descrito, con 4 µL de una solución de 2-vinilpiridina 1 M 

(Sigma, EEUU) durante 1 h. Este compuesto enmascara el glutatión reducido (GSH) 

presente en la muestra e impide su reacción con el DTNB. El GSH de las muestras se 

calculó por la diferencia entre el glutatión total y el oxidado. Los resultados se 

expresaron como nmoles de glutatión por mg de células. 
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5.3 Análisis de composición lipídica total 

 5.3.1 Determinación de ácidos grasos  

La determinación del contenido de ácidos grasos totales se hizo siguiendo lo descrito 

por Romero et al., (2018). En primer lugar, se añadieron 1 mL de HCl 1.25 N en metanol, 

10 µL de ácido heptanoico (C7, 1 g/L) y 10 µL de ácido heptadecanoico (C17, 4 g/L) a 

tubos de vidrio que contenían un pellet de alrededor de 2x108 células. Las muestras se 

incubaron a 90 ºC durante 60 min y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Tras 

atemperarse, se añadieron 1 mL de NaCl 0.9 % (p/v) en agua y 300 µL de hexano. La 

extracción se repitió dos veces. Entre cada fase de extracción los tubos se centrifugaron 

a 3000 g durante 5 min para permitir la separación de las fases. Los extractos se 

analizaron mediante cromatografía de gases empleando un cromatógrafo Agilent 5890 

(Agilent, EEUU) conectado a un ordenador con el software ChemStation (Agilent). Los 

extractos (2 µL) se inyectaron en una columna FFAP-HP de 30 m x 250 µm x 0.25 µm 

mediante un inyector automático (Agilent). La abundancia relativa de cada ácido graso 

se calculó a partir del área de los picos correspondientes después de la normalización 

con estándares internos (C7 o C17). 

 5.3.2 Determinación de esteroles 

El contenido total de esteroles se determinó siguiendo el método descrito por Quail y 

Kelly (1996). En resumen, 2x108 células se resuspendieron en 1.5 mL de metanol, 1 mL 

de pirogalol 0.5 % (p/v), 1 mL de KOH 60 % (p/v) y 10 µL de α-colestano (estándar 

interno, 1 mg/mL en hexano), en tubos de vidrio y se saponificaron a 90 ºC durante 2 

horas. Los esteroles se extrajeron dos veces con 500 µL de hexano y el extracto se secó 

en una centrífuga de vacío SC110 (Savant Instruments, EEUU). Los pellets secos se 

disolvieron en 100 µL de hexano. De la fase orgánica recuperada, se inyectaron 2 mL 

en una columna DB-5HT (30 m x 0.25 mm x 0.1 µm, Agilent, EEUU) mediante un inyector 

automático 7683B (Agilent, EEUU). La identificación de cada compuesto se realizó 

mediante comparación de los patrones de fragmentación de los picos obtenidos con los 

obtenidos por inyección de estándares disponibles o según lo descrito por Quail y Kelly 

(1996). La abundancia relativa de cada compuesto se calculó a partir del área del pico 

correspondiente, normalizado frente al área del pico del estándar interno empleado. Los 

resultados se expresaron como porcentajes de la suma total de los esteroles 

identificados. 
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6. Análisis de parámetros tecnológicos 

6.1 Medida de viabilidad 

La biomasa procedente de los cultivos en melaza (biomasa fresca) y la biomasa 

rehidratada (biomasa seca) se diluyeron a una DO600 = 0.001 y se sembraron en placas 

de YPD. Se contaron las unidades formadoras de colonias (UFC) tras 24 h a 30 ºC. El 

porcentaje de células viables se calculó tomando como 100 % de viabilidad las UFC 

obtenidas a partir de biomasa fresca. 

 

6.2 Medida de rendimiento 

Para determinar el rendimiento se recogió la biomasa procedente de cultivos en 

melaza mediante un proceso de centrifugación a 4000 rpm durante 2 min y diferentes 

lavados con agua destilada estéril. La pasta de biomasa obtenida se extendió en placas 

Petri de vidrio estériles que se colocaron en el interior de una estufa de aire caliente a 

37 ºC y se mantuvieron hasta que dejó de observarse pérdida de peso. El peso al final 

del secado se tomó como el peso seco de levadura producido. Se determinó la cantidad 

de sacarosa presente en la melaza al inicio y al final del crecimiento, siguiendo lo 

descrito en el apartado 5.1.3. La diferencia entre ambos valores fue la cantidad de 

sacarosa consumida. El rendimiento se expresó como gramos de biomasa producidos 

por gramo de sacarosa consumida 

 

6.3 Capacidad fermentativa 

La capacidad fermentativa se determinó en medio MS300, descrito en el apartado 

2.1. Se inocularon 100 mL de MS300 con aproximadamente 1x107 células/mL y se 

comprobó la cantidad real de células mediante recuento en cámara cuentaglóbulos 

Fuchs-Rosenthal. La viabilidad celular se determinó mediante siembra en placas de 

YPD. Los cultivos se colocaron en un baño de agua a 30 ºC con agitación de 65 rpm y 

se determinó el CO2 producido mediante el sistema de detección Gas Production 

System (Ankom, EEUU). El seguimiento de la producción de CO2 se realizó cada 10 min 

durante 6 horas. La capacidad fermentativa se expresa como mL de CO2 producidos 

por unidad de tiempo y por número de células viables. 
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7. Tratamiento estadístico de los datos 

En todos los resultados de carácter cuantitativo en los que se muestra un análisis 

estadístico de los datos, la significatividad estadística se obtuvo mediante un test t de 

Student de 2 colas con 2 grados de libertad. El análisis estadístico de la cuantificación 

de lípidos totales se realizó mediante un análisis de varianza ANOVA de dos factores, 

la comparación entre medias se realizó mediante test de Turkey. En todos los análisis 

estadísticos se han considerado significativos aquellos valores con un p valor (p-value) 

menor o igual a 0.05, que corresponde con un intervalo de confianza del 95 %. 

Las ecuaciones exponenciales empleadas para calcular los tiempos de 

deshidratación se obtuvieron mediante el análisis de las cinéticas de deshidratación con 

Excel (Microsoft, EEUU).  

Los heatmaps se generaron con la función heatmap.2 del software R. Para la 

generación de los heatmaps los datos de cada parámetro analizado se normalizaron 

frente a los valores obtenidos en la especie control y se calculó el log2 de todos ellos.  

Los alineamientos de secuencias se realizaron mediante la herramienta online de 

alineamiento múltiple de secuencias Clustal Omega (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) 

del Laboratorio Europeo de Biología Molecular (EMBL) y se analizaron mediante el 

software Jalview (Waterhouse et al., 2009).
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1. Caracterización fisiológica de especies no-Saccharomyces en 

condiciones de producción de levadura seca activa. 

Trabajos anteriores de nuestro grupo de investigación permitieron la puesta a punto 

de un protocolo que simula el proceso de propagación de biomasa de levadura a escala 

de laboratorio (Pérez-Torrado et al., 2005), empleando melaza de remolacha como 

medio de crecimiento y simplificando la secuencia de fermentaciones industriales. 

Además, también se desarrolló un protocolo rudimentario para simular la deshidratación 

industrial de la biomasa, mediante el secado de la misma en una estufa. En este trabajo, 

el proceso de secado ha sido adaptado y mejorado para asemejarse más a las 

condiciones industriales, gracias al uso de un deshidratador de lecho fluidizado (ver 

Materiales y Métodos).  

Como se ha descrito en la Introducción, la presencia de levaduras no-

Saccharomyces durante la producción de vinos tiene un papel clave en la calidad del 

producto final. Las bases fisiológicas y metabólicas de este fenómeno están siendo 

ampliamente estudiadas. Sin embargo, no existen muchos trabajos en los que se analice 

cómo se comportan estas levaduras en condiciones de producción de biomasa para la 

obtención de cultivos iniciadores secos, proceso clave para su uso enológico. Trabajos 

previos de nuestro grupo de investigación han estudiado el comportamiento de algunas 

especies de levaduras no-Saccharomyces en condiciones de producción de biomasa, 

si bien se trataba de especies depositadas en colección (Colección Española de Cultivos 

Tipo) y no aisladas de condiciones industriales (Gamero-Sandemetrio et al., 2019, 

2018). También se dispone de publicaciones recientes en las que se analiza la 

respuesta a deshidratación de algunas especies no-Saccharomyces (Câmara et al., 

2019a; Kim et al., 2019), aunque en estos casos, las condiciones de crecimiento y 

deshidratación de la biomasa difieren de las empleadas en este trabajo. 

Es por esto que se planteó abordar la caracterización de una serie de especies no-

Saccharomyces de interés enológico en condiciones de propagación de biomasa, 

acoplado a una deshidratación controlada. Los resultados presentados a continuación 

se han obtenido empleando ocho especies diferentes de levaduras vínicas no-

Saccharomyces no comercializadas procedentes de la colección de la empresa 

Lallemand Inc., que aparecen recogidas en el apartado 1.1 de Materiales y Métodos. 

Todas ellas presentan alguna característica interesante para la producción de vinos, ya 

sea por su capacidad de reducir el contenido en etanol, por mejorar propiedades 

organolépticas o por servir como agentes de biocontrol (ver Introducción). Todos los 

ensayos se han realizado en condiciones de simulación del proceso de propagación de 

biomasa a escala de laboratorio, de modo que los datos derivados de este trabajo 
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podrán ayudar en la identificación de levaduras candidatas a ser empleadas como 

inóculos comerciales en forma de LSA. Además, ofrecerán información sobre posibles 

mejoras y adaptaciones tecnológicas del proceso de producción industrial de biomasa 

seca de estas especies.  

 

1.1 Identificación de especies no-Saccharomyces. 

En primer lugar, se realizó la comprobación de la identidad de las especies de 

levadura no-Saccharomyces recibidas de Lallemand Inc. Para dicha comprobación se 

realizó el análisis de la región ITS1-5.8 rDNA-ITS2 mediante PCR-RFLP. Los perfiles de 

restricción obtenidos se compararon con los de la base de datos Yeast.ID. En la Tabla 

R.1.1 se recogen los perfiles de restricción de las especies analizadas. En todos los 

casos se confirmó la identidad de las cepas de partida. 

 

Tabla R.1.1: Perfiles de fragmentos de restricción con varios enzimas de restricción de las 

levaduras no-Saccharomyces empleadas en este trabajo. 

 

 

Debido a que las especies M. pulcherrima y M. fructicola comparten patrones de 

restricción idénticos, se tuvo que recurrir al análisis de la secuencia de la región D1/D2 

26S rDNA para determinar que se trataba de dos especies diferentes. Todos estos 

análisis moleculares permitieron confirmar la identidad del material biológico de partida 

con el que se han desarrollado todos los análisis subsiguientes. 

Especie
Amplificado 

(pb)

Fragmentos de restricción (pb)

CfoI HaeIII HinfI

Z. bailii 790
95 + 95 + 270 + 

320
90 + 690

55 + 160 + 225 

+340

T. delbrueckii 800
100 + 150 +220 + 

330
800 380+410

K. wickerhamii 723
10 + 82 + 160 + 

186 + 285
95 + 628

5 + 46 +59 + 77 

+113 + 180 + 243

W. anomalus 620 50 + 560 620 300 + 310

H. vineae 775
90 + 150 + 180 + 

270 
110 + 660 370 + 390

M. pulcherrima 400 95 + 100 +205 100 + 280 190 + 200

M. fructicola 400 95 + 100 +205 100 + 280 190 + 200

S. bacillaris 460
56 + 103 + 105 + 

196
460 225 + 235
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1.2 Crecimiento en melaza 

Una vez comprobada la identidad de las levaduras no-Saccharomyces se procedió a 

su crecimiento en condiciones de simulación del proceso de propagación de biomasa a 

escala de laboratorio. A lo largo de toda la tesis doctoral se ha mantenido como control 

la cepa Lalvin T73, una cepa vínica comercial de S. cerevisiae perteneciente a 

Lallemand Inc. y caracterizada ampliamente en nuestro laboratorio bajo las condiciones 

empleadas en este trabajo. Todos los ensayos de propagación de biomasa en 

condiciones de laboratorio se realizaron según lo descrito en el apartado 2.1 de 

Materiales y Métodos.  

Un parámetro básico para determinar el potencial uso de las diferentes especies a 

nivel industrial es su capacidad de crecimiento en melaza. Se estudió el crecimiento de 

las distintas especies tras 24 h de cultivo en batch en medio melaza. Se tomó como 

tiempo de referencia las 24 h de cultivo ya que este es un tiempo suficiente para que S. 

cerevisiae consuma por completo la sacarosa del medio. En la Figura R.1.1.A se 

recogen las curvas de crecimiento obtenidas para cada especie. Se puede observar que 

existen grandes diferencias entre especies en cuanto a la densidad celular alcanzada 

tras este periodo (Figura R.1.1.B). Las únicas especies en las que se observó un 

crecimiento similar al de la cepa control comercial fueron Z. bailii y, en menor medida, 

S. bacillaris, mientras que el resto de especies presentaron un crecimiento menor a las 

24 h. Las especies W. anomalus y T. delbrueckii presentaron un crecimiento intermedio 

entre aquellas especies capaces de alcanzar una DO600 igual a la del control y las 

especies con un crecimiento más pobre. Cabe destacar que, debido al comportamiento 

floculante de la cepa de T. delbrueckii estudiada, los datos de crecimiento obtenidos a 

partir de la medida de la DO600 pueden no ser exactos. Para las medidas de DO600 de 

esta especie se añadió EDTA hasta alcanzar una concentración 100 mM para disgregar 

los agregados celulares. Por último, las especies K. wickerhamii y especialmente H. 

vineae, M. pulcherrima y M. fructicola presentaron un crecimiento muy pobre, 

aproximadamente la mitad del observado en la cepa de referencia.  
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Figura R.1.1: Crecimiento celular (DO600) en medio melaza a 30 ºC. A) Curva de crecimiento 

celular. B) Crecimiento alcanzado tras 24 h. Las barras de error corresponden a la desviación 

estándar de tres experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas 

entre especies (p < 0.05). 

 

Un factor a tener en cuenta al analizar el comportamiento tecnológico de las 

levaduras, más allá de su crecimiento, es el rendimiento de las mismas, definido como 

gramos de biomasa producidos por gramo de sacarosa consumido. Como se puede 

observar en la Figura R.1.2, al estudiar este parámetro se vio que no existen grandes 

diferencias entre especies. En la mayoría de los casos se observaron rendimientos que 

se asemejan al de la cepa S. cerevisiae control (0.086 ± 0,01). No se observaron 
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diferencias estadísticamente significativas entre el rendimiento de las especies T. 

delbrueckii, K. wickerhamii, W. anomalus y M. fructicola y el de la cepa comercial. 

Mientras que las especies H. vineae, M. pulcherrima y S. bacillaris presentaron un 

rendimiento ligeramente menor. La única especie que presentó un rendimiento superior 

fue Z. bailii, prácticamente el doble (0.148 ± 0,01) que el de la cepa de referencia. La 

capacidad de esta especie para crecer en medios ricos en sacarosa y de fermentar 

hexosas, así como su elevada osmotolerancia, ya han sido descritas (Martorell et al., 

2007; Praphailong y Fleet, 1997), lo cual hace pensar que está perfectamente 

capacitada para el crecimiento en melaza. Estos resultados indican que la mayoría de 

especies presentan un aprovechamiento de la sacarosa consumida prácticamente igual 

al de la cepa control en las condiciones ensayadas, y que las diferencias de crecimiento 

detectadas probablemente sean debidas a estar creciendo en condiciones subóptimas, 

al distinto tamaño celular o a ser incapaces de aprovechar toda la sacarosa presente en 

el medio de cultivo, como se describe a continuación. 

 

 

Figura R.1.2: Rendimiento (g biomasa / g sacarosa) tras 24 h de crecimiento en medio melaza 

a 30 ºC. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos 

independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas entre especies (p < 0.05). 
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1.3 Análisis del consumo de sacarosa y de la actividad invertasa 

Las diferencias observadas entre el crecimiento y el rendimiento de las distintas 

especies tras el cultivo en medio melaza pueden ser debidas a numerosos factores; uno 

de ellos es un consumo más eficiente de la fuente de carbono principal del medio de 

cultivo, la sacarosa. 

Se estudió la evolución de los niveles de sacarosa residual en el medio melaza a lo 

largo del crecimiento de las levaduras. Tal y como puede observarse en la Figura R.1.3 

los perfiles de consumo de este disacárido fueron muy diferentes entre especies, 

pudiéndose diferenciar entre tres grandes grupos: 

- Especies con un consumo rápido de la sacarosa, formado por: S. cerevisiae, T. 

delbrueckii, S. bacillaris y Z. bailii. 

- Especies con un consumo de la sacarosa más lento que S. cerevisiae, formado 

por: K. wickerhamii y W. anomalus. 

- Especies incapaces de consumir toda la sacarosa del medio, formado por: H. 

vineae, M. pulcherrima y M. fructicola. 
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Figura R.1.3: Consumo de sacarosa durante el crecimiento en medio melaza. A) Perfiles de 

consumo de sacarosa en cultivos de 72 h en medio melaza. B) Sacarosa residual en el medio 

melaza tras 24 horas de cultivo. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de 

tres experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas entre 

especies (p < 0.05). 

 

En el primer grupo, se encuentran dos especies no-Saccharomyces (T. delbrueckii y 

S. bacillaris) que fueron capaces de metabolizar completamente la sacarosa del medio 

a las 24 h de cultivo, como ocurre con la cepa de referencia, y Z. bailii que, si bien no 

fue capaz de metabolizar por completo la sacarosa, mostró una tasa de consumo muy 

similar a la de las otras especies del grupo. El segundo grupo está compuesto por dos 

especies (K. wickerhamii y W. anomalus) que fueron capaces de metabolizar por 

completo la sacarosa del medio, aunque su consumo fue más lento que en el caso 

anterior. Como puede observarse en la Figura R.1.3.B, los valores de sacarosa residual 

a las 24 horas de cultivo son relativamente elevados, pero las dos especies son capaces 

de metabolizar por completo la sacarosa transcurridas alrededor de 48 h. Por último, se 

encuentra el grupo formado M. pulcherrima, M. fructicola y H. vineae que resultaron ser 

incapaces de metabolizar por completo la sacarosa presente en el medio, incluso tras 

72 h de cultivo, tiempo tras el cual todavía se detecta una concentración de sacarosa de 
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el comportamiento de cepas de S. cerevisiae altamente adaptadas al proceso, y que 

difieren de las condiciones de crecimiento óptimas de estas especies. 

La invertasa es la enzima encargada de catalizar la hidrólisis de la sacarosa en 

glucosa y fructosa. En S. cerevisiae es codificada por una familia de genes que 

comprende a SUC1 – SUC5 y SUC7 (Carlson y Botstein, 1983), aunque en la cepa de 

referencia S288c solo SUC2 parece ser funcional. Es una de las familias de genes más 

afectadas por la regulación en función de la disponibilidad de fuentes de carbono. Los 

genes SUC están reprimidos a concentraciones elevadas de glucosa (2 %), mientras 

que se desreprimen cuando la concentración es baja (0.1 %) (Özcan et al., 1997). La 

invertasa es una proteína secretada y actúa en el espacio periplásmico, por ello se 

ensaya sobre células enteras. Para tratar de entender las diferencias observadas en los 

perfiles de consumo de sacarosa se analizó la actividad invertasa de las levaduras no-

Saccharomyces estudiadas. En la Figura R.1.4 se presentan los valores de actividad 

invertasa detectados para las distintas especies en condiciones de represión (2 % 

glucosa) y en condiciones de desrepresión (0.05 % glucosa) del gen SUC2, así como 

en melaza.  

Como se puede observar, las especies S. cerevisiae, T. delbrueckii y S. bacillaris 

presentaron los niveles de actividad más elevados en las tres condiciones ensayadas. 

Incluso en condiciones de represión se detectaron niveles de actividad basales 

relativamente elevados. En el resto de especies no-Saccharomyces, en condiciones de 

represión los niveles de actividad invertasa fueron prácticamente nulos. 

En condiciones de desrepresión se detectó un aumento muy pronunciado de la 

actividad invertasa en las especies S. cerevisiae, T. delbrueckii y S. bacillaris, con 

valores más de 4 veces superiores a los observados en condiciones de represión. En el 

resto de especies (Z. bailii, K. wickerhamii, W. anomalus, H. vineae, M. pulcherrima y M. 

fructicola) no se observó un aumento de la actividad enzimática en estas condiciones. 

La actividad invertasa en melaza fue similar a la detectada en condiciones de 

desrepresión en el caso de S. cerevisiae y de T. delbrueckii, mientras que en S. bacillaris 

la actividad en melaza fue menor que en condiciones de desrepresión, pero aun así fue 

considerablemente superior a la detectada en represión. Igual que ocurría en 

condiciones de desrepresión, la mayoría de especies no-Saccharomyces no mostraron 

un aumento de la actividad invertasa en medio melaza. Únicamente se observó un 

aumento significativo en K. wickerhamii y W. anomalus, mientras que en el resto de 

especies (Z. bailii, H. vineae, M. pulcherrima y M. fructicola) los niveles de actividad 

invertasa se mantuvieron prácticamente invariables en las tres condiciones ensayadas. 
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Figura R.1.4: Actividad invertasa en condiciones de represión (2 % glucosa, barras amarillas), 

de desrepresión (0.05 % glucosa, barras azules) y en melaza (barras rojas). Las barras de error 

corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. Diferentes letras 

indican diferencias significativas entre especies dentro de cada condición (p < 0.05). 

 

Existe una clara correlación entre la elevada actividad invertasa de cada una de las 

especies y su capacidad para metabolizar la sacarosa presente en la melaza. La 

elevada actividad detectada en S. cerevisiae, T. delbrueckii y S. bacillaris está ligada al 

hecho de que estas fueron las únicas capaces de consumir por completo la sacarosa 

del medio a las 24 h de cultivo. Por otro lado, la menor actividad detectada en K. 

wickerhamii y W. anomalus explicaría la menor tasa de consumo de estas dos especies 

en comparación con aquellas con elevada actividad invertasa. Sin embargo, ambas son 

capaces de consumir por completo la sacarosa del medio, tal y como ya ha sido descrito 

(Fredlund et al., 2002; Lachance, 2011a). Destaca la baja actividad detectada en Z. bailii, 

más si se tiene en cuenta su perfil de consumo de sacarosa (Figura R.1.3). Sin embargo, 

Arez et al. (2014), ya demostraron que Z. bailii es capaz de producir una invertasa 

extracelular con elevada actividad y Praphailong y Fleet (1997) describieron su 

capacidad de crecer a elevadas concentraciones de sacarosa, por lo que parece 

evidente que esta especie dispone de la capacidad de metabolizar eficientemente la 

sacarosa. Es posible que debido a las condiciones de ensayo no se pueda detectar este 

tipo de actividad invertasa o que esta se induzca más tarde tras un periodo de 

adaptación al medio de crecimiento. En cualquier caso, no debe descartarse que 
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mecanismos de captación y de hidrólisis intracelular puedan estar operando en estas 

especies para mantener un crecimiento limitado. 

Las tres especies que presentaron menor crecimiento en melaza presentaron 

también valores prácticamente nulos de actividad invertasa en las tres condiciones 

ensayadas. Únicamente se detectó cierto aumento de la actividad en H. vineae en 

melaza. Se ha descrito que H. vineae es incapaz de crecer con sacarosa como única 

fuente de carbono (Bellut et al., 2018), este hecho probablemente sea debido a la 

ausencia de enzimas capaces de hidrolizar este disacárido, lo cual explicaría el pobre 

comportamiento de esta especie en condiciones de propagación de biomasa. Por otro 

lado, la baja actividad invertasa detectada en M. pulcherrima coincide con lo reportado 

por Schnierda et al., (2014), en cuyo trabajo observaron que M. pulcherrima fue incapaz 

de metabolizar por completo la sacarosa presente en la melaza empleada (20 g/L) en 

cultivos líquidos y que únicamente tras un tratamiento con invertasa exógena se observó 

el consumo completo de este disacárido, pero en dicho estudio no se observaron 

diferencias de crecimiento en placas de agar con sacarosa o glucosa como fuente de 

carbono, tal y como aparece descrito para M. pulcherrima y M. fructicola en Lachance 

(2011b).  

Con el fin de confirmar nuestras observaciones, se analizó la capacidad de 

crecimiento de las distintas especies en placas de YPSacarosa (YPS). Como puede 

observarse en la Figura R.1.5, todas las especies fueron capaces de crecer 

eficientemente, con la excepción de Z. bailii y H. vineae que presentaron crecimiento 

muy reducido. Estos resultados coinciden con lo ya mencionado para H. vineae, incapaz 

de metabolizar totalmente la sacarosa presente en la melaza y con un bajo crecimiento 

en la misma. Sorprende la incapacidad de Z. bailii de crecer en placas de YPS, teniendo 

en cuenta su elevado crecimiento en melaza y su capacidad para crecer a elevadas 

concentraciones de este disacárido (Praphailong y Fleet, 1997). No obstante, otros 

factores como el pH, que no está controlado, pueden estar afectando la actividad 

invertasa de esta especie. Cabe destacar también el buen crecimiento observado en 

placas de YPS de las dos especies del género Metschnikowia, que coincide con el 

trabajo de Lachance (2011b) anteriormente mencionado y que no se corresponden con 

la medida de invertasa periplásmica, sugiriendo que este tipo de levaduras podrían 

disponer de sistemas alternativos de captación e hidrólisis de la sacarosa, que en 

cualquier caso no serían muy eficientes en las condiciones de crecimiento en melaza. 
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Figura R.1.5: Crecimiento en placas de YPS. Se sembraron diferentes diluciones seriadas a 

partir de cultivos ajustados a una DO600 de 1. Las placas se incubaron a 30 ºC durante 24 h. 

 

1.4 Análisis de la viabilidad tras la deshidratación 

El último paso en el proceso de producción de LSA y en nuestras simulaciones a 

escala de laboratorio es la deshidratación de la biomasa obtenida. La deshidratación se 

llevó a cabo según lo descrito en el apartado 2.3 de Materiales y Métodos, empleando 

un deshidratador de lecho fluidizado. Con el fin de estandarizar el proceso de 

deshidratación, el primer paso antes de la obtención de LSA fue determinar el tiempo 

de secado necesario en cada especie para alcanzar aproximadamente un 10 % de 

humedad relativa en la LSA obtenida, para asemejar lo máximo posible nuestras 

condiciones de trabajo a las condiciones industriales y poder comparar entre sí los 

parámetros de diferentes especies. 

En la Figura R.1.6 se recogen las cinéticas de deshidratación de las diferentes 

especies bajo las condiciones empleadas en este trabajo. En la figura aparecen también 

las ecuaciones exponenciales obtenidas a partir de los datos de deshidratación que se 

emplearon para calcular el tiempo necesario para la obtención de biomasa deshidratada 

con aproximadamente un 10 % de humedad relativa. En la Tabla R.1.2 se recogen los 

tiempos calculados para cada caso. 
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Figura R.1.6: Cinéticas de deshidratación de las especies estudiadas en un deshidratador de 

lecho fluidizado. En cada gráfica se incluye la ecuación exponencial obtenida a partir de los datos 

y empleada para calcular el tiempo necesario para alcanzar un 10 % de humedad relativa. Las 

barras de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. 

 

Tabla R.1.2: Tiempos de secado necesarios para alcanzar un 10 % de humedad relativa. 
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Especie Tiempo (min)
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Como puede observarse, en la mayoría de los casos los tiempos de deshidratación 

oscilaron entre 50 – 65 minutos. Destaca el corto tiempo de deshidratación necesario 

para Z. bailii, de tan solo 32 minutos, y el tiempo elevado de S. bacillaris, 77 minutos. 

Para determinar el efecto del proceso de deshidratación sobre la viabilidad de la LSA 

obtenida se analizó y comparó la viabilidad celular antes (biomasa fresca) y después del 

proceso (biomasa deshidratada al 10 % de humedad), tal y como se describe en el 

apartado 6.1 de Materiales y Métodos. En vista de los resultados obtenidos (Figura 

R.1.7) se puede afirmar que el proceso de deshidratación tiene un claro impacto sobre 

la viabilidad celular de la LSA obtenida, aunque este efecto varía de forma considerable 

entre especies. La cepa control comercial presentó una viabilidad cercana al 50 %. Las 

dos especies que presentaron valores de viabilidad más similares al de la cepa control 

fueron Z. bailii y T. delbrueckii. Del resto de especies, destacó la elevada viabilidad 

observada en las especies M. pulcherrima, M. fructicola y S. bacillaris, que osciló entre 

el 80 y el 90 %. En K. wickerhamii y W. anomalus se observaron niveles de viabilidad 

inferiores a los de la cepa comercial, que oscilaron entre el 25 y el 30 %. Por último, 

destaca la pobre viabilidad de la especie H. vineae, de la que apenas se recuperaron un 

2 % de células viables tras la deshidratación. 

 

 

Figura R.1.7: Porcentaje de células viables recuperadas tras el proceso de deshidratación. Las 

barras de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. 

Diferentes letras indican diferencias significativas entre especies (p < 0.05). 
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La viabilidad de la LSA es uno de los parámetros clave para determinar el potencial 

uso de las distintas especies como inóculos comerciales. El proceso de deshidratación 

y rehidratación afecta severamente a la viabilidad celular (Dupont et al., 2014; 

Rodríguez-Porrata et al., 2008) y optimizar las condiciones de estos procesos a las 

necesidades de cada especie podría ser una estrategia útil para mejorar la producción 

de LSA y obtener biomasa con una elevada viabilidad y vitalidad. En vista de nuestros 

resultados, las dos especies del género Metschnikowia y S. bacillaris serían muy buenas 

candidatas para la producción de inóculos en forma de LSA. Aunque las condiciones de 

deshidratación difieren de las empleadas en nuestro trabajo, la elevada viabilidad 

detectada en estas especies coincide con lo observado por Câmara et al., (2019b) y Kim 

et al., (2019). Del mismo modo, aquellas especies con un comportamiento cercano al 

de la cepa comercial podrían ser empleadas para la producción de inóculos comerciales. 

Por el contrario, especies con menor viabilidad, en especial H. vineae, no parecen 

adecuadas para la producción de inóculos comerciales bajo las condiciones empleadas 

en este trabajo, ya que además de una baja viabilidad presenta un crecimiento pobre en 

melaza. No obstante, estas especies son enológicamente relevantes, por lo que los 

datos obtenidos podrían ser un buen punto de partida para tratar de mejorar su 

comportamiento en condiciones de propagación de LSA. Una posibilidad, con el objetivo 

de mejorar la supervivencia de las levaduras al proceso de deshidratación, sería 

incorporar tratamientos que ya han resultado eficaces, como la adición de agentes 

antioxidantes durante el crecimiento (Gamero-Sandemetrio et al., 2015), la adición de 

agentes protectores como leche en polvo previamente a la deshidratación (Lee et al., 

2016; Romano et al., 2015) o la inmovilización de las células durante el secado 

(Borovikova et al., 2014). 
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1.5 Análisis de la capacidad fermentativa 

El uso final de los inóculos comerciales de levaduras vínicas en la fermentación del 

mosto de uva. En el caso de S. cerevisiae es interesante encontrar inóculos con un gran 

poder fermentativo, que aseguren la fermentación completa de los azúcares del medio. 

No obstante, el interés en la obtención de inóculos de especies no-Saccharomyces 

generalmente reside en otras propiedades que son, como ya se ha mencionado, la 

reducción del contenido final en etanol del vino, la obtención de perfiles organolépticos 

complejos o como agentes de biocontrol para evitar alteraciones durante la 

fermentación. 

A pesar de que el potencial fermentativo no es una propiedad tan relevante 

tecnológicamente en especies no-Saccharomyces como lo es en cepas de S. cerevisiae, 

sí que es síntoma de un metabolismo activo en el mosto de uva. Se analizó la capacidad 

fermentativa de las distintas especies, tal y como se describe en el apartado 6.3 de 

Materiales y Métodos, en mosto sintético (MS300), un medio complejo que simula la 

composición del mosto de uva natural, de modo que las levaduras se encuentren en 

condiciones lo más cercanas posibles a las del inicio de una fermentación en bodega, 

para determinar su comportamiento en estas condiciones, como indicativo de la 

adaptación metabólica a dicho medio.  

1.5.1 Capacidad fermentativa en biomasa fresca 

En primer lugar, se determinó la capacidad fermentativa de levaduras frescas, 

procedentes de cultivo en melaza. El análisis de la capacidad fermentativa en células 

frescas reveló que ninguna de las especies no-Saccharomyces analizadas era tan 

buena fermentadora como la cepa comercial de S. cerevisiae, tal y como se puede 

observar en la Figura R.1.8. Si se analiza la capacidad fermentativa de las especies no-

Saccharomyces, estas se pueden dividir en 2 grandes grupos:  

- Especies con capacidad fermentativa media y alta, formado por: Z. bailii, T. 

delbrueckii y H. vineae. 

- Especies con baja capacidad fermentativa, formado por: K. wickerhamii, W. 

anomalus, M. pulcherrima, M. fructicola y S. bacillaris. 
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Figura R.1.8: Capacidad fermentativa (mL CO2 / 1x107 células viables) en mosto sintético 

(MS300) a partir de biomasa fresca, procedente de cultivo en medio melaza. Las barras de error 

corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. 

 

En el primer grupo, encontramos especies que fueron capaces de adaptarse 

metabólicamente de forma rápida a las nuevas condiciones del medio de cultivo. Las 

especies que lo conforman presentan valores de capacidad fermentativa relativamente 

elevados, si bien existen diferencias significativas entre ellas. Estas diferencias se 

pueden ver más claramente si se tienen en cuenta los valores de CO2 producido al final 

del experimento, que se recogen en la Figura R.1.10. Se puede observar que Z. bailii y 

H. vineae fueron las dos especies no-Saccharomyces que presentaron la capacidad 

fermentativa más elevada. En el caso de Z. bailii, esta especie, tradicionalmente 

considerada una levadura alterante en alimentos y bebidas fermentadas, ha sido 

identificada como la responsable de la explosión de productos enlatados y embotellados 

por su elevada producción de CO2 durante la fermentación alcohólica (Stratford, 2006), 

lo cual es consistente con nuestros resultados. La buena capacidad fermentativa de H. 

vineae en condiciones de vinificación también ha sido descrita por otros autores (Lleixà 

et al., 2016; Martin et al., 2018). La última de las especies con capacidad fermentativa 

relativamente elevada, T. delbrueckii, presentó valores inferiores a las otras dos. En este 

caso, su capacidad para fermentar los azúcares del mosto se conoce desde hace años, 

no en vano fue la primera levadura no-Saccharomyces de la que se comercializaron 

inóculos para la producción de vino (Benito, 2018; Roudil et al., 2020). Por otro lado, en 
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el segundo grupo todas las especies presentaron valores de capacidad fermentativa 

reducidos y no se observaron diferencias significativas en la producción de CO2 entre 

especies (a excepción de S. bacillaris, que es la especie con menor poder fermentativo), 

llegando a un máximo de unos 3 mL CO2 / 1x107 células. 

1.5.2 Capacidad fermentativa en biomasa deshidratada 

Para profundizar en el efecto del proceso de deshidratación sobre la eficiencia 

tecnológica de las levaduras se analizó la capacidad fermentativa de la LSA obtenida 

tras el proceso de deshidratación, los resultados obtenidos se muestran en la Figura 

R.1.9. Como puede observarse, la capacidad fermentativa de prácticamente todas las 

especies, incluida la cepa control comercial, disminuyó tras la deshidratación, indicando 

un claro efecto negativo de este proceso sobre la capacidad fermentativa. A pesar de 

esta disminución, se puede observar que, igual que ocurría en biomasa fresca, ninguna 

de las levaduras no-Saccharomyces fue tan buena fermentadora como a cepa 

comercial. 

 

 

Figura R.1.9: Capacidad fermentativa (mL CO2 / 1x107 células viables) en mosto sintético 

(MS300) a partir de biomasa deshidratada. Las barras de error corresponden a la desviación 

estándar de tres experimentos independientes. 
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Cuando se empleó biomasa deshidratada, igual que se observó en biomasa fresca, 

T. delbrueckii, Z. bailii y H. vineae presentaron un comportamiento intermedio. T. 

delbrueckii presentó valores de capacidad fermentativa relativamente elevados, siendo 

la levadura no convencional más eficaz, aunque sin llegar al comportamiento de la cepa 

control, lo cual indica una relativa mejor tolerancia al proceso de secado. Por otro lado, 

en Z. bailii se observó un aumento de la capacidad fermentativa hacia las últimas horas 

del ensayo, tras una fase de latencia más prolongada que en condiciones de biomasa 

fresca, lo cual parece indicar que, tras una fase de adaptación a las nuevas condiciones 

de crecimiento, la biomasa seca de esta especie es capaz de fermentar los azúcares 

del mosto. Este hecho indica que los mecanismos adaptativos a la deshidratación no 

son tan eficaces como en S. cerevisiae, y no capacitan a Z. bailii a retomar rápidamente 

el crecimiento. Por último, igual que se observó en biomasa fresca, H. vineae presentó 

una buena capacidad fermentativa, similar a las otras dos especies. En el resto de 

especies no-Saccharomyces (K. wickerhamii, W. anomalus, M. pulcherrima, M. 

fructicola y S. bacillaris) la capacidad fermentativa fue muy baja, con valores que, en la 

mayoría de los casos, no superaron los 2 mL CO2 / 1x107 células. 

Con el fin de comparar con mayor facilidad los datos obtenidos en ambas 

condiciones, en la Figura R.1.10 se recogen los datos de capacidad fermentativa tras 6 

horas en MS300 tanto para células frescas como deshidratadas. Además, en la Tabla 

R.1.3 aparecen indicados los porcentajes de pérdida de capacidad fermentativa entre 

ambas condiciones. 
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Figura R.1.10: Producción total de CO2 tras 6 horas en mosto sintético (MS300) a partir de 

biomasa fresca (barras azules) y deshidratada (barras amarillas) (mL CO2 / 1x107 células 

viables). Las barras de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos 

independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas entre especies (p < 0.05). 

 

Al comparar la capacidad fermentativa entre las dos condiciones estudiadas, se vio 

que se produjo una clara disminución de la misma tras el proceso de secado de la 

biomasa, salvo en T. delbrueckii y de S. bacillaris. La caída de la capacidad fermentativa 

se produce como consecuencia del estrés sufrido por la levadura durante la 

deshidratación, que tiene un claro efecto sobre la viabilidad y la vitalidad de las células. 

En la mayoría de los casos la pérdida de capacidad fermentativa entre ambas 

condiciones oscila entre el 40 – 60 % (Tabla R.1.3). En la cepa de referencia este 

porcentaje (24 %) es significativamente menor que en el resto de especies, lo que 

muestra la mayor capacidad de esta para adaptarse a las condiciones de deshidratación 

y retomar el crecimiento de manera eficiente una vez se dan las condiciones adecuadas. 

Como se ha mencionado, dos de las especies no-Saccharomyces, T. delbrueckii y S. 

bacillaris, presentaron una reducción de la capacidad fermentativa entre condiciones 

muy reducida. En el caso de T. delbrueckii, la biomasa deshidratada un porcentaje de 

pérdida de capacidad fermentativa de tan solo el 4.82 %, lo cual parece indicar que esta 

especie se adapta muy bien a las condiciones de deshidratación, no obstante, podría 

tratarse de un efecto de la floculación que se observa en esta especie, que causa 

artefactos a la hora de calcular el número de células. Del mismo modo, S. bacillaris 

presentó un porcentaje de pérdida menor que la cepa de referencia (16.07 %), en este 

caso, el bajo valor total de partida probablemente influya en este cálculo. 
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Tabla R.1.3: Capacidad fermentativa tras 6 horas en mosto sintético (MS300) y porcentaje de 

pérdida de capacidad fermentativa tras la deshidratación. 

 

 

El estudio de la capacidad fermentativa es un buen parámetro para determinar el 

potencial uso de las levaduras en fermentaciones a escala industrial, sin embargo, en el 

caso de levaduras no convencionales como las que se están analizando en este trabajo 

es posible que una mayor capacidad fermentativa no sea un parámetro estrictamente 

requerido. Las contribuciones de las levaduras no-Saccharomyces en el vino van más 

allá de su capacidad de fermentar los azúcares del mosto. Como se ha comentado en 

la Introducción, su presencia durante las primeras etapas de la fermentación resulta en 

la producción de metabolitos secundarios de interés. Otro de los principales puntos de 

interés reside en el uso de estas especies para reducir el contenido de etanol en el 

producto final, por lo que la presencia de especies con un metabolismo preferentemente 

respiratorio, que aseguren el consumo de azúcares sin producción de etanol, es una 

estrategia interesante para tal fin (Ciani et al., 2016; González et al., 2013; Quirós et al., 

2014).  

Entre las especies que se han analizado se encontraron varias con una capacidad 

fermentativa muy baja, incluso antes de la deshidratación. Este es el caso por ejemplo 

de M. pulcherrima, cuya naturaleza Crabtree negativa ha sido descrita previamente 

(Schnierda et al., 2014). Nuestros resultados revelan que tanto M. pulcherrima como M. 

fructicola tienen una capacidad fermentativa muy baja, lo cual las convierte en muy 

buenas candidatas para la reducción del etanol en el vino, como ya ha sido reportado 

para M. pulcherrima (Morales et al., 2015; Puškaš et al., 2020; Tronchoni et al., 2018). 

Especie Capacidad 

fermentativa en 

células frescas

(mL CO2 / 107 cél)

Capacidad 

fermentativa en 

células secas

(mL CO2 / 107 cells)

Pérdida de 

capacidad 

fermentativa 

(%)

S. cerevisiae 20.46 ( 2.39)a 15.56 ( 1.44)a 24.01

Z. bailii 14,74 ( 1.63)b 7.47 ( 0.47)b 49.33

T. delbrueckii 9.39 ( 1.80)c 8.93 ( 0.83)b 4.82

K. wickerhamii 4.39 ( 0.54)d 1.84 ( 0.28)d 58.01

W. anomalus 3.49 ( 0.18)e 1.19 ( 0.33)d 66.04

H. vineae 13.20 ( 0.84)b 8.09 ( 1.54)b 38.69

M. pulcherrima 3.04( 0.24)e 1.83 ( 0.16)d 39.86

M. fructicola 4.51 ( 1.08)de 1.93 ( 0.03)d 57.07

S. bacillaris 1.85 ( 0.23)f 1.55 ( 0.05)d 16.07



Resultados y Discusión 

89 
 

Aunque el carácter respiratorio de K. wickerhamii no ha sido descrito, cabría esperar 

que presente un metabolismo preferentemente respiratorio, ya que especies 

filogenéticamente cercanas del género Kluyveromyces, como son K. marxianus y K. 

lactis, han sido descritas como Crabtree negativas (Lane et al., 2011; Siso et al., 1996). 

Del mismo modo, W. anomalus también ha sido descrita como Crabtree negativa 

(Fredlund et al., 2004), por lo que es de esperar que presente una baja capacidad 

fermentativa. Por último, S. bacillaris ha sido descrita como una especie capaz de 

producir etanol, aunque a niveles significativamente más bajos que en S. cerevisiae 

(Englezos et al., 2017). Todo esto hace de estas cinco especies candidatas interesantes 

para la reducción de etanol en el vino, más allá de las contribuciones organolépticas que 

puedan ofrecer en el producto final. 

 

1.6 Análisis de crecimiento en condiciones de estrés 

A lo largo del proceso de producción de LSA las levaduras se ven sometidas a 

numerosas condiciones que resultan estresantes para la célula. Por ello, se abordó la 

evaluación de la capacidad de crecimiento de las especies estudiadas en placas de 

medio rico YPD bajo distintas condiciones de estrés. La evaluación de la capacidad de 

crecimiento de las levaduras en condiciones de estrés se realizó según lo descrito en el 

apartado 2.5 de Materiales y Métodos. 

 1.6.1 Estrés Térmico 

En general, las levaduras no-Saccharomyces fueron incapaces de crecer a 37 ºC, 

únicamente se observó crecimiento de W. anomalus, muy reducido respecto de las 

condiciones control (30 ºC), mientras que el crecimiento de la cepa comercial de S. 

cerevisiae no se vio afectado (Figura R.1.11). 

El hecho de que las especies no-Saccharomyces sean incapaces de crecer a 37 ºC 

no está necesariamente ligado con efectos sobre la viabilidad tras la deshidratación, ya 

que especies con viabilidades muy superiores a la cepa control (M. pulcherrima, M. 

fructicola y S. bacillaris) son incapaces de crecer a 37 ºC. Esto puede ser debido a que 

el tiempo de exposición a esta temperatura es mucho menor durante la deshidratación 

(alrededor de 1 hora) que en los ensayos de crecimiento a 37 ºC durante tiempos largos 

(24 horas). Sin embargo, el estrés térmico tiene un claro efecto sobre la viabilidad, y 

juega un papel durante el proceso de deshidratación, por lo que es posible que sea uno 

de los múltiples factores que afecten a la baja viabilidad de aquellas especies no-

Saccharomyces con un peor comportamiento en deshidratación. 
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Figura R.1.11: Crecimiento a diferentes temperaturas. Se sembraron diferentes diluciones 

seriadas, a partir de cultivos ajustados a una DO600 de 1, en placas de medio YPD. Las placas 

se incubaron a 30 y 37 ºC durante 24 h, y a 12 ºC durante 6 días. 

 

Si se analiza la capacidad de crecimiento de las levaduras en condiciones de estrés 

por frío (Figura R.1.11), se observa que, al contrario de lo que ocurría a 37 ºC, muchas 

de las especies estudiadas presentan un crecimiento mayor que la cepa de referencia. 

Tras 6 días de incubación, el crecimiento de S. cerevisiae a 12 ºC es menor que en 

condiciones control, igual que ocurre con S. bacillaris, mientras que en Z. bailii no se 

observa crecimiento alguno. Por otro lado, el crecimiento del resto de especies es 

similar, siendo particularmente destacable el crecimiento de las dos especies de 

Metschnikowia. La capacidad de estas especies para crecer a bajas temperaturas 

resulta una característica interesante, de cara a su posible aplicación en fermentaciones 

en frío. 

 

 

 1.6.2 Estrés osmótico 

Se realizaron dos tipos de experimentos, con NaCl y con sorbitol. La elección de 

ambos compuestos se debe a que causan dos tipos de estrés diferentes. El sorbitol 

provoca un estrés osmótico mediante una reducción del potencial hídrico del medio. La 

respuesta celular es una salida de agua, concentrado los iones y biomoléculas 
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intracelulares, dando como resultado una reducción de la actividad celular. Por otro lado, 

el NaCl causa un estrés osmótico similar al causado por el sorbitol, además de un estrés 

salino debido a la elección del catión. En este caso, el ion Na+ interacciona 

específicamente con sitios activos de determinadas proteínas afectando a su función, 

por lo que se añade un efecto tóxico del Na+, además del estrés osmótico. 

Se observaron grandes diferencias en el efecto del crecimiento en presencia de NaCl 

entre especies (Figura R.1.12). Incluso a concentraciones moderadas de NaCl (0.7 M), 

las especies Z. bailii, K. wickerhamii, H. vineae y S. bacillaris fueron incapaces de crecer, 

mientras que el crecimiento del resto de especies no se ve afectado. A concentraciones 

de NaCl más elevadas (1.2 M) prácticamente no se observa crecimiento de S. cerevisiae 

y las dos especies del género Metschnikowia presentan un crecimiento ligeramente 

inferior al observado en concentraciones control, mientras que el crecimiento de T. 

delbrueckii, W. anomalus no se vio afectado. 

 

 

Figura R.1.12: Crecimiento en presencia de alta concentración salina. Se sembraron diferentes 

diluciones seriadas, a partir de cultivos ajustados a una DO600 de 1, en placas de YPD con NaCl 

(0.7 y 1.2 M) y sin NaCl como control. Las placas se incubaron a 30 ºC durante 3 días. 

 

En cuanto al crecimiento en presencia de sorbitol, en general, todas las especies 

estudiadas presentaron un crecimiento parecido a las condiciones control cuando se 

cultivaron en presencia de sorbitol 0.9 M, únicamente se observó una reducción del 

crecimiento en K. wickerhamii. Cuando se aumentó la concentración de sorbitol a 1.5 M 

se pudieron apreciar mayores diferencias. En este caso se observó que el crecimiento 
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de S. bacillaris y Z. bailii fue menor que el de sus respectivos controles. A esta 

concentración de sorbitol K. wickerhamii presentó un crecimiento prácticamente nulo. El 

resto de especies no se vieron afectadas por esta concentración de sorbitol (Figura 

R.1.13). Así pues, H. vineae es muy sensible a la presencia de iones, aunque su 

osmotolerancia es adecuada. 

 

 

Figura R.1.13: Crecimiento en medios con alta osmolaridad. Se sembraron diferentes diluciones 

seriadas, a partir de cultivos ajustados a una DO600 de 1, en placas de YPD en presencia de 

sorbitol (0.9 y 1.5 M) y de YPD sin sorbitol como control. Las placas se incubaron a 30 ºC durante 

2 días. 

 

1.6.3 Estrés oxidativo 

En la Figura R.1.14 se puede observar que la cepa comercial de S. cerevisiae 

empleada como control no se vio afectada por la presencia de H2O2 durante el 

crecimiento, independientemente de la concentración en el rango empleado. De entre 

las especies no-Saccharomyces, las más afectadas por el estrés oxidativo fueron K. 

wickerhamii y Z. bailii, cuyo crecimiento se vio muy reducido en presencia de 2.5 mM 

H2O2 y fue nulo a 3.5 mM. No se observó ningún efecto sobre el resto de especies no-

Saccharomyces a concentraciones bajas; sin embargo, todas ellas sufrieron una ligera 

reducción del crecimiento a la concentración más elevada, especialmente S. bacillaris. 

En el siguiente capítulo se presentan resultados de un estudio más amplio de diferentes 

parámetros bioquímicos de respuesta frente a estrés oxidativo, que podrían ayudar a 

entender la capacidad de crecimiento de las levaduras en presencia de este estrés. 
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Figura R.1.14: Crecimiento en presencia de estrés oxidativo por peróxido de hidrógeno. Se 

sembraron diferentes diluciones seriadas, a partir de cultivos ajustados a una DO600 de 1, en 

placas de YPD en presencia de H2O2 (2.5 y 3.5 mM) y de YPD sin H2O2 como control. Las placas 

se incubaron a 30 ºC durante 24 horas. 

 

1.6.4 Estrés por etanol 

Como se ha mencionado en la Introducción, la acumulación de etanol es uno de los 

factores determinantes en la supervivencia de las levaduras no-Saccharomyces 

presentes en el mosto a medida que avanza la fermentación. En la Figura R.1.15 se 

puede observar que la presencia de etanol tiene un claro efecto negativo sobre el 

crecimiento de todas las especies no-Saccharomyces estudiadas. A concentraciones 

bajas de etanol (5 %) se observó que el crecimiento de K. wickerhamii, M. pulcherrima, 

M. fructicola y S. bacillaris fue prácticamente nulo, y a concentraciones superiores fueron 

incapaces de crecer. Estos datos, junto con los resultados del estudio de capacidad 

fermentativa, nos indican que estas especies no están adaptadas al crecimiento en 

presencia de etanol. Por otro lado, Z. bailii, T. delbrueckii, W. anomalus y H. vineae 

fueron capaces de crecer en presencia de 5 % de etanol. A concentraciones superiores 

de etanol (10 y 12 %) solo Z. bailii y W. anomalus fueron capaces de crecer, aunque su 

crecimiento disminuyó considerablemente a medida que se aumentó la concentración 

de etanol, quedando lejos de la tolerancia mostrada por S. cerevisiae. Por otra parte, T. 

delbrueckii y H. vineae dejaron de mostrar crecimiento a una concentración de etanol 

del 10 %. 
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Figura R.1.15: Crecimiento en presencia de etanol. Se sembraron diferentes diluciones seriadas, 

a partir de cultivos ajustados a una DO600 de 1, en placas de YPD en presencia de etanol (5, 10 

y 12 %) y de YPD sin etanol como control. Las placas con etanol se incubaron a 30 ºC durante 2 

días. 

 

Una mayor tolerancia al etanol por parte de las levaduras no-Saccharomyces 

asegura que estas puedan permanecer viables durante más tiempo en las primeras 

etapas de la fermentación haciendo que su influencia sobre el producto final sea mayor, 

hasta que S. cerevisiae acabe imponiéndose. La especie que presentó mayor 

resistencia al estrés por etanol fue W. anomalus, observándose crecimiento incluso en 

presencia de etanol 12 %, tal y como ya se ha descrito para algunas cepas de esta 

especie (Sabel et al., 2014; Walker, 2011). La capacidad de Z. bailii, T. delbrueckii y H. 

vineae de crecer en presencia de concentraciones bajas de etanol correlaciona con los 

resultados presentados en el apartado anterior, donde se observó que estas tres 

especies mostraron valores de capacidad fermentativa relativamente elevados, de 

manera que pueden producir y tolerar ciertos niveles de etanol, pero sucumben a una 

acumulación elevada del mismo. 
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1.7 Discusión general 

La demanda de vinos con perfiles organolépticos complejos y/o menor contenido en 

etanol ha crecido exponencialmente en los últimos años. Existen múltiples ejemplos del 

uso de levaduras no-Saccharomyces empleadas para tal fin (revisado en Varela, 2016). 

Sin embargo, para conseguir satisfacer la demanda de estos vinos es necesario producir 

inóculos en forma de levadura seca activa (LSA) que puedan ser empleados en la 

industria enológica. Como se ha mencionado en la Introducción, ya existen inóculos 

comerciales de especies no-Saccharomyces, entre los que se incluyen algunos de 

especies analizadas en este trabajo, como por ejemplo Torulaspora delbrueckii, 

Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia fructicola, Starmerella bacillaris, 

Kluyveromyces wickerhamii y Wickerhamomyces anomalus. No obstante, no se han 

explorado todas las posibilidades que ofrece la enorme diversidad de levaduras 

presentes de forma natural en ambientes vínicos (Varela y Borneman, 2017). 

El proceso de producción industrial de biomasa está altamente adaptado y 

optimizado para la producción de S. cerevisiae, y como se ha visto, de forma general, 

las especies no-Saccharomyces presentan un crecimiento inferior a la cepa comercial 

que se ha empleado como referencia bajo las condiciones de referencia de crecimiento 

en melaza. Únicamente se vio un crecimiento similar al control en el caso de Z. bailii o 

S. bacillaris. Las diferencias en el crecimiento pueden ser debidas a un peor 

aprovechamiento de los nutrientes del medio o incluso a la incapacidad de crecer en el 

mismo. Este hecho quedó patente al estudiar el consumo de la sacarosa presente en la 

melaza. Se observó que existe una clara correlación entre las cinéticas de consumo de 

este disacárido, la actividad invertasa y el crecimiento de cada especie en melaza. En 

general, aquellas especies con capacidad de consumir rápidamente la sacarosa, 

derivada de una elevada actividad invertasa, fueron las que presentaron una tasa de 

crecimiento mayor y similar a S. cerevisiae en melaza. Por otro lado, destacó el 

comportamiento de M. pulcherrima, M. fructicola y H. vineae, incapaces de metabolizar 

la sacarosa del medio, y cuyo crecimiento fue muy bajo en comparación con el control. 

Como ya se ha mencionado, tanto el proceso de producción industrial como nuestras 

simulaciones a escala de laboratorio están adaptados a la producción de S. cerevisiae, 

los resultados obtenidos sugieren, que como cabría esperar, las condiciones de trabajo 

empleadas no son óptimas para la mayoría de especies no-Saccharomyces y que 

algunas requieren tiempos de cultivo más largos para alcanzar el mismo estado de 

crecimiento que la cepa control, por su menor eficiencia a la hora de metabolizar la 

sacarosa de la melaza. Aunque los mecanismos de regulación metabólica en las 

especies no-Saccharomyces no se conocen en profundidad, es posible que la pequeña 
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cantidad de glucosa presente en la melaza sea suficiente para mantener la represión 

sobre la expresión de los genes encargados del catabolismo de fuentes de carbono 

alternativas, mediada en el caso de S. cerevisiae por el represor MIG1 de la ruta Snf1. 

En el caso de S. cerevisiae y seguramente en aquellas especies con una elevada 

actividad invertasa, no parece haber ningún impedimento a nivel metabólico para que 

se desreprima la expresión de los genes encargados del metabolismo de la sacarosa.  

Además de determinar el comportamiento de en condiciones de propagación de 

biomasa, es importante conocer cómo se comportan en un medio y condiciones de 

crecimiento que simulan las primeras etapas de la fermentación del mosto de uva y que 

difieren sustancialmente de las condiciones de propagación de biomasa. Aunque una 

elevada capacidad fermentativa no es un parámetro estrictamente buscado en 

levaduras no-Saccharomyces, debido al ya comentado interés por producir vinos con un 

menor grado alcohólico (Varela et al., 2015), esta se analizó para determinar la 

adaptación metabólica de las levaduras a las condiciones de vinificación. Entre las 

especies analizadas se encontraron tres con una capacidad fermentativa relativamente 

elevada: T. delbrueckii, H. vineae y Z. bailii, que se ajusta a lo ya descrito por otros 

autores (Bely et al., 2008; Kuanyshev et al., 2017; Martin et al., 2018). Por otro lado, en 

el resto de especies la capacidad fermentativa detectada fue mínima, algo que cabía 

esperar teniendo en cuenta el carácter Crabtree negativo de la mayoría de ellas. Sin 

embargo, como ya se ha mencionado, esta característica es deseable cuando se trabaja 

con levaduras no-Saccharomyces, debido a su potencial uso como inóculos para la 

reducción del etanol en el vino final (Ciani et al., 2016; Contreras et al., 2015; González 

et al., 2013). De igual modo la menor eficiencia en fermentativa de las levaduras no 

convencionales en comparación con S. cerevisiae puede ser empleada para reducir el 

contenido de etanol del vino (Jolly et al., 2014; Varela, 2016).  

Debido al interés en la obtención de inóculos de especies no-Saccharomyces en 

forma de LSA, resulta especialmente interesante caracterizar su comportamiento en 

condiciones de deshidratación de la biomasa procedente de cultivos en melaza. Tras la 

estandarización del tiempo de deshidratación para obtener una biomasa con alrededor 

de un 10 % de humedad relativa, se analizó la viabilidad de la LSA obtenida. Se 

encontraron tres especies (M. pulcherrima, M. fructicola y S. bacillaris) con una viabilidad 

muy elevada, superior a la cepa control, lo cual las convierte en candidatas ideales para 

la producción de inóculos comerciales. Por otro lado, el resto de especies presentaron 

viabilidades similares o inferiores al control, destacando la extremadamente baja 

viabilidad de H. vineae. En este caso, la baja viabilidad de la LSA sería el principal 

impedimento para la producción de inóculos de esta especie enológicamente relevante. 
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Es posible, que la menor viabilidad de algunas de estas especies esté relacionada con 

la fase de crecimiento en la que se encuentran, ya que hacia el final del crecimiento se 

produce la  inducción de la expresión de genes de respuesta a estrés (Gómez-Pastor et 

al., 2011) y la acumulación de metabolitos de reserva (Garre et al., 2010) importantes 

para la supervivencia a la deshidratación. De hecho, en S. cerevisiae la supervivencia 

al proceso de deshidratación es considerablemente superior en células en estado 

estacionario que en células en crecimiento exponencial (Calahan et al., 2011). Además, 

estas especies pueden ser más sensibles a ciertas condiciones de estrés, como es el 

caso del estrés iónico para H. vineae. De cualquier modo, la viabilidad de las levaduras 

tras la deshidratación es un parámetro tecnológicamente mejorable. Como se ha 

mencionado, el estado fisiológico y metabólico de la célula antes de la deshidratación 

determina su supervivencia al proceso, por lo que ajustar las condiciones de cultivo en 

función de cada especie es necesario para conseguir una LSA con la mayor viabilidad 

posible.  También son posibles otras estrategias adicionales, como la deshidratación y 

la rehidratación en presencia de diferentes protectores, como la leche en polvo o la 

trehalosa, que ya han sido empleados para mejorar la viabilidad de S. cerevisiae 

(Rodríguez-Porrata et al., 2011; Romano et al., 2015) y de levaduras no-Saccharomyces 

(Roca-Domènech et al., 2018, 2016). 

La capacidad de respuesta de las levaduras a los diferentes estreses a los que se 

ven sometidos a lo largo de su propagación industrial está íntimamente relacionada con 

la obtención de LSA con una buena eficiencia tecnológica para su posterior uso en 

condiciones de vinificación. En esta sección se ha determinado que las levaduras no-

Saccharomyces estudiadas se ven muy afectadas por elevadas temperaturas, estrés 

osmótico, oxidativo y estrés por etanol. Profundizar en la caracterización de la respuesta 

a estos estreses puede ser clave de cara a mejorar el comportamiento de estas especies 

en condiciones de propagación de biomasa. A continuación, se exponen los resultados 

obtenidos a partir de un análisis más amplio de una serie de parámetros bioquímicos 

con el fin de encontrar una relación entre el comportamiento fisiológico y la capacidad 

de respuesta a estrés de estas levaduras.  
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2. Caracterización bioquímica de mecanismos de respuesta a estrés 

oxidativo de especies de levaduras no-Saccharomyces. 

Como ya se ha comentado en la Introducción, a lo largo del proceso de propagación 

y deshidratación de la biomasa las levaduras están sometidas a una serie de 

condiciones de estrés, que afectan a la eficiencia tecnológica y la viabilidad de la misma, 

siendo el estrés oxidativo uno de los principales factores a tener en cuenta (Matallana y 

Aranda, 2017). Las condiciones aeróbicas de cultivo causan un estrés oxidativo interno 

a lo largo del proceso, pero especialmente en la transición al metabolismo respiratorio 

impuesto en la fase fed-batch. Durante la fase fed-batch del crecimiento y la 

deshidratación se inducen numerosos genes relacionados con el estrés oxidativo 

(Gómez-Pastor et al., 2010a, 2010b). Entender los mecanismos celulares de protección 

frente a estrés oxidativo de especies de levaduras vínicas no convencionales puede ser 

una herramienta muy útil para la evaluación de su potencial como inóculos en forma de 

LSA.  

 En los últimos años, en nuestro grupo de investigación se han descrito una serie de 

parámetros, que incluyen actividades enzimáticas (catalasa y glutatión reductasa) y 

moléculas protectoras (trehalosa y glutatión) que están relacionados con un mejor 

comportamiento industrial de la LSA de diferentes cepas de S. cerevisiae (Gamero-

Sandemetrio et al., 2014). Recientemente, se han publicado trabajos en los que se 

muestra que existe una correlación entre una mejor respuesta frente a estrés oxidativo 

y una mejor tolerancia frente a la deshidratación, haciendo hincapié en el papel de la 

trehalosa y el glutatión (Câmara et al., 2019b; Gamero-Sandemetrio et al., 2018). Aun 

así, la bibliografía existente sobre especies no-Saccharomyces en condiciones de 

propagación de biomasa es muy escasa. Por otro lado, diferentes estudios en S. 

cerevisiae han resaltado el papel de la composición de la membrana lipídica de las 

células a la hora de adaptarse y hacer frente a condiciones de estrés (Beltran et al., 

2008; Casey y Ingledew, 1986; Sakamoto y Murata, 2002) y recientemente se ha 

comprobado la importancia de la insaturación de los lípidos de membrana a la hora de 

hacer frente a estrés oxidativo en especies no-Saccharomyces (Vázquez et al., 2019).  

Por lo tanto, debido a la importancia de la capacidad de respuesta a estrés oxidativo 

durante la producción de LSA, decidimos estudiar los parámetros de respuesta a estrés 

mencionados anteriormente, así como la composición lipídica de especies 

seleccionadas. Todos los ensayos descritos a continuación se realizaron en células 

frescas, procedentes de cultivo en melaza, y en células deshidratadas a partir de las 

mismas condiciones. 
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2.1 Determinación del daño oxidativo sobre lípidos 

Como ya se ha mencionado en la Introducción, una de las principales consecuencias 

del estrés oxidativo es el daño directo sobre los lípidos de membrana. Para evaluar el 

efecto del estrés oxidativo al que se ven sometidas las levaduras a lo largo del proceso 

de producción de LSA se estudiaron los niveles de peroxidación lipídica a través de la 

medida de los niveles de malondialdehído (MDA) en células frescas y deshidratadas, tal 

y como se describe en el apartado 5.2.1 de Materiales y Métodos. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura R.2.1. Como se puede observar, 

todas las especies experimentaron un aumento significativo en los niveles de MDA tras 

el proceso de deshidratación. Este aumento seguramente sea debido al estrés oxidativo 

al que se ven sometidas las células durante el proceso de deshidratación. Si se analizan 

los valores obtenidos en las células frescas, se observa que no hubo grandes diferencias 

en la acumulación de MDA entre especies. S. bacillaris fue la única especie que 

presentó niveles de MDA superiores a los de la cepa control, mientras que K. 

wickerhamii y H. vineae presentaron niveles ligera pero significativamente inferiores. 

 

 

Figura R.2.1: Niveles de peroxidación (pmol de MDA / mg de células) en células frescas (barras 

azules) y células deshidratadas (barras amarillas). Las barras de error corresponden a la 

desviación estándar de tres experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias 

significativas entre especies y diferencias estadísticamente significativas entre condiciones están 

marcadas con un asterisco (p < 0.05). 
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Si se analizan los valores obtenidos en biomasa deshidratada se vio que existen 

diferencias en los niveles totales de MDA entre especies (Figura R.2.1). Z. bailii, W. 

anomalus y S. bacillaris presentaron niveles similares a la cepa control, mientras que H. 

vineae, K. wickerhamii y T. delbrueckii presentaron niveles de MDA más bajos que el 

control en esta condición. Las especies que presentaron un mayor grado de 

peroxidación lipídica fueron M. pulcherrima y M. fructicola. Curiosamente estas dos 

especies fueron aquellas que presentaron los valores de viabilidad de la LSA más 

elevados, un resultado que en principio no estaría de acuerdo con el hecho de que 

presenten mayor daño oxidativo. Esta mayor peroxidación podría ser debida a su 

metabolismo respiratorio o, como se describe más adelante, a su composición lipídica. 

De forma similar, se puede observar que en especies con una viabilidad inferior a S. 

cerevisiae, como K. wickerhamii o H. vineae, los niveles de peroxidación son inferiores. 

Cuando se analiza el incremento de peroxidación lipídica asociado a la deshidratación 

(Tabla R.2.1), se observa que las especies en las que el porcentaje de aumento fue 

menor fueron S. bacillaris, K. wickerhamii y T. delbrueckii. Otras especies, como son Z. 

bailii o M. pulcherrima experimentaron un incremento significativamente mayor. Todo 

esto indica que, a pesar de tratarse de un buen indicador del daño oxidativo al que se 

ven sometidas las levaduras a lo largo del proceso de producción de LSA, la 

peroxidación lipídica no se puede tomar como el único parámetro de referencia a la hora 

de valorar el efecto del estrés oxidativo sobre la eficiencia tecnológica de las levaduras 

ya que no existe una relación directa entre los niveles de MDA y la viabilidad de la LSA. 

Además del metabolismo de cada una de las especies, otros factores pueden influir en 

una mayor peroxidación lipídica, por lo que es necesario profundizar en la 

caracterización de la respuesta a estrés oxidativo de estas especies para poder trazar 

una relación con el comportamiento tecnológico de cada una de ellas. 
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Tabla R.2.1: Factor de incremento del nivel de MDA en células deshidratadas, tomando como 

base el valor de las células frescas. Entre paréntesis se indica la desviación estándar de tres 

experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas entre especies 

(p < 0.05). 

 

 

2.2 Determinación de actividades enzimáticas de defensa antioxidante 

 2.2.1 Actividad catalasa 

La catalasa es la enzima encargada de catalizar la descomposición del peróxido de 

hidrógeno (H2O2) en oxígeno y agua, por lo que tiene un efecto directo en la eliminación 

de especies reactivas del oxígeno en el interior celular. La actividad catalasa se midió 

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 4.2.1 de Materiales y Métodos.  

Como se puede observar en la Figura R.2.2, entre las especies analizadas destaca 

la actividad extraordinariamente elevada detectada en ambas condiciones en M. 

pulcherrima, M. fructicola y S. bacillaris, un orden de magnitud superior al resto. Más 

allá de estas tres especies, se puede observar como la actividad catalasa en células 

frescas de K. wickerhamii, H. vineae y W. anomalus es menor que en la cepa de 

referencia, mientras que la actividad catalasa de T. delbrueckii fue superior (Figura 

R.2.2.B). Tras la deshidratación, en general, se observa una clara inducción de la 

actividad catalasa como respuesta a un mayor estrés oxidativo. Igual que ocurría en la 

biomasa fresca, la actividad catalasa detectada en células deshidratadas de M. 

pulcherrima, M. fructicola y S. bacillaris es diez veces superior a la del resto de especies. 

En lo que se refiere al resto de especies, en células deshidratadas la actividad de Z. 

bailii y T. delbrueckii fue ligeramente superior a la del control, mientras que en K. 

Especie
Factor de 

incremento

S. cerevisiae 4.91 ( 0.79) ab

Z. bailii 5.93 ( 0.80) a

T. delbrueckii 3.30 ( 0.69) bc

K. wickerhamii 3.03 ( 0.53) c

W. anomalus 3.98 ( 1.24) bc

H. vineae 5.48 ( 0.35) ab

M. pulcherrima 6.36 ( 0.72) ab

M. fructicola 5.40 ( 0.39) ab

S. bacillaris 2.89 ( 0.08) c
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wickerhamii, H. vineae y W. anomalus los valores de actividad se mantuvieron por 

debajo de los de S. cerevisiae.   

 

 

 

Figura R.2.2: Actividad catalasa en biomasa fresca (barras azules) y biomasa deshidratada 

(barras amarillas). El panel A) recoge los valores de actividad de todas las especies analizadas 

en ambas condiciones. El panel B) muestra un detalle de aquellas especies con valores de 

actividad más bajos. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de tres 

experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas entre especies 

y diferencias estadísticamente significativas entre condiciones están marcadas con un asterisco 

(p < 0.05). 
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El factor de incremento de actividad entre condiciones varía entre las diferentes 

especies (Tabla R.2.2). Resulta especialmente interesante que aquellas especies con 

una mayor actividad (M. pulcherrima, M. fructicola y S. bacillaris) fueron las que 

presentaron incrementos más reducidos. En estos casos, parece que la elevada 

actividad basal, seguramente promovida por un metabolismo respiratorio, hace 

innecesaria una mayor inducción de esta actividad enzimática, ya que las células se 

encuentran en todo momento preparadas para eliminar el H2O2 presente en el interior 

celular. De entre las especies con niveles más bajos de actividad, T. delbrueckii y W. 

anomalus presentaron un incremento similar al de las especies anteriormente 

mencionadas tras la deshidratación, lo cual es especialmente significativo en el caso de 

W. anomalus en vista de los bajos niveles basales de actividad, lo que indicaría una 

pobre predisposición y respuesta al estrés oxidativo al que se ven sometidas las células. 

El resto de especies presentaron incrementos de la actividad más elevados y similares 

al de S. cerevisiae, siendo especialmente destacable el caso de Z. bailii, que presentó 

una inducción mayor que la detectada en la cepa de referencia. 

Una elevada actividad catalasa basal, y su posterior inducción adecuada tras la 

deshidratación, están relacionadas con una mayor viabilidad de la LSA en cepas de S. 

cerevisiae (Gamero-Sandemetrio et al., 2014). Sin embargo, la catalasa es solo uno de 

los múltiples mecanismos de respuesta a estrés oxidativo de los que dispone la célula, 

por lo que resulta difícil trazar una única relación entre actividad catalasa y 

comportamiento tecnológico. A pesar de esto, esta relación queda patente en el caso 

de M. pulcherrima, M. fructicola y S. bacillaris, que presentaron niveles 

extraordinariamente elevados de actividad catalasa y cuya viabilidad fue la más elevada 

tras la deshidratación. Los resultados aquí obtenidos constatan la elevada actividad 

catalasa de M. pulcherrima propuesta por Mestre Furlani et al., (2017) en base a la 

capacidad de esta especie por crecer en presencia de H2O2. En el resto de especies no-

Saccharomyces la relación entre actividad catalasa y viabilidad no es tan clara. El caso 

de Z. bailii y T. delbrueckii se vio que el comportamiento en deshidratación y sus valores 

de actividad catalasa son similares a los de S. cerevisiae. A pesar de la inducción de la 

actividad catalasa observada en K. wickerhamii o H. vineae, esta no parece ser 

suficiente para mantener una viabilidad elevada tras la deshidratación, probablemente 

porque incluso en esas condiciones los niveles de actividad son muy bajos. 
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Tabla R.2.2: Factor de incremento de la actividad catalasa en células deshidratadas, tomando 

como base el valor de las células frescas. Entre paréntesis se indica la desviación estándar de 

tres experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas entre 

especies (p < 0.05). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Especie
Factor de 

incremento

S. cerevisiae 2.02 ( 0.33) b

Z. bailii 3.73 ( 0.91) a

T. delbrueckii 1.46 ( 0.11) c

K. wickerhamii 2.47 ( 0.67) ab

W. anomalus 1.76 ( 0.49) bc

H. vineae 2.13 ( 0.22) b

M. pulcherrima 1.76 ( 0.65) bc

M. fructicola 1.42 ( 0.38) bc

S. bacillaris 1.69 ( 0.86) bc
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2.2.2 Actividad glutatión reductasa 

La glutatión reductasa (GR) es la enzima encargada de catalizar la reducción del 

glutatión oxidado y formar glutatión reducido, un proceso crítico para el mantenimiento 

del ambiente reductor en el interior celular. La actividad glutatión reductasa se midió 

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 4.2.2 de Materiales y Métodos. 

 

 

Figura R.2.3: Actividad glutatión reductasa en células frescas (barras azules) y células 

deshidratadas (barras amarillas). Las barras de error corresponden a la desviación estándar de 

tres experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas entre 

especies y diferencias estadísticamente significativas entre condiciones están marcadas con un 

asterisco (p < 0.05). 

 

La actividad glutatión reductasa fue muy variable entre las diferentes especies, como 

puede observarse en la Figura R.2.3. En células frescas todas las especies no-

Saccharomyces presentaron valores de actividad GR más elevados que los de la cepa 

control, siendo H. vineae y las dos especies del género Metschnikowia las que 

presentaron una mayor actividad, mientras que Z. bailii, T. delbrueckii, K. wickerhamii, 

W. anomalus y S. bacillaris presentaron valores de actividad basal inferiores a estas, 

pero superiores a S. cerevisiae. A pesar de las diferencias en los niveles de actividad 

basal, tras la deshidratación se produjo un aumento de la actividad GR comparable entre 

todas las especies no-Saccharomyces y significativamente mayor en el caso de S. 

cerevisiae (Tabla R.2.3). El aumento de la actividad GR tras la deshidratación sugiere 
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un aumento del estrés oxidativo endógeno, que coincide con el aumento de la 

peroxidación lipídica observado en estas condiciones. Además, el mayor incremento 

detectado en S. cerevisiae indica una mayor capacidad de respuesta de esta especie al 

aumento de los niveles de glutatión oxidado, permitiendo así que este permanezca en 

su forma reducida y que las funciones celulares no se vean afectadas. El menor 

incremento observado en las especies no-Saccharomyces podría ser explicado por su 

elevada actividad basal, que en algunos casos (H. vineae, M. pulcherrima y M. fructicola) 

es comparable a la actividad GR tras la deshidratación de la cepa control. De cualquier 

modo, a pesar del menor factor de incremento, en estas tres especies y en S. bacillaris 

la actividad total en células deshidratadas fue superior a la de la cepa control. No ocurre 

así en el resto de especies, en las que el pobre factor de incremento hace que los valores 

totales de actividad en células deshidratadas sean inferiores (Z. bailii, T. delbrueckii) o 

comparables (K. wickerhamii, W. anomalus) a los de S. cerevisiae. En cualquier caso, 

en este último grupo de especies los valores de actividad GR fueron similares entre 

condiciones, lo cual indicaría una pobre capacidad de respuesta a los cambios en los 

niveles de glutatión oxidado que se acumulan en el interior celular como consecuencia 

del estrés oxidativo. En apartados posteriores se analizan los niveles de glutatión en 

ambas condiciones. Es posible, que la baja acumulación de glutatión total y oxidado de 

algunas de estas especies, en especial Z. bailii, T. delbrueckii y W. anomalus, haga 

innecesaria una actividad GR elevada. 

 

Tabla R.2.3: Factor de incremento de la actividad glutatión reductasa en células deshidratadas, 

tomando como base el valor de las células frescas. Entre paréntesis se indica la desviación 

estándar de tres experimentos independientes.  Diferentes letras indican diferencias significativas 

entre especies (p < 0.05). 

 

Especie
Factor de 

incremento

S. cerevisiae 5.31 ( 0.14) a

Z. bailii 1.29 ( 0.75) b

T. delbrueckii 1.34 ( 0.51) b

K. wickerhamii 1.36 ( 0.25) b

W. anomalus 2.35 ( 0.51) b

H. vineae 1.42 ( 0.20) b

M. pulcherrima 1.55 ( 0.38) b

M. fructicola 1.37 ( 0.23) b

S. bacillaris 2.09 ( 0.52) b
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2.3 Determinación de metabolitos intracelulares de protección frente a estrés 

Además de los mecanismos enzimáticos de defensa, como ya se ha mencionado en 

la Introducción, también existen mecanismos no enzimáticos que ayudan a combatir el 

estrés oxidativo y a mantener un correcto balance redox en el interior celular. Se 

procedió a la determinación de los niveles de trehalosa y de las diversas formas de 

glutatión como representantes de este tipo de metabolitos protectores frente a estrés 

oxidativo. 

 2.3.1 Niveles de trehalosa 

La trehalosa es un disacárido ampliamente distribuido en la naturaleza y cuyo papel 

como protector frente a condiciones de estrés ha sido estudiado en detalle, como se ha 

mencionado en la Introducción. Los niveles de trehalosa se analizaron según lo descrito 

en el apartado 5.2.2 de Materiales y Métodos. En la Figura R.2.4 se puede observar la 

gran variabilidad existente en la acumulación de trehalosa entre especies. T. delbrueckii 

y S. bacillaris fueron las únicas dos especies que acumularon niveles de trehalosa 

similares a los de la cepa comercial en células frescas. En el resto de especies los 

niveles de trehalosa fueron muy bajos, y en el caso de K. wickerhamii y H. vineae no se 

llegó a detectar trehalosa. La deshidratación resultó en un aumento de la acumulación 

de trehalosa en prácticamente todas las especies. En los únicos casos en los que no se 

detectaron diferencias significativas entre condiciones fue en Z. bailii, cuyos niveles de 

trehalosa se mantuvieron cercanos a cero, y en K. wickerhamii y H. vineae en las que 

tampoco fuimos capaces de detectar trehalosa tras la deshidratación. En células 

deshidratadas, S. cerevisiae presentó los niveles de trehalosa más elevados, seguida 

de aquellas especies que también presentaron niveles elevados en células frescas (T. 

delbrueckii y S. bacillaris). En W. anomalus, M. pulcherrima y M. fructicola se observó 

una acumulación significativamente mayor de trehalosa como consecuencia de la 

deshidratación, aunque los niveles totales siguieron siendo muy bajos en relación a la 

cepa control (incluso inferiores a los observados en células frescas de S. cerevisiae). 

Cabe destacar que, a pesar de que los niveles totales de trehalosa en estas especies 

fueron bajos, el factor de incremento entre ambas condiciones es muy superior (M. 

pulcherrima y M. fructicola) o similar (W. anomalus) al de S. cerevisiae (Tabla R.2.4). 
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Figura R.2.4: Acumulación de trehalosa en células frescas (barras azules) y células 

deshidratadas (barras amarillas). Las barras de error corresponden a la desviación estándar de 

tres experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas entre 

especies y diferencias estadísticamente significativas entre condiciones están marcadas con un 

asterisco (p < 0.05). 

 

Tabla R.2.4: Factor de incremento de los niveles de trehalosa en células deshidratadas, tomando 

como base el valor de las células frescas. Entre paréntesis se indica la desviación estándar de 

tres experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas entre 

especies (p < 0.05). 
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Especie
Factor de 

incremento

S. cerevisiae 6.18 ( 0.79) b

Z. bailii 2.91 ( 1.84) d

T. delbrueckii 4.10 ( 0.43) c

K. wickerhamii No detectable

W. anomalus 5.38 ( 3.09) bcd

H. vineae No detectable

M. pulcherrima 27.55 ( 11.13) a

M. fructicola 26.28 ( 4.32) a

S. bacillaris 2.05 ( 0.46) d
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La trehalosa juega un papel clave en la tolerancia a la deshidratación (Dupont et al., 

2014; Eleutherio et al., 2015; Rapoport et al., 2019). Nuestros resultados muestran las 

grandes diferencias existentes en los niveles de trehalosa entre especies. La ausencia 

de trehalosa en K. wickerhamii y H. vineae es, probablemente, uno de los factores 

determinantes en su baja viabilidad. Sin embargo, otras especies con una acumulación 

de trehalosa baja en términos absolutos, como es el caso de M. pulcherrima y M. 

fructicola, presentaron valores muy elevados de viabilidad. No obstante, en dichas cepas 

existe activación de la síntesis en respuesta a la deshidratación, lo que indica que los 

mecanismos de respuesta existen y son efectivos. Este hecho constata la complejidad 

de la respuesta a estrés, en la que intervienen múltiples factores que pueden llegar a 

compensar la falta de otros mecanismos a priori vitales para la supervivencia al proceso 

de deshidratación. 

Con el fin de profundizar en la caracterización del papel de la trehalosa durante la 

deshidratación decidimos analizar la presencia de genes con homología de secuencia 

a los del metabolismo de la trehalosa de S. cerevisiae en las especies no-

Saccharomyces, a partir de los datos genómicos disponibles para cada una de ellas. Se 

analizó la presencia de los genes TPS1, TPS2, TSL1 (codificantes de las proteínas 

componentes del complejo trehalosa sintasa), NTH1 y ATH1 (codificantes de las 

trehalasas neutra y ácida, respectivamente) mediante la interfaz online de la herramienta 

de análisis BLAST del NCBI.  

En la Tabla 2.5 se recogen los resultados derivados de la búsqueda de genes 

ortólogos en las distintas especies. En ella se representa el porcentaje de cobertura de 

la secuencia de cada uno de los genes en las especies estudiadas, así como la identidad 

de secuencia sobre la región que presenta cobertura. En las especies Z. bailii, T. 

delbrueckii, las más cercanas filogenéticamente a S. cerevisiae (Shen et al., 2016), se 

encontraron secuencias homólogas con un alto porcentaje de identidad para todos los 

genes analizados. Del mismo modo, en W. anomalus también se encontraron 

secuencias con un alto porcentaje de similitud con las de TPS1, TPS2 y NTH1, y un 

porcentaje menor (29 – 30 %) para TSL1 y ATH1. Cabe destacar que K. wickerhamii y 

H. vineae, en las que se fue incapaz de detectar trehalosa, presentan secuencias con 

alto porcentaje de homología a las de la mayoría de los genes (todos salvo ATH1 en K. 

wickerhamii y ATH1 y TSL1 en H. vineae), lo cual indica que disponen de la maquinaria 

celular para la síntesis y el metabolismo de la trehalosa, pero que no la producen bajo 

las condiciones ensayadas, o si lo hacen, los niveles totales son muy bajos. Cabe 

destacar que en S. cerevisiae, la trehalosa se acumula cuando las células empiezan a 

acercarse a la fase estacionaria del crecimiento, además de en condiciones de estrés 
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(revisado en Eleutherio et al., 2015), por lo que existe la posibilidad de que no se 

consiguiera detectar trehalosa en células frescas por no haber alcanzado las células un 

estado de crecimiento lo suficientemente avanzado como para comenzar a sintetizarla. 

No obstante, es muy destacable que tras la deshidratación los niveles totales sigan 

siendo tan bajos (o nulos) en la mayoría de las especies, dada la importancia de este 

metabolito en la protección frente a la deshidratación en S. cerevisiae. Por otro lado, en 

M. pulcherrima, M. fructicola y S. bacillaris tan solo se encontraron secuencias similares 

a la de TPS1. Si nos fijamos en el resto de genes, en M. pulcherrima, M. fructicola se 

encontraron secuencias con un bajo porcentaje de homología a las de TPS2, TSL1 y 

NTH1 (entre el 35 - 10 %), mientras que en el caso de ATH1 no se encontraron 

secuencias homólogas en ninguna de las especies. Es especialmente significativo el 

caso de S. bacillaris. En esta especie se consiguieron detectar niveles de trehalosa 

relativamente elevados en las condiciones ensayadas, lo que parece indicar que 

dispone de la maquinaría celular de síntesis de este disacárido. Sin embargo, no se 

encontraron secuencias homólogas a las de los genes TPS2, TSL1, NTH1 y ATH1 de 

S. cerevisiae. Es posible que en aquellos casos en los que no se consiguieron encontrar 

secuencias homólogas fuera debido al precario nivel de ensamblaje de las secuencias 

disponibles. No obstante, como se ha mencionado, el gen TPS1 se encuentra en todas 

las especies, lo cual tiene sentido si se tiene en cuenta que codifica la trehalosa6-fosfato 

sintasa, enzima que cataliza la formación de trehalosa-6-fosfato a partir de la glucosa, y 

que este metabolito tiene un papel regulador fundamental sobre la actividad 

hexoquinasa, asegurando una correcta regulación del flujo glicolítico (Blázquez et al., 

1993; François y Parrou, 2001). 
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Tabla R.2.5: Análisis de la presencia de genes del metabolismo de la trehalosa en especies no-

Saccharomyces. El porcentaje de cobertura de secuencia y de identidad (columnas) se 

obtuvieron mediante un análisis con la herramienta BLAST del NCBI. En verde se marcan los 

genes con un porcentaje de homología mayor del 50 %, en amarillo aquellos entre el 50 y el 10 

% y en rojo los genes para los que no se encontró homología. 

 

 

Con el fin de ampliar el estudio de la maquinaria celular para la síntesis de trehalosa 

en las especies no-Saccharomyces analizadas, se decidió realizar un análisis 

comparativo de la secuencia de la proteína Tps1 de S. cerevisiae con las secuencias 

homólogas presentes en los genomas secuenciados de las especies no-

Saccharomyces. En la Figura R.2.5 se recoge el alineamiento de dichas secuencias, 

obtenido mediante la herramienta de alineamiento de secuencias múltiples Clustal 

Omega, así como el árbol filogenético derivado de dicho alineamiento. Como cabría 

esperar, en base a los datos anteriormente presentados acerca de la homología de 

secuencia del gen TPS1, todas las especies presentan proteínas con una elevada 

homología a lo largo de toda la secuencia y dominios muy conservados respecto a la 

proteína Tps1p de S. cerevisiae. Por ello, parece claro que todas las especies 

analizadas disponen de proteínas ortólogas con estructura y función homólogas a S. 

cerevisiae para la síntesis de, al menos, el precursor de la trehalosa, la trehalosa-6-

fosfato. El árbol filogenético obtenido a partir de las secuencias analizadas (Figura 

R.2.5.B) se ajusta relativamente al árbol filogenético del subfilo Saccharomycotina 

mostrado en la Introducción (Figura I.1). Especies filogenéticamente cercanas, como las 

dos especies del género Metschnikowia o S. cerevisiae, Z. bailii y T. delbrueckii, se 

encuentran cercanas entre sí, mientras que S. bacillaris, la especie más alejada 

TPS1 TPS2 TSL1 NTH1 ATH1

Cobertura 

secuencia 

problema

(%)

Identidad de 

secuencia 

(%)

Cobertura 

secuencia 

problema

(%)

Identidad de 

secuencia 

(%)

Cobertura 

secuencia 

problema

(%)

Identidad de 

secuencia 

(%)

Cobertura 

secuencia 

problema

(%)

Identidad de 

secuencia 

(%)

Cobertura 

secuencia 

problema

(%)

Identidad de 

secuencia 

(%)

Z. bailii 93 74.4 90 69.9 61 68 98 70.5 58 71

T. delbrueckii 94 77,5 84 72 60 68 98 72.2 71 68

K. wickerhamii 93 74 83 68.5 57 65 83 65.1 35 70.1

W. anomalus 88 70.5 82 65 29 66.7 80 69.3 30 65.3

H. vineae 93 71.44 68 65.4 34 66.2 80 65.1 13 70.7

M. pulcherrima 91 68.2 32 65 15 70.5 31 69.2

M. fructicola 92 68.3 32 70 15 71.3 17 73.6

S. bacillaris 40 66.5
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filogenéticamente del resto, es la que presenta una mayor divergencia. El análisis de la 

homología de secuencia de Tps1p ha dejado patente que se trata de una proteína 

altamente conservada entre las levaduras analizadas, y probablemente en todas las 

levaduras de este subfilo. El elevado grado de conservación de esta proteína a lo largo 

de todas las especies analizadas entra dentro de lo esperado, en base a su papel 

regulador sobre la actividad hexoquinasa y a la represión por glucosa y a la importancia 

de la trehalosa en la respuesta a estrés. Estas observaciones, junto con lo expuesto en 

referencia a la homología de secuencia con el resto de genes del metabolismo de la 

trehalosa, indican que las especies analizadas parecen disponer de la maquinaria 

celular necesaria para la síntesis de trehalosa. No obstante, como se ha visto, bajo las 

condiciones de cultivo ensayadas, algunas de las especies analizadas no parecen 

acumular trehalosa (K. wickerhamii y H. vineae) o, si lo hacen, es a niveles 

significativamente inferiores a los de S. cerevisiae incluso tras la deshidratación (Z. bailii, 

W. anomalus, M. pulcherrima y M. fructicola). Como ya se ha mencionado, es posible 

que los bajos niveles de trehalosa detectados se deban a que las células no se 

encuentran en el estado metabólico adecuado para su acumulación. En cualquier caso, 

en estas especies, la ausencia de trehalosa puede estar siendo compensado por otros 

factores, como la acumulación de otros metabolitos protectores o pequeñas hidrofilinas 

como Hsp12 (Koshland y Tapia, 2019) que en el caso de especies como M. pulcherrima 

o M. fructicola participarían en el mantenimiento de la elevada viabilidad. Esto no implica 

que en estas especies una mayor acumulación de trehalosa no pudiera potenciar 

todavía más la capacidad de hacer frente a las condiciones de estrés a las que se ven 

sometidas durante la propagación de LSA. 
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Figura R.2.5: Análisis comparativo de la secuencia de la proteína Tps1. A) Alineamiento múltiple 

de Tps1p y B) árbol filogenético obtenidos mediante Clustal Omega. 
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2.3.2 Niveles de glutatión 

El glutatión, como se ha mencionado en la introducción, es un cofactor necesario 

para la actividad de diversas enzimas implicadas en la protección redox, particularmente 

en la protección frente a la oxidación de proteínas. Se analizaron los niveles de glutatión 

total, reducido y oxidado según lo descrito en el apartado 5.2.3 de materiales y métodos. 

Como se puede observar en la Figura R.2.6.A, los niveles de glutatión total (GSHTOT) 

variaron entre especies y condiciones. En general, la biomasa fresca de las levaduras 

no-Saccharomyces presentó niveles de GSHTOT inferiores a los de la cepa control, 

únicamente K. wickerhamii y M. fructicola presentaron niveles superiores, mientras que 

los niveles detectados en M. pulcherrima fueron similares a los del control. La 

deshidratación supuso cambios en los niveles de GSHTOT de prácticamente todas las 

especies. En S. cerevisiae se observa un ligero descenso, igual que ocurrió en K. 

wickerhamii y W. anomalus. Por el contrario, en M. pulcherrima, M. fructicola y S. 

bacillaris se observó un claro aumento de los niveles de glutatión, mientras que en Z. 

bailii, T. delbrueckii y H. vineae no se detectó ningún efecto de la deshidratación sobre 

la acumulación de este metabolito. Esto evidencia estrategias diferentes en lo que 

respecta a la consecución de los niveles adecuados de glutatión: unas especies optan 

por una mayor síntesis durante la aplicación del estrés, mientras que otras utilizan 

mecanismos alternativos que pueden consistir en un control diferente del estado redox 

del glutatión presente. 
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Figura R.2.6: Niveles de glutatión en células frescas (barras azules) y células deshidratadas 

(barras amarillas). A) Glutatión total. B) Glutatión oxidado. C) Glutatión reducido. D) Relación 

GSH/GSSG. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos 

independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas entre especies y diferencias 

estadísticamente significativas entre condiciones están marcadas con un asterisco (p < 0.05). 

 

Además de los niveles de glutatión total, se decidió estudiar los niveles de glutatión 

oxidado (GSSG) y glutatión reducido (GSH), dado que la distribución total entre sus dos 

formas, oxidada y reducida, es lo realmente importante para el mantenimiento del 

equilibrio redox celular. Como puede observarse en la Figura R.2.6.B los niveles de 

GSSG fueron variables entre especies en las dos condiciones estudiadas, siempre 

proporcionales a los niveles de GSHTOT. De nuevo, la mayoría de especies acumularon 

menos GSSG que S. cerevisiae en células frescas, salvo M. fructicola, que acumuló más 

GSSG, y M. pulcherrima que presentó niveles similares. Destaca el bajo nivel de GSSG 

detectado en células frescas K. wickerhamii, ya que esta especie presentó niveles de 

GSHTOT elevados. Los niveles de GSSG aumentaron en la mayoría de las especies 

como consecuencia de la deshidratación, lo cual está de acuerdo con un mayor estrés 

oxidativo endógeno en estas condiciones. La única especie en la que se detectaron 

niveles de GSSG más bajos que en biomasa fresca fue en W. anomalus, cabe 

mencionar que en esta especie los niveles de GSHTOT también disminuyeron tras la 

deshidratación, lo cual explicaría esta menor acumulación de GSSG. En H. vineae los 

niveles permanecen básicamente inalterados. 
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Igual que ocurre con el GSSG, los niveles de GSH reducido en células frescas fueron 

aproximadamente un reflejo del GSHTOT. En células frescas, K. wickerhamii y M. 

fructicola presentaron niveles superiores a S. cerevisiae, mientras que en el resto de 

especies se detectaron niveles similares (W. anomalus y M. pulcherrima) o inferiores (el 

resto) (Figura R.2.6.C). Tras la deshidratación se observó un claro aumento de los 

niveles de GSH en M. pulcherrima, M. fructicola y S. bacillaris, totalmente opuesto a la 

caída observada en células deshidratadas de S. cerevisiae, K. wickerhamii y W. 

anomalus. En Z. bailii, T. delbrueckii y H. vineae no se detectó ningún efecto de la 

deshidratación sobre los niveles de GSH. 

La relación GSH/GSSG es realmente el parámetro idóneo para determinar el estado 

redox de las levaduras y nos permite comparar más fácilmente entre especies en las 

que los niveles totales de glutatión varían significativamente. Como puede observarse 

en la Figura R.2.6.D, la relación en células frescas es superior a S. cerevisiae en Z. bailii, 

T. delbrueckii y K. wickerhamii, y similar en el resto de especies. En células 

deshidratadas S. cerevisiae y K. wickerhamii son las especies que tienen valores más 

bajos en este parámetro. La relación GSH/GSSG disminuyó tras la deshidratación en la 

cepa control y en Z. bailii, T. delbrueckii, K. wickerhamii y M. fructicola, aunque en esta 

última la caída fue menor. Una disminución en la relación GSH/GSSH indica un mayor 

estrés oxidativo endógeno como consecuencia de la deshidratación. En cambio, W. 

anomalus, H. vineae, M. pulcherrima y S. bacillaris presentaron un aumento de la 

relación GSH/GSSG tras la deshidratación. Tras la deshidratación se espera que los 

niveles de GSSG aumenten debido al estrés oxidativo al que se ven sometidas las 

células, sin embargo, estas son capaces de mantener una relación GSH/GSSG elevada 

mediante el reciclaje del GSSG a través de su actividad glutatión reductasa o la síntesis 

de GSH. Se puede observar que aquellas especies en las que la relación aumenta tras 

la deshidratación son las mismas que presentaron una elevada actividad GR basal, 

además de una inducción de la misma en células deshidratadas (Figura R.2.3). Mientras 

que especies con baja actividad o en las que no se observa inducción, la relación 

GSH/GSSG disminuye tras la deshidratación. 

La regulación del metabolismo del glutatión implica una compleja red de señalización 

que todavía no se comprende por completo. Sin embargo, su papel en la tolerancia a 

deshidratación se conoce desde hace años (Espindola et al., 2003). Como se ha 

mencionado, aquellas especies que presentaron mayor viabilidad tras la deshidratación, 

presentaron niveles elevados de GSHTOT y relación GSH/GSSG altos. Por otro lado, en 

especies que presentaron una viabilidad relativamente menor tras la deshidratación, se 

detectaron valores de relación GSH/GSSG bajos, un indicador de desequilibrios en el 
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balance redox. Este fue el caso de, por ejemplo, S. cerevisiae y T. delbrueckii, que se 

asemejan a los presentados por Câmara et al., (2019b). En estas especies, otros 

factores, como la elevada acumulación de trehalosa, pueden ayudar a mantener una 

buena viabilidad de la LSA. 

 

2.4 Análisis comparativo de especies no-Saccharomyces  

Con el fin de obtener una visión más global sobre las similitudes y diferencias entre 

especies se realizó un análisis comparativo de los parámetros redox anteriormente 

descritos en todas las especies. Los resultados obtenidos se muestran en forma de 

mapas de calor (Figura R.2.7), uno por cada condición analizada (células frescas y 

deshidratadas). Los valores representados son los valores de los diferentes parámetros 

redox normalizados frente a los obtenidos en S. cerevisiae, en escala logarítmica en 

base 2. Los parámetros cuyo valor es mayor que en el control aparecen representados 

en rojo, mientras que los que presentan un valor menor que en el control aparecen 

representados en verde. Las especies se agruparon en base a su distancia euclídea.  

Si se analiza el heatmap obtenido a partir de los datos de células frescas (Figura 

R.2.7.A) se puede ver que las especies con un mayor parecido a la cepa comercial son 

T. delbrueckii y S. bacillaris. Como se ha descrito en apartados anteriores, las tres 

especies presentaron comportamientos similares en condiciones de propagación de la 

biomasa. Por otro lado, como cabía esperar, las dos especies del género Metschnikowia 

aparecen agrupadas juntas, dado su comportamiento prácticamente idéntico. H. vineae 

y K. wickerhamii son las especies que tienen un comportamiento más diferenciado 

respecto de la cepa de referencia, particularmente por el efecto de la actividad catalasa 

y la diferente peroxidación de lípidos. 

El heatmap obtenido a partir de los datos de células deshidratadas (Figura R.2.7.B) 

muestra que especies cuyo comportamiento tecnológico de la LSA fue parecido 

comparten similitudes en los parámetros de respuesta a estrés oxidativo estudiados. 

Igual que se observó en células frescas, T. delbrueckii fue la especie que presentó 

mayor similitud a S. cerevisiae, como ya se ha mencionado, el comportamiento de la 

LSA de estas dos especies fue muy similar. Por otro lado, se encontró que aquellas 

especies que presentaron una elevada viabilidad tras la deshidratación (M. pulcherrima, 

M. fructicola y S. bacillaris) aparecen agrupadas juntas, todas ellas comparten una serie 

de rasgos, como son una elevada actividad catalasa, elevada actividad GR, altos niveles 

de glutatión y una relación GSH/GSSG elevado, que parecen ser determinantes para 

una buena supervivencia al proceso de deshidratación. Del mismo modo, se observó 
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que especies con un pobre comportamiento tras la deshidratación (K. wickerhamii y H. 

vineae) aparecen agrupadas juntas, estas especies comparten una baja actividad 

catalasa y niveles de glutatión menores o iguales a los del control, además de una menor 

cantidad de trehalosa, una característica común a prácticamente todas las especies 

estudiadas. Con todo, estos datos dejan patente la importancia de una óptima respuesta 

frente a estrés oxidativo a la hora de hacer frente a las condiciones desfavorables a las 

que las levaduras se ven sometidas durante el proceso de deshidratación. 

 

 

Figura R.2.7: Análisis comparativo de parámetros de defensa frente a estrés oxidativo 

(columnas) en A) células frescas y B) células deshidratadas. Se representa el Log2 de cada 

parámetro normalizado frente a S. cerevisiae. La leyenda de colores indica la variación de valores 

desde el más bajo (verde) al más alto (rojo). El agrupamiento de las especies se obtuvo mediante 

distancia euclídea. 
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2.5 Análisis de composición lipídica total 

Con el fin de profundizar en la caracterización de los diferentes parámetros 

bioquímicos con un papel en la protección frente a condiciones de estrés, se decidió 

realizar un estudio de la composición lipídica total de especies seleccionadas para ver 

el posible efecto que pudieran tener sus diferencias sobre la eficiencia tecnológica de 

las levaduras. Para estos ensayos se seleccionaron las especies H. vineae y M. 

pulcherrima debido a las diferencias extremas de comportamiento tras la deshidratación, 

que ya han sido descritas. Además, se mantuvo la cepa comercial Lalvin T73 de S. 

cerevisiae como referencia. Todos los ensayos de análisis de composición lipídica total 

fueron realizados en colaboración con el Dr. Nicolas Rozès de la Universitat Rovira i 

Virgili.  

 2.5.1 Determinación de ácidos grasos totales 

El contenido de ácidos grasos totales de las tres especies estudiadas se analizó 

según lo descrito en el apartado 5.3.1 de Materiales y Métodos. En la Figura R.2.8 se 

recogen los resultados obtenidos.  

En primer lugar, cabe mencionar que prácticamente no se detectaron cambios en la 

proporción de ácidos grasos entre la biomasa fresca (Figura R.2.8.A) y la biomasa 

deshidratada (Figura R.2.8.B) de ninguna de las especies. Sin embargo, las diferencias 

en el contenido de ácidos grasos entre especies fueron muy claras. En S. cerevisiae, 

como puede verse en la figura los ácidos grasos insaturados oleico (C18:1) y 

palmitoleico (C16:1) constituyeron la mayor parte del contenido en ácidos grasos, 

representando, cada uno de ellos, alrededor del 35 – 40 % del total. El ácido palmítico 

(C16) y esteárico (C18) fueron los ácidos grasos saturados más abundantes, 

representando, respectivamente, un 15 y un 5 % del total. También se detectaron 

porcentajes bajos de otros ácidos grasos (C8, C10, C12, C14 y C14:1). En H. vineae el 

ácido graso predominante fue el ácido palmitoleico (60%), presente en un porcentaje 

superior al detectado en las otras dos especies analizadas. En esta especie, además, 

se encontraron niveles de ácido palmítico (15 %) similares a las otras dos especies, pero 

su contenido en ácido oleico (20 %) fue significativamente inferior que en las otras dos 

levaduras. Además, también se encontraron pequeños porcentajes de otros ácidos 

grasos. Por último, en M. pulcherrima, al igual que ocurría en S. cerevisiae, el ácido 

graso más abundante fue el ácido oleico, aunque en este caso se encontró en mayor 

proporción (50 %). Además, M. pulcherrima fue la única de las tres especies en la que 

se detectaron ácidos grasos poliinsaturados. En concreto, el ácido linoleico (C18:2) fue 

el segundo ácido graso más abundante (25 %) en esta especie, y también se detectó, 
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pero en un bajo porcentaje, el ácido gamma-linoleico (C18:3). Por otro lado, M. 

pulcherrima presentó valores similares a las otras especies de ácido palmítico y el menor 

porcentaje de ácido palmitoleico. M. pulcherrima es rica en ácidos grasos C18, H. vineae 

en C16, mientras que S. cerevisiae es más equilibrada a ese respecto. 

 

 

 

Figura R.2.8: Ácidos grasos totales (%) en A) células frescas y B) células deshidratadas de S. 

cerevisiae, H. vineae y M. pulcherrima. Las barras de error corresponden a la desviación estándar 

de tres experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias estadísticamente 

significativas entre especies (p < 0.05). C8: ácido caprílico, C10: ácido cáprico, C12: ácido 

láurico, C14: ácido mirístico, C14:1: ácido miristoleico, C16: ácido palmítico, C16:1: ácido 

palmitoleico, C18: ácido esteárico, C18:1: ácido oleico, C18:2: ácido linoleico, C18:3: ácido 

gamma-linoleico. 

a
a a a a

a

b

a

b

b ba b a a a

a

a

b

c

b ba b a a a

a

c

b

a

a

a

0

10

20

30

40

50

60

70

C8 C10 C12 C14 C14:1 C16 C16:1 C18 C18:1 C18:2 C18:3

Á
c
id

o
s
 g

ra
s
o

s
 t

o
ta

le
s
 (

%
)

S. cerevisiae H. vineae M. pulcherrima

A) Células frescas

B) Células deshidratadas

a a a a a

a

b

a

b

b bb b
a

a a

a

a

ab

c

b bb b a a a

b

c

b

a

a

a

0

10

20

30

40

50

60

70

C8 C10 C12 C14 C14:1 C16 C16:1 C18 C18:1 C18:2 C18:3

Á
c
id

o
s
 g

ra
s
o

s
 t

o
ta

le
s
 (

%
)

S. cerevisiae H. vineae M. pulcherrima



Resultados y Discusión 
 

122 
 

 2.5.2 Determinación de esteroles totales 

El contenido de esteroles totales de las tres especies estudiadas se analizó según lo 

descrito en el apartado 5.3.2 de Materiales y Métodos. En la Figura R.2.9 se recogen 

los resultados obtenidos.  

Del mismo modo que ocurría con los ácidos grasos, no se observaron cambios en 

los porcentajes de esteroles entre las dos condiciones estudiadas. Sin embargo, sí que 

se detectaron diferencias significativas entre especies. En los tres casos el esterol más 

abundante fue el ergosterol, como cabía esperar, si bien, el porcentaje de ergosterol 

detectado fue mayor en M. pulcherrima (85 %) que en S. cerevisiae y H. vineae (70 %). 

Además del ergosterol, en S. cerevisiae se encontraron otros esteroles, siendo el 

segundo más abundante el zimosterol (10 %). En H. vineae se encontró relativa 

abundancia de escualeno (8 %) y de lanosterol (10 %). Por último, en M. pulcherrima el 

único otro esterol que apareció en un porcentaje importante fue el ergosta-8,22-dienol 

(8 %). 
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Figura R.2.9: Esteroles totales (%) en A) células frescas y B) células deshidratadas de S. 

cerevisiae, H. vineae y M. pulcherrima. Las barras de error corresponden a la desviación estándar 

de tres experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias estadísticamente 

significativas entre especies (p < 0.05). SQ: escualeno, ZYM: zimosterol, ERG: ergosterol, IG: 

ignosterol, ERG8: ergost-8-enol, EPI: episterol, CAMP: campesterol, PSE: 24,24-

dihidrolanosterol, TRIA: ergosta-4,5,22-triene-3-one, LST: lanosterol, 4.4DIM: 4,4-Dimetilcolesta-

8,14-dienol, 16: Ergosta-8,22-dienol. 

 

Como ya se ha mencionado en la Introducción y se ha descrito en apartados 

anteriores, el estrés oxidativo tiene un efecto directo sobre los lípidos de membrana. 

Además, la composición de la membrana influye en la capacidad de las células de 

adaptarse a cambios en las condiciones de crecimiento y a condiciones de estrés. Para 

ello es especialmente importante la fluidez de membrana, determinada por el grado de 

insaturación y el contenido en ergosterol. El estudio de la composición lipídica reveló 

grandes diferencias entre las tres especies analizadas, pero no cambios durante el 

proceso de deshidratación. Esto parece indicar que durante el proceso de 

deshidratación no se produce una reordenación del metabolismo lipídico, lo que sugiere 

que el estado de la membrana al iniciar el proceso puede ser determinante, o que la 

presencia de lípidos externos puede contribuir al aumento de la viabilidad. El proceso 

de deshidratación parece ser más breve que el tiempo requerido para renovar la 

composición lipídica de la membrana, que podría ser un mecanismo adaptativo más a 

largo plazo, o que dependa de un crecimiento activo de la superficie celular durante la 

división. Los valores obtenidos en el análisis de composición de ácidos grasos 
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pulcherrima (Vázquez et al., 2019). Hasta el momento no existen datos publicados 

acerca de la composición lipídica de H. vineae, pero de acuerdo con Rozès et al., (1992), 

esta se asemeja mucho a otras especies del género Hanseniaspora. De hecho, los 

porcentajes de ácido palmitoleico (C16:1) y oleico (18:1) son equivalentes a los de H. 

uvarum (CBS 5914). Como se ha mencionado, M. pulcherrima fue la única especie en 

la que se detectaron ácidos grasos poliinsaturados, los cuales confieren fluidez a la 

membrana y ayudan a la célula a adaptarse rápidamente a condiciones de estrés, esto, 

sumado a los parámetros de defensa frente estrés antioxidante anteriormente 

comentados, explicaría el buen comportamiento de esta especie tras la deshidratación. 

Además, un mayor porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados podría explicar la mayor 

peroxidación lipídica observada en esta especie, ya que membranas ricas en ácidos 

grasos poliinsaturados son más sensibles a la peroxidación que aquellas con mayor 

porcentaje de ácidos grasos monoinsaturados (Ayala et al., 2014; Howlett y Avery, 

1997). S. cerevisiae no es capaz de producir ácidos grasos poliinsaturados (Stukey et 

al., 1990), pero su contenido en ácido oleico es elevado, mucho mayor que el detectado 

en H. vineae, en la que el ácido palmitoleico fue el predominante. El ácido oleico ha sido 

empleado para mitigar estrés oxidativo en fermentaciones vínicas (Landolfo et al., 2010), 

mientras que el ácido palmitoleico ha sido relacionado con una mayor rigidez de 

membrana (Redón et al., 2009), lo cual ayudaría a explicar las diferencias de 

comportamiento observadas entre estas especies. Cabe destacar que M. pulcherrima, 

bajo las condiciones de cultivo adecuadas, como son pH bajo, estrés por frío o por 

ayuno, es considerada una levadura oleaginosa, capaz de producir altos porcentajes de 

lípidos (Santamauro et al., 2014), una cualidad que permite la producción de grandes 

cantidades de un aceite de composición similar al aceite de palma en cultivos semi-

continuos (Abeln y Chuck, 2019). No obstante, las condiciones de cultivo necesarias 

para la elevada producción de lípidos difieren de las empleadas, lo que explicaría que 

bajo las condiciones de trabajo el contenido total de ácidos grasos sea similar entre las 

tres especies. 

Los esteroles también son importantes para el mantenimiento de la integridad y la 

fluidez de la membrana (Daum et al., 1998). El ergosterol, el principal esterol en 

levaduras, es necesario frente a condiciones de estrés oxidativo, ya que mutantes 

incapaces de sintetizarlo son hipersensibles a este estrés (Higgins et al., 2003). De 

nuevo, M. pulcherrima presentó el mayor porcentaje de ergosterol, lo cual, en 

combinación con su composición en ácidos grasos, hace que esté mejor preparada para 

hacer frente a los cambios y condiciones de estrés asociados al proceso de propagación 

de biomasa. S. cerevisiae y H. vineae presentaron niveles de ergosterol similares, sin 
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embargo, ya se han comentado las múltiples diferencias detectadas entre ambas, que 

ayudan a explicar las grandes diferencias de comportamiento tecnológico observadas. 

 

2.6 Discusión general 

El estrés oxidativo al que se ven sometidas las células durante la propagación de 

biomasa es uno de los principales causantes de la pérdida de viabilidad y eficiencia 

tecnológica de la LSA. Por ello se decidió realizar una caracterización de la capacidad 

de respuesta a estrés de las levaduras no-Saccharomyces. Los parámetros 

seleccionados están basados en el trabajo de Gamero-Sandemetrio et al., (2014), en el 

que se determinó que la combinación de niveles altos de trehalosa, niveles bajos de 

GSSG, elevada actividad catalasa basal e inducción de la actividad catalasa y glutatión 

reductasa después de la deshidratación correlacionaban con bajos niveles de daño 

macromolecular y una mejor eficiencia tecnológica en S. cerevisiae. En vista de las 

diferencias observadas entre las especies estudiadas, se puede especular que la 

respuesta a estrés oxidativo en levaduras no-Saccharomyces puede no ser equivalente 

a la de S. cerevisiae. Por tanto, el comportamiento descrito como idóneo en cepas de 

S. cerevisiae no tiene que reproducirse necesariamente en levaduras no convencionales 

con un buen comportamiento en condiciones de producción de LSA. Los resultados 

presentados en este apartado prueban la complejidad de la respuesta a estrés oxidativo 

y de la tolerancia a la deshidratación 

Las grandes diferencias entre especies quedan patentes si se analizan, por ejemplo, 

la actividad catalasa o la acumulación de trehalosa. Las tres especies que presentaron 

mayor viabilidad de la LSA (M. pulcherrima, M. fructicola y S. bacillaris) presentaron 

niveles de actividad catalasa diez veces superiores a los del resto de especies, incluida 

la S. cerevisiae comercial. Cabría esperar, por tanto, que estos elevados niveles de 

actividad catalasa estén directamente relacionados con la elevada viabilidad observada 

en estas especies, además de con su correcto crecimiento en presencia de H2O2, 

descrito anteriormente en este trabajo y reportado por Barbosa et al. (2018). Por otra 

parte, se observó que en las condiciones ensayadas la mayoría de especies no-

Saccharomyces no acumularon trehalosa (K. wickerhamii y H. vineae) o lo hicieron a 

niveles muy bajos (Z. bailii, W. anomalus, M. pulcherrima y M. fructicola). Únicamente 

T. delbrueckii y S. bacillaris presentaron niveles semejantes a los de S. cerevisiae. Este 

disacárido tiene un papel clave en la supervivencia al proceso de deshidratación (Dupont 

et al., 2014; Koshland y Tapia, 2019; Rapoport et al., 2019) y su ausencia ayudaría a 

explicar el pobre comportamiento de especies como K. wickerhamii y H. vineae en estas 
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condiciones. Es significativo que las dos especies del género Metschnikowia 

prácticamente no acumulen trehalosa, teniendo en cuenta su elevada viabilidad. No 

obstante, hay que tener en cuenta que las especies que presentaron una menor 

acumulación de trehalosa son aquellas en las que en el tiempo de cultivo ensayado no 

habían consumido por completo la sacarosa, por lo que es probable que no se den las 

condiciones fisiológicas y metabólicas necesarias para su acumulación, dado que la 

acumulación de trehalosa se produce en condiciones de limitación de fuente de carbono 

y como respuesta a condiciones leves de estrés (Eleutherio et al., 2015). Esta hipótesis 

se apoya en el hecho de que la búsqueda de secuencias homólogas a los genes del 

metabolismo de la trehalosa de S. cerevisiae reveló que prácticamente todas las 

especies parecen disponer de la maquinaria celular necesaria para su síntesis. Es 

especialmente significativo el caso del gen TPS1, para el que se han encontrado 

secuencias altamente conservadas con una elevada homología de secuencia con S. 

cerevisiae, que podría ser debido al papel regulador de la trehalosa-6-fosfato, 

sintetizada por Tps1p, sobre el flujo glicolítico. En aquellas especies en las que se 

produce una acumulación de trehalosa deficiente en respuesta a la deshidratación, su 

efecto podría estar siendo compensado por otros factores. Por otro lado, se ha podido 

observar que aquellas especies con un mejor comportamiento tecnológico presentaron 

niveles de glutatión total superiores a los detectados en la cepa comercial. Además, 

estos niveles de glutatión fueron acompañados de una relación GSH/GSSG elevada, 

explicada a su vez por la elevada actividad glutatión reductasa detectada en estas 

especies. 

A pesar de la dificultad de trazar un patrón de respuesta común entre especies, se 

han encontrado una serie de parámetros que parecen ir asociados a un mejor 

comportamiento tecnológico de la LSA. Así, se puede concluir que, las especies no-

Saccharomyces con una buena viabilidad comparten: una elevada actividad catalasa y 

glutatión reductasa, niveles elevados de glutatión y una relación GSH/GSSG elevada. 

Además de los parámetros estudiados, otros múltiples factores afectan a la capacidad 

de las células de adaptarse al proceso de propagación industrial. Profundizar en la 

caracterización de los mismos es de vital importancia para entender la capacidad de las 

distintas especies para hacer frente a las condiciones adversas a las que se ven 

sometidas durante la propagación y desecación de la biomasa. 

Uno de estos factores es la composición de la membrana lipídica. Para el estudio de 

la composición lipídica se seleccionaron las especies H. vineae y M. pulcherrima en 

base a las diferencias de comportamiento de la LSA. Como cabía esperar, existen 

notables diferencias en la composición lipídica entre especies. Por un lado, la membrana 
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de M. pulcherrima resultó ser rica en ácidos grasos mono y poliinsaturados, que 

confieren fluidez a la membrana y permiten que la célula se adapte a condiciones de 

estrés. Por otro lado, en S. cerevisiae y H. vineae no se detectaron poliinsaturaciones, 

pero el porcentaje de ácido oleico fue mayor en S. cerevisiae que en H. vineae. A las 

diferencias en el contenido en ácidos grasos se suma un mayor contenido de ergosterol 

en M. pulcherrima respecto al de las otras dos especies. Con todo, el estudio del 

contenido total de ácidos grasos y esteroles nos indica que M. pulcherrima posee una 

membrana altamente fluida, mientras que la de H. vineae sería más rígida. Estas 

diferencias ayudarían a explicar las diferencias de comportamiento entre ambas 

especies. 
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3. Efecto de la adición de aceites vegetales al medio de cultivo en la 

eficiencia tecnológica de levaduras no-Saccharomyces 

Los resultados presentados hasta el momento han dejado patente la importancia de 

la capacidad de respuesta a estrés oxidativo durante el proceso de propagación de 

biomasa. Se ha observado que las especies con una mejor capacidad de repuesta a 

estrés presentan un mejor comportamiento durante la deshidratación, resultando en una 

LSA provista de una mejor eficiencia tecnológica. Por tanto, la adición de compuestos 

químicos antioxidantes durante el crecimiento podría ser una buena alternativa para 

mejorar el comportamiento de aquellas especies con un peor desempeño tecnológico. 

Existen numerosas referencias sobre el efecto del crecimiento de S. cerevisiae en 

presencia de diferentes compuestos químicos puros antioxidantes, que en general 

resulta en una disminución del estrés oxidativo endógeno (Foued Amari et al., 2008; 

Landolfo et al., 2010; Wang et al., 2018) 

Debido a los posibles problemas derivados del uso de compuestos químicos puros 

en el campo de la alimentación, en trabajos anteriores de nuestro laboratorio se 

seleccionó el aceite de argán como compuesto antioxidante de grado alimentario 

candidato para mejorar el comportamiento tecnológico de cepas de S. cerevisiae. Como 

se ha comentado en la Introducción, el aceite de argán se caracteriza por ser rico en 

compuestos antioxidantes. Posee, por ejemplo, un elevado contenido en ácido oleico, 

además de otros componentes minoritarios como fenoles (ácido cafeico y ferúlico), 

tocoferoles (ɣ-tocoferol) y carotenoides (Cabrera-Vique et al., 2012; El Abbassi et al., 

2014). El cultivo de diferentes cepas de S. cerevisiae en presencia de aceite de argán 

resultó en una mejora de su crecimiento y de su capacidad fermentativa, así como en la 

mejora de los parámetros de defensa antioxidantes descritos anteriormente (Gamero-

Sandemetrio et al., 2019, 2015), demostrando así el carácter antioxidante de este aceite. 

En base a dichas observaciones decidimos incorporar el tratamiento con aceite de argán 

al crecimiento de las levaduras no-Saccharomyces y analizar su efecto sobre la 

eficiencia tecnológica de la LSA obtenida, así como sobre los parámetros de defensa 

frente a estrés oxidativo. Además, decidimos extender el análisis a otros aceites 

vegetales de grado alimentario, como son el aceite de oliva, de girasol, de maíz y de 

sésamo, cuya composición y capacidad antioxidante difiere de la del aceite de argán 

(Cabrera-Vique et al., 2012; Pellegrini et al., 2003), pero que podrían ser alternativas 

interesantes debido a su menor coste económico y a su alta disponibilidad. 

 



Resultados y Discusión 

129 
 

3.1 Efecto del tratamiento con aceite de argán sobre el crecimiento y la 

viabilidad de levaduras no-Saccharomyces 

En primer lugar, se determinó el efecto del tratamiento con aceite de argán sobre el 

crecimiento de las levaduras no-Saccharomyces. Tal y como se menciona en el 

apartado 2.1 de Materiales y Métodos, en base a lo expuesto por el fabricante (Natur 

Green, España) y la bibliografía (Cabrera-Vique et al., 2012) éste se añadió a una 

concentración de 12.7 µL/mL, para conseguir una concentración final de 6 mg/mL de 

ácido oleico en la melaza (Gamero-Sandemetrio et al., 2015). 

Como puede observarse en la Figura R.3.1 la presencia de aceite de argán resultó 

en un mayor crecimiento de S. cerevisiae, como era de esperar en base a los trabajos 

anteriormente mencionados. El aceite de argán también tuvo un efecto beneficioso 

sobre el crecimiento de Z. bailii, T. delbrueckii, K. wickerhamii, H. vineae, M. pulcherrima 

y M. fructicola, pero no se observó ningún efecto sobre el crecimiento de W. anomalus 

ni de S. bacillaris. 

 

 

Figura R.3.1: Crecimiento del cultivo (DO600) en melaza control (barras azules) y melaza 

suplementada con aceite de argán (barras naranjas) tras 24 h a 30 ºC. Las barras de error 

corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. Diferencias 

estadísticamente significativas entre condiciones están marcadas con un asterisco (*) (p < 0.05). 
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Una vez determinado el efecto del aceite de argán sobre el crecimiento de las 

levaduras se decidió estudiar su efecto sobre la viabilidad de la biomasa así obtenida. 

Los resultados obtenidos se recogen en la Figura R.3.2. Para la mayoría de especies 

analizadas, el aceite de argán no presentó ningún efecto sobre la viabilidad celular, 

únicamente se observó un aumento de la viabilidad en W. anomalus y H. vineae. En el 

caso de W. anomalus la viabilidad aumentó notablemente, hasta aproximadamente un 

70 % de células viables, un valor que es prácticamente el doble del observado en células 

sin tratar y superior al de la cepa comercial de S. cerevisiae. Por otro lado, a pesar del 

considerable aumento de la viabilidad observado en H. vineae, que pasó del 1.83 (± 

0.51) % al 13.11 (± 1.14) % de células viables, la viabilidad de esta especie, de claro 

interés enológico, siguió siendo la más baja de todas las especies analizadas. 

 

 

Figura R.3.2: Porcentaje de células viables recuperadas tras el proceso de deshidratación en 

condiciones control (barras azules) y en presencia de aceite de argán (barras naranjas). Las 

barras de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. 

Diferencias estadísticamente significativas entre condiciones están marcadas con un asterisco 

(*) (p < 0.05). 
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3.2 Análisis de la capacidad fermentativa de la biomasa cultivada en presencia 

de aceite de argán 

Se analizó la capacidad fermentativa en mosto sintético (MS300) de la biomasa 

fresca y deshidratada de las distintas especies cultivadas en presencia de aceite de 

argán. Debido a la heterogeneidad de los valores de capacidad fermentativa detectados 

entre especies y para facilitar la interpretación del efecto del tratamiento con aceite de 

argán, además de los valores totales de capacidad fermentativa (Figura R.3.3.A) se 

presenta la relación entre la capacidad fermentativa detectada en células cultivadas en 

presencia de aceite de argán frente a la detectada en condiciones control (capacidad 

fermentativa argán / capacidad fermentativa control) tanto en células frescas como 

deshidratadas (Figura R.3.3.B). Por tanto, valores por encima de 1 implican un aumento 

de la capacidad fermentativa en presencia de aceite de argán y valores por debajo de 1 

una disminución de la misma. 

En la Figura R.3.3.A se recogen los valores totales de capacidad fermentativa 

obtenidos. Tal y como se comentó en el Apartado 1.5, existen grandes diferencias en la 

capacidad fermentativa entre especies, y ninguna fue tan buena fermentadora como la 

cepa comercial de S. cerevisiae empleada. Por lo general, el comportamiento de las 

células cultivadas en presencia de aceite de argán se ajusta a lo anteriormente descrito 

tanto en células frescas como deshidratadas, con algunas diferencias. Aunque tal y 

como se describió en el Apartado 1.5 se pueden diferenciar dos grupos caracterizados 

por su elevada o baja capacidad fermentativa.  

En lo que se refiere al efecto del cultivo en presencia de aceite de argán, la Figura 

R.3.3.B permite ver con mayor facilidad su efecto sobre la capacidad fermentativa de 

las distintas especies. En primer lugar, en S. cerevisiae, el cultivo con aceite de argán 

ejerce un efecto beneficioso sobre el mantenimiento de una buena capacidad 

fermentativa en las células recuperadas tras la deshidratación, mientras que no se 

observan diferencias en la producción de CO2 en células frescas con o sin aceite de 

argán (Figura R.3.3.A). Y, como cabe esperar en base a esta observación, la capacidad 

fermentativa de las células deshidratadas tratadas con aceite de argán fue mayor que 

en las células cultivadas en condiciones control (Figura R.3.3.B) una observación que 

concuerda con lo descrito en el trabajo de Gamero-Sandemetrio et al. (2015). En cuanto 

a las especies no-Saccharomyces, el efecto del aceite de argán sobre la capacidad 

fermentativa fue variable entre especies. Entre las especies con una elevada capacidad 

fermentativa de base, se encontró un aumento estadísticamente significativo de la 

producción de CO2 en células frescas y deshidratadas cultivadas en presencia de aceite 
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de argán de las especies Z. bailii y H. vineae (Figura R.3.3.B). En T. delbrueckii no se 

observaron variaciones estadísticamente significativas en ninguna de las dos 

condiciones tras el tratamiento con aceite de argán. En el caso de Z. bailii, en células 

tratadas con aceite de argán, la deshidratación supuso una pérdida de capacidad 

fermentativa, tal y como ocurre en condiciones control (Figura R.3.3.A). Por el contrario, 

en H. vineae el tratamiento con aceite de argán permite a las células deshidratadas 

mantener una elevada capacidad fermentativa, a diferencia de lo que ocurre en 

condiciones control, en las que se observa una pérdida de la misma tras la 

deshidratación, esta mejora estaría de acuerdo con una reducción del daño oxidativo 

derivada del cultivo en presencia de aceite, lo que confiere a las células obtenidas al 

final del proceso de propagación una mayor vitalidad. En este caso, parece clara la 

correlación existente entre el aumento de la viabilidad y del crecimiento observados en 

esta especie y la mayor capacidad fermentativa de la LSA como consecuencia del 

crecimiento en presencia de aceite de argán. Parece claro que en aquellas especies 

que presentaron una elevada capacidad fermentativa de partida el cultivo en presencia 

de aceite de argán ejerce un positivo efecto sobre la misma, probablemente derivado 

del efecto protector del aceite. En S. cerevisiae, se ha descrito que el daño oxidativo 

afecta específicamente a la actividad de enzimas glicolíticas, que resultan inactivadas 

por carbonilación (Gómez-Pastor et al., 2012). Una reducción del daño en estas enzimas 

podría implicar un aumento de los flujos glicolíticos, que favorecería un aumento de la 

capacidad fermentativa en aquellas especies cuyo metabolismo es preferentemente 

fermentativo.  
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Figura R.3.3: Análisis del efecto del aceite de argán sobre la capacidad fermentativa de células 

frescas y deshidratadas. A) Capacidad fermentativa (mL CO2 / 1x107 células viables) tras 6 horas 

en MS300. Diferentes letras indican diferencias significativas entre condiciones (p < 0.05). B) 

Relación capacidad fermentativa argán / capacidad fermentativa control. Las barras de error 

corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. Los asteriscos 

indican diferencias significativas (p < 0.05) con la condición control. 

 

Por otro lado, en las especies no-Saccharomyces que presentaron baja capacidad 

fermentativa (K. wickerhamii, W. anomalus, M. pulcherrima, M. fructicola y S. bacillaris) 

el aceite de argán tuvo, en general, un efecto positivo. En células frescas de estas 

especies la presencia de aceite de argán resultó en una disminución de la capacidad 

fermentativa, salvo en el caso de M. pulcherrima, en la que, en presencia de aceite de 

argán la capacidad fermentativa fue mayor en células frescas, además de serlo en 

células deshidratadas. En células deshidratadas se observó una ligera disminución de 

la capacidad fermentativa en S. bacillaris, mientras que las otras tres especies no 

presentaron variaciones estadísticamente significativas (Figura R.3.3). En estas 

especies, en las que el metabolismo en estas condiciones parece ser respiratorio o mixto 

fermentativo-respiratorio, es posible que el efecto protector del aceite de argán también 

favorezca un mayor flujo glicolítico que en este caso, aumentaría la respiración y 

explicaría la ligera disminución de la capacidad fermentativa observada. En el caso de 

M. pulcherrima, en la que se observa el efecto opuesto, quizás otros factores, como la 

disponibilidad de oxígeno, se conviertan en limitantes y se desvíe parte de los azúcares 

para su metabolismo por vía fermentativa. 
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3.3 Determinación del daño oxidativo sobre los lípidos en células cultivadas 

en presencia de aceite de argán 

Debido al efecto beneficioso del aceite de argán sobre ciertos parámetros fisiológicos 

estudiados, procedimos a estudiar el efecto de este compuesto sobre los biomarcadores 

de estrés oxidativo descritos en apartados anteriores, para determinar si la mejora de 

comportamiento tecnológico observada estuvo asociada a una mejora en los 

parámetros de respuesta a estrés oxidativo, como se había descrito previamente para 

cepas vínicas de S. cerevisiae.  

En primer lugar, se abordó la cuantificación de la peroxidación lipídica de células 

frescas y deshidratadas cultivadas en presencia de aceite de argán. En biomasa fresca 

tratada con aceite de argán prácticamente no se observaron diferencias en los niveles 

de MDA entre especies, como ocurría en condiciones control, aunque se reduce de 

manera significativa en T. delbrueckii, W. anomalus y M. fructicola. Sorprendentemente, 

el nivel de peroxidación lipídica aumenta en células frescas de H. vineae. Como era 

previsible en base a lo observado en condiciones control, los niveles de MDA 

aumentaron como consecuencia de la deshidratación en células cultivadas en presencia 

de aceite de argán (Figura R.3.4.A). De nuevo, las diferencias entre especies 

observadas en condiciones control se mantuvieron en las células deshidratadas con 

aceite de argán, siendo M. pulcherrima, M. fructicola y S. bacillaris las especies que 

presentaron los niveles de MDA más elevados. En estas condiciones H. vineae sí que 

ve disminuidos sus niveles de peroxidación por el aceite de argán, como ocurre para S. 

cerevisiae, T. delbrueckii, W. anomalus, H. vineae y M. pulcherrima. 
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Figura R.3.4: Análisis del efecto del aceite de argán sobre los niveles de MDA en células frescas 

y deshidratadas. A) Niveles de peroxidación (pmol de MDA / mg de células). Diferentes letras 

indican diferencias significativas entre condiciones (p < 0.05). B) Relación MDA argán / MDA 

control. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos 

independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas (p < 0.05) con la condición 

control. 
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Estos resultados se observan más fácilmente al representar los valores relativos 

(Figura R.3.4.B). El cultivo en presencia de aceite de argán, en general, resultó en una 

disminución de los niveles de MDA tanto en células frescas como deshidratadas. Esta 

disminución del daño oxidativo podría estar asociada a la mejora de los parámetros 

tecnológicos descritos anteriormente. W. anomalus fue la especie en la que la caída de 

los niveles de MDA fue más pronunciada, aunque el crecimiento de W. anomalus no 

varió en presencia de aceite, fue una de las especies en las que se observó un mayor 

incremento de la viabilidad de la LSA en presencia de aceite, lo cual podría ser explicado 

por la disminución del daño oxidativo observado. El único caso en el que se detectó un 

aumento significativo de la peroxidación lipídica fue en células frescas de H. vineae, si 

bien el valor total siguió siendo bajo y no pareció tener un efecto perjudicial sobre el 

crecimiento o la viabilidad de esta especie. 

 

3.4 Determinación de actividades enzimáticas de defensa antioxidante en 

células cultivadas en presencia de aceite de argán 

 3.4.1 Actividad catalasa 

Se analizó el efecto del aceite de argán sobre la actividad catalasa de las levaduras 

de interés. En células cultivadas con aceite de argán se mantuvieron las grandes 

diferencias en los valores totales de actividad detectados en condiciones control, siendo 

la actividad de M. pulcherrima, M. fructicola y S. bacillaris un orden de magnitud superior 

al resto (Figura R.3.5.A). Como se puede apreciar en la Figura R.3.5.B, el aceite de 

argán moduló la actividad catalasa en todas las especies. Se observó un incremento de 

la actividad catalasa en las células frescas de S. cerevisiae, Z. bailii, K. wickerhamii, H. 

vineae y M. pulcherrima, por otro lado, en T. delbrueckii se observó un ligero descenso 

de la actividad. No se observó ningún efecto estadísticamente significativo sobre la 

actividad de W. anomalus, M. fructicola y S. bacillaris. En células deshidratadas, en 

general, la presencia de aceite de argán resultó en niveles de actividad catalasa 

menores que en condiciones control, como en el caso de S. cerevisiae, Z. bailii, T. 

delbrueckii, W. anomalus, H. vineae y M. fructicola. En el resto de especies no se 

observaron diferencias estadísticamente significativas, no produciéndose en ningún 

caso un aumento. Esto, sumado a la inducción observada en células frescas, hizo que 

el valor total de actividad de las células deshidratadas con argán fuera, en la mayoría 

de los casos, inferior a la actividad de las células frescas, un comportamiento totalmente 

opuesto al observado cuando las levaduras se cultivaron en condiciones control, en las 
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que la actividad de las células deshidratadas fue superior a la de las células frescas, 

como se ha comentado anteriormente (Apartado 2.2.1). 

La inducción de la actividad catalasa observada en la biomasa fresca tratada con 

aceite de argán está probablemente relacionada con las mejoras de comportamiento 

tecnológico observadas, ya que niveles altos de actividad catalasa en células frescas 

caracterizan a levaduras con un buen comportamiento en la producción de LSA (ver 

Apartado 2.2.1). Es posible que las levaduras tomen los ácidos grasos (principalmente 

oleico) del aceite para usarlos como fuente de energía una vez consumida la sacarosa. 

El paso inicial de la degradación de ácidos grasos en el peroxisoma es la oxidación del 

acil-CoA a trans-2-enoil-CoA, cuyo subproducto tóxico es el peróxido de hidrógeno, 

degradado por la catalasa peroxisomal Cta1p (Klug y Daum, 2014). Esto podría explicar 

el aumento de los niveles de actividad enzimática en células cultivadas en presencia de 

aceite de argán. Por otro lado, el descenso de actividad catalasa observado en la 

biomasa deshidratada, tanto en las especies no-Saccharomyces como en la cepa 

comercial de S. cerevisiae, se ajusta a lo descrito para distintas cepas de esta especie 

(Gamero-Sandemetrio et al., 2015). Esta disminución de la actividad podría ser una 

consecuencia del menor daño oxidativo que sufren las células en presencia de aceite 

de argán, haciendo innecesaria la inducción de la actividad catalasa tras la 

deshidratación, como sí que ocurre en condiciones control. 
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Figura R.3.5: Análisis del efecto del aceite de argán sobre la actividad catalasa en células frescas 

y deshidratadas. A) Niveles de actividad catalasa (U / mg de células). Diferentes letras indican 

diferencias significativas entre condiciones (p < 0.05). B) Relación CAT argán / CAT control. Las 

barras de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. Los 

asteriscos indican diferencias significativas (p < 0.05) con la condición control. 
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 3.4.2 Actividad glutatión reductasa 

Se analizó el efecto del aceite de argán sobre la actividad glutatión reductasa (GR) 

de las levaduras seleccionadas. Igual que se observó en condiciones control, la 

actividad GR fue muy variable entre las distintas especies (Figura R.3.6.A). En células 

frescas cultivadas con aceite de argán, H. vineae, M. pulcherrima, M. fructicola y S. 

bacillaris presentaron una actividad GR superior a la de la cepa control, pero debido al 

aumento observado en ésta como consecuencia del cultivo con aceite de argán, el resto 

de especies presentaron niveles de actividad similares (Z. bailii, K. wickerhamii, W. 

anomalus) o inferiores (T. delbrueckii). En células deshidratadas, la actividad de S. 

cerevisiae fue superior a la de la mayoría de especies, salvo la de H. vineae (similar) y 

la de S. bacillaris (superior a la del control).  

Al contrario de lo que ocurría en los parámetros redox presentados hasta el momento, 

no se observó una respuesta común a la presencia de aceite de argán en la actividad 

GR de las distintas especies estudiadas. Mientras que en S. cerevisiae y Z. bailii se 

observó un claro aumento de la actividad GR tanto en células frescas como 

deshidratadas en presencia de aceite de argán (Figura R.3.6.B), en T. delbrueckii, K. 

wickerhamii, H. vineae, M. pulcherrima y M. fructicola se observó un descenso de la 

actividad GR en células frescas con aceite, mientras que en células deshidratadas la 

actividad aumentó (T. delbrueckii, K. wickerhamii y S. bacillaris) o disminuyó (W. 

anomalus, M. pulcherrima y M. fructicola) en función de la especie. Cabe destacar que 

las especies del género Metschnikowia fueron las únicas en las que la actividad GR bajó 

en las dos condiciones, aunque los valores absolutos fueron diferentes entre ellas. 
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Figura R.3.6: Análisis del efecto del aceite de argán sobre la actividad glutatión reductasa en 

células frescas y deshidratadas. A) Niveles de actividad glutatión reductasa (mU / mg de células). 

Diferentes letras indican diferencias significativas entre condiciones (p < 0.05). B) Relación GR 

argán / GR control. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de tres 

experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas (p < 0.05) con la 

condición control. 
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3.5 Determinación de moléculas protectoras frente a estrés en células 

cultivadas en presencia de aceite de argán 

 3.5.1 Niveles de trehalosa 

El análisis de los niveles de trehalosa reveló el efecto positivo del aceite de argán 

sobre la acumulación de este metabolito. De nuevo, no se consiguió detectar trehalosa 

en K. wickerhamii y H. vineae en ninguna condición (Figura R.3.7.A). Del mismo modo 

que con los parámetros descritos hasta el momento, las diferencias entre especies se 

mantuvieron proporcionales a las observadas en condiciones control (Figura R.3.7.A). 

Igual que sucedió en condiciones control, en presencia de aceite de argán, la 

acumulación de trehalosa aumentó como consecuencia de la deshidratación, siendo de 

nuevo S. cerevisiae, T. delbrueckii y, en menor medida, S. bacillaris las especies que 

presentaron una mayor acumulación en ambas condiciones.  

Si se analiza el efecto del aceite de argán sobre la acumulación de trehalosa, se 

puede observar que en células frescas resultó en una mayor acumulación de este 

metabolito en T. delbrueckii y W. anomalus (Figura R.3.7.A). Únicamente se observa 

una caída significativa de los niveles de trehalosa en células frescas de S. bacillaris, 

mientras que no varía significativamente en el resto. Por otro lado, el cultivo en presencia 

de aceite de argán supuso un incremento de los niveles de trehalosa en las células 

deshidratadas de todas las especies (salvo en aquellas que no la producen) (Figura 

R.3.7.B). Como se puede observar, en general, el impacto del aceite de argán sobre el 

incremento en los niveles de trehalosa fue mayor en aquellas especies que acumularon 

menos trehalosa en condiciones control. Destaca, por ejemplo, W. anomalus, cuya 

biomasa cultivada en presencia de aceite de argán y deshidratada acumuló niveles de 

trehalosa similares a los detectados en T. delbrueckii en condiciones control, lo cual 

ayudaría a explicar la gran mejora de la viabilidad de la LSA observada en esta especie. 

Otro caso destacado es el de Z. bailii, la especie en la que se detectó un mayor aumento 

de la acumulación de trehalosa, siendo los niveles detectados en células deshidratadas 

cultivadas con aceite de argán hasta 15 veces superiores a los detectados en 

condiciones control, aunque en este caso la mayor acumulación no supuso un aumento 

de la viabilidad. 
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Figura R.3.7: Análisis del efecto del aceite de argán sobre los niveles de trehalosa en células 

frescas y deshidratadas. A) Niveles de trehalosa (µg trehalosa / mg de células). Diferentes letras 

indican diferencias significativas entre condiciones (p < 0.05). B) Relación TRE argán / TRE 

control. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos 

independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas (p < 0.05) con la condición 

control. 
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 3.5.2 Niveles de glutatión 

Se analizaron los niveles de glutatión en células cultivadas en presencia de aceite de 

argán. En base a los resultados presentados en el Apartado 2.3.1, y para facilitar la 

interpretación del efecto del aceite de argán sobre los niveles de glutatión, se ha 

centrado el estudio en el efecto de este compuesto sobre los niveles de glutatión total y 

en la relación GSH/GSSG. 

 En la Figura R.3.8.A se recogen los datos de los niveles de glutatión total, mientras 

que en la Figura R.3.8.B se representa la relación GSHTOT argán / GSHTOT control,  que 

permiten discernir el efecto del tratamiento con aceite  de argán sobre la acumulación 

de GSHTOT. Como se puede observar, el aceite de argán no parece tener un efecto 

compartido sobre la acumulación de glutatión en las diferentes especies estudiadas. Se 

observó un incremento de los niveles de GSHTOT en células frescas y deshidratadas de 

S. cerevisiae y K. wickerhamii. Por el contrario, Z. bailii y M. pulcherrima presentaron 

menor acumulación de GSHTOT en presencia de aceite de argán ambas condiciones. En 

algunos casos se detectó, dentro de la misma especie, una respuesta opuesta entre la 

biomasa fresca y deshidratada. Esto es así en el caso de T. delbrueckii, en la que el 

aceite de argán promovió un ligero aumento de los niveles de GSHTOT en células frescas, 

mientras que en células deshidratadas se detectó una clara disminución. Todo lo 

contrario a lo observado en W. anomalus y H. vineae en las que, en presencia de aceite 

de argán, en la biomasa fresca se observó un descenso de los niveles de GSHTOT y en 

biomasa deshidratada un aumento.  
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Figura R.3.8: Análisis del efecto del aceite de argán sobre el glutatión en células frescas y 

deshidratadas. A) Niveles de glutatión total. B) Relación GSHTOT argán / GSHTOT control. C) 

Relación GSH/GSSG. D) Relación (GSH/GSSG) argán / (GSH/GSSG/) control. Las barras de 

error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. Diferentes 

letras indican diferencias significativas entre condiciones (p < 0.05). Los asteriscos indican 

diferencias significativas (p < 0.05) con la condición control. 

 

En la Figura R.3.8.C se presentan los resultados obtenidos del análisis de la relación 

GSH/GSSG de células frescas y deshidratadas en condiciones control y en presencia 

de aceite de argán. Se puede observar cómo, de forma general, la presencia de aceite 

de argán en el medio de cultivo tuvo como consecuencia un aumento de la relación 

GSH/GSSG, indicando un menor estrés oxidativo endógeno en presencia del aceite. El 

caso más claro se encontró en la cepa control, donde la relación GSH/GSSG aumentó 

significativamente en células frescas y deshidratadas tratadas con aceite de argán 

(Figura R.3.8.D). Además, cabe destacar que en este caso la relación GSH/GSSG 

detectada en células deshidratadas con aceite de argán fue mayor que la detectada en 

células frescas con aceite, un comportamiento opuesto al descrito previamente 

(Apartado 2.3.1) que indica un menor estrés oxidativo endógeno como consecuencia de 

la adición de aceite de argán al medio de cultivo. Entre las especies no-Saccharomyces 

el efecto del tratamiento con aceite de argán sobre la relación GSH/GSSG fue menos 

notorio que en el caso de S. cerevisiae. Únicamente se observó un aumento 

estadísticamente significativo de la relación GSH/GSSG en biomasa deshidratada de T. 

delbrueckii, K. wickerhamii, M. fructicola y S. bacillaris (Figura R.3.8.C y D), mientras 
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que en el resto de especies y condiciones no se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas. 

 

3.6 Análisis global del efecto del aceite de argán sobre los parámetros redox 

Con el fin de obtener una visión global del efecto del cultivo de las levaduras en 

presencia de aceite de argán sobre los parámetros redox anteriormente descritos se 

trazaron mapas de calor con los valores obtenidos en células frescas y deshidratadas 

de todos los parámetros. Los valores representados son los valores obtenidos en 

presencia de aceite de argán normalizados frente a los obtenidos en condiciones control 

en escala logarítmica en base 2. Los parámetros cuyo valor es mayor que el del control 

se representan en rojo, mientras que los que tienen valores menores que el control se 

representan en verde, tal y como indica la escala de color incluida en la figura. Las 

especies se agruparon en base a su distancia euclídea. 

A partir de los datos presentados en la Figura R.3.9 se puede observar que, en 

general, el efecto del aceite de argán sobre los parámetros redox analizados no fue 

idéntico en células frescas y deshidratadas. Una característica común en ambas 

condiciones es que las células cultivadas en presencia de argán presentaron una 

reducción de la peroxidación lipídica, lo que nos indica que las levaduras se ven 

sometidas a un menor daño oxidativo en presencia del aceite. Una de las diferencias 

más notables entre células frescas y deshidratadas es el comportamiento opuesto de la 

actividad catalasa. Mientras que en células frescas cultivadas con aceite de argán la 

actividad fue mayor que en condiciones control (Figura R.3.9.A), en células 

deshidratadas la actividad es menor en las células procedentes de cultivos con aceite 

de argán que en los controles respectivos (Figura R.3.9.B). Ya se ha mencionado que 

la inducción de esta actividad enzimática puede darse como respuesta a la degradación 

peroxisomal de los ácidos grasos procedentes del aceite. Por otro lado, es posible que 

el menor daño oxidativo observado, junto con la inducción de otros mecanismos de 

defensa, haga innecesaria la inducción de la actividad catalasa que se observa 

generalmente tras la deshidratación. Una de las respuestas más claras al tratamiento 

con aceite de argán es la mayor acumulación de trehalosa, especialmente en células 

deshidratadas, lo cual estaría de acuerdo con la reducción del daño oxidativo observada. 

En células deshidratadas cultivadas con aceite de argán también se observó un 

aumento de la relación GSH/GSSG, que generalmente fue acompañado de un aumento 

del nivel de glutatión total y de la actividad glutatión reductasa. Este efecto sobre el 
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metabolismo del glutatión no es tan claro en células frescas, en las que la respuesta fue 

más dispar entre especies.  

 

 

Figura R.3.9: Análisis comparativo del efecto del aceite de argán sobre parámetros redox 

(columnas) en A) células frescas y B) células deshidratadas. Se representa el Log2 de cada 

parámetro en presencia de aceite de argán normalizado frente a su control. La leyenda de colores 

indica la variación de valores desde el más bajo (verde) al más alto (rojo). El agrupamiento de 

las especies se obtuvo mediante distancia euclídea. 

 

La capacidad antioxidante del aceite de argán, debida a su contenido en ácido oleico 

y linoleico, y su alto contenido en polifenoles y tocoferoles, ya ha sido descrita (Marfil et 

al., 2011). Como ya se ha mencionado, en cepas de S. cerevisiae y en cepas tipo de 

algunas levaduras no-Saccharomyces procedentes de la CECT, se encontraron 

resultados similares a los de este trabajo: que el cultivo en presencia de aceite de argán 

mejora el crecimiento y la capacidad fermentativa, una mejora que va asociada a una 

disminución de la peroxidación lipídica y a una modulación de las defensas antioxidantes 

(Gamero-Sandemetrio et al., 2019, 2015). En base a los resultados obtenidos, parece 

claro que el efecto del cultivo en presencia de aceite es similar en las levaduras vínicas 

no-Saccharomyces estudiadas en este trabajo.  
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3.7 Análisis de composición lipídica total en presencia de aceite de argán 

Se decidió realizar un estudio para determinar si la presencia del aceite de argán en 

el medio de cultivo ejerce algún efecto sobre la composición lipídica total de especies 

seleccionadas en base a sus comportamientos extremos tras la deshidratación. 

Siguiendo los resultados presentados en el Apartado 2.5 se emplearon las especies S. 

cerevisiae, H. vineae y M. pulcherrima para este estudio. Todos los ensayos de análisis 

de composición lipídica total fueron realizados en colaboración con el Dr. Nicolas Rozès 

de la Universitat Rovira i Virgili. 

Más allá de las diferencias de composición observadas entre especies, ya detalladas 

en el Apartado 2.5, no se observaron diferencias significativas en el contenido de ácidos 

grasos (Figura R.3.10) y esteroles (Figura R.3.11) totales entre células cultivadas con o 

sin aceite de argán, del mismo modo que prácticamente no se observaron diferencias 

entre la biomasa fresca y deshidratada, a excepción de cierto aumento de ácido linoleico 

a costa de ácido oleico en células frescas de M. pulcherrima. Aunque no se ha estudiado 

el contenido lipídico de todas las especies, se puede especular que el efecto beneficioso 

del aceite de argán no es debido a cambios en la composición de la membrana celular, 

y estaría relacionado con una mejor protección frente al estrés al que se ven sometidas 

las levaduras a lo largo del proceso de propagación de biomasa.  
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Figura R.3.10: Ácidos grasos totales (%) en células frescas y células deshidratadas cultivadas 

en presencia y ausencia de aceite de argán de A) S. cerevisiae, B) H. vineae y C) M. pulcherrima. 

Las barras de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. 

Diferentes letras indican diferencias estadísticamente significativas entre condiciones (p < 0.05). 

C8: ácido caprílico, C10: ácido cáprico, C12: ácido láurico, C14: ácido mirístico, C14:1: ácido 

miristoleico, C16: ácido palmítico, C16:1: ácido palmitoleico, C18: ácido esteárico, C18:1: ácido 

oleico, C18:2: ácido linoleico, C18:3: ácido gamma-linoleico. 
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Las levaduras pueden tomar ácidos grasos del medio por difusión o mediante 

transportadores. Los ácidos grasos internalizados se usan rápidamente para la síntesis 

de lípidos complejos, se almacenan como lípidos de reserva en partículas lipídicas o se 

degradan mediante β-oxidación en el peroxisoma (Klug y Daum, 2014). En base a 

nuestros resultados, parece que, en el caso de que las levaduras estuvieran 

incorporando los ácidos grasos presentes en el aceite de argán (oleico y linoleico, 

mayoritariamente) estos no se están empleando directamente para la formación de 

membranas. La mayoría de especies de levadura, salvo las lipofílicas, crecen de forma 

pobre en presencia de ácido oleico como única fuente de carbono, pero son capaces de 

utilizarlo para producir biomasa y energía mediante β-oxidación en peroxisomas 

(Schüller, 2003). Por tanto, una posible explicación del mayor crecimiento observado en 

prácticamente todas las especies (Apartado 3.1) sería que los ácidos grasos presentes 

en el aceite de argán estén siendo empleados como fuente de energía una vez se 

agotan los azúcares de la melaza o como fuente alternativa o complementaria a estos. 

Se ha descrito que la presencia de ácido oleico en el medio de cultivo induce la 

expresión de una serie de genes relacionados con la β-oxidación y la función 

peroxisomal, la mayoría de los cuales contienen en su promotor el elemento de 

respuesta a oleato (ORE) que une el factor de transcripción Pip2p-Oaf1p (revisado en 

Gurvitz y Rottensteiner, 2006).  

 

 

a

a

ab

ab a a a a a
a

a a
a

a

b

a
a

a a a a ab a aab

ab

a

a a

b b b b
a

b b
ab

a

ab

a a
b b b b

b ab b

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

SQ ZYM ERG IG ERG8 EPI CAMP UNK PSE TRIA LST 4.4DIM 16

E
s
te

ro
le

s
 t

o
ta

le
s
 (

%
)

frescas control

frescas argán

deshidratadas control

deshidratadas argán

A) S. cerevisiae



Resultados y Discusión 

151 
 

 

 

Figura R.3.11: Esteroles totales (%) en células frescas y deshidratadas de A) S. cerevisiae, B) 

H. vineae, y C) M. pulcherrima. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de 

tres experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias estadísticamente 

significativas entre condiciones (p < 0.05). SQ: escualeno, ZYM: zimosterol, ERG: ergosterol, IG: 

ignosterol, ERG8: ergost-8-enol, EPI: episterol, CAMP: campesterol, PSE: 24,24-

dihidrolanosterol, TRIA: ergosta-4,5,22-triene-3-one, LST: lanosterol, 4.4DIM: 4,4-Dimetilcolesta-

8,14-dienol, 16: Ergosta-8,22-dienol. 
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3.8 Cultivo en presencia de aceites alternativos en cepas de S. cerevisiae 

Como ya se ha mencionado, trabajos previos de nuestro grupo de investigación han 

descrito el efecto beneficioso del aceite de argán sobre la eficiencia tecnológica y la 

capacidad de respuesta a estrés de diferentes cepas de S. cerevisiae (Gamero-

Sandemetrio et al., 2015). Las cepas empleadas en dichos trabajos fueron dos cepas 

de interés enológico, pertenecientes a Lallemand Inc., con diferente eficiencia 

fermentativa respecto a la cepa comercial de referencia T73: D170 (mayor capacidad 

fermentativa) y D301 (menor capacidad fermentativa). A pesar del claro efecto del 

tratamiento con aceite de argán descrito en estas cepas, una de las principales barreras 

para la posible implantación del aceite de argán a escala industrial es su elevado precio, 

por lo que se decidió ampliar el estudio al tratamiento con otros aceites vegetales sobre 

esas mismas cepas, en las que el efecto del cultivo en presencia de aceite de argán 

está muy bien caracterizado. Los aceites se seleccionaron en base a dos criterios 

fundamentales: que fueran de grado alimentario y que su precio fuera menor que el del 

aceite de argán. Los aceites elegidos fueron: oliva, girasol, maíz y sésamo. En la Tabla 

R.3.1 se recoge el precio y el contenido en ácido oleico de los aceites seleccionados, 

según lo descrito por la bibliografía y por el fabricante. 

 

Tabla R.3.1: Comparación del precio y el contenido en ácido oleico de los aceites empleados en 

este trabajo. 

 

1 (Charrouf y Guillaume, 2010); 2 (López et al., 2010); 3 (Filip et al., 2011); 4 (Karoui et al., 2010). 

 

 

Aceite
Precio 

(€/L)

Ácido oleico (%)

Bibliografía Fabricante

Argán 60 43 - 49 1 47

Oliva 3.2 62 - 79 2 69

Girasol 1.25 14 - 65 2 25 3 28

Maíz 1.9 19 - 50 2 27.4 4 24

Sésamo 18.75 35 - 50 2 41
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Siguiendo con lo establecido en los ensayos anteriores, la cantidad de aceite 

empleada se ajustó de modo que la concentración final de ácido oleico en la melaza 

fuera de 6 mg/mL. Para determinar la cantidad necesaria de cada aceite se empleó el 

porcentaje de ácido oleico indicado por el fabricante, que, en todos los casos, se 

encuentra dentro de los rangos descritos en la bibliografía (Tabla R.3.1). Las cantidades 

de aceite añadidas a la melaza aparecen descritas en el apartado 2.1 de Materiales y 

Métodos. El coste de aceite por litro de melaza fue de 0.76 €/L en el caso del aceite de 

argán, muy superior al del resto de aceites: oliva (0.027 €/L), girasol (0.026 €/L), maíz 

(0.047 €/L) y sésamo (0.273 €/L). A continuación, se exponen los resultados obtenidos 

del análisis del efecto del tratamiento con aceites alternativos sobre las tres cepas 

industriales de S. cerevisiae seleccionadas: T73, D170 y D301. 

 

3.9 Crecimiento y viabilidad de distintas cepas de S. cerevisiae cultivadas en 

presencia de aceites alternativos 

En primer lugar, se analizó en el efecto de los distintos aceites sobre el crecimiento 

celular de las tres cepas de S. cerevisiae en melaza en condiciones de laboratorio. 

Como se puede ver en la Figura R.3.12, la cepa T73 presentó mayor crecimiento que 

las otras dos en todas las condiciones. Si se analiza el efecto de los aceites, se observa 

que, en prácticamente todos los casos, la adición de aceite supuso un incremento del 

crecimiento celular. 

El cultivo de la cepa T73 en presencia de los diferentes aceites resultó en un mayor 

crecimiento celular respecto del crecimiento en la condición control sin aceite, siendo 

los tratamientos con los aceites de argán y de girasol los más efectivos (Figura 

R.3.12.A). Los resultados obtenidos para la cepa D170 difieren ligeramente, ya que, de 

nuevo, el aceite de girasol fue el que tuvo un mayor efecto beneficioso sobre el 

crecimiento celular, y en menor medida, los de oliva y sésamo. Sin embargo, no se 

observó un efecto estadísticamente significativo sobre el crecimiento celular en 

presencia de aceite de argán (Figura R.3.12.B), tal y como se había descrito (Gamero-

Sandemetrio et al., 2015). Por último, el cultivo de la cepa D301 en presencia de aceites 

alternativos resultó en un incremento del crecimiento celular en todos los casos, salvo 

en el aceite de oliva, en el que no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas con el control sin aceite. En esta cepa el aceite con un mayor efecto sobre 

el crecimiento fue el de sésamo (Figura R.3.12.C). 
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Los resultados obtenidos indican que la presencia de aceites naturales en el medio 

de cultivo puede tener, en general, un efecto positivo sobre el crecimiento celular de las 

3 cepas analizadas. Aunque el grado de mejora del crecimiento producido por cada uno 

de los aceites varió entre especies, en general, el aceite de argán y el aceite de girasol 

parecen ser los más efectivos para la mejora del crecimiento de las cepas de S. 

cerevisiae analizadas. 
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Figura R.3.12: Efecto de la suplementación del medio melaza con aceites sobre el crecimiento 

celular (DO600) tras 24 h a 30 ºC de A) T73, B) D170 y C) D301. Las barras de error corresponden 

a la desviación estándar de tres experimentos independientes. Diferentes letras indican 

diferencias significativas entre condiciones (p < 0.05). 

 

Una vez analizado el efecto del tratamiento con aceites sobre el crecimiento celular, 

se analizó su efecto sobre la viabilidad de la LSA obtenida al final del proceso de 

producción. La viabilidad celular de las tres cepas en condiciones control fue similar, 

oscilando entre el 45 – 55 %. En general, el tratamiento con aceites resultó en una 

mejora de la viabilidad de las tres cepas. En la cepa T73, se observó un aumento de la 

viabilidad en la LSA de células cultivadas en presencia de aceite de argán, oliva y 

girasol, mientras que no se observan diferencias estadísticamente significativas tras el 

tratamiento con aceites de maíz ni de sésamo (Figura R.3.13.A). En la cepa D170 el 

efecto de los aceites fue más variable, se puede observar que, además del aceite de 

argán, tres de los aceites alternativos (oliva, girasol y maíz) mejoraron la viabilidad de la 

LSA respecto del control. Sin embargo, en células tratadas con aceite de sésamo se 

observó una disminución significativa de la viabilidad. De entre los aceites que 

mejoraron la viabilidad, de nuevo, el aceite de argán y el de girasol fueron los que 

tuvieron un efecto más destacado (Figura R.3.13.B). Por otro lado, en la cepa D301 

únicamente se observó un aumento de la viabilidad en células tratadas con aceite de 

argán, mientras que el resto de aceites no parecieron tener un efecto ni beneficioso ni 

perjudicial, sobre este parámetro (Figura R.3.13.C). Cabe mencionar que en los casos 

en los que se mejoró la viabilidad de las cepas D170 (argán, oliva, girasol y maíz) y 

D301 (argán), los valores totales de viabilidad fueron superiores a los de la cepa T73 

bajo los correspondientes tratamientos. 
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Figura R.3.13: Efecto de la suplementación del medio melaza con aceites sobre la viabilidad de 

la LSA de A) T73, B) D170 y C) D301. Las barras de error corresponden a la desviación estándar 

de tres experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas entre 

condiciones (p < 0.05). 
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3.10 Capacidad fermentativa de distintas cepas de S. cerevisiae en presencia de 

aceites alternativos 

Una vez analizado el claro efecto del tratamiento con aceites sobre el crecimiento 

celular y la viabilidad de las distintas cepas se procedió al análisis de su capacidad 

fermentativa en MS300, empleando para ello tanto biomasa fresca como deshidratada.  

En la Figura R.3.14 se puede observar que en los ensayos realizados con biomasa 

fresca de las tres especies, la única diferencia estadísticamente significativa con su 

respectivo control se encuentra en las células de la cepa D170 tratadas con aceite de 

maíz, que presentaron una ligera reducción de la capacidad fermentativa. En el resto de 

condiciones analizadas en las tres cepas no se produjeron cambios estadísticamente 

significativos de la capacidad fermentativa como consecuencia del tratamiento con los 

distintos aceites. Del mismo modo que se ha descrito en apartados anteriores, tras la 

deshidratación se observó una disminución significativa de la capacidad fermentativa en 

la mayoría de los casos, como se describe a continuación. 
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Figura R.3.14: Producción total de CO2 tras 6 horas en mosto sintético (MS300) a partir de 

biomasa fresca y deshidratada tratada con diferentes aceites. Las barras de error corresponden 

a la desviación estándar de tres experimentos independientes. Diferentes letras indican 

diferencias significativas entre condiciones. Diferencias significativas entre células frescas y 

deshidratadas están marcadas con un asterisco (p < 0.05). 

 

En lo que se refiere al efecto de cada aceite sobre la capacidad fermentativa de la 

biomasa deshidratada, en la cepa T73 (Figura R.3.14.A) se observó que, tras el 

tratamiento con los aceites alternativos al aceite de argán, la producción de CO2 de la 

biomasa deshidratada no varió significativamente respecto de los valores de la biomasa 

control, aunque sí que fue inferior a la de la biomasa tratada con aceite de argán, por lo 

que parece que el resto de aceites no son tan efectivos como el aceite de argán en 

mantener una elevada eficiencia fermentativa tras la deshidratación. Por su parte, en la 
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cepa D170 (Figura R.3.14.B) tampoco se observaron diferencias estadísticamente 

significativas entre la capacidad fermentativa de la biomasa deshidratada tratada con 

los distintos aceites y la biomasa cultivada en condiciones control. Sin embargo, el aceite 

de argán y sésamo parecen ser más efectivos que el resto a la hora de mantener una 

elevada capacidad fermentativa de las células viables tras la deshidratación, ya que no 

se observan diferencias estadísticamente significativas entre la capacidad fermentativa 

de las células frescas y deshidratadas tratadas con estos aceites, como sí ocurre en el 

resto de condiciones. Por último, en la cepa D301 (Figura R.3.14.C), la menos eficiente 

fermentativamente de las tres analizadas, las células recuperadas tras la deshidratación 

que habían sido previamente tratadas con los aceites de argán, girasol y maíz 

mantuvieron una capacidad fermentativa similar a la de las células frescas, al contrario 

de lo que ocurre en condiciones control y en células tratadas con aceite de oliva y de 

sésamo. De hecho, con estos dos últimos tratamientos fueron los únicos dos casos en 

los que se observó una disminución estadísticamente significativa de la capacidad 

fermentativa en comparación con las condiciones control. 

Como se puede ver, igual que se describió en apartados anteriores para el aceite de 

argán, el tratamiento con distintos aceites parece tener un efecto sobre la capacidad 

fermentativa de las cepas de S. cerevisiae analizadas, aunque este efecto no es 

compartido entre cepas y aceites. El tratamiento con aceite de argán fue el único que 

permitió mantener una capacidad fermentativa elevada en células deshidratadas de las 

tres cepas, seguramente derivado de su potencial antioxidante, el mayor de entre los 

aceites empleados (Cabrera-Vique et al., 2012), que como ya se vio en el Apartado 3.9 

supuso una mejora en el crecimiento y la viabilidad tras la deshidratación de estas 

cepas.  
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3.11 Efecto del tratamiento con aceites alternativos sobre parámetros redox de 

cepas de S. cerevisiae 

Una vez determinado el efecto del tratamiento con diferentes aceites sobre los 

parámetros fisiológicos y de eficiencia tecnológica se procedió a analizar el efecto de 

los aceites sobre los parámetros bioquímicos indicadores de estrés oxidativo que se han 

analizado a lo largo de este trabajo, para determinar las posibles causas de la mejora 

tecnológica descrita. 

Como sucedía con los parámetros hasta ahora descritos, no existe un efecto común 

del tratamiento con cada aceite sobre los parámetros redox analizados a continuación, 

aunque se encontraron ciertas similitudes. Para facilitar la interpretación de los 

resultados y ver con claridad el efecto de cada aceite sobre cada uno de los 

biomarcadores analizados, los resultados se presentan como la relación aceite/control, 

es decir, los valores totales obtenidos en cada muestra se hicieron relativos al valor 

obtenido en condiciones control y se representa dicha relación para cada aceite. Valores 

por encima de 1 implican un aumento del parámetro analizado en presencia de aceites 

y valores por debajo de 1 implican una disminución. 

 3.11.1 Daño oxidativo en lípidos en presencia de aceites alternativos 

En primer lugar, se analizó el efecto del tratamiento con aceites sobre la peroxidación 

lipídica en células frescas y deshidratadas. Los niveles de MDA en células frescas no 

se vieron afectados por el tratamiento con aceites en ninguno de los casos y fueron 

similares en las tres cepas, oscilando entre 8 y 12 pmol de MDA/mg de células. Como 

cabría esperar, tras la deshidratación los niveles de MDA aumentaron 

significativamente. En el caso de las células deshidratadas, los valores totales de MDA 

difirieron entre cepas, siendo más elevados en T73 (75.95 ± 13.62 pmol/mg de células 

en condiciones control) que en D170 (52.55 ± 3.29 pmol/mg de células) y D301 (42.51 

± 4.22 pmol/mg de células). 

Como puede observarse en la Figura R.3.15 el cultivo en presencia de aceite de 

argán resultó en una menor peroxidación lipídica en las tres cepas analizadas en células 

deshidratadas. En la cepa T73, los aceites de girasol y de sésamo también resultaron 

en una disminución del nivel de MDA respecto del control, aunque menor que en 

presencia de aceite de argán. No se observaron diferencias significativas en el nivel de 

MDA tras el tratamiento con los aceites de oliva y maíz respecto del control (Figura 

R.3.15.A). Por otro lado, en la cepa D170 el cultivo con todos los aceites ensayados 

resultó en una disminución de la peroxidación en células deshidratadas (Figura 

R.3.15.B). Por último, destaca el efecto observado en la cepa D301, en esta cepa 



Resultados y Discusión 

161 
 

únicamente tuvieron un efecto positivo sobre la acumulación de MDA los aceites de 

argán y de sésamo, en los que se observa una pequeña disminución, mientras que el 

cultivo con aceite de oliva, girasol y maíz resultó en un aumento de la peroxidación 

lipídica (Figura R.3.15.C).  

En general, se puede observar que los tratamientos que resultaron en un menor 

grado de peroxidación correlacionan con una mejora de los parámetros tecnológicos 

descritos anteriormente. El efecto protector de los distintos aceites resultaría en un 

menor daño oxidativo que, a su vez, tendría como consecuencia una mejora de la 

eficiencia tecnológica de la LSA. Un ejemplo de esto se encontró en los casos del 

tratamiento con aceite de argán y de girasol en la cepa T73, en los que la peroxidación 

disminuye y, como se ha descrito anteriormente, se observa una mejora del crecimiento, 

de la viabilidad y capacidad fermentativa de la LSA. Del mismo modo, la mejora en la 

eficiencia tecnológica de la cepa D170 tras el tratamiento con aceite de argán, oliva y 

girasol podría estar relacionada con un menor daño oxidativo derivado del efecto 

protector de los aceites. Por otro lado, la cepa D301, que es la que tiene un peor 

comportamiento tecnológico, no parece responder tan bien al tratamiento con aceites. 

Los datos de peroxidación lipídica ayudarían a explicar el menor grado de mejora tras 

el cultivo en presencia de aceites para esta cepa. El único aceite con el que se observó 

una clara mejora del crecimiento y la viabilidad fue con el aceite de argán, precisamente 

en el que se observa un mayor efecto de disminución de los niveles de MDA. 
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Figura R.3.15: Relación MDA aceite / MDA control en células deshidratadas de A) T73, B) D170 

y C) D301. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos 

independientes. Los asteriscos (*) indican diferencias estadísticamente significativas respecto 

del control sin tratamiento (p < 0.05). 
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 3.11.2 Actividades enzimáticas de defensa antioxidante en presencia de 

aceites alternativos 

Se estudiaron los niveles de actividad catalasa y glutatión reductasa en células 

frescas y deshidratadas cultivadas en presencia de los distintos aceites. De nuevo, los 

valores de actividad enzimática obtenidos se compararon con los detectados en células 

frescas y deshidratadas en condiciones control sin tratamiento con aceites.  

En primer lugar, nos centraremos en el estudio de la actividad catalasa. Como puede 

observarse en la Figura R.3.16.A, en células de la cepa T73 cultivadas en presencia de 

aceite de argán se observó una mayor actividad catalasa en células frescas y menor en 

células deshidratadas, en comparación con las células sin tratar, como ya se ha descrito 

en apartados anteriores. En lo que se refiere al resto de aceites, en células frescas, la 

única diferencia estadísticamente significativa respecto del control es la mayor actividad 

catalasa detectada en presencia de aceite de sésamo. Por otro lado, se detectaron 

valores de actividad catalasa inferiores a los del control en células deshidratadas 

tratadas con todos los aceites (Figura R.3.16.A). Del mismo modo, en la cepa D170 se 

observó una menor actividad catalasa en la biomasa deshidratada tratada con todos los 

aceites. En esta cepa, además, se observó una menor actividad catalasa en células 

frescas tratadas con aceites de argán y de sésamo (efecto contrario al observado en la 

cepa T73), así como valores de actividad significativamente mayores en presencia de 

aceite de oliva (Figura R.3.16.B). Por último, en la cepa células frescas de D301 no 

vimos ningún efecto del tratamiento con aceite de argán, pero sí que se observó un 

aumento significativo de la actividad catalasa en células frescas tratadas con los cuatro 

aceites alternativos. La biomasa deshidratada tratada con aceite de argán y de oliva 

presentó menor actividad que la biomasa control, mientras que la tratada con aceite de 

girasol, maíz y sésamo no presentó diferencias significativas respecto del control (Figura 

R.3.16.C). 

 



Resultados y Discusión 
 

164 
 

 

 

 

Figura R.3.16: Relación Catalasa aceite / Catalasa control en células frescas y deshidratadas 

de A) T73, B) D170 y C) D301. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de 

tres experimentos independientes. Los asteriscos (*) indican diferencias estadísticamente 

significativas respecto del control sin tratamiento (p < 0.05). 
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En general, la mayoría de tratamientos no tuvieron efecto sobre la actividad glutatión 

reductasa de las levaduras. El único tratamiento que tuvo efecto sobre la actividad GR 

de la cepa T73 fue con aceite de argán, observándose un aumento de la actividad 

glutatión reductasa respecto de las células control en ambas condiciones, siendo este 

más pronunciado en células frescas que en células deshidratadas. No se observó 

ningún efecto del tratamiento con aceites de oliva, girasol, maíz o sésamo sobre la 

actividad GR en la cepa T73 (Figura R.3.17.A). Por otro lado, en la cepa D170, en células 

tratadas con los aceites de argán y de maíz se detectó una menor actividad GR en 

células frescas. El tratamiento con aceite de maíz tuvo el efecto opuesto en células 

deshidratadas, en las que se observó una mayor actividad GR en su presencia, una 

observación que también se da en presencia de aceite de oliva. En el resto de 

tratamientos no se observaron diferencias estadísticamente significativas con las células 

sin tratar (Figura R.3.17.B). Por último, en células frescas de la cepa D301 tratadas con 

aceites de girasol, maíz y sésamo se detectó una mayor actividad GR. En células 

deshidratadas de esta cepa, tras el tratamiento con aceite de argán, se observaron 

valores de actividad superiores al control, mientras que en células tratadas con aceite 

de girasol la actividad GR fue menor que en el control (Figura R.3.17.C). 

 

 

*

*

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

Argán Oliva Girasol Maíz Sésamo

R
e
la

c
ió

n
 G

R
 a

c
e
it

e
 /

 G
R

 c
o

n
tr

o
l

células frescas

células deshidratadas

A) T73



Resultados y Discusión 
 

166 
 

 

 

Figura R.3.17: Relación GR aceite / GR control en células frescas y deshidratadas de A) T73, 

B) D170 y C) D301. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de tres 

experimentos independientes. Los asteriscos (*) indican diferencias estadísticamente 

significativas respecto del control sin tratamiento (p < 0.05). 

 

 

 

 

 

* *



*
*

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

Argán Oliva Girasol Maíz Sésamo

R
e
la

c
ió

n
 G

R
 a

c
e
it

e
 /

 G
R

 c
o

n
tr

o
l

células frescas células deshidratadas
B) D170



*

*
*

*

*

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

Argán Oliva Girasol Maíz Sésamo

R
e
la

c
ió

n
 G

R
 a

c
e
it

e
 /

 G
R

 c
o

n
tr

o
l

células frescas células deshidratadas

C) D301



Resultados y Discusión 

167 
 

 3.11.3 Niveles de trehalosa en presencia de aceites alternativos 

A continuación, se analizó el efecto del cultivo en presencia de aceites sobre los 

niveles de trehalosa en células frescas y deshidratadas. En células frescas de la cepa 

T73 no se observó ningún efecto sobre la acumulación de trehalosa (Figura R.3.18.A). 

Por otro lado, en las cepas D170 y D301 se detectó una disminución estadísticamente 

significativa de los niveles de trehalosa como consecuencia del tratamiento con todos 

los aceites (Figura R.3.18.A y B). 

Tal y como ocurrió en condiciones control, tras la deshidratación, la LSA obtenida en 

presencia de aceites presentó niveles de trehalosa superiores a los de la biomasa fresca 

en todos los casos. Cabe destacar que existen diferencias significativas entre especies 

en los niveles de trehalosa detectados tras la deshidratación. Tomando como referencia 

los valores en condiciones control se puede ver que la cepa T73 acumuló mucha más 

trehalosa (83.48 ± 9.21 µg/mg) que las cepas D170 (33.86 ± 8.39 µg/mg) y D301 (13.55 

± 1.18 µg/mg). Si se analiza el efecto de cada uno de los aceites, en la cepa T73 el 

aceite de argán resultó en un aumento significativo de los niveles de trehalosa en la 

LSA, el único aceite alternativo en el que se observó este comportamiento fue el aceite 

de girasol, aunque el efecto sobre la acumulación de trehalosa fue menor que en el caso 

del aceite de argán. No se observó ningún efecto en el resto de aceites (Figura 

R.3.18.A). En la cepa D170 el cultivo con aceites no resultó en una mayor acumulación 

de trehalosa en células deshidratadas en ningún caso. De hecho, se observó una 

disminución estadísticamente significativa de los niveles de trehalosa en células 

cultivadas en presencia de todos los aceites alternativos: oliva, girasol, maíz y sésamo 

(Figura R.3.18.B). En la cepa D301 sí que se observó un aumento estadísticamente 

significativo de los niveles de trehalosa en células cultivadas con aceite de argán, oliva, 

girasol y maíz, y no se vio efecto en aceite de sésamo (Figura R.3.18.C). A pesar del 

aumento detectado los niveles totales se mantienen muy por debajo de los de la cepa 

T73, como ya se ha comentado. 
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Figura R.3.18: Relación Trehalosa aceite / Trehalosa control en células frescas y deshidratadas 

de A) T73, B) D170 y C) D301. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de 

tres experimentos independientes. Los asteriscos (*) indican diferencias estadísticamente 

significativas respecto del control sin tratamiento (p < 0.05). 
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 3.11.4 Niveles de glutatión en presencia de aceites alternativos 

Como ya se ha visto en apartados anteriores el nivel de glutatión total (GSHTOT) y la 

relación GSH/GSSG son buenos indicadores del estado redox intracelular, por ello se 

estudió el efecto del tratamiento con aceites sobre estos dos parámetros. 

Como se puede observar en la (Figura R.3.19), en general, el tratamiento con aceites 

tuvo un efecto compartido en la biomasa deshidratada de las tres cepas, en las que se 

observó un aumento de los niveles de GSHTOT. En células frescas de la cepa T73 la 

presencia de aceite de argán supuso un aumento de los niveles totales de glutatión, un 

efecto completamente opuesto al observado con los aceites alternativos empleados, en 

los que se vio una disminución (oliva, girasol y sésamo) o no se detectaron diferencias 

estadísticamente significativas respecto a las células sin tratar (maíz). Por otro lado, en 

biomasa deshidratada, los niveles de glutatión total aumentaron significativamente en 

presencia de aceite de girasol, maíz y sésamo, igual que ocurrió con el aceite de argán. 

No se detectaron diferencias estadísticamente significativas en células cultivadas en 

presencia de aceite de oliva (Figura R.3.19.A). La respuesta en las cepas D170 y D301 

fue más homogénea. En células frescas de la cepa D170 se observó una disminución 

estadísticamente significativa de los niveles de GSHTOT en presencia de aceite de argán, 

oliva y maíz, y no se observó variación con los aceites de girasol y sésamo. En células 

deshidratadas de la cepa D170 cultivadas en presencia de aceite se detectó una mayor 

acumulación de glutatión en todos los casos (Figura R.3.19.B). Por último, en la cepa 

D301, igual que ocurrió en la cepa D170, el cultivo con todos los aceites supuso una 

mayor acumulación de glutatión en células deshidratadas. En células frescas de esta 

cepa no se observaron cambios estadísticamente significativos en presencia de aceite 

de argán, oliva y maíz, mientras que con aceites de girasol y sésamo se observó una 

menor acumulación que en condiciones control. 
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Figura R.3.19: Relación GSHTOT aceite / GSHTOT control en células frescas y deshidratadas de 

A) T73, B) D170 y C) D301. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de tres 

experimentos independientes. Los asteriscos (*) indican diferencias estadísticamente 

significativas respecto del control sin tratamiento (p < 0.05). 
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Como puede observarse en la (Figura R.3.20) la relación GSH/GSSG varió 

considerablemente entre cepas y condiciones. En general, la deshidratación supuso una 

disminución de la relación GSH/GSSG en comparación con las células frescas, aunque 

se encontraron algunas excepciones, como en la cepa T73 en presencia de aceite de 

argán, en la que se observó un aumento de la relación, tal y como describimos en 

apartados anteriores, o en células de la cepa D170 cultivadas en presencia de aceite de 

maíz, en las que la relación GSH/GSSG también aumenta tras la deshidratación. 

Si se analiza el efecto de cada uno de los aceites sobre el valor de la relación 

GSH/GSSG en células deshidratadas se observa que en la cepa T73 la relación es 

mayor en células tratadas con aceite de argán que en las células control, mientras que 

en células cultivadas con aceite de oliva la relación es menor. No se observaron 

diferencias estadísticamente significativas en presencia de aceites de girasol, maíz y 

sésamo (Figura R.3.20.A). En la cepa D170 la relación es mayor en el caso de los 

aceites de oliva y maíz, y no se observan cambios estadísticamente significativos al 

cultivarla con aceites de argán, girasol y sésamo (Figura R.3.20.B). En la cepa D301 la 

única diferencia significativa se encontró en las células tratadas con aceite de girasol, 

que presentaron una relación menor a la del control (Figura R.3.20.C). 
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Figura R.3.20: Efecto de la suplementación del medio melaza con aceites sobre la relación 

GSH/GSSG en células frescas (barras azules) y deshidratadas (barras amarillas) de A) T73, B) 

D170 y C) D301. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos 

independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas entre condiciones. Diferencias 

significativas entre células frescas y deshidratadas están marcadas con un asterisco (p < 0.05). 
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3.12 Discusión general 

La adición de compuestos de grado alimentario con actividad antioxidante es una 

estrategia viable para mejorar la producción industrial de levaduras vínicas, tanto desde 

el punto de vista de aceptación social como tecnológico. Uno de los tratamientos que ha 

demostrado tener un efecto positivo sobre la eficiencia tecnológica de cepas vínicas de 

Saccharomyces cerevisiae y cepas tipo de otras levaduras no-Saccharomyces, es el 

cultivo en presencia de aceite de argán (Gamero-Sandemetrio et al., 2019, 2015). En 

este trabajo se ha abordado la caracterización del efecto del cultivo en presencia de 

aceite de argán en condiciones de propagación de biomasa sobre levaduras no-

Saccharomyces de origen vínico. 

En general, el cultivo en presencia de aceite de argán resultó en un ligero aumento 

del crecimiento celular. Las levaduras son capaces de incorporar los ácidos grasos del 

medio, con el fin de ser almacenados como lípidos de reserva o como fuente de energía 

mediante su degradación en peroxisomas (Klug y Daum, 2014). Se ha descrito que el 

uso de ácido oleico como co-sustrato en medios de cultivo con glucosa aumenta la 

producción de biomasa, en detrimento de la de etanol, por la reducción del efecto 

Crabtree (Marc et al., 2013), lo cual ayudaría a explicar el mayor crecimiento observado 

en la mayoría de especies analizadas. El efecto sobre la viabilidad no fue tan claro como 

sobre el crecimiento celular, observándose una mejora significativa únicamente en H. 

vineae y W. anomalus.  

La importante actividad antioxidante del aceite de argán se conoce desde hace 

tiempo (Drissi et al., 2004; El Abbassi et al., 2014; Marfil et al., 2011) e incluso se ha 

empleado para combatir el estrés oxidativo asociado a diversas patogénesis en modelos 

de mamíferos (Bakour et al., 2018; El Midaoui et al., 2016), lo cual lo hace ideal para 

combatir el estrés oxidativo que sufren las levaduras durante la propagación de la 

biomasa. La mejora de la eficiencia tecnológica descrita fue acompañada de una 

reducción del daño oxidativo sufrido por las levaduras, probablemente debida al efecto 

protector del aceite. Además, se detectó una modulación de los mecanismos de 

respuesta a estrés oxidativo de la célula. Aunque la respuesta no fue idéntica en todos 

los casos, en general la LSA tratada con aceite de argán presentó una reducción de la 

actividad catalasa, un aumento de los niveles de trehalosa y un aumento de tres 

parámetros íntimamente relacionados: el glutatión total, la relación GSH/GSSG y la 

actividad GR. Como se ha descrito en apartados anteriores, estas variaciones en los 

parámetros redox están asociadas a un mejor comportamiento tecnológico, en especial 

la mayor acumulación de trehalosa y el aumento de la relación GSH/GSSG. Aunque es 
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poco probable que el aceite de argán tenga un efecto directo sobre todos estos 

mecanismos de defensa, el menor daño oxidativo asociado a la presencia de 

compuestos antioxidantes del aceite del medio de cultivo favorecería la modulación de 

los mecanismos de regulación de estos sistemas. Merece la pena destacar que, como 

se ha comentado, en presencia de aceite de argán se observó una mayor acumulación 

de trehalosa (salvo en K. wickerhamii y H. vineae). Por lo que parece evidente que las 

especies analizadas son capaces de acumular este disacárido, pero tal y como se 

planteó en el Apartado 2.3.1, no lo hacen, o al menos no al nivel de otras especies, 

probablemente por el estado fisiológico en el que se encuentran. 

 Por último, cabe mencionar que, aunque se conoce la capacidad de las levaduras 

de incorporar lípidos exógenos (Klug y Daum, 2014), el cultivo con aceite de argán, rico 

en ácido oleico (C18:1) y linoleico (C18:2), no resultó en cambios en la composición 

lipídica total. Estos resultados contrastan con lo observado por Redón et al., (2009), en 

cuyo trabajo observaron que la suplementación del medio de cultivo con diferentes 

ácidos grasos puros resultó en modificaciones en la composición de los lípidos de 

membrana, mediante incorporación de lípidos exógenos y la modulación de la 

biosíntesis. 

Por otro lado, se ha ampliado la caracterización del uso de compuestos de grado 

alimentario para la mejora de la producción de biomasa a otros aceites de origen 

vegetal. Se seleccionaron los aceites de oliva, de girasol, de maíz y de sésamo. Si bien 

la capacidad antioxidante de estos aceites ya ha sido determinada mediante métodos 

químicos (Marfil et al., 2011; Pellegrini et al., 2003; Sánchez et al., 2007; Szydłowska-

Czerniak et al., 2008; Tuberoso et al., 2007), y en ningún caso es superior a la del aceite 

de argán (Cabrera-Vique et al., 2012), decidimos estudiar su efecto con el fin de buscar 

alternativas más económicas y que pudieran tener un efecto similar al del aceite de 

argán. Esta caracterización se realizó en cepas de S. cerevisiae de diversa eficiencia 

biotecnológica debido a que se disponía de una caracterización previa de su 

comportamiento en presencia de aceite de argán (Gamero-Sandemetrio et al., 2019, 

2015). 

Aunque no se encontró una respuesta común al tratamiento con cada uno de los 

aceites en las tres cepas, sí que se vieron claros efectos sobre su eficiencia tecnológica 

y sus parámetros de respuesta estrés, seguramente derivados de la capacidad 

antioxidante de los aceites empleados, que quedó probada por la reducción de la 

peroxidación lipídica observada en la LSA tratada con los mismos. Como cabía esperar 

en base a los resultados ya publicados, el aceite de argán mejoró la eficiencia 



Resultados y Discusión 

175 
 

tecnológica de las tres cepas. Con el resto de aceites, en general, también se observó 

una mejora del crecimiento y de la viabilidad, siendo el aceite de girasol el que tuvo un 

mayor efecto en las cepas T73 y D170. En la cepa D301 prácticamente no se observó 

efecto de los aceites alternativos empleados, lo cual indicaría que el efecto de los 

tratamientos es dependiente de cepa. En la mayoría de los casos se encontró una 

correlación entre la mejora tecnológica y un mayor grado de disminución del daño 

oxidativo. En este caso, aunque existen diferencias entre cepas, el cultivo en presencia 

de argán promovió una modulación de los mecanismos redox similar a la que se ha 

descrito para las especies no-Saccharomyces: reducción de la actividad catalasa, mayor 

acumulación de trehalosa y glutatión y aumento de la relación GSH/GSSG. Con el resto 

de aceites ensayados se observa una mayor variabilidad entre cepas sobre su efecto 

en los parámetros redox. A pesar de que la cantidad de aceite en la melaza se ajustó 

en función de su contenido en ácido oleico, según lo observado por Gamero-

Sandemetrio et al. (2015), la capacidad antioxidante de los aceites está determinada 

también por la presencia de otros componentes, como los tocoferoles, por lo que es 

posible que las diferencias en la composición de estos compuestos antioxidantes 

expliquen el diferente efecto de los aceites empleados en comparación con el aceite de 

argán. De cualquier modo, existe un claro efecto de los aceites alternativos sobre 

algunos de los parámetros redox analizados, como por ejemplo un aumento de los 

niveles de glutatión y de trehalosa, parámetros que como se ha descrito en apartados 

anteriores, se han relacionado con una mejor eficiencia tecnológica y explican la mejora 

de la LSA observada tras el tratamiento con, por ejemplo, aceite de girasol o de oliva. 

En conclusión, nuestros resultados han permitido confirmar el efecto beneficioso del 

aceite de argán sobre la propagación de biomasa en levaduras vínicas no-

Saccharomyces, tal y como se había observado previamente en cepas vínicas de S. 

cerevisiae. Además, en base a los resultados obtenidos, aunque resulta difícil trazar un 

patrón de respuesta común al tratamiento con cada uno de los aceites, parece evidente 

que la presencia de otros aceites vegetales de grado alimentario durante el cultivo tiene 

un efecto positivo sobre la eficiencia tecnológica de la LSA obtenida. De entre los aceites 

analizados el aceite de girasol presentó los resultados más prometedores, atendiendo 

a la mejora del crecimiento y de la viabilidad observadas, así como el mantenimiento de 

una capacidad fermentativa adecuada tras la deshidratación. Además, teniendo en 

cuenta la gran diferencia de precio con el aceite de argán, se puede proponer al aceite 

de girasol como una alternativa viable al aceite de argán para la mejora del 

comportamiento de especies con contrastada eficiencia biotecnológica. Todo ello 

permite proponer el uso de aceites vegetales en el proceso industrial de propagación de 
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la biomasa, así como probablemente de otros procesos que impliquen un elevado estrés 

oxidativo, como estrategia del comportamiento tecnológico de las levaduras. 
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4. Adaptación del proceso de propagación de la biomasa de levadura para 

la mejora de su eficiencia tecnológica 

En los apartados anteriores se ha estudiado el comportamiento de distintas especies 

de levaduras no-Saccharomyces en condiciones de propagación de la biomasa a escala 

de laboratorio. Las condiciones de propagación de la biomasa empleadas en este 

trabajo simulan las empleadas en la industria y están adaptadas a la producción de S. 

cerevisiae, por lo que cabe la posibilidad de que no sean las óptimas para la producción 

de todas las especies no-Saccharomyces empleadas en este trabajo. Por ejemplo, las 

melazas de caña de azúcar y de remolacha son los sustratos más extendidos en las 

plantas de producción de levaduras, entre otros motivos por su reducido precio (Pérez-

Torrado et al., 2015). Los resultados obtenidos revelaron grandes diferencias existentes 

en el comportamiento tecnológico entre las distintas levaduras durante el crecimiento en 

melazas. Resulta particularmente interesante, por su potencial de mejora, sumado a su 

interés enológico, el grupo de especies formado por H. vineae, M. pulcherrima y M. 

fructicola que, como se ha visto en apartados anteriores, presentaron, todas ellas, una 

pobre eficiencia para metabolizar la sacarosa presente en la melaza.  

En esta sección se presentan los resultados obtenidos tras aplicar modificaciones 

industrialmente asequibles, basadas en la caracterización bioquímica y fisiológica 

descrita en secciones anteriores, sobre las condiciones de propagación de la biomasa, 

en concreto, sobre el medio de cultivo, así como alternativas al protocolo de 

deshidratación. 

 

4.1 Análisis de diferencias de crecimiento debidas a la fuente de carbono 

Dado que algunas de las especies de interés presentaron un bajo rendimiento en 

melaza y una baja eficiencia de consumo de sacarosa, se decidió analizar el crecimiento 

en medio completo de laboratorio (YPD), que es el medio estándar de referencia para 

el crecimiento de levaduras y cuya única fuente de carbono es la glucosa al 2 %, con el 

fin de discernir entre deficiencias en la utilización de la sacarosa y una eficiencia menor 

del metabolismo glicolítico. 

En la Figura R.4.1 se muestran los resultados obtenidos al analizar el crecimiento 

celular tras 24 horas de cultivo a 30 ºC en YPD. Además, para facilitar la comparación, 

se incluyen los datos de crecimiento en melaza, presentados anteriormente en la Figura 

R.1.1.B. Recordar que la fuente de carbono en este caso es sacarosa al 6 %. Como se 

puede observar, existen diferencias evidentes en el crecimiento celular entre los dos 
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medios. Las únicas dos especies en las que el crecimiento en YPD fue similar al 

observado en melaza fueron el control comercial de S. cerevisiae y T. delbrueckii. Se 

encontraron dos especies (Z. bailii y S. bacillaris) en las que el crecimiento en YPD fue 

menor al detectado en melaza, lo cual indica que estas especies aprovechan los 

nutrientes presentes en la melaza de manera más efectiva que los encontrados en YPD, 

y la mayor densidad celular debe reflejar la mayor cantidad de fuente de carbono. Por 

otro lado, especies con un pobre crecimiento en melaza, como K. wickerhamii, W. 

anomalus, H. vineae, M. pulcherrima o M. fructicola presentaron un mayor crecimiento 

celular en YPD, algo particularmente patente en el género Metschnikowia. Cabe 

destacar que en YPD las dos especies Metschnikowia fueron las que presentaron una 

mayor densidad celular, seguidas de S. cerevisiae. El mayor crecimiento observado en 

K. wickerhamii o W. anomalus hace que alcanzan valores de DO600 similares a los de la 

cepa comercial, mientras que Z. bailii y T. delbrueckii presentaron un crecimiento 

ligeramente inferior. Por último, las especies con un menor crecimiento fueron S. 

bacillaris y, a pesar de la mejora observada, H. vineae. 

 

 

 

Figura R.4.1: Crecimiento celular (DO600) tras 24 h en medio YPD a 30 ºC. Las barras de error 

corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. Diferentes letras 

indican diferencias significativas entre especies y diferencias estadísticamente significativas 

entre condiciones están marcadas con un asterisco (p < 0.05). 
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Las diferencias observadas de crecimiento entre medios podrían ser explicadas por 

las diferencias en la fuente de carbono principal en cada uno de los medios. Las 

especies en las que el crecimiento en YPD es mayor que en melaza son aquellas que 

presentaron niveles de actividad invertasa bajos (descrita en el apartado 1.3). Por tanto, 

la incapacidad de metabolizar rápidamente la sacarosa y un mejor aprovechamiento de 

la glucosa hacen que el crecimiento en YPD sea mayor. Por otro lado, resulta 

significativo que, en la mayoría de los casos, las especies en las que se detectó una 

elevada actividad invertasa no se vieron diferencias (S. cerevisiae y T. delbrueckii) o 

incluso se vio un menor crecimiento en YPD (S. bacillaris).  

 

4.2 Adaptación del medio de propagación de biomasa mediante la hidrólisis 

ácida de la melaza 

Como se ha visto en el apartado anterior, la composición del medio de cultivo tiene 

una importancia capital en la capacidad de crecimiento de las levaduras. Por ello, se 

planteó la realización de tratamientos de la melaza, tecnológicamente asequibles, con 

el fin de mejorar la eficiencia en la producción de LSA de las especies estudiadas. En 

vista del pobre crecimiento de algunas especies, probablemente debido a su 

incapacidad para metabolizar adecuadamente la sacarosa de la melaza, se optó por 

llevar a cabo un tratamiento de hidrólisis de la melaza para que aquellas levaduras 

incapaces de metabolizar la sacarosa tuvieran disponibles sus monómeros, la glucosa 

y la fructosa. La sacarosa puede hidrolizarse usando ácidos, enzimas, resinas de 

cationes o temperaturas superiores a los 160 ºC, aunque los procesos de hidrólisis 

industriales nunca suelen superar los 120 ºC, para minimizar la degradación de la 

fructosa y la glucosa (Bower et al., 2008). La hidrólisis de melazas es una estrategia 

biotecnológica que se ha empleado, por ejemplo, en procesos de desnitrificación de 

aguas residuales (Quan et al., 2005) o como sustrato para la producción de bioetanol 

(Yan et al., 2011).  

En nuestro caso, se optó por realizar hidrólisis ácida empleando ácido clorhídrico 

(HCl). Se ensayaron diferentes tratamientos con ácido clorhídrico a diferentes 

concentraciones, temperaturas y tiempos de incubación. En la Tabla R.4.1 se recogen 

los valores de sacarosa residual en la melaza tras cada uno de los tratamientos 

ensayados. Se seleccionó el tratamiento con HCl 1 % durante 60 min a 80 ºC, por ser 

suficiente para hidrolizar por completo la sacarosa presente en la melaza (valor inicial = 

60 g/L). Además, en este caso, se observó un aumento de la concentración de azúcares 



Resultados y Discusión 
 

180 
 

reductores de 17.44 (± 2.09) g/L hasta 74.96 (± 2.06) g/L, que indicó que se liberaron 

glucosa y fructosa y no se produjo degradación de importancia. 

 

Tabla R.4.1: Sacarosa residual (g/L) en la melaza tras tratamientos de hidrólisis con ácido 

clorhídrico en diferentes condiciones. Entre paréntesis se indica la desviación estándar de tres 

experimentos independientes. 

 

 

En primer lugar, se analizó el crecimiento de todas las especies no-Saccharomyces, 

así como el de la cepa comercial de S. cerevisiae, en melaza tratada con HCl. En la 

Figura R.4.2 se recogen los datos de crecimiento celular obtenidos tras 24 horas de 

cultivo. Como se puede ver, en la mayoría de los casos no se observaron diferencias 

significativas en el crecimiento celular entre los dos medios de cultivo. Sin embargo, se 

encontraron tres especies en las que el crecimiento en melaza hidrolizada fue 

significativamente mayor: H. vineae, M. pulcherrima y M. fructicola. Como se ha 

mencionado anteriormente estas tres especies presentaron valores de actividad 

invertasa muy bajos y fueron incapaces de metabolizar por completo la sacarosa 

presente en el medio tras 72 horas de cultivo (Apartado 1.3, Figura R.1.3.A). Igual que 

sucedió cuando se analizó el crecimiento en medio YPD, al ser cultivadas en melaza 

hidrolizada estas especies fueron capaces de alcanzar un crecimiento celular mucho 

mayor, aunque en este caso ligeramente inferior al de la cepa comercial de S. cerevisiae 

para todas ellas.  

 

Temperatura 

(ºC)

Tiempo 

(min)

Ácido Clorhídrico

0.5 % 1 % 2 %

80

15 27.53 ( 3.51) 12.36 ( 2,41) 0

30 17.27 ( 4.81) 4.51 ( 1.66) 0

60 3.78 ( 1.96) 0 0

95

15 15.48 ( 1.76) 0 0

30 10.96 ( 3.71) 0 0

60 6.44 ( 0.85) 0 0
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Figura R.4.2: Crecimiento celular (DO600) tras 24 h a 30 ºC en melaza y melaza hidrolizada con 

HCl. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos 

independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas entre especies y diferencias 

estadísticamente significativas entre condiciones están marcadas con un asterisco (p < 0.05). 

 

En base a la mejora del crecimiento celular observada, se procedió a una 

caracterización más completa de los parámetros tecnológicos de H. vineae y M. 

pulcherrima en melaza hidrolizada con HCl. Se mantuvo la cepa comercial de S. 

cerevisiae como cepa de referencia. En primer lugar, se estudió el rendimiento, definido 

como g de biomasa producidos por g de azúcares consumidos. Como puede observarse 

en la Figura R.4.3 el rendimiento de las tres especies fue el mismo en melaza hidrolizada 

que en condiciones control, de manera que el perfil metabólico de cada cepa no se veía 

alterado por el tratamiento. El mayor crecimiento sin que varíe el rendimiento se explica 

por un mayor consumo de la fuente de carbono, a las 24 h de cultivo tan solo se 

detectaron 2,39 (± 0,36) y 4.67 (± 0,77) g/L de azúcares reductores residuales en H. 

vineae y M. pulcherrima, respectivamente, frente a los más de 30 g/L de sacarosa 

residual en la melaza control. Por lo que con este tratamiento se consiguió un mayor 

consumo de azúcares sin cambiar el rendimiento energético ni el metabolismo de la 

levadura. Por otro lado, igual que ocurría en condiciones control, en S. cerevisiae 

prácticamente no se encontraron azúcares residuales tras 24 h de cultivo y su 

rendimiento fue mayor que el de las otras dos especies. 
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Figura R.4.3: Rendimiento (g biomasa / g azúcares) tras 24 h de crecimiento en melaza y melaza 

hidrolizada a 30 ºC. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de tres 

experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas entre especies 

(p < 0.05). 

 

Como ya se ha comentado anteriormente, uno de los parámetros más importantes a 

la hora de evaluar el potencial uso de las levaduras como inóculos comerciales es la 

viabilidad de la LSA obtenida al final del proceso de propagación. En este caso, además, 

este parámetro resulta de especial interés debido a los potenciales efectos negativos 

que podría tener el uso de ácido clorhídrico. En la Figura R.4.4 se muestran los 

resultados del análisis de la viabilidad de la LSA de células procedentes del cultivo en 

melaza hidrolizada. Además de tener un efecto positivo sobre el consumo de azúcares 

en las especies no-Saccharomyces, la hidrólisis de la melaza no tiene ningún efecto 

negativo sobre la viabilidad. Como ocurrió en condiciones control, la viabilidad de S. 

cerevisiae fue cercana al 50 %, mientras que la de M. pulcherrima fue muy superior 

(cerca del 90 %) y la de H. vineae prácticamente nula. 
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Figura R.4.4: Porcentaje de células viables recuperadas tras el proceso de deshidratación de 

células procedentes de cultivo en melaza hidrolizada. Las barras de error corresponden a la 

desviación estándar de tres experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias 

significativas entre especies (p < 0.05). 

 

En conclusión, el cultivo en melaza hidrolizada resultó ser una estrategia 

prometedora para la mejora de la obtención de biomasa de aquellas especies que 

presentaron un crecimiento deficiente en melaza, en concreto, aquellas en las que el 

bajo crecimiento está asociado a un catabolismo deficiente de la sacarosa. Tras la 

hidrólisis ácida, estas especies disponen de glucosa y fructosa libres en el medio de 

cultivo, lo que se traduce en un mejor crecimiento y en una mayor cantidad de biomasa 

final. Además, la LSA obtenida presentó valores de viabilidad iguales a los controles, lo 

que indica que el tratamiento ácido de la melaza no produce efectos tóxicos perjudiciales 

a la levadura. En casos como el de H. vineae, en el que la viabilidad tras la 

deshidratación es extremadamente baja, esta estrategia que permite la obtención de 

más biomasa fresca debería complementarse con estrategias de mejora del proceso de 

deshidratación para conseguir una mejora real de la producción de LSA a nivel industrial. 

En el caso de especies con una buena viabilidad tras la deshidratación, como las del 

género Metschnikowia, la hidrólisis de la melaza es una alternativa interesante para 

aumentar la producción de biomasa. 
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4.3 Adaptación del medio de propagación de biomasa mediante dilución de la 

melaza 

Como ya se ha mencionado, H. vineae y M. pulcherrima se caracterizan por un peor 

aprovechamiento de la sacarosa presente en la melaza en nuestras condiciones de 

trabajo a escala de laboratorio. Como se describe en el apartado 1.3, incluso tras 72 

horas de cultivo se siguió observando un alto porcentaje de sacarosa residual en el 

medio de cultivo. Por ello, se decidió cultivar estas especies en melaza diluida hasta una 

concentración final de sacarosa de 20 g/L, en contraposición con la concentración 

habitual de 60 g/L. Con este procedimiento se pretende analizar el posible efecto 

negativo de alguna sustancia en la melaza susceptible de ser diluida y el efecto de una 

menor concentración de azúcares en el medio de cultivo. Como se especifica en el 

apartado 2.1 de Materiales y Métodos, la melaza empleada en este apartado se preparó 

diluyéndola hasta 20 g/L de sacarosa y se suplementó con sales y vitaminas a las 

mismas concentraciones que en la melaza estándar. 

En la Figura R.4.5 se recogen los datos de crecimiento celular obtenidos tras 24 horas 

de cultivo. Como se puede observar, el crecimiento de S. cerevisiae se vio reducido en 

la melaza diluida, como cabría esperar de la menor disponibilidad de sacarosa en el 

medio, aunque la disminución de crecimiento no es directamente proporcional, ya que 

la melaza se diluyó a un tercio y el crecimiento solo disminuye al 70 %. En H. vineae se 

observó también un menor crecimiento celular, que es bajo en condiciones control, como 

se ha visto en experimentos anteriores. Por otro lado, es significativo e interesante el 

ligero aumento del crecimiento celular detectado en M. pulcherrima. 
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Figura R.4.5: Crecimiento celular (DO600) tras 24 h a 30 ºC en melaza y melaza diluida. Las 

barras de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. 

Diferencias estadísticamente significativas entre condiciones están marcadas con un asterisco 

(p < 0.05). 

 

Los resultados de crecimiento celular adquieren mayor significado al expresarlos en 

forma de rendimiento, en gramos de biomasa producida por gramos de sacarosa 

consumida, para las tres especies. Se observó que, como aparece representado en la 

Figura R.4.6.A, el rendimiento de S. cerevisiae se mantuvo constante, sin embargo el 

rendimiento de H. vineae y M. pulcherrima en melaza diluida fue significativamente 

superior al de las condiciones control. Para intentar explicar este fenómeno se midió el 

porcentaje de sacarosa consumida en estas condiciones (Figura R.4.6.B). Como se 

puede observar en la figura, ninguna de las dos especies no-Saccharomyces consumió 

la sacarosa del medio por completo, de hecho, el porcentaje de sacarosa consumida 

fue similar en ambas condiciones, lo cual implica que consumiendo una cantidad total 

de sacarosa mucho más baja se produce la misma cantidad de biomasa. Este hecho 

podría explicarse gracias a una transición a un metabolismo respiratorio, que permita un 

mayor aprovechamiento energético. 
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Figura R.4.6: Aprovechamiento de la sacarosa en melaza diluida. A) Rendimiento (g biomasa / 

g sacarosa). B) Porcentaje de sacarosa consumida tras 24 h de cultivo a 30 ºC. Las barras de 

error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. Diferencias 

estadísticamente significativas entre condiciones están marcadas con un asterisco (p < 0.05). 
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Las diferencias metabólicas entre ambas condiciones quedan patentes al estudiar la 

producción de etanol (Figura R.4.7). Como se puede observar, en condiciones control 

S. cerevisiae produce una elevada cantidad de etanol, que se ve reducida en la melaza 

diluida por la menor disponibilidad de fuente de carbono. En el caso de H. vineae se 

observa un efecto similar, en condiciones control, el metabolismo de esta especie es 

fermentativo, como se deduce de la producción de etanol observada, aunque esta sea 

significativamente menor a la de S. cerevisiae, probablemente por la incapacidad de 

metabolizar correctamente la sacarosa. En melaza diluida parece claro que H. vineae 

presenta un metabolismo respiratorio, como se deduce de la ausencia de formación de 

etanol y del incremento del rendimiento ya descrito. Por otro lado, el comportamiento de 

M. pulcherrima en condiciones control es prácticamente igual al descrito para H. vineae, 

pero en melaza diluida esta parece presentar un metabolismo mixto respiro-

fermentativo, ya que se observa una menor producción de etanol, pero, de nuevo, el 

rendimiento aumenta considerablemente, lo que parece indicar que parte de la sacarosa 

consumida se metaboliza por vía respiratoria. En este caso, es posible que la 

disponibilidad de oxígeno se convierta en el factor limitante para mantener un 

metabolismo completamente respiratorio y cause que parte de la sacarosa consumida 

se metabolice por vía fermentativa. 

Los mecanismos de regulación metabólica en estas especies no se conocen en 

profundidad, por lo que tan solo se puede especular con qué sucede a nivel molecular 

en H. vineae y M. pulcherrima en respuesta a la disminución de los niveles de azúcares 

en el medio. En S. cerevisiae, en respuesta a niveles bajos de glucosa, la ruta de la 

AMPK/SNF1 promueve, entre otras, el consumo de fuentes de carbono alternativas y la 

respiración (Broach, 2012; Conrad et al., 2014). Es posible que la disminución de la 

concentración de azúcares en la melaza empleada en estos ensayos sea detectada por 

las células y sea suficiente para que se produzca una reordenación del metabolismo 

celular que favorezca la respiración de los azúcares, lo que explicaría el aumento del 

rendimiento energético observado y la menor producción de etanol. Además, la baja 

actividad invertasa detectada en estas especies (Apartado 1.3) contribuiría a mantener 

niveles bajos de glucosa, que favorecerían el metabolismo respiratorio. Sería por tanto 

interesante investigar los mecanismos de control metabólico en función de la 

disponibilidad de fuente de carbono en estas especies. 
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Figura R.4.7: Niveles de etanol en melaza y melaza diluida tras 24 horas de cultivo. Las barras 

de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. Diferencias 

estadísticamente significativas entre condiciones están marcadas con un asterisco (p < 0.05). 

 

Finalmente, el estudio de la viabilidad de la LSA, es decir, tras deshidratar la biomasa 

obtenida, reveló que el cultivo en melaza diluida no tiene ningún efecto perjudicial sobre 

este parámetro en S. cerevisiae y M. pulcherrima (Figura R.4.8). Por otro lado, resulta 

especialmente interesante el resultado obtenido en H. vineae. Como puede observarse, 

esta especie no solo no sufre efectos perjudiciales por el cultivo en melaza diluida, sino 

que la viabilidad de la LSA aumentó considerablemente en esas condiciones de cultivo 

De hecho, la viabilidad de H. vineae en melaza diluida (44.27 ± 7.27 %) es comparable 

a la de la cepa comercial de S. cerevisiae en condiciones control (48.51 ± 5.11 %). 
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Figura R.4.8: Porcentaje de células viables recuperadas tras el proceso de deshidratación de 

células procedentes de cultivo en melaza diluida. Las barras de error corresponden a la 

desviación estándar de tres experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias 

significativas entre especies. Diferencias estadísticamente significativas entre condiciones están 

marcadas con un asterisco (*) (p < 0.05). 

 

En la Introducción, ya se ha mencionado que una práctica común en la industria para 

minimizar el posible efecto de los inhibidores presentes en la melaza consiste en la 

mezcla de diferentes lotes de melaza de distinto origen. Es posible, por tanto, que la 

melaza empleada tenga un efecto inhibidor específico sobre H. vineae, y que en la 

melaza diluida este efecto se vea minimizado, permitiendo así una mayor viabilidad de 

la LSA. Más allá del posible efecto de los inhibidores otra explicación probable es que 

el metabolismo respiratorio que se da en estas condiciones promueva la inducción de 

mecanismos de defensa antioxidantes, como por ejemplo la actividad catalasa, que 

ejerzan un efecto positivo sobre la capacidad de supervivencia de las células al proceso 

de deshidratación.  

Por último, merece la pena destacar que, como ya se ha mencionado, la melaza 

empleada en los ensayos descritos en este apartado se preparó con vitaminas y sales 

a la misma concentración que en la melaza estándar, por lo que la relación 

carbono/nitrógeno en este caso es menor. Por ello, se analizó el efecto de la dilución de 

las sales y las vitaminas en la misma proporción (1/3) que la sacarosa. No se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas en los parámetros analizados 

entre ambos casos (datos no mostrados), por lo que parece que las diferencias 
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observadas entre la melaza diluida y las condiciones control son debidas a la diferente 

concentración de azúcares. 

 

4.4 Adaptación del proceso de deshidratación mediante spray dryer  

Como ya se ha mencionado, el uso de deshidratadores de lecho fluidizado es el 

método más extendido en la industria para la deshidratación de biomasa de levadura 

(Law y Mujumdar, 2006). A lo largo de este trabajo se ha empleado un deshidratador de 

lecho fluidizado de escala de laboratorio, que ha permitido simular las condiciones de 

deshidratación industriales. Sin embargo, existen numerosos trabajos en los que se han 

empleado otros métodos de secado sobre levaduras vínicas, como por ejemplo la 

liofilización (Ale et al., 2015), el secado por chorro de aire (air-blast; Kim et al., 2019; 

Lee et al., 2016) o el secado mediante pulverización (spray dryer; Luna-Solano et al., 

2005; Romano et al., 2015). Gracias a la estancia realizada en el laboratorio de las 

doctoras Patrizia Romano y Angela Capece, en la Università degli Studi della Basilicata, 

se pudieron realizar pruebas de deshidratación mediante spray dryer con algunas de las 

especies empleadas en este trabajo. Las condiciones de deshidratación empleadas en 

este apartado se recogen en el apartado 2.4 de Materiales y Métodos. 

Los ensayos de secado mediante spray dryer se realizaron con las especies 

seleccionadas en apartados anteriores: S. cerevisiae, H. vineae y M. pulcherrima. 

Además, se analizaron cuatro condiciones de cultivo distintas en cada caso: condiciones 

control, cultivo en presencia de aceite de argán, en melaza hidrolizada y en melaza 

diluida. En la Figura R.4.9 se recogen los datos de viabilidad de la LSA obtenida en cada 

caso. Como se puede observar, tras la deshidratación mediante spray dryer se 

mantienen las diferencias de viabilidad observadas en el deshidratador de lecho 

fluidizado. La viabilidad de M. pulcherrima fue la más elevada, con alrededor de 70 – 75 

% de células viables en las cuatro condiciones, similar a la obtenida en lecho fluidizado. 

En el caso de S. cerevisiae, la viabilidad también fue similar a la obtenida mediante lecho 

fluidizado y similar entre las cuatro condiciones. Por último, en H. vineae solo se pudo 

recuperar un porcentaje muy bajo de células viables en condiciones control y en 

biomasa tratada con aceite de argán (aproximadamente 2 y 6 %). En la biomasa 

cultivada en melaza hidrolizada y melaza diluida no fuimos capaces de recuperar LSA 

viable. Es especialmente significativo que no se consiguiera recuperar células viables 

en melaza diluida, teniendo en cuenta los resultados mostrados en el apartado anterior, 

en el que, como se ha descrito, en estas condiciones la viabilidad aumentó hasta 

aproximadamente un 40 %. 
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Figura R.4.9: Porcentaje de células viables recuperadas tras la deshidratación mediante spray 

dryer de células procedentes de diferentes tipos de cultivo: tratadas con aceite de argán, en 

melaza hidrolizada (HCl) y en melaza diluida. Las barras de error corresponden a la desviación 

estándar de dos experimentos independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas 

entre especies y condiciones (p < 0.05). 

 

Con el fin de ampliar la caracterización de la deshidratación mediante spray dryer de 

la levadura con mayores problemas en la deshidratación, se decidió realizar ensayos 

con biomasa de H. vineae cultivada en YPD. En este caso únicamente se trabajó en 

condiciones control y en presencia de aceite de argán. Como se puede observar en la 

Figura R.4.10, fuimos capaces de recuperar células viables en mayor porcentaje en 

ambas condiciones. Además del mayor crecimiento de H. vineae observado en YPD en 

comparación con la melaza (apartado 4.1), parece que el cultivo en este medio tiene un 

efecto positivo sobre la capacidad de las levaduras de hacer frente a las condiciones de 

deshidratación mediante spray dryer. Además, la viabilidad de las células cultivadas en 

presencia de aceite de argán (52.30 ± 5.78) fue superior a las células control (33.48 ± 

7.89), probablemente debido al efecto protector del aceite de argán, descrito 

anteriormente.  
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Figura R.4.10: Porcentaje de células viables de H. vineae recuperadas tras la deshidratación 

mediante spray dryer de células procedentes de cultivo en YPD. Las barras de error 

corresponden a la desviación estándar de dos experimentos independientes. Diferentes letras 

indican diferencias significativas (p < 0.05). 

 

En conclusión, a pesar de que las diferencias entre las condiciones de deshidratación 

entre ambos procesos (lecho fluidizado y spray dryer) son evidentes, se ha visto que, 

en general, la viabilidad de la LSA procedente de cultivos en melaza es similar en ambos 

casos. Como ya se ha mencionado, la única diferencia significativa se encontró en el 

caso de las células de H. vineae cultivadas en melaza diluida, incapaces de sobrevivir 

a la deshidratación mediante spray dryer. No obstante, los resultados presentados en 

este apartado resaltan la importancia de las condiciones de cultivo para la supervivencia 

a la etapa de deshidratación al final de la propagación de biomasa. Resultaría 

interesante analizar la viabilidad de la LSA de H. vineae cultivada en YPD y deshidratada 

mediante lecho fluidizado, así como realizar una caracterización bioquímica y molecular 

de dicha biomasa, para encontrar cambios que pudieran explicar las diferencias de 

comportamiento observadas. Además, como se ha mencionado con anterioridad, en 

esta especie el uso de coadyuvantes durante el proceso de deshidratación, como la 

leche en polvo o la trehalosa, podría ser una alternativa interesante para mejorar la 

viabilidad de la LSA obtenida. 
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4.5 Discusión general 

En esta sección se han presentado los resultados obtenidos al realizar 

modificaciones sobre el medio de cultivo con el fin de mejorar la producción de biomasa, 

modificaciones que derivan de la caracterización fisiológica y bioquímica de las 

levaduras no-Saccharomyces realizada previamente. Como cabría esperar, el 

crecimiento celular de las distintas especies analizadas varía en función del medio de 

cultivo empleado, como se ha visto al analizar el crecimiento en medio YPD cuya fuente 

de carbono principal (glucosa) difiere de la de la melaza (sacarosa), con las importantes 

consecuencias que tiene esa diferencia en la regulación metabólica. Debido al uso 

generalizado de la melaza en la producción industrial de biomasa de levadura decidimos 

realizar adaptaciones de ese medio que sean industrialmente asequibles en base a 

motivos tecnológicos, de escalado y de coste. 

El primer tratamiento realizado fue la hidrólisis ácida de la melaza, con el fin de liberar 

la glucosa y fructosa de la misma. Este tratamiento resultó en un mayor crecimiento 

celular de aquellas especies incapaces de metabolizar por completo la sacarosa del 

medio, posiblemente debido a su baja actividad invertasa (Apartado 1.3, Figura R.1.4). 

Al analizar en profundidad la eficiencia tecnológica de H. vineae y M. pulcherrima en 

estas condiciones se vio un aumento del crecimiento, sin que su viabilidad se viera 

afectada, por lo que la hidrólisis de la melaza supondría una buena alternativa para 

mejorar la producción de M. pulcherrima, cuya viabilidad tras la deshidratación es alta. 

En este caso, nuestros resultados se asemejan a los obtenidos por Schnierda et al., 

(2014) en cuyo trabajo realizaron una hidrólisis enzimática de la melaza que permitió un 

mayor aprovechamiento de los azúcares y resultó en un mayor crecimiento de esta 

especie. En el caso de H. vineae, a pesar de la mejora en la producción de biomasa, la 

baja viabilidad de la LSA supondría el factor limitante a la hora de su uso como inóculo. 

No obstante, parece evidente que el principal factor limitante para una producción 

óptima de biomasa de esta especie es su pobre aprovechamiento de la sacarosa. 

En vista del bajo consumo de sacarosa de estas especies, se ensayó el cultivo en 

melaza diluida, a una concentración de 20 g/L de sacarosa. En este caso las diferencias 

de crecimiento total de las dos especies de levaduras no-Saccharomyces fueron 

mínimas, lo que supuso que su rendimiento fuera mucho mayor. Este aumento del 

rendimiento tendría un claro impacto económico en el proceso ya que con un gasto 

menor de sustrato se produce la misma cantidad de biomasa. Los resultados obtenidos 

parecen indicar que la menor concentración de azúcares promueve cambios a nivel 

metabólico que favorecen un catabolismo respiratorio o mixto fermentativo-respiratorio 
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de la sacarosa. Esta transición metabólica explicaría el mayor rendimiento observado, 

así como la reducción de la producción de etanol. S. cerevisiae es la única especie post-

WGD (Whole Genome Duplication, duplicación del genoma completo) de entre las 

analizadas (Shen et al., 2016; Wolfe y Shields, 1997). Tras la duplicación del genoma, 

en el ancestro de S. cerevisiae se produjo una pérdida de función genética de 

numerosos de los genes duplicados, sin embargo, se conservaron genes que codifican 

enzimas glicolíticas, lo que resultó en un aumento del flujo glicolítico, que favorece la 

fermentación de azúcares en las especies post-WGD, ya que el aumento de la 

concentración de piruvato favorece su flujo hacia acetaldehído mediante la piruvato 

descarboxilasa (Conant y Wolfe, 2007). Esto, sumado a su diferente regulación 

transcriptómica (Ihmels et al., 2005) explica la preferencia por un metabolismo 

fermentativo incluso en presencia de oxígeno. Este hecho es uno de los factores que 

explica la capacidad de S. cerevisiae de crecer de forma óptima a altas concentraciones 

de azúcares en el medio, mientras que otras especies presentan un crecimiento más 

lento. La regulación de los flujos metabólicos en las especies no-Saccharomyces no se 

conoce en profundidad, por lo que sería interesante estudiar el efecto de la 

concentración de sacarosa y otras fuentes de carbono sobre la regulación del 

metabolismo y el efecto que tiene en la producción de biomasa. 

A lo largo de este trabajo se ha descrito como H. vineae se caracteriza por su baja 

viabilidad tras la deshidratación. Como se describió en aparatados anteriores, el tiempo 

de deshidratación se adaptó a cada especie para alcanzar una LSA con una humedad 

final de aproximadamente el 10 %. Sin embargo, otros parámetros como la temperatura 

de trabajo o el flujo de aire se mantuvieron constantes en todas las especies. La 

optimización de estos parámetros a cada una de las especies podría llevar a mejoras 

considerables de la eficiencia tecnológica de la LSA obtenida, como sucede en S. 

cerevisiae (Akbari et al., 2012; Luna-Solano et al., 2005). A esto se le podría sumar el 

uso de coadyuvantes en el proceso de secado cuya utilidad ya se ha descrito tanto en 

S. cerevisiae como en levaduras vínicas no-Saccharomyces (Lee et al., 2016; Roca-

Domènech et al., 2018, 2016; Romano et al., 2015). Además de las posibles mejoras 

derivadas de la optimización del secado, las diferencias observadas en el 

comportamiento de la LSA de H. vineae en función de las condiciones de cultivo revelan 

la importancia de las mismas sobre el posterior comportamiento durante la 

deshidratación. Se ha visto como mediante la técnica alternativa de deshidratación de 

spray dryer no fuimos capaces de recuperar prácticamente biomasa viable. Sin 

embargo, al cambiar las condiciones de cultivo (en melaza diluida o YPD) fuimos 

capaces de recuperar células con una viabilidad relativamente elevada. Es posible que 
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esta mejora de la viabilidad sea debida a que alguna sustancia presente en la melaza 

ejerza un efecto inhibitorio sobre H. vineae, que se ve minimizado al diluirla. No 

obstante, parece más probable que el metabolismo respiratorio que se da al cultivarla 

empleando melaza diluida, que se observa por la falta de producción de etanol en 

comparación con las condiciones control (Figura R.4.7), promueva la inducción de 

mecanismos celulares de defensa antioxidante que mejoren la capacidad de esta 

especie para hacer frente a las condiciones de deshidratación. Adicionalmente, la 

dilución puede causar un ayuno de algún nutriente que favorezca una entrada 

controlada en fase estacionaria que active la respuesta a estrés y mejore la tolerancia a 

desecación. Sin duda, sería interesante investigar los efectos que las modificaciones 

realizadas en esta sección ejercen sobre los parámetros bioquímicos y moleculares de 

respuesta a estrés descritos en apartados anteriores. Sería necesario estudiar estos 

mecanismos a fondo para determinar si, como ocurre en otros casos, existe una 

correlación entre estos y la mejor eficiencia tecnológica observada.  Como se ha visto 

en este trabajo, la mejora resultante de tratamientos como la adición de aceites 

vegetales está ligada a cambios sobre los biomarcadores de estrés oxidativo. Por tanto, 

cabría esperar que la mejora de la viabilidad de la LSA observada aquí fuera asociada 

a una mejora de dichos parámetros de defensa frente a estrés oxidativo. 

 Más allá del papel que puedan jugar factores como la capacidad de respuesta a 

estrés oxidativo sobre la eficiencia tecnológica, en vista de los resultados presentados 

en esta sección, parece evidente que la composición del medio de cultivo ejerce una 

influencia capital en el posterior desempeño tecnológico de las levaduras. Las 

condiciones de cultivo empleadas en este trabajo son aquellas que se han determinado 

como óptimas para el cultivo de S. cerevisiae. Adaptarlas a los requerimientos de cada 

una de las especias analizadas probablemente resultaría en cambios en su capacidad 

de hacer frente al proceso de deshidratación, como ya se ha visto. A pesar del uso 

extendido de la melaza en industria, nada garantiza que esta pueda ser usada 

eficientemente como medio para la producción de todo tipo de organismos. La alta 

osmolaridad (Scoma et al., 2017) y la presencia de compuestos tóxicos (Teclu et al., 

2009) pueden tener un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de ciertas levaduras. 

Además, los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo indican que la sacarosa, en 

la concentración empleada para la producción de S. cerevisiae, no es la fuente de 

carbono idónea para una producción óptima de todas las levaduras no-Saccharomyces, 

ya que algunas especies presentan dificultades para metabolizarla.  

Como ya se ha comentado, existen trabajos en los que se han realizado 

modificaciones sobre la composición de la melaza para optimizar el crecimiento de 
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diferentes especies no-Saccharomyces (Schnierda et al., 2014), y recientemente se han 

empleado medios sintéticos que simulan la melaza para la producción de bioetanol (Lino 

et al., 2018), lo cual podría ser una alternativa interesante a la hora de adaptar la 

composición del medio para estudiar especies con un peor comportamiento en melazas 

industriales. Otra alternativa sería el uso de medios de cultivo alternativos, como la pulpa 

de manzana proveniente de las industrias de zumos, que como la melaza es rica en 

azúcares y económica (Bravo et al., 2019). Además de la composición del medio, 

también sería interesante determinar las condiciones de cultivo óptimas para cada 

especie en lo que se refiere a otros parámetros como el tiempo de cultivo, la 

temperatura, el pH o la aireación. Los resultados presentados hasta el momento han 

permitido determinar que las diferencias de crecimiento que presentan las levaduras no-

Saccharomyces dependen de múltiples factores, como la capacidad de hidrolizar la 

sacarosa o la ruta metabólica que siguen los azúcares en función de las condiciones de 

cultivo. De cualquier modo, la posibilidad de realizar estudios de carácter global a 

diferentes niveles, como genómico, transcriptómico o metabolómico, en condiciones de 

propagación de la biomasa, ayudaría a entender el comportamiento de cada una de 

estas especies y a tener una visión global de los requerimientos de cada una. Este 

conocimiento podría permitir diseñar estrategias de cultivo adaptadas a cada caso, que 

permitieran optimizar la eficiencia tecnológica de las levaduras para su producción a 

nivel industrial. 
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5. Validación de la propagación de biomasa en fermentador 

Uno de los principales objetivos de este trabajo es la caracterización del 

comportamiento de especies de levaduras vínicas no-Saccharomyces en condiciones 

de propagación de la biomasa que ha de ser utilizada como inóculo en la fermentación 

del mosto de uva. Como se ha descrito en la Introducción, el proceso industrial de 

producción de levaduras se realiza en grandes tanques de fermentación en diferentes 

etapas, empezando por un cultivo en batch, con todos los nutrientes presentes en el 

medio de cultivo desde el inicio, y una segunda fase con alimentación o fed-batch, en la 

que la concentración de azúcares se mantiene baja para minimizar el efecto Crabtree y 

maximizar el consumo de azúcares por respiración para aumentar el rendimiento 

energético y obtener grandes cantidades de biomasa. El protocolo de propagación a 

escala de laboratorio en matraz empleado en los experimentos descritos hasta este 

momento simplifica este proceso industrial y permite analizar múltiples cepas y 

condiciones en paralelo. En trabajos previos de nuestro grupo de investigación se ha 

descrito como los resultados de análisis moleculares en ensayos de simulación a escala 

de laboratorio se asemejan a resultados obtenidos a escala de planta piloto (Garre et 

al., 2010; Gómez-Pastor et al., 2010b). A pesar de sus limitaciones, la caracterización 

del comportamiento de las levaduras en ensayos en fermentador es necesaria para 

poder determinar el potencial uso de especies de levaduras vínicas no convencionales 

a nivel industrial. Los resultados obtenidos a escala de biorreactor ayudarán a 

determinar las condiciones de trabajo óptimas para poder realizar un escalado de la 

producción de biomasa de estas levaduras, primero a escala de planta piloto y 

finalmente a escala industrial. Para la simulación en biorreactor del proceso de 

propagación de biomasa de S. cerevisiae se ha diseñado un proceso simplificado que 

consta de las fases batch y fed-batch en el mismo tanque. Los parámetros de 

crecimiento, tal y como aparecen descritos en el apartado 2.2 de Materiales y Métodos, 

fueron los previamente determinados como óptimos para el crecimiento de S. cerevisiae 

en condiciones industriales (Pérez-Torrado et al., 2005): temperatura de 30 ºC, 

saturación de oxígeno al 20 %, pH 4.5 y agitación de 300 rpm. Estas condiciones de 

cultivo se aplicaron para el cultivo de las levaduras no-Saccharomyces, aunque debido 

a las diferentes características metabólicas de estas no se realizó la fase fed-batch. La 

biomasa obtenida al final del proceso de propagación se deshidrató mediante un 

deshidratador de lecho fluidizado siguiendo las condiciones establecidas anteriormente 

en este trabajo 

En base a los resultados desarrollados en secciones anteriores, las simulaciones de 

producción de biomasa en biorreactor se han realizado con las especies S. cerevisiae, 
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H. vineae y M. pulcherrima, como representantes de comportamientos extremos de 

eficiencia tecnológica. Además, en los tres casos se han aplicado tratamientos que, 

como se ha descrito en apartados anteriores, han resultado en mejoras de la eficiencia 

tecnológica de estas especies en simulaciones a escala de laboratorio, como son el 

cultivo con aceite de argán, en melaza hidrolizada y en melaza diluida. 

 

5.1 Propagación de S. cerevisiae a escala de biorreactor 

En primer lugar, se analizó el crecimiento en fermentador de la cepa comercial de S. 

cerevisiae T73, para ratificar el comportamiento previamente descrito en trabajos de 

nuestro laboratorio. Como puede observarse en la Figura R.5.1, durante la primera fase 

del crecimiento (batch) se alcanzaron niveles de crecimiento celular (DO600) similares a 

los obtenidos en condiciones de laboratorio, con una densidad óptica alrededor de 20, 

lo cual confirma que las simulaciones realizadas a escala de laboratorio son un buen 

punto de partida para estudiar el comportamiento industrial de las levaduras. Por otro 

lado, una vez iniciada la fase fed-batch (alrededor de las 35 - 40 horas) se observó un 

aumento constante de la densidad celular mientras se mantuvo la alimentación, 

alcanzándose al final del cultivo densidades celulares significativamente superiores a 

las observadas en la fase batch. Este aumento de la densidad celular durante la fase 

fed-batch resalta la importancia de la transición a esta fase en la que, gracias a que se 

mantiene la concentración de azúcares por debajo del umbral en el cual se produce la 

represión por glucosa, se consigue mantener un metabolismo respiratorio que da lugar 

a una oxidación completa de los monosacáridos y, por tanto, un mayor rendimiento 

energético que resulta en una elevada producción de biomasa. 
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Figura R.5.1: Curva de crecimiento celular (DO600) en biorreactor de S. cerevisiae. Las barras 

de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes.  

 

Tal y como se describió en cultivos a escala de laboratorio, S. cerevisiae consume 

rápidamente la sacarosa del medio durante la fase batch del crecimiento, 

metabolizándola por completo antes de las 24 horas de cultivo, como se puede ver en 

la Figura R.5.2. Durante la fase batch, a pesar de la aireación del biorreactor, la 

oxidación de los azúcares se produce mediante la vía fermentativa, con producción de 

etanol debido al efecto Crabtree. La producción de etanol alcanzó su máximo (20 – 25 

g/L) en torno a las 20 horas de cultivo. Una vez se agotó la sacarosa del medio, se 

produjo el denominado cambio diáuxico y la levadura pasó de un metabolismo 

fermentativo a uno respiratorio y empezó a oxidar el etanol producido, que se consumió 

en torno a las 35 – 40 horas de cultivo. Durante la mayor parte de la fase fed-batch, no 

se detectó producción de etanol, confirmando que el metabolismo es respiratorio. 
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Figura R.5.2: Determinación del contenido de sacarosa (azul) y etanol (rojo) durante el proceso 

de producción de biomasa en biorreactor de S. cerevisiae. Las barras de error corresponden a 

la desviación estándar de tres experimentos independientes.  

 

En base al efecto beneficioso del cultivo en presencia de aceite de argán descrito en 

apartados anteriores, se decidió analizar el efecto del tratamiento con este aceite en 

ensayos de crecimiento en biorreactor. Los resultados del cultivo en presencia de aceite 

de argán se recogen en la Figura R.5.3. Como se puede observar, a diferencia de lo 

observado en condiciones de laboratorio, no se encontraron diferencias de crecimiento 

estadísticamente significativas entre las células tratadas con aceite de argán y las 

células control. 
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Figura R.5.3: Curva de crecimiento celular (DO600) en biorreactor de S. cerevisiae en condiciones 

control (azul) y en presencia de aceite de argán (amarillo). Las barras de error corresponden a 

la desviación estándar de tres experimentos independientes. 

 

Como cabría esperar, el perfil de consumo de sacarosa fue prácticamente idéntico al 

observado en condiciones control, agotándose alrededor de las 24 horas de cultivo 

(Figura R.5.4). La producción de etanol también es comparable en ambas condiciones, 

no obstante, en células cultivadas con aceite de argán el consumo posterior de etanol 

una vez se ha consumido la sacarosa parece ser ligeramente más lento que en 

condiciones control. Es posible que la presencia de ácido oleico, que podría causar un 

aumento de los niveles de acetil-CoA intracelular como consecuencia de su β-oxidación, 

retrase la respiración del etanol producido, que se acaba consumiendo por completo. 

Igual que sucede en condiciones control, no se detectó producción de etanol durante la 

fase fed-batch, confirmando así el metabolismo respiratorio 
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Figura R.5.4: Determinación del contenido de sacarosa y etanol durante el proceso de 

producción de biomasa en biorreactor de S. cerevisiae en presencia de aceite de argán y en 

condiciones control. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de tres 

experimentos independientes.  

 

En la Tabla R.5.1 se recogen los parámetros tecnológicos (rendimiento y viabilidad 

celular) obtenidos al final del crecimiento en biorreactor, así como los valores obtenidos 

en simulaciones a escala de laboratorio, para facilitar su comparación. Como cabría 

esperar por el mayor rendimiento energético de la respiración, el rendimiento en 

biomasa, expresado como gramos de biomasa seca producida por gramos de sacarosa 

consumida, fue significativamente mayor tras la fase fed-batch que en la fase batch y 

que en condiciones de laboratorio. Cabe destacar que no se observaron diferencias de 

rendimiento entre los ensayos a escala de laboratorio y la fase batch de los ensayos en 

biorreactor, lo que viene a confirmar la idoneidad de nuestros ensayos a escala de 

laboratorio para la simulación del crecimiento industrial de S. cerevisiae. Por otro lado, 

se puede observar como la LSA obtenida al final de la fase fed-batch presenta una 

viabilidad significativamente mayor que la observada en condiciones de laboratorio y en 

la fase batch. Estos resultados estarían de acuerdo con trabajos previos de nuestro 

laboratorio, en los que estudios transcriptómicos confirmaron la inducción de numerosos 

genes de respuesta a estrés a lo largo del proceso, especialmente durante el cambio 

diáuxico que tiene lugar cuando se agotan los azúcares en la fase batch (Gómez-Pastor 

et al., 2010a). Esta inducción, sumada a la acumulación de metabolitos de reserva a lo 

largo del proceso de propagación (Pérez-Torrado et al., 2009) hace que las levaduras 

obtenidas al final de la fase fed-batch estén mejor preparadas para hacer frente a la 
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deshidratación. No obstante, no se detectaron diferencias estadísticamente 

significativas en los parámetros tecnológicos analizados entre las levaduras cultivadas 

en condiciones control y las cultivadas en presencia de aceite de argán. Estos resultados 

no coinciden con lo descrito en condiciones de laboratorio, en las que se observó que 

el cultivo en presencia de aceite de argán supuso un aumento del crecimiento celular, 

también  difieren de lo observado por Gamero-Sandemetrio et al., (2019) en cuyo trabajo 

se observó un aumento del rendimiento en biomasa cuando las levaduras se cultivaron 

en presencia de aceite de argán. Aunque es posible que las diferencias en las 

condiciones de cultivo entre los ensayos en biorreactor y a escala de laboratorio puedan 

explicar que el efecto del aceite de argán sobre los parámetros tecnológicos estudiados 

se vea minimizado, sería interesante realizar un análisis de los biomarcadores de estrés 

oxidativo descritos en apartados anteriores, para determinar si se reproduce el efecto 

observado en ensayos a escala de laboratorio.  

 

Tabla R.5.1: Parámetros tecnológicos del proceso de producción de S. cerevisiae. Entre 

paréntesis se indica la desviación estándar de tres experimentos independientes. Diferentes 

superíndices indican diferencias significativas entre cada una de las condiciones de cultivo (p < 

0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

S. cerevisiae Condición
Rendimiento

(g biomasa / g sacarosa)
Viables tras la 

deshidratación (%)

Melaza

Laboratorio 0.09 ( 0.01) b 48.55 ( 5.11) b

Batch 0.08 ( 0.01) b 40.17 ( 4.74) b

Fed-Batch 0.14 ( 0.02) a 66.76 ( 8.23) a

Melaza + Aceite de argán

Laboratorio 0.09 ( 0.01) b 51.5 ( 7.05) ab

Batch 0.09 ( 0.01) b 42.64 ( 3.33) b

Fed-Batch 0.13 ( 0.03) a 68.79 ( 4.67) a
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5.2 Propagación de H. vineae a escala de biorreactor 

Como se ha descrito en apartados anteriores, H. vineae se seleccionó en base a su 

interés enológico y a su viabilidad extremadamente baja tras la deshidratación, sumada 

a su pobre crecimiento en melaza, lo que hace que sea la especie que presenta mayor 

margen de mejora de su comportamiento en condiciones de propagación. Por ello, 

además de la adición de aceite de argán se analizó el uso de melaza hidrolizada y 

diluida. 

En la Figura R.5.5 se recogen las cinéticas de crecimiento de H. vineae en biorreactor 

en cultivo en batch bajo las diferentes condiciones analizadas. Como se puede observar, 

el crecimiento alcanzado en condiciones control, en presencia de aceite de argán y en 

melaza diluida fue muy bajo, sin diferencias estadísticamente significativas entre 

condiciones y comparable al obtenido a escala de laboratorio (apartado 1.2). Por otro 

lado, se observó como el crecimiento celular alcanzado en levaduras cultivadas en 

melaza hidrolizada fue significativamente mayor que en el resto de condiciones, igual 

que sucedió en ensayos a escala de laboratorio, y en este caso comparable al 

crecimiento alcanzado por S. cerevisiae en la fase batch de cultivo en biorreactor. Estos 

resultados estarían de acuerdo con la hipótesis de que el pobre crecimiento de H. vineae 

es debido a la incapacidad de metabolizar eficientemente la sacarosa presente en la 

melaza.  

 

Figura R.5.5: Curva de crecimiento celular (DO600) en biorreactor de H. vineae en condiciones 

control (azul), con aceite de argán (amarillo), en melaza hidrolizada (rojo) y melaza diluida 

(verde). Las barras de error corresponden a la desviación estándar de dos experimentos 

independientes. 
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De hecho, si se analizan los datos de consumo de azúcares, se puede ver como en 

células cultivadas en melaza hidrolizada los azúcares reductores se agotaron tras 24 

horas de cultivo, mientras que el consumo de sacarosa en las otras tres condiciones fue 

muy lento y no se llegó a consumir por completo en los tiempos de cultivo analizados 

(Figura R.5.6). Cabe mencionar que, en estas condiciones, el consumo de sacarosa, a 

pesar de ser muy lento, fue constante a lo largo del tiempo, por lo que existe la 

posibilidad de que con suficiente tiempo de cultivo esta se agotase por completo y el 

crecimiento celular aumentase hasta niveles similares a los obtenidos con melaza 

hidrolizada. No obstante, no parece una alternativa económicamente viable debido a los 

largos tiempos de cultivo necesarios para alcanzar densidades celulares elevadas. 

Dado que la sacarosa no fue completamente consumida no se procedió al cultivo en 

fase de fed-batch. 

 

 

Figura R.5.6: Determinación del contenido de sacarosa durante el proceso de producción de 

biomasa en biorreactor de H. vineae en condiciones control (azul), con aceite de argán (amarillo) 

y melaza diluida (verde). En rojo se representa el contenido de azúcares reductores en melaza 

hidrolizada. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de dos experimentos 

independientes. 
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Las diferencias a nivel metabólico entre condiciones van más allá de la tasa de 

consumo de sacarosa o de azúcares reductores. En las células cultivadas en melaza 

hidrolizada se detectó producción de etanol, algo que no se observó en el resto de 

condiciones. En la Figura R.5.7 se recogen las cinéticas de consumo de azúcares y 

producción de etanol en estas condiciones. Igual que ocurrió en S. cerevisiae, en los 

cultivos de H. vineae en melaza hidrolizada los niveles máximos de etanol se alcanzaron 

en torno a las 24 horas de cultivo, cuando ya se habían consumido por completo los 

azúcares del medio. Por tanto, parece evidente, que en estas condiciones de cultivo H. 

vineae está metabolizando los azúcares del medio de cultivo por la vía fermentativa, aún 

en condiciones aeróbicas, debido al efecto Crabtree. Estos resultados estarían de 

acuerdo con la capacidad fermentativa relativamente elevada mostrada por esta especie 

en mosto sintético (apartado 1.5). Sin embargo, tal y como se observa en la Figura R.5.7 

el cambio de metabolismo fermentativo a oxidativo es más lento en H. vineae que en S. 

cerevisiae (Figura R.5.2), donde a los dos días ya no quedaba etanol. En el apartado 

1.6.4 se describe que esta especie es capaz de crecer a concentraciones bajas de 

etanol, pero es sensible a concentraciones relativamente elevadas, lo cual explicaría, 

en parte, que la transición a la respiración del etanol sea más lenta y que requiera más 

tiempo para alcanzar la velocidad máxima de consumo de etanol. Además, en los 

tiempos de ensayo no se llegó a detectar el consumo completo del etanol producido. En 

las otras condiciones de cultivo, es posible que la ausencia de formación de etanol sea 

debida a la baja actividad invertasa de esta especie, que causa que los niveles de 

glucosa intracelular se mantengan lo suficientemente bajos como para no sobrepasar el 

umbral a partir del cual se produce el efecto Crabtree, de modo que el piruvato se 

metabolice mediante la piruvato deshidrogenasa y entre al ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos y no mediante la piruvato descarboxilasa. 
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Figura R.5.7: Determinación del contenido de azúcares reductores (azul) y etanol (rojo) durante 

el proceso de producción de biomasa en biorreactor de H. vineae cultivada en melaza hidrolizada. 

Las barras de error corresponden a la desviación estándar de dos experimentos independientes. 

 

El estudio del rendimiento de la biomasa producida (Tabla R.5.2), entre 0.08 – 0.09 

gramos de biomasa seca por gramo de sacarosa consumida, reveló que no existen 

diferencias en este parámetro entre las muestras control, las crecidas con aceite de 

argán y las crecidas en melaza hidrolizada. Sin embargo, como ya se observó en 

ensayos a escala de laboratorio, el rendimiento de las muestras cultivadas en melaza 

diluida fue mucho mayor. Como ya se ha mencionado, es posible que en estas 

condiciones la menor concentración de azúcares en el medio de cultivo promueva una 

regulación del metabolismo que favorezca un consumo más eficiente de la fuente de 

carbono. Por otro lado, destaca la elevada viabilidad de la LSA procedente de cultivos 

en biorreactor, que en todas las condiciones de cultivo fue significativamente superior a 

la observada en ensayos a escala de laboratorio, y cercana a la de la cepa comercial de 

S. cerevisiae empleada en este trabajo. Ya se ha mencionado que a lo largo del proceso 

de propagación se inducen genes de respuesta a estrés y de producción de metabolitos 

de reserva que tienen un papel importante en la tolerancia a la deshidratación. Por tanto, 

el mayor tiempo de cultivo en biorreactor frente a los ensayos en matraz podría ser una 

posible explicación a las diferencias de viabilidad observadas. Además, una de las 

principales diferencias con los ensayos a escala de laboratorio es la aireación controlada 

del medio, que no solo se realiza para promover la respiración de los azúcares, si no 

que permite a las células producir ergosterol (Dimster-Denk y Rine, 1996), cuya 

importancia sobre la fluidez de membrana y la supervivencia a condiciones de estrés ya 
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ha sido resaltada anteriormente y que podría ayudar a explicar las diferencias de 

viabilidad de la LSA entre ambas condiciones. 

 

Tabla R.5.2: Parámetros tecnológicos del proceso de producción de H. vineae. Se compara el 

crecimiento en matraz en condiciones de laboratorio con el crecimiento en batch en fermentador. 

Entre paréntesis se indica la desviación estándar de dos experimentos independientes. 

Diferentes superíndices indican diferencias significativas entre condiciones (p < 0.05). 

 

 

En conclusión, la propagación de biomasa de H. vineae en biorreactor presenta 

ciertas similitudes con el cultivo a escala de laboratorio, en especial en lo que se refiere 

al crecimiento celular y el rendimiento al final del proceso. Como se ha podido 

determinar, el crecimiento de esta especie en biorreactor fue muy pobre en aquellas 

condiciones en las que la sacarosa fue la principal fuente de carbono del medio de 

cultivo, debido a la baja tasa de consumo de este disacárido, por su pobre actividad 

invertasa. Sin embargo, se ha visto como el crecimiento mejoró en melaza hidrolizada, 

una mejora que fue acompañada de la mayor viabilidad de la LSA observado en ensayos 

en biorreactor, aunque en el caso de la biomasa cultivada en melaza hidrolizada la 

viabilidad fue las más baja entre las cuatro condiciones ensayadas. Debido al 

comportamiento observado en condiciones control, en este trabajo no se realizó cultivo 

de H. vineae con alimentación, sin embargo, sería interesante incorporar la fase fed-

batch cuando el crecimiento se realiza en melaza hidrolizada. El comportamiento 

observado en estas condiciones se asemeja al de S. cerevisiae, con una primera fase 

fermentativa y una posterior transición a metabolismo respiratorio para metabolizar el 

etanol producido. Seguramente esto ayudaría a aumentar la producción y el rendimiento 

de biomasa de H. vineae en biorreactor. La viabilidad tras la deshidratación es 

H. vineae Condición
Rendimiento

(g biomasa / g sacarosa)
Viables tras la 

deshidratación (%)

Melaza

Laboratorio 0.06 ( 0.01) c 1.83 ( 0.51) d

Batch 0.08 ( 0.02) c 43.25 ( 10.99) ab

Melaza + Aceite de argán

Laboratorio 0.07 ( 0.02) c 13.11 ( 1.14) c

Batch 0.08 ( 0.01) c 42.93 ( 7.02) ab

Melaza + HCl

Laboratorio 0.06 ( 0.01) c 4.16 ( 2.19) d

Batch 0.09 ( 0.02) c 36.81 ( 1.33) b

Melaza diluida (20 g/L)

Laboratorio 0.21 ( 0.01) b 44.27 ( 7.27) ab

Batch 0.57 ( 0.08) a 53.54 ( 8.52) a
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consistentemente mayor en el crecimiento en fermentador, lo que supone una mejora 

tecnológica evidente. En cualquier caso, en base a los resultados obtenidos en este 

trabajo parece evidente que la melaza no es el medio de cultivo idóneo para la 

producción de biomasa de H. vineae a nivel industrial, ya que se produce en mayor 

cantidad cuando la fuente principal de carbono son monosacáridos libres (glucosa y 

fructosa). No obstante, cabe la posibilidad de explorar otras cepas de esta misma 

especie para tratar de encontrar alguna con una elevada actividad invertasa, lo que 

solventaría el principal impedimento para la propagación de esta especie en melaza. 

 

5.3 Propagación de M. pulcherrima a escala de biorreactor 

Como se ha descrito en apartados anteriores, en ensayos a escala de laboratorio M. 

pulcherrima mostró un comportamiento óptimo tras la deshidratación. No obstante, 

existen posibilidades de mejora en la eficiencia tecnológica de esta especie, ya que el 

crecimiento celular en dichos ensayos de propagación de biomasa fue 

significativamente inferior al de S. cerevisiae, debido a un consumo incompleto de la 

sacarosa del medio de cultivo, como sucedió con H. vineae. 

El crecimiento celular de M. pulcherrima en biorreactor difiere considerablemente del 

observado en condiciones de laboratorio. Cuando se empleó melaza control como 

medio de cultivo, el crecimiento en biorreactor presenta una fase lag de crecimiento que 

dura aproximadamente 24 horas, tras la cual se produce un crecimiento exponencial 

(Figura R.5.8). Al final del proceso de propagación en batch en biorreactor M. 

pulcherrima alcanzó niveles de crecimiento celular muy elevados, similares a los 

alcanzados por la cepa comercial de S. cerevisiae tras la fase fed-batch. Igual que en el 

caso de H. vineae, en esta especie también se aplicaron aquellos tratamientos que 

habían resultado beneficiosos en ensayos a escala de laboratorio. El cultivo en 

presencia de aceite de argán resultó en una reducción de la duración de la fase lag, que 

fue todavía más notable en células cultivadas en melaza hidrolizada. Aunque, no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas en el crecimiento alcanzado 

entre estas y las condiciones control al final del proceso. En células cultivadas en melaza 

diluida, el crecimiento alcanzado al final del proceso fue significativamente menor que 

en el resto de condiciones, como cabría esperar por la menor disponibilidad de fuente 

de carbono, aunque la fase de latencia es más corta, probablemente debido a que la 

menor concentración de fuente de carbono en el medio promueve una regulación 

diferente del metabolismo que favorece un consumo más rápido de los azúcares. 

Aunque las diferencias de crecimiento celular observadas entre los ensayos de 
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propagación en biorreactor y los ensayos a escala de laboratorio son significativas, hay 

numerosos factores que podrían explicarlas. En primer lugar, el tiempo de cultivo no es 

el mismo (24 frente a 72 horas), y el crecimiento en biorreactor a las 24 horas es 

comparable. Otro factor a tener en cuenta es el mayor control del que se dispone sobre 

los parámetros de fermentación en el biorreactor, por ejemplo, la mayor disponibilidad 

de oxígeno gracias a la aireación controlada del medio, hace que el oxígeno disuelto en 

el medio de cultivo no se convierta en un factor limitante para que se pueda mantener 

el metabolismo respiratorio de esta especie durante todo el proceso de propagación. 

 

 

Figura R.5.8: Curva de crecimiento celular (DO600) en biorreactor de M. pulcherrima en 

condiciones control (azul), con aceite de argán (amarillo), en melaza hidrolizada (rojo) y melaza 

diluida (verde). Las barras de error corresponden a la desviación estándar de dos experimentos 

independientes. 

 

La determinación de metabolitos extracelulares reveló que M. pulcherrima no produjo 

etanol en ninguna de las condiciones ensayadas (datos no mostrados), lo cual estaría 

de acuerdo con el ya mencionado carácter Crabtree negativo de esta especie 

(Schnierda et al., 2014). Esta característica metabólica hace que sea innecesaria la 

transición a la fase fed-batch, ya que desde el inicio del proceso tiene lugar el consumo 

de los azúcares por vía respiratoria. En la Figura R.5.9 se representan las cinéticas de 

consumo de sacarosa en las cuatro condiciones estudiadas. Como se puede observar, 

en condiciones control y en presencia de aceite de argán se produce un descenso 

constante de los niveles de sacarosa con el tiempo. Las muestras con aceite de argán 

presentaron una caída inicial más pronunciada, que correlaciona con la reducción de la 
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fase lag observada en estas. Como se puede observar, en los tiempos de cultivo 

analizados no se consume por completo la sacarosa. Por tanto, con el fin de maximizar 

la producción de biomasa de M. pulcherrima sería necesario adaptar el tiempo de 

cultivo, para asegurar el consumo total de la sacarosa y que además permitiese una 

fase de maduración en la que se induzca la acumulación de metabolitos de reserva y la 

expresión de genes de respuesta a estrés, para mejorar la eficiencia tecnológica de esta 

especie. Por otro lado, la tasa de consumo de la sacarosa presente en la melaza diluida 

fue similar a la observada en las muestras control y con aceite de argán, salvo que en 

este caso sí que se llegó a agotar la sacarosa, en torno a las 55 horas de cultivo, debido 

a los menores niveles iniciales de la misma. Por último, cuando las levaduras se 

cultivaron en melaza hidrolizada el consumo de los azúcares fue más rápido, 

agotándose en torno a las 24-30 horas. Las diferencias en la tasa de consumo de 

azúcares entre las muestras cultivadas en melaza hidrolizada y el resto quedarían 

explicadas por la baja actividad invertasa que se ha observado en esta especie 

(Apartado 1.3) (Chua et al., 2018; Lu et al., 2016). Aunque el tratamiento de hidrólisis 

ácida de la melaza no parece ser estrictamente necesario para que se consuman por 

completo los azúcares del medio y se produzcan grandes cantidades de biomasa, sí 

que podría resultar útil para reducir los tiempos de cultivo. 

 

 

Figura R.5.9: Determinación del contenido de sacarosa durante el proceso de producción de 

biomasa en biorreactor de M. pulcherrima en condiciones control (azul), con aceite de argán 

(amarillo) y melaza diluida (verde). En rojo se representa el contenido de azúcares reductores en 

melaza hidrolizada. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de dos 

experimentos independientes. 
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Como se ha mencionado anteriormente, M. pulcherrima fue una de las especies 

estudiadas con mejor comportamiento tras la deshidratación, en base a su elevada 

viabilidad. En la Tabla R.5.3 se recogen los resultados de los valores de viabilidad y 

rendimiento obtenidos al final del proceso de propagación en biorreactor bajo las 

distintas condiciones ensayadas. Igual que se observó en ensayos a escala de 

laboratorio, la LSA obtenida presentó valores muy elevados de viabilidad en las cuatro 

condiciones analizadas, sin diferencias significativas entre ellas. Un resultado que 

corrobora los datos obtenidos a escala de laboratorio y que confirma la gran capacidad 

de esta especie para hacer frente a las condiciones adversas a las que se ven sometidas 

las células durante el proceso de deshidratación. Además, el cultivo en biorreactor, 

comparado con las condiciones de laboratorio, resultó en un mayor rendimiento en las 

células cultivadas en condiciones control, en presencia de aceite de argán y en melaza 

hidrolizada, no así en las fermentaciones con melaza diluida. Este hecho se explica por 

el ya mencionado metabolismo respiratorio. En comparación con las condiciones 

control, el rendimiento fue ligeramente menor tras la aplicación de aceite de argán y la 

hidrólisis de la melaza, sin una mejora en la viabilidad, con lo cual estas intervenciones 

no supondrían una mejora tecnológica para la producción de esta especie. En ensayos 

a escala de laboratorio la falta de aireación del medio de cultivo estaría haciendo que la 

concentración de oxígeno disuelto se convierta en un factor limitante para el 

metabolismo de azúcares por vía respiratoria, obligando a las células a realizar una 

oxidación incompleta de los azúcares por la vía fermentativa, menos eficiente 

energéticamente. En melaza diluida, debido al elevado rendimiento detectado en 

condiciones de laboratorio, no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas. 
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Tabla R.5.3: Parámetros tecnológicos del proceso de producción de M. pulcherrima. Entre 

paréntesis se indica la desviación estándar de dos experimentos independientes. Diferentes 

superíndices indican diferencias significativas entre condiciones (p < 0.05). 

 

 

5.4 Discusión general 

En esta sección se ha descrito el análisis del cultivo de las especies de interés 

seleccionadas en ensayos de propagación de biomasa en biorreactor. Para dichos 

ensayos se emplearon unas condiciones de cultivo que en trabajos anteriores se 

determinaron como óptimas para el cultivo de S. cerevisiae en (Pérez-Torrado et al., 

2005). Efectivamente, las condiciones empleadas resultaron idóneas para el crecimiento 

de la cepa comercial de S. cerevisiae empleada en este trabajo, una comprobación que 

fue imprescindible debido al cambio de equipo de trabajo respecto a trabajos anteriores 

de nuestro laboratorio. A diferencia de los ensayos a escala de laboratorio, el trabajo 

con biorreactor permite la transición a la fase fed-batch de crecimiento tras el consumo 

completo de la sacarosa y el posterior cambio diáuxico en la primera fase de crecimiento 

en batch. En la fase fed-batch el rendimiento de la biomasa obtenida para S. cerevisiae 

fue mucho mayor, gracias al metabolismo respiratorio que presentan las células, y la 

viabilidad de la LSA obtenida al final del proceso fue significativamente mayor, gracias 

a la adaptación a condiciones de estrés que sufren las células a lo largo de la 

propagación, promovida por la inducción de genes de respuesta a estrés y la 

acumulación de metabolitos protectores. Aunque la propagación en biorreactor supuso 

una mejora evidente de los parámetros tecnológicos estudiados, sería de gran interés 

realizar un análisis completo de los parámetros bioquímicos de defensa frente a estrés 

oxidativo que se han descrito a lo largo de este trabajo, para trazar una relación completa 

entre estos y la mejora observada en los ensayos de propagación en biorreactor. 

M. pulcherrima Condición
Rendimiento

(g biomasa / g sacarosa)
Viables tras la 

deshidratación (%)

Melaza

Laboratorio 0.05 ( 0.01) c 80.29 ( 5.07) a

Batch 0.33 ( 0.04) ab 85.85 ( 2.94) a

Melaza + Aceite de argán

Laboratorio 0.06 ( 0.01) c 79.97 ( 4.98) a

Batch 0.28 ( 0.02) ab 81.39 ( 4.84) a

Melaza + HCl

Laboratorio 0.07 ( 0.02) c 85.65 ( 9.36) a

Batch 0.23 ( 0.04) b 90.11 ( 5.36) a

Melaza diluida (20 g /L)

Laboratorio 0.34 ( 0.02) a 89.32 ( 1.98) a

Batch 0.41 ( 0.05) a 92.27 ( 7.86) a
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Por otro lado, el cultivo de las dos especies no-Saccharomyces seleccionadas acabó 

de confirmar las grandes diferencias metabólicas existentes respecto a la cepa de 

referencia, como se ha observado a lo largo de todo este trabajo. En primer lugar, el 

cultivo de H. vineae en biorreactor confirmó que el mayor impedimento para una buena 

producción de esta especie es su incapacidad para metabolizar eficientemente la 

sacarosa de la melaza. Este hecho queda patente al analizar la baja producción de 

biomasa en aquellas condiciones de cultivo en las que la sacarosa es la principal fuente 

de carbono. Comparable a la obtenida en los respectivos ensayos a escala de 

laboratorio. No obstante, cuando se cultivó empleando melaza hidrolizada, el 

crecimiento celular fue elevado, a niveles similares a los de S. cerevisiae en la fase 

batch. De hecho, el comportamiento de H. vineae en melaza hidrolizada es muy similar 

al de S. cerevisiae, con una fermentación inicial de los azúcares, seguida de un cambio 

a metabolismo respiratorio para respirar el etanol producido, un comportamiento muy 

parecido al que muestra H. uvarum en cultivos en batch en biorreactor (Escalante et al., 

2011). No obstante, debido a los tiempos de trabajo empleados no se llegó a detectar 

la respiración completa del etanol producido, sería necesario aumentar los tiempos de 

cultivo, para asegurar su consumo completo y poder realizar la transición a la fase fed-

batch, que permitiría maximizar la producción de biomasa. En la sección anterior se 

describe como a escala de laboratorio el cultivo de H. vineae en melaza diluida, resulta 

en una transición a metabolismo respiratorio, que supone un aumento del rendimiento y 

que, seguramente, afecta al aumento de la viabilidad observado. Estos cambios se 

mantuvieron en ensayos a escala de biorreactor, no obstante, lo más significativo es el 

aumento de viabilidad en las cuatro condiciones de cultivo diferentes a escala de 

biorreactor respecto a los ensayos a escala de laboratorio. Es posible que las diferentes 

condiciones de cultivo, como por ejemplo la aireación controlada del medio, promuevan 

la activación de mecanismos de respuesta a estrés que promuevan este aumento de la 

viabilidad. Sería necesario analizar en profundidad los parámetros redox que se han 

estudiado en secciones anteriores de este trabajo, para determinar si existe una relación 

entre la mejora tecnológica observada y modificaciones en estos. 

 En segundo lugar, los ensayos realizados con M. pulcherrima han revelado que, 

debido a sus características metabólicas, con un consumo de azúcares que es 

principalmente por vía respiratoria, el comportamiento en biorreactor difiere 

considerablemente del de S. cerevisiae y H. vineae. No obstante, a pesar de las 

diferencias metabólicas, se ha observado como M. pulcherrima es capaz de crecer sin 

problemas a escala de biorreactor. A diferencia de lo que se observó a escala de 

laboratorio (bajo crecimiento por el consumo lento e incompleto de la sacarosa), en el 
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biorreactor, tras una fase lag prolongada, se produce el consumo de azúcares por 

respiración, y a tiempos de cultivo largos, se llegan a alcanzar valores de crecimiento 

celular similares a los de S. cerevisiae tras la fase fed-batch. Parece, por tanto, que el 

principal factor limitante que determinaba el bajo crecimiento de esta especie a escala 

de laboratorio era la disponibilidad de oxígeno. La falta de una aireación adecuada del 

medio de cultivo en ensayos en matraz no permite un correcto metabolismo respiratorio 

y un consumo completo de la sacarosa, algo que parece solventarse en los ensayos en 

biorreactor. Debido a nuestras condiciones de ensayo, no se alcanzó a ver el consumo 

completo de la sacarosa del medio, por lo que el crecimiento celular podría ser mayor si 

se realizasen ensayos con tiempos de cultivo más largos, en los que se permitiese la 

respiración completa de los azúcares y una posterior fase de maduración. Además, la 

viabilidad de la LSA obtenido siguió siendo muy elevada.  En el caso de M. pulcherrima, 

con el tratamiento con aceite de argán no se observó ningún efecto sobre la cantidad de 

biomasa final, aunque sí que hubo una leve reducción de la fase lag inicial, como ocurrió 

con el cultivo en melaza hidrolizada. Este tratamiento fue, además, el más prometedor 

de los ensayados, ya que permitió un consumo más rápido de los azúcares, que podría 

permitir una reducción de los tiempos de cultivo, sin que la producción de biomasa y su 

viabilidad se vieran afectadas. Como ocurre en el caso de S. cerevisiae, en ensayos de 

biorreactor la dilución de la melaza tiene un efecto indeseado, una menor producción de 

biomasa. La principal ventaja de esta estrategia a escala de laboratorio es que la 

reducción de la concentración de azúcares parece promover una reordenación 

metabólica que favorece la respiración. Como ya se ha mencionado, en estas 

condiciones, la disponibilidad de oxígeno permite mantener un metabolismo respiratorio 

en todas las condiciones ensayadas, por lo que el rendimiento fue comparable entre 

condiciones. 

De los resultados obtenidos en los ensayos de propagación en biorreactor se extraen, 

por tanto, dos conclusiones principales: la necesidad de adaptar el medio de cultivo a 

las características metabólicas de cada especie y la necesidad de adaptar las 

condiciones de cultivo a los requerimientos de cada especie, ya que las condiciones de 

cultivo aplicadas para S. cerevisiae no son necesariamente las óptimas para el cultivo 

de especies de levaduras no-Saccharomyces. La adecuación del medio de cultivo, 

mediante modificaciones sencillas, baratas y tecnológicamente viables, y la adaptación 

de las condiciones de cultivo a los requerimientos individuales de cada especie permite 

maximizar la producción de biomasa en un estado fisiológico adecuado para ser 

empleada como inóculos. Las grandes diferencias de comportamiento observadas en 

biorreactor, como la mayor viabilidad de H. vineae, seguramente estén fundamentadas 
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en cambios a nivel bioquímico y molecular causados por las diferentes condiciones de 

cultivo. Por ello, sería interesante realizar una caracterización de los biomarcadores de 

estrés oxidativo descritos a lo largo de este trabajo en biomasa procedente de las 

diferentes etapas del proceso de propagación de biomasa en biorreactor y en la LSA 

obtenida.  
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6. Vinificaciones mixtas con Levadura Seca Activa en mosto natural 

Como ya se ha mencionado en la Introducción, con el fin de producir vinos con 

perfiles organolépticos más complejos, en los últimos años se ha recurrido a 

fermentaciones en las que levaduras no-Saccharomyces han sido inoculadas. Ya que 

la mayoría de especies de levaduras no convencionales son incapaces de completar la 

fermentación alcohólica, al menos en tiempos económicamente razonables, numerosos 

estudios han explorado el uso de inóculos no-Saccharomyces en conjunto con cepas de 

S. cerevisiae, ya sea en fermentaciones conjuntas o secuenciales (Morata, 2019; Varela, 

2016). 

Una vez caracterizado el comportamiento de diferentes especies en ensayos de 

propagación de biomasa a escala de biorreactor se decidió realizar experimentos de 

vinificación con mosto natural, para determinar el comportamiento fermentativo de la 

LSA obtenida en las distintas condiciones descritas. Todos los ensayos de vinificación 

y de análisis de los vinos presentados en esta sección se llevaron a cabo durante una 

estancia realizada en el laboratorio de las doctoras Patrizia Romano y Angela Capece 

en la Università degli Studi della Basilicata, Potenza. Para los ensayos de vinificación 

en mosto natural se utilizaron las dos especies seleccionadas en apartados anteriores, 

por su interés en la industria enológica y sus comportamientos tecnológicos dispares: 

H. vineae y M. pulcherrima. Se realizaron fermentaciones mixtas de ambas especies 

con S. cerevisiae mediante co-inoculación, adoptando el protocolo de trabajo empleado 

en el laboratorio receptor. En base a los resultados obtenidos en ensayos de 

propagación de biomasa se decidió analizar el posible efecto de los tratamientos 

aplicados durante dicho proceso (cultivo con aceite de argán, en melaza hidrolizada y 

cultivo en melaza diluida) sobre el comportamiento fermentativo y sobre el perfil 

organoléptico de los vinos obtenidos, por lo que se empleó biomasa seca de las 

levaduras seleccionadas producida bajo dichas condiciones en las fermentaciones 

mixtas. Además, se realizaron fermentaciones control inoculadas únicamente con S. 

cerevisiae T73. Las fermentaciones control se inocularon con 107 células viables/mL y 

las mixtas con 107 células viables/mL de las especies no-Saccharomyces y 103 células 

viables/mL de S. cerevisiae, siguiendo lo descrito en el apartado 2.6 de Materiales y 

Métodos. El mosto empleado en los ensayos de vinificación fue de la variedad Primitivo, 

cuyas principales características químicas se recogen en la Tabla R.6.1.  
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Tabla R.6.1: Parámetros químicos convencionales del mosto de uva empleado en las 

vinificaciones. Entre paréntesis se incluye la desviación estándar de tres réplicas técnicas de la 

medida. 

 

 

6.1 Vinificaciones mixtas de Saccharomyces cerevisiae y Hanseniaspora 

vineae 

A lo largo de este trabajo se ha descrito como la baja viabilidad de H. vineae tras el 

proceso de deshidratación es el principal factor limitante para su uso como inóculo. Por 

ello, debido a la baja viabilidad obtenida en la LSA de cultivada en melaza, para los 

ensayos de vinificación con H. vineae se decidió utilizar LSA procedente del cultivo en 

YPD y deshidratada mediante spray dryer. Por este motivo, en el caso de H. vineae solo 

se empleó biomasa cultivada en condiciones control y en presencia de aceite de argán 

en fermentaciones mixtas con S. cerevisiae cultivada en condiciones control y en 

presencia de aceite de argán. 

La cinética de las fermentaciones vínicas se siguió mediante la pérdida de peso del 

cultivo. Se observó que la cinética de las fermentaciones difiere notablemente entre las 

fermentaciones con inóculo puro de S. cerevisiae y las mixtas (Figura R.6.1). En las 

fermentaciones sencillas dejó de observarse pérdida de peso aproximadamente a los 

11 días, indicando el final de la fermentación. En las fermentaciones mixtas las etapas 

iniciales presentaron una cinética comparable a la de las fermentaciones sencillas, sin 

embargo, a partir del quinto día de fermentación se observa una disminución de la 

velocidad de fermentación. La menor velocidad se tradujo en un mayor tiempo de 

fermentación, alargándose hasta los 27 días. En ningún caso la adición de aceite de 

argán alteró dicho parámetro. 

 

º BRIX pH
Nitrógeno alfa-

aminado (g/L)

Alfa-aminoácidos 

(g/L)
Amonio (g/L)

22.27 ( 0.06) 3.46 ( 0.01) 228.82 ( 6.45) 129.43 ( 1.71) 99.40 ( 7.81)

Densidad (g/mL) Acidez total (g/L)
Ácido glucónico 

(g/L)
Ácido málico (g/L)

Ácido tartárico 

(g/L)

1.10 ( 0.00) 6.71 ( 0.03) 1.75 ( 0.02) 2.03 ( 0.22) 11.14 ( 0.24)
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Figura R.6.1: Pérdida de peso del cultivo en fermentaciones sencillas de S. cerevisiae (Sc) y en 

fermentaciones mixtas con H. vineae (Hv), desarrolladas bajo diferentes condiciones. Las barras 

de error representan la desviación estándar de tres experimentos independientes. 

 

En la Figura R.6.2. se recoge la evolución de los niveles de azúcares y de etanol en 

el mosto en fermentación. Como cabría esperar en base a los datos de pérdida de peso, 

las cinéticas de consumo de azúcares y producción de etanol difirieron notablemente 

entre las vinificaciones sencillas y mixtas, mientras que no se observaron diferencias 

significativas entre las condiciones en presencia o ausencia de aceite de argán, tanto 

en las vinificaciones sencillas como en las mixtas. En las vinificaciones sencillas se 

produjo un consumo rápido de los azúcares desde el principio de la fermentación (Figura 

R.6.2.A), ligado a una rápida producción de etanol (Figura R.6.2.B). Por otro lado, las 

vinificaciones mixtas, en las cuatro combinaciones de biomasa ensayadas, presentaron 

un consumo inicial de azúcares y una producción de etanol similares a las vinificaciones 

sencillas, pero como se ha mencionado, a partir de aproximadamente el quinto día de 

fermentación se observó una reducción de la velocidad de consumo de azúcares y de 

la producción de etanol, que se mantuvo hasta el último día analizado, el 27 (Figura 

R.6.2). Las cuatro fermentaciones mixtas analizadas mostraron cinéticas de 

fermentación muy similares entre sí, aunque se observaron algunas diferencias. En la 

fermentación mixta con biomasa de S. cerevisiae y H. vineae cultivada en condiciones 

control el consumo de azúcares fue ligera, pero significativamente más lento que en 

aquellas fermentaciones que se inocularon con biomasa de S. cerevisiae cultivada en 

presencia de aceite de argán. Del mismo modo, la producción de etanol durante la 
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fermentación fue significativamente mayor en las fermentaciones mixtas inoculadas con 

biomasa de S. cerevisiae cultivada en presencia de aceite de argán que en las 

fermentaciones mixtas con biomasa de S. cerevisiae y H. vineae cultivada en 

condiciones control. Estas dos observaciones podrían ser debidas a una mayor vitalidad 

de la LSA derivada del cultivo en presencia de aceite de argán, que favorecería un 

catabolismo de los azúcares del mosto más rápido que en levaduras cultivadas en 

condiciones control. 

 

 

 

Figura R.6.2: Determinación del contenido de A) glucosa y fructosa y B) etanol durante la 

fermentación de mosto natural en fermentaciones sencillas con S. cerevisiae (Sc) y 

fermentaciones mixtas de S. cerevisiae y H. vineae (Hv) a partir de biomasa procedente de 

diferentes condiciones de cultivo. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de 

tres experimentos independientes. 
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Con el objetivo de determinar la influencia de cada una de las especies en los 

parámetros de fermentación, se analizó la abundancia relativa de cada una de las 

especies a lo largo de las fermentaciones mixtas, tal y como se describe en el apartado 

2.6 de Materiales y Métodos. H. vineae fue la especie dominante durante las primeras 

etapas de la fermentación (Figura R.6.3), coincidiendo con el ya mencionado consumo 

rápido de los azúcares inicial. Como se puede observar, en general en las 

fermentaciones mixtas hasta el séptimo día de fermentación no se encontraron 

porcentajes importantes de S. cerevisiae en el mosto en fermentación, y no fue hasta el 

día 14 de fermentación cuando esta se impuso por completo sobre H. vineae y pasó a 

ser la única especie detectable hasta el final de la fermentación. No obstante, existen 

diferencias en la proliferación entre las distintas fermentaciones, probablemente 

asociadas a una mayor vitalidad celular, conferida por el cultivo con el aceite de argán. 

Cuando se empleó LSA de S. cerevisiae cultivada con aceite de argán esta se impone 

antes sobre H. vineae que cuando se emplea S. cerevisiae cultivada en condiciones 

control (Figura R.6.3.A y C). Del mismo modo, cuando se empleó LSA de H. vineae 

cultivada con aceite de argán, su prevalencia en el mosto en fermentación fue mayor 

que cuando se empleó LSA cultivada en condiciones control, aunque S. cerevisiae es 

más abundante en el primer día que se detecta (día 7) (Figura R.6.3.A y B). Por último, 

el efecto de la mejora derivada del cultivo en presencia de aceite de argán es mayor en 

S. cerevisiae, por lo que esta se impone antes sobre H. vineae, en comparación con las 

fermentaciones mixtas con LSA cultivada en condiciones control  (Figura R.6.3.A y D). 
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Figura R.6.3: Evolución de la microbiota en fermentaciones mixtas de S. cerevisiae (rojo) y H. 

vineae (amarillo) con el tiempo. Se representa la abundancia relativa de cada una de las especies 

a lo largo de 14 días en las cuatro combinaciones analizadas. 

 

La ralentización de las fermentaciones mixtas podría ser debida a la alteración de 

algún parámetro enológico. Como se discutirá más adelante (ver Tabla R.6.3), las 

fermentaciones mixtas producen una elevada cantidad de ácido acético. Esta elevada 

concentración de ácido acético, y por tanto de la acidez total del vino (Tabla R.6.2), 

derivada de la presencia de H. vineae en el mosto, parece tener un claro efecto sobre 

la capacidad de crecimiento de S. cerevisiae, que estaría de acuerdo con la ya descrita 

reducción de la velocidad de crecimiento de esta especie incluso a concentraciones 

bajas de ácido acético (Narendranath et al., 2001). Por tanto, parece posible que la 

reducción de la velocidad de fermentación sea debido a la combinación de dos factores, 

por un lado, la rápida fermentación inicial de los azúcares por parte de H. vineae lleva a 

una producción de etanol hasta niveles que resultan inhibitorios para esta especie. Por 

otra parte, la elevada concentración de ácido acético producido por H. vineae, hace que 

la proliferación de S. cerevisiae sea más lenta, retrasando así el final de la fermentación. 
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El estudio de los parámetros químicos característicos de los vinos obtenidos al final 

de la fermentación reveló que los vinos obtenidos tras las fermentaciones mixtas 

presentaron una mayor concentración de fructosa residual que sus respectivos controles 

(Tabla R.6.2). Como se ha mencionado en la Introducción, el interés enológico de esta 

especie reside en su buena capacidad fermentativa (Martin et al., 2018) y su capacidad 

de producir vinos con perfiles aromáticos complejos (Lleixà et al., 2016; Viana et al., 

2011). La elevada producción de etanol por parte de H. vineae en las etapas iniciales 

de las fermentaciones mixtas, comparable a la de las fermentaciones sencillas, hizo que 

no se encontraran diferencias en la concentración de etanol en los vinos finales. En las 

fermentaciones mixtas se detectó una disminución de la acidez total, debido a una 

menor concentración de ácido málico y láctico, y un ligero aumento del pH. No se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los parámetros químicos 

analizados entre los vinos obtenidos con fermentaciones sencillas de S. cerevisiae 

cultivadas en condiciones control o en presencia de aceite de argán. 

 

Tabla R.6.2: Parámetros químicos convencionales en los vinos finales, analizados mediante 

espectroscopía de infrarrojos con transformada de Fourier. Entre paréntesis se indica la 

desviación estándar de tres experimentos independientes. Diferentes superíndices indican 

diferencias estadísticamente significativas. 

 

 

S. cerevisiae 
control

S. cerevisiae 
argán

Sc control x 
Hv control

Sc control x 
Hv argán

Sc argán x 
Hv control

Sc argán x 
Hv argán

Etanol (%) 11.96 ( 0.65)a 12.01 ( 0.37)a 11.21 ( 0.12)a 11.14 ( 0.36)a 11.34 ( 0.12)a 11.25 ( 0.43)a

Glucosa (g/L) 2.10 ( 0.10)c 2.43 ( 0.06)b 2.83 ( 0.35)a 3.03 ( 0.47)a 2.60 ( 0.10)b 3.20 ( 0.44)a

Fructosa (g/L) 1.03 ( 0.15)b 1.07 ( 0.15)b 9.77 ( 1.74)a 9.50 ( 4.51)a 6.10 ( 0.96)a 9.17 ( 3.46)a

Acidez total 

(g/L)
9.85 ( 0.41)a 10.07 ( 0.13)a 8.83 ( 0.31)b 8.86 ( 0.18)b 8.99 ( 0.11)b 8.97 ( 0.18)b

Ácido málico

(g/L)
2.00 ( 0.19)a 1.99 ( 0.07)a 1.42 ( 0.04)b 1.45 ( 0.05)b 1.49 ( 0.02)b 1.49 ( 0.03)b

Ácido láctico 

(g/L)
0.70 ( 0.10)a 0.93 ( 0.15)a 0.53 ( 0.06)a 0.60 ( 0.10)a 0.67 ( 0.06)b 0.60 ( 0.10)b

pH 3.31 ( 0.02)b 3.32 ( 0.03)b 3.41 ( 0.01)a 3.41 ( 0.01)a 3.45 ( 0.01)a 3.43 ( 0.01)a

Densidad (g/L) 1.00 ( 0)a 1.00 ( 0)a 1.00 ( 0)a 1.00 ( 0)a 1.00 ( 0)a 1.00 ( 0)a
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La determinación de compuestos volátiles por cromatografía de gases, cuyos 

resultados se recogen en la Tabla R.6.3, terminó de confirmar las diferencias existentes 

entre los vinos producidos únicamente con S. cerevisiae y los producidos en 

fermentaciones mixtas. Por otro lado, no se observaron grandes diferencias entre los 

vinos producidos con fermentaciones sencillas de S. cerevisiae cultivada en condiciones 

control y con aceite de argán. Las similitudes entre ambas condiciones confirmarían que 

en ningún caso el tratamiento con aceite de argán durante la propagación de la biomasa 

tiene un efecto perjudicial sobre la misma. Estos resultados coinciden con los obtenidos 

por Gamero-Sandemetrio et al., (2019), y vienen a confirmar que el cultivo con aceite de 

argán no tiene un gran efecto negativo sobre los parámetros enológicos analizados en 

este trabajo. Igual que en las fermentaciones sencillas, las diferencias entre los cuatro 

tipos de fermentación mixta, fueron mínimas. Como se puede observar en la Tabla 

R.6.3, en comparación con las fermentaciones sencillas, las fermentaciones mixtas 

presentaron una concentración de ácido acético significativamente mayor. La elevada 

concentración de ácido acético detectada hace que se encuentre por encima del umbral 

de percepción en vino de entre 0.2 – 0.7 g/L (Swiegers et al., 2005), una observación 

que estaría de acuerdo con la elevada producción de este ácido descrita en levaduras 

apiculadas (Ciani y Picciotti, 1995). Por otro lado, en las fermentaciones mixtas se 

detectó una menor concentración de compuestos indeseados como el acetaldehído o el 

acetato de etilo y un aumento de acetoína. Cabe mencionar que la menor concentración 

de acetato de etilo observada respecto a las fermentaciones sencillas no coincide con 

lo descrito por Viana et al., (2011), en cuyo trabajo se encontraron elevadas 

concentraciones de este éster. Estos resultados sugieren que el efecto enológico de H. 

vineae es muy dependiente de las condiciones de inoculación, la composición del mosto 

y las condiciones de fermentación. También se observaron cambios en los niveles de 

los alcoholes superiores analizados (Tabla R.6.3). Por un lado, se observó una menor 

concentración de isoamil alcohol y pentanoles, mientras que los niveles de propanol y 

butanol aumentaron. A pesar de las variaciones observadas, en todas las 

fermentaciones mixtas los niveles de alcoholes superiores analizados se mantuvieron 

dentro de los valores aceptables en vino, con una suma de alcoholes superiores por 

debajo de 400 mg/L. Estos cambios en el perfil de alcoholes superiores podrían dar un 

perfil organoléptico más equilibrado al vino. Aunque en este trabajo no se han analizado, 

uno de los principales puntos de interés del uso de H. vineae es su actividad β-

glucosidasa y β-xilosidasa, que permite la liberación de compuestos aromáticos 

volátiles, como terpenoides, deseables en el vino (López et al., 2015). Sería de gran 

interés realizar un estudio completo de los niveles de todos los compuestos aromáticos 

para completar la caracterización del efecto del co-cultivo con H. vineae sobre la calidad 
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del vino. En cualquier caso, las observaciones acerca de la calidad del vino son 

especulativas y la calidad de los vinos producidos debería ser probada mediante un 

panel de cata.  

 

Tabla R.6.3: Determinación de compuestos volátiles en los vinos finales, analizados mediante 

cromatografía de gases. Entre paréntesis se indica la desviación estándar de tres experimentos 

independientes. Diferentes superíndices indican diferencias estadísticamente significativas. 

 

 

6.2 Vinificaciones mixtas de Saccharomyces cerevisiae y Metschnikowia 

pulcherrima cultivada en diversas condiciones 

Se realizaron fermentaciones mixtas empleando LSA de S. cerevisiae cultivada en 

condiciones control (en el siguiente apartado se analizará el efecto del aceite de argán 

sobre S. cerevisiae y LSA de M. pulcherrima cultivada bajo las cuatro condiciones de 

interés: control, con aceite de argán, en melaza hidrolizada y en melaza diluida. Además, 

se realizaron fermentaciones sencillas que se emplearon como referencia en las que el 

mosto natural solo se inoculó con LSA de S. cerevisiae.  

El estudio de la pérdida de peso de los cultivos en vinificación, reveló que, igual que 

ocurrió en las fermentaciones mixtas con H. vineae, existen diferencias entre las 

cinéticas de las fermentaciones mixtas y sencillas (Figura R.6.4). Las vinificaciones 

S. cerevisiae 

control

S. cerevisiae 

argán

Sc control x 

Hv control

Sc control x 

Hv argán

Sc argán x 

Hv control

Sc argán x 

Hv argán

Acetaldehído 
(mg/L)

56.80 ( 6.11)a 65.37 ( 9.41)a 41.29 ( 2.04)b 41.43 ( 1.15)b 42.50 ( 3.04)b 43.32 ( 7.04)b

Metanol 
(mg/L)

48.53 ( 2.22)a 49.68 ( 4.23)a 37.81 ( 9.31)a 46.58 ( 0.81)a 45.06 ( 5.41)a 49.73 ( 2.18)a

N-propanol 
(mg/L)

16.36 ( 1.57)b 15.65 ( 1.68)b 22.35 ( 0.93)a 22.68 ( 2.19)a 21.85 ( 3.27)a 23.28 ( 1.81)a

Isobutanol 
(mg/L)

36.39 ( 2.55)a 35.62 ( 2.25)a 33.31 ( 3.91)a 35.91 ( 4.14)a 33.85 ( 0.84)a 36.21 ( 8.93)a

N-butanol 
(mg/L)

16.62 ( 2.59)b 15.91 ( 2.74)c 62.39 ( 5.13)a 56.29 ( 16.59)a 35.33 ( 3.36)b 58.20 ( 7.56)a

Pentanoles 
(mg/L)

71.95 ( 7.94)a 64.80 ( 13.06)a 36.59 ( 3.99)b 37.76 ( 2.01)b 33.28 ( 9.75)b 34.67 ( 0.63)b

Isoamil alcohol
(mg/L)

203.93 ( 25.07)a 200.66 ( 29.05)a 136.82 ( 14.22)b 148.20 ( 10.02)b 145.58 ( 10.26)b 149.70 ( 17.45)b

Acetoína 
(mg/L)

6.28 ( 2.03)c 7.12 ( 0.57)c 19.89 ( 1.69)b 25.45 ( 3.95)a 21.23 ( 3.13)a 25.25 ( 1.86)a

Ácido acético 
(mg/L)

299.89 ( 65.59)d 245.58 ( 59.95)d 737.04 ( 53.87)c 980.32 ( 41.11)b 1136.21 ( 

62.34)b

1455.18 ( 

27.77)a

Acetato de etilo 
(mg/L)

27.10 ( 1.03)a 27.48 ( 0.99)a 10.89 ( 0.50)b 10.90 ( 0.70)b 12.11 ( 0.69)b 11.95 ( 0.40)b
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mixtas presentaron una fase de latencia de mayor duración que la vinificación sencilla, 

en estas no se observó pérdida de peso hasta el segundo día de fermentación, 

probablemente debido al carácter no fermentador de M. pulcherrima (Schnierda et al., 

2014). Del mismo modo, el final de la fermentación se produjo ligeramente más tarde 

(11 días) que en las vinificaciones sencillas (9 días). Como se puede observar, existen 

ligeras diferencias entre las cinéticas de fermentación de los cuatro tipos de 

fermentación mixtas. En las vinificaciones en las que se empleó biomasa de M.  

pulcherrima cultivada en presencia de aceite de argán y en melaza hidrolizada la cinética 

de fermentación fue ligeramente más lenta que cuando se empleó biomasa cultivada en 

condiciones control o la biomasa cultivada en melaza diluida. En cualquier caso, todas 

alcanzan la misma pérdida de peso. 

 

 

Figura R.6.4: Pérdida de peso del cultivo de vinificación en fermentaciones sencillas de S. 

cerevisiae (Sc) cultivada en condiciones control y fermentaciones mixtas con M. pulcherrima (Mp) 

cultivada bajo diferentes condiciones. Las barras de error representan la desviación estándar de 

tres experimentos independientes. 

 

En la Figura R.6.5 se recogen las cinéticas de consumo de azúcares y de producción 

de etanol en las fermentaciones. Como se puede observar, en las fermentaciones 

mixtas, en los primeros días de fermentación se produjo un consumo lento de los 

azúcares del mosto (Figura R.6.5.A), coincidiendo con la fase de latencia inicial en la 

que no se observó pérdida de peso. Además, no se detectó formación de etanol hasta 

el segundo día de fermentación (Figura R.6.5.B). Este retraso en la producción de etanol 
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es atribuible a la menor capacidad fermentativa de M. pulcherrima. Como cabría 

esperar, en base a las diferencias observadas en las cinéticas de fermentación, el 

consumo de azúcares a tiempos cortos de fermentación (2 – 4 días) en las 

fermentaciones mixtas con biomasa de M. pulcherrima cultivada con aceite de argán y 

en melaza hidrolizada fueron ligeramente más lento al inicio que en las otras dos 

condiciones. La producción de etanol inicial es más lenta en condiciones de melaza 

hidrolizada y tratada con aceite de argán. 

 

 

 

Figura R.6.5: Determinación del contenido de A) glucosa y fructosa y B) etanol durante la 

vinificación de mosto natural en fermentaciones sencillas con S. cerevisiae y mixtas de S. 

cerevisiae y M. pulcherrima procedente de diferentes condiciones de cultivo. Las barras de error 

corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. 
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Como se puede observar en la Figura R.6.6, en las fermentaciones mixtas la fase 

inicial en la que se produjo un consumo lento de los azúcares, que se extendió durante 

los tres primeros días de la vinificación, coincide con el periodo durante el cual M. 

pulcherrima fue la especie predominante en el mosto en todos los casos. En general, en 

las vinificaciones mixtas a partir del segundo día de fermentación se empezó a detectar 

la presencia de S. cerevisiae en mayor porcentaje, lo que coincidió con el inicio de la 

producción de etanol (Figura R.6.5.B), una observación que coincide con la hipótesis de 

que la producción de etanol en estas fermentaciones está asociada a la fermentación 

de los azúcares por parte de S. cerevisiae, y que durante los primeros días de 

fermentación, en los que predomina M. pulcherrima se produce una respiración lenta de 

los azúcares del mosto. El aumento de los niveles de etanol debido a la proliferación de 

S. cerevisiae está ligado a la caída de la presencia de M. pulcherrima, dada la 

susceptibilidad de esta a bajos niveles de etanol, como ya se ha descrito (apartado 

1.6.4). En todos los casos, a partir del cuarto día de fermentación S. cerevisiae pasó a 

ser la especie predominante en el mosto, y a partir del séptimo día de fermentación se 

impuso por completo sobre M. pulcherrima y fue la única especie presente en el mosto 

hasta que se completó la fermentación, indicando que la presencia de etanol conlleva la 

muerte de M. pulcherrima. Si se analiza la proliferación de S. cerevisiae en cada una de 

las fermentaciones mixtas, se puede observar como en las vinificaciones en las que se 

empleó biomasa de M. pulcherrima cultivada en presencia de aceite de argán y en 

melaza hidrolizada la proliferación de S. cerevisiae fue ligeramente más lenta que 

cuando se empleó biomasa de M. pulcherrima cultivada en condiciones control. Esta 

observación correlaciona con la cinética de fermentación más lenta observada en estas 

vinificaciones mixtas, la proliferación ligeramente más tardía de S. cerevisiae tiene como 

consecuencia un consumo más lento de los azúcares en las etapas iniciales de la 

fermentación. Además, esto estaría de acuerdo con una mayor vitalidad celular de la 

LSA de M. pulcherrima cultivada bajo estos dos tratamientos y apoyaría la hipótesis de 

que tanto el tratamiento con aceite de argán como el cultivo en melaza hidrolizada 

ejercen un efecto beneficioso sobre la biomasa obtenida al final del proceso de 

propagación industrial. Por otro lado, se puede observar como en las vinificaciones con 

biomasa de M. pulcherrima cultivada en melaza diluida la proliferación de S. cerevisiae 

es más temprana. A pesar de que este tratamiento resultó en una mejora del rendimiento 

en la producción de biomasa (apartados 4.3 y 5.3), los resultados obtenidos parecen 

indicar que la biomasa obtenida no se encuentra en las condiciones óptimas para la 

fermentación del mosto. 
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Figura R.6.6: Evolución de la microbiota en las fermentaciones mixtas de S. cerevisiae (rojo) y 

M. pulcherrima (azul)  con el tiempo. Se representa la abundancia relativa de cada una de las 

especies a lo largo de 9 días y en diferentes combinaciones. 

 

Los vinos obtenidos al final de la fermentación (día 14 de fermentación) se analizaron 

para una serie de parámetros químicos convencionales, que aparecen recogidos en la 

Tabla R.6.4. En general, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas 

entre las diferentes fermentaciones mixtas en los parámetros analizados. En las 

fermentaciones mixtas se detectó una reducción en la concentración de ácido málico y 

en el pH respecto de las fermentaciones sencillas. En el resto de parámetros analizados 

no se detectaron diferencias estadísticamente significativas. Cabe destacar que no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas en el contenido de etanol entre 

las fermentaciones mixtas y sencillas. Como se ha descrito, durante los primeros días 

de la fermentación, en los que predominó M. pulcherrima, se observa un ligero consumo 

de azúcares sin producción de etanol, lo que indica que el metabolismo de esta especie 

será seguramente respiratorio o respiro-fermentativo. No obstante, el consumo inicial de 

azúcares por parte de M. pulcherrima no parece ser suficiente para que se produzca 
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una reducción del nivel de etanol total al final de la fermentación, una de las principales 

características de interés de esta especie, al menos en la proporción de inóculos usada 

en estos experimentos. 

 

Tabla R.6.4: Parámetros químicos convencionales en los vinos finales, analizados mediante 

espectroscopía de infrarrojos con transformada de Fourier. Entre paréntesis se indica la 

desviación estándar de tres experimentos independientes. Diferentes superíndices indican 

diferencias estadísticamente significativas. 

 

 

Además del análisis de parámetros químicos convencionales, se realizó un análisis 

mediante cromatografía de gases para determinar las concentraciones de determinados 

compuestos volátiles, principalmente alcoholes superiores, en los vinos finales. Los 

resultados de dicho análisis se recogen en la Tabla R.6.5. Como se puede observar, los 

vinos obtenidos tras las fermentaciones mixtas presentaron un mayor contenido en 

compuestos indeseados como acetaldehído, acetato de etilo y acetoína en los cuatro 

casos. Aunque los niveles detectados se mantienen dentro de los umbrales aceptables 

en vino, el aumento en la producción de acetato de etilo ya se ha descrito en vinos 

producidos con M. pulcherrima, incluso a concentraciones que ejercen un efecto 

negativo sobre la calidad del mismo (Varela et al., 2016). En cuanto a los alcoholes 

S. cerevisiae 
control

Sc control x 
Mp control

Sc control x 
Mp argán

Sc control x 
Mp Hcl

Sc control x 
Mp diluida

Etanol (%) 12.60 ( 0.25)a 12.73 ( 0.09)a 12.70 ( 0.04)a 12.73 ( 0.04)a 12.80 ( 0.13)a

Glucosa (g/L) 1.57 ( 0.06)b 1.80 ( 0.01)a 1.73 ( 0.06)ab 1.73 ( 0.05)ab 1.67 ( 0.06)ab

Fructosa (g/L) 0.87 ( 0.21)b 1.40 ( 0.20)a 1.17 ( 0.06)ab 1.20 ( 0.17)ab 1.07 ( 0.06)ab

Acidez total (g/L) 9.63 ( 0.46)a 9.51 ( 0.07)a 9.39 ( 0.05)a 9.36 ( 0.05)a 9.44 ( 0.11)a

Ácido málico

(g/L)
1.87 ( 0.11)a 1.63 ( 0.03)b 1.58 ( 0.07)bc 1.52 ( 0.02)c 1.59 ( 0.03)b

Ácido láctico 

(g/L)
0.83 ( 0.15)a 0.77 ( 0.06)a 0.90 ( 0.10)a 0.90 ( 0.17)a 0.97 ( 0.06)a

pH 3.93 ( 0.03)a 3.34 ( 0.01)b 3.35 ( 0.01)b 3.35 ( 0.01)b 3.36 ( 0.01)b

Densidad (g/L) 1.00 ( 0)a 1.00 ( 0)a 1.00 ( 0)a 1.00 ( 0)a 1.00 ( 0)a
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superiores analizados, los niveles de isobutanol fueron superiores en los cuatro tipos de 

fermentación mixta y el n-propanol aumentó en las vinificaciones mixtas realizadas con 

biomasa cultivada en condiciones control, con aceite de argán y en melaza hidrolizada, 

pero no con biomasa cultivada en melaza diluida. Por otro lado, en los cuatro casos la 

concentración final de compuestos deseables como el isoamil alcohol y pentanoles fue 

menor que en los vinos control. No se observaron diferencias en los niveles de n-butanol 

y ácido acético entre las fermentaciones sencillas y mixtas. Los vinos producidos con M. 

pulcherrima se caracterizan por una elevada concentración de esteres y por la presencia 

de aromas varietales de la uva, gracias a la hidrólisis de monoterpenos unidos (Morata 

et al., 2019). Con el fin de terminar de determinar el efecto de la co-inoculación con M. 

pulcherrima sobre el perfil organoléptico del vino sería interesante realizar un análisis 

de la posible liberación de todos estos compuestos. 

 

Tabla R.6.5: Determinación de compuestos volátiles en los vinos finales, analizados mediante 

cromatografía de gases. Entre paréntesis se indica la desviación estándar de tres experimentos 

independientes. Diferentes superíndices indican diferencias estadísticamente significativas. 

 

  

 

S. cerevisiae 
control

Sc control x 
Mp control

Sc control x 
Mp argán

Sc control x 
Mp Hcl

Sc control x 
Mp diluida

Acetaldehído 

(mg/L)
47.95 ( 4.42)b 56.98 ( 12.02)ab 62.02 ( 5.22)a 60.02 ( 8.87)ab 61.08 ( 2.21)a

Metanol 

(mg/L)
47.42 ( 0.88)a 46.93 ( 0.30)a 46.93 ( 0.94)a 48.76 ( 4.28)a 44.56 ( 0.62)a

N-propanol 

(mg/L)
16.00 ( 0.88)c 23.58 ( 1.02)a 19.83 ( 1.51)b 21.23 ( 1.76)ab 17.47 ( 0.66)c

Isobutanol 

(mg/L) 35.66 ( 1.72)d 71.60 ( 4.74)a 56.07 ( 2.30)b 62.74 ( 7.09)ab 48.87 ( 2.39)c

N-butanol 

(mg/L)
17.00 ( 2.42)ab 20.26 ( 0.60)a 15.67 ( 0.93)b 16.42 ( 0.98)b 17.89 ( 1.69)ab

Pentanoles 

(mg/L)
89.84 ( 6.90)a 82.58 ( 1.79)ab 64.82 ( 11.52)bc 66.41 ( 3.66)c 64.21 ( 8.01)c

Isoamil alchol 

(mg/L)
240.85 ( 14.40)a 230.84 ( 4.55)ab

201.35 ( 

23.75)abc 206.05 ( 15.71)bc 198.74 ( 9.27)c

Acetoína 

(mg/L)
4.13 ( 0.35)b 6.83 ( 1.09)a 5.36 ( 1.49)ab 5.65 ( 0.54)a 6.19 ( 0.02)a

Ácido acético 

(mg/L)
299.84 ( 46.15)a 264.81 ( 10.73)a 227.04 ( 58.87)a 257.31 ( 9.32)a 217.93 ( 37.03)a

Acetato de etilo 

(mg/L)
19.70 ( 0.80)c 29.24 ( 3.83)a 25.24 ( 1.37)a 27.08 ( 1.77)a 21.67 ( 0.59)b
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6.3 Vinificaciones mixtas de Saccharomyces cerevisiae cultivada en presencia 

de aceite de argán y Metschnikowia pulcherrima en diversas condiciones 

Una vez analizadas las vinificaciones empleando biomasa de S. cerevisiae cultivada 

en condiciones control, se procedió a analizar el efecto del cultivo de S. cerevisiae en 

presencia de aceite de argán tanto en fermentaciones mixtas con M. pulcherrima 

cultivada en las cuatro condiciones de interés. 

El análisis de la pérdida de peso de los cultivos en vinificación reveló que existen 

diferencias entre las cinéticas de fermentación de las vinificaciones sencillas y mixtas, 

como sucedió en el apartado anterior. En la Figura R.6.7.A se puede observar como las 

vinificaciones mixtas mostraron una fase de latencia inicial más prolongada que las 

vinificaciones sencillas, lo que repercutió en el tiempo de fermentación. Mientras que las 

vinificaciones sencillas finalizaron transcurridos aproximadamente 9 días, las mixtas 

necesitaron 11 días de fermentación. Además, se puede observar que no existen 

diferencias entre las cinéticas de fermentación de los cuatro tipos de vinificación mixta 

cuando se empleó S. cerevisiae cultivada con aceite de argán, a diferencia de lo que 

ocurrió en las fermentaciones mixtas con S. cerevisiae cultivada en condiciones control. 

Se encontraron diferencias entre las cinéticas de fermentación de las vinificaciones 

llevadas a cabo con biomasa de S. cerevisiae cultivada en condiciones control y en 

presencia de aceite de argán. Para facilitar la comparación entre ambas condiciones, en 

la Figura R.6.7.B se recogen los datos presentados en el apartado anterior para las 

vinificaciones llevadas a cabo con biomasa de S. cerevisiae cultivada en condiciones 

control. Como se puede observar, en todos los casos, cuando se empleó biomasa de S. 

cerevisiae cultivada con aceite de argán, la cinética de fermentación fue más rápida que 

cuando se empleó biomasa procedente de cultivo en condiciones control. Esta 

observación, estaría de acuerdo con la hipótesis ya planteada de una mejora de la 

vitalidad celular asociada al tratamiento con aceite de argán. 
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Figura R.6.7: Pérdida de peso del cultivo de vinificación en A) fermentaciones sencillas y mixtas 

con S. cerevisiae (Sc) cultivada con aceite de argán y M. pulcherrima (Mp) procedente de 

diferentes condiciones de cultivo. En el panel B) aparecen representados los datos presentados 

de la figura R.6.4 (líneas discontinuas). Las barras de error representan la desviación estándar 

de tres experimentos independientes. 

 

Como cabría esperar en base a las cinéticas de fermentación, en las vinificaciones 

mixtas se observó una fase inicial con un consumo de azúcares lento, que se prolongó 

alrededor de 2 días, y no se observaron diferencias entre los cuatro tipos de 

fermentación mixta (Figura R.6.8.A). Por otro lado, en las fermentaciones sencillas se 

produjo un rápido consumo de azúcares desde el primer día de fermentación. Aunque 

no se observaron diferencias estadísticamente significativas en las cinéticas de 
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consumo de azúcares entre las diferentes vinificaciones mixtas realizadas, sí que 

existen diferencias con los experimentos realizados con biomasa de S. cerevisiae 

procedente de cultivo en condiciones control presentados en el apartado anterior (Figura 

R.6.8.B). Como se puede observar, igual que se ha descrito para las cinéticas de 

fermentación, en aquellos casos en los que se empleó biomasa de S. cerevisiae 

cultivada con aceite de argán el consumo de azúcares fue más rápido que cuando se 

empleó biomasa cultivada en condiciones control. 

 

 

 

Figura R.6.8: Determinación del contenido de glucosa y fructosa durante la fermentación de 

mosto natural en A) fermentaciones sencillas y mixtas con S. cerevisiae (Sc) cultivada con aceite 

de argán y M. pulcherrima (Mp) procedente de diferentes condiciones de cultivo. En el panel B) 
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aparecen representados los datos presentados de la figura R.6.5.A (líneas discontinuas). Las 

barras de error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. 

Del mismo modo que sucedió con el consumo de azúcares, la producción de etanol 

en las fermentaciones sencillas fue más rápida que en las fermentaciones mixtas, entre 

las que no se observaron diferencias estadísticamente significativas y en las que se 

observó una fase de latencia inicial que coincidió con el periodo de consumo lento de 

azúcares descrito en estos casos (Figura R.6.9.A). Como cabría esperar en base a los 

resultados presentados hasta el momento, las cinéticas de producción de etanol de las 

vinificaciones llevadas a cabo en presencia de biomasa de S. cerevisiae cultivada con 

aceite de argán difieren ligeramente de aquellas en las que se empleó S. cerevisiae 

cultivada  en condiciones control (Figura R.6.9.B), siendo la producción de etanol 

ligeramente más rápida cuando se empleó S. cerevisiae cultivada con aceite de argán, 

aunque los valores finales son siempre similares. 
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Figura R.6.9: Determinación del contenido de etanol durante la fermentación de mosto natural 

en A) fermentaciones sencillas y mixtas con S. cerevisiae cultivada con aceite de argán y M. 

pulcherrima procedente de diferentes condiciones de cultivo. En el panel B) aparecen 

representados los datos presentados de la figura R.6.5.B (líneas discontinuas).  Las barras de 

error corresponden a la desviación estándar de tres experimentos independientes. 
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El estudio de la microbiota en las fermentaciones mixtas reveló que, como cabría 

esperar en base a lo descrito hasta el momento, la producción de etanol estuvo asociada 

a la proliferación de S. cerevisiae. En las vinificaciones mixtas el uso de biomasa de S. 

cerevisiae cultivada en presencia de aceite de argán resulta en una imposición más 

temprana de esta especie (Figura R.6.10) respecto a lo descrito en el apartado anterior 

(Figura R.6.6). En este caso, S. cerevisiae empezó a detectarse a partir del primer día 

de fermentación y en todos los casos analizados, alrededor del cuarto día de 

fermentación, S. cerevisiae era prácticamente la única especie presente en el mosto en 

vinificación. La proliferación más temprana de S. cerevisiae resulta en que esta acaba 

imponiéndose antes sobre M. pulcherrima que en las fermentaciones con S. cerevisiae 

cultivada en condiciones control. Un hecho que seguramente esté ligado al efecto 

beneficioso del aceite de argán durante la propagación de la biomasa. Si bien no se 

encontraron diferencias en los parámetros tecnológicos analizados en la producción de 

biomasa de S. cerevisiae con aceite de argán (apartado 5.1), los resultados obtenidos 

en las vinificaciones parecen indicar que el cultivo en presencia de este compuesto tiene 

un efecto beneficioso sobre la vitalidad celular, que favorece una fermentación más 

rápida de los azúcares del mosto. Como se puede observar, en la fermentación mixta 

con M. pulcherrima cultivada en melaza diluida se produjo una mayor proliferación de S. 

cerevisiae, respecto de lo observado en las otras fermentaciones, aunque esto no 

supuso cambios en la cinética de fermentación. De cualquier modo, los resultados 

obtenidos parecen indicar que, como se describió en las vinificaciones mixtas con H. 

vineae, el efecto beneficioso del aceite de argán sobre la vitalidad celular de S. 

cerevisiae es mayor que el efecto de los distintos tratamientos sobre M. pulcherrima, lo 

que enmascara el efecto de estos y permite que S. cerevisiae se imponga antes. 
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Figura R.6.10: Evolución de la microbiota en las fermentaciones mixtas de S. cerevisiae (rojo) y 

M. pulcherrima (azul) con el tiempo. Se representa la abundancia relativa de cada una de las 

especies. 

 

De nuevo, como se recoge en la Tabla R.6.6, el estudio de los parámetros químicos 

convencionales reveló que existen ligeras diferencias entre las fermentaciones mixtas y 

la sencilla. Igual que en el caso anterior, la presencia de M. pulcherrima resultó en una 

disminución ligera, pero estadísticamente significativa, de la concentración de ácido 

málico, una característica que podría ser interesante de cara a la reducción de la 

concentración de este ácido en el vino. En este caso no hay un impacto en el pH final. 

Tampoco se observó en estas fermentaciones una disminución de los niveles de etanol 

por la presencia de M. pulcherrima. Ya se ha descrito en el apartado anterior, que el 

metabolismo de M. pulcherrima durante las primeras etapas de la fermentación 

seguramente sea respiratorio, dado que no se observa producción de etanol. En este 

caso, además, la proliferación más temprana de S. cerevisiae dificultaría todavía más 

que se produjera una reducción de los niveles de etanol por la respiración de azúcares 

por parte de M. pulcherrima. 
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Tabla R.6.6: Parámetros químicos convencionales en los vinos finales, analizados mediante 

espectroscopía de infrarrojos con transformada de Fourier. Entre paréntesis se indica la 

desviación estándar de tres experimentos independientes. Diferentes superíndices indican 

diferencias estadísticamente significativas. 

 

 

En la Tabla R.6.7 se recogen los valores obtenidos del análisis de compuestos 

volátiles. En comparación con las fermentaciones sencillas, en las fermentaciones 

mixtas se detectaron niveles significativamente mayores de los alcoholes superiores n-

propanol e isobutanol. También se detectaron niveles superiores de compuestos 

indeseados como el acetaldehído en las fermentaciones mixtas con M. pulcherrima 

control, cultivada con aceite de argán y en melaza hidrolizada, pero no en aquellas 

realizadas con LSA proveniente de cultivo en melaza diluida, que podría ser explicado 

por la más rápida proliferación de S. cerevisiae en este caso. Del mismo modo, los 

niveles de acetato de etilo aumentaron en fermentaciones con M. pulcherrima control y 

cultivada con aceite de argán, mientras que disminuyeron en las fermentaciones con 

LSA proveniente de melaza diluida y no se observaron diferencias cuando la biomasa 

procedió del cultivo en melaza hidrolizada. Por otro lado, también se observó un 

descenso de compuestos deseables en el vino, como el isoamil alcohol y pentanoles en 

las fermentaciones mixtas con los cuatro tipos de biomasa. Aunque en todos los casos 

S. cerevisiae 
argán

Sc argán x 
Mp control

Sc argán x 
Mp argán

Sc argán x 
Mp Hcl

Sc argán x 
Mp diluida

Etanol (%) 12.63 ( 0.06)a 12.91 ( 0.60)a 12.60 ( 0.35)a 12.90 ( 0.11)a 12.83 ( 0.21)a

Glucosa (g/L) 1.73 ( 0.06)a 1.80 ( 0.01)a 1.80 ( 0.01)a 1.77 ( 0.06)a 1.83 ( 0.06)a

Fructosa (g/L) 0.87 ( 0.11)a 1.00 ( 0.10)a 1.13 ( 0.06)a 1.07 ( 0.06)a 1.07 ( 0.06)a

Acidez total (g/L) 9.54 ( 0.03)a 9.43 ( 0.05)b 9.48 ( 0.14)ab 9.34 ( 0.04)b 9.50 ( 0.08)a

Ácido málico

(g/L)
1.79 ( 0.02)a 1.67 ( 0.04)b 1.66 ( 0.05)b 1.63 ( 0.02)b 1.68 ( 0.02)b

Ácido láctico 

(g/L)
1.03 ( 0.06)a 1.03 ( 0.06)a 1.07 ( 0.06)a 1.00 ( 0.01)a 1.03 ( 0.06)a

pH 3.34 ( 0.01)a 3.32 ( 0.01)a 3.32 ( 0.01)a 3.31 ( 0.01)a 3.31 ( 0.01)a

Densidad (g/L) 1.00 ( 0)a 1.00 ( 0)a 1.00 ( 0)a 1.00 ( 0)a 1.00 ( 0)a
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la concentración de los diferentes compuestos se mantuvo dentro de los valores 

normales en vino (Swiegers et al., 2005), en base a las variaciones de los compuestos 

volátiles estudiados, y a falta de realizar un análisis más completo de todos los 

compuestos volátiles producidos con un efecto sobre el perfil aromático del vino, 

seguramente se produzca un empeoramiento de la calidad organoléptica en los vinos 

producidos mediante fermentaciones mixtas.  

 

Tabla R.6.7: Determinación de compuestos volátiles en los vinos finales, analizados mediante 

cromatografía de gases. Entre paréntesis se indica la desviación estándar de tres experimentos 

independientes. Diferentes superíndices indican diferencias estadísticamente significativas. 

 

 

6.4 Análisis comparativo de los vinos producidos en fermentaciones mixtas 

Con el fin de obtener una visión global del efecto de los diferentes tipos de 

fermentación realizados sobre los parámetros analizados en el vino final y facilitar la 

comparación entre los vinos obtenidos con todas las fermentaciones ensayadas se 

trazaron mapas de calor, uno para las fermentaciones en las que se empleó S. 

cerevisiae cultivada en condiciones control (Figura R.6.11) y otro para las 

fermentaciones en las que se empleó S. cerevisiae cultivada en presencia de aceite de 

argán (Figura R.6.12). En cada caso, los valores representados para cada uno de los 

parámetros analizados (filas) en los diferentes tipos de fermentación (columnas) son los 

S. cerevisiae 

argán

Sc argán x 

Mp control

Sc argán x 

Mp argán

Sc argán x 

Mp HCl

Sc argán x 

Mp diluida

Acetaldehído 

(mg/L)
49.92 ( 3.06)b 79.11 ( 9.80)a 65.51 ( 3.56)a 75.67 ( 8.28)a 43.02 ( 3.45)b

Metanol 

(mg/L)
47.84 ( 10.05)a 46.48 ( 8.05)a 45.33 ( 6.42)a 48.92 ( 3.25)a 46.51 ( 3.23)a

N-propanol 

(mg/L)
14.88 ( 0.35)b 16.84 ( 0.54)a 16.90 ( 0.31)a 16.35 ( 0.34)a 16.03 ( 0.58)a

Isobutanol 

(mg/L)
34.68 ( 1.48)b 51.91 ( 2.49)a 52.35 ( 1.15)a 52.59 ( 0.45)a 50.95 ( 5.86)a

N-butanol 

(mg/L)
14.18 ( 4.26)a 13.56 ( 5.46)a 13.58 ( 4.78)a 17.52 ( 0.79)a 18.44 ( 1.34)a

Pentanoles

(mg/L)
72.81 ( 1.85)a 65.88 ( 1.96)b 60.12 ( 8.87)ab 66.19 ( 1.09)b 64.66 ( 5.34)ab

Isoamil alcohol 

(mg/L)
225.53 ( 1.63)a 214.06 ( 6.71)ab 203.43 ( 18.11)ab 205.72 ( 3.07)b 204.02 ( 16.61)ab

Acetoína 

(mg/L)
8.41 ( 2.27)a 12.29 ( 2.91)a 7.80 ( 2.55)a 11.47 ( 3.72)a 9.31 ( 2.25)a

Ácido acético 

(mg/L)
294.88 ( 48.71)a 347.40 ( 10.76)a 243.15 ( 0.78)b 340.44 ( 6.11)a 327.72 ( 23.37)a

Acetato de etilo 

(mg/L)
18.54 ( 0.22)b 20.94 ( 0.15)a 21.14 ( 1.28)ab 19.50 ( 0.73)b 10.07 ( 0.24)c
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valores normalizados frente a los obtenidos en la fermentación sencilla con S. cerevisiae 

correspondiente, en escala logarítmica en base 2. Los parámetros cuyo valor es mayor 

que en el control aparecen representados en rojo, mientras que presentan un valor 

menor que en el control aparecen representados en verde. El agrupamiento tanto de los 

parámetros como del tipo de fermentación se obtuvo en base a su distancia euclídea. 

En la Figura R.6.11 se muestra el mapa de calor con los valores obtenidos en las 

vinificaciones mixtas en las que se empleó S. cerevisiae cultivada en condiciones control 

como referencia, comparándose con las fermentaciones mixtas y la vinificación sencilla 

de S. cerevisiae cultivada con aceite de argán. Como se puede observar, y de acuerdo 

con lo ya mencionado, el dendograma realizado muestra la similitud existente entre los 

vinos obtenidos en fermentaciones mixtas con M. pulcherrima y por otro lado la similitud 

entre los vinos producidos con H. vineae. Respecto a los parámetros, estos se agrupan 

de forma compleja, ya que, por ejemplo, los alcoholes superiores isoamil alcohol, 

propanol e isobutanol se agrupan, pero el n-butanol resulta más alejado, cuando todos 

proceden del metabolismo de los aminoácidos. El ácido láctico presenta un perfil 

próximo al acetaldehído, mientras que el ácido acético se agrupa con la acetoína. Las 

fermentaciones mixtas realizadas con ambas especies comparten una serie de 

características, como son un aumento de los niveles de acetoína, de los azúcares 

residuales y del propanol, así como una menor concentración de isoamil alcohol, 

pentanoles, metanol y de ácido málico. La principal diferencia entre los vinos producidos 

con las dos especies no-Saccharomyces radica en el aumento de la acidez volátil, 

consecuencia de la mayor acumulación de ácido acético en las fermentaciones mixtas 

con H. vineae. También en encuentran diferencias en la producción relativa de 

acetaldehído y acetato de etilo, mientras que en las fermentaciones mixtas con M. 

pulcherrima la concentración de estos dos compuestos es mayor que en las 

fermentaciones sencillas, en las fermentaciones mixtas con H. vineae se observa lo 

contrario. La presencia de aceite de argán en la fermentación sencilla supone un 

aumento de acetoína y ácido láctico y una reducción de n-butanol y pentanoles, lo que 

indica que la presencia de aceite durante la producción de biomasa puede tener leves 

efectos en el perfil organoléptico del producto final. 
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Figura R.6.11: Análisis comparativo de parámetros enológicos en fermentaciones de mosto 

natural. Se representa el Log2 de cada parámetro (fila) en las diferentes fermentaciones 

(columnas) con H. vineae (Hv) y M. pulcherrima (Mp) normalizado frente al valor obtenido en 

fermentaciones sencillas con S. cerevisiae (Sc) cultivada en condiciones control. La leyenda de 

colores indica la variación de valores desde el más bajo (verde) al más alto (rojo). El 

agrupamiento de las diferentes condiciones y de los parámetros se obtuvo mediante distancia 

euclídea. 

 

En la Figura R.6.12 se muestra el mapa de calor con los valores obtenidos en las 

vinificaciones mixtas en las que se empleó S. cerevisiae cultivada en presencia de aceite 

de argán, normalizados frente a los valores obtenidos en la vinificación sencilla con S. 

cerevisiae cultivada en presencia de aceite de argán. De nuevo, las fermentaciones 

mixtas realizadas con M. pulcherrima cultivada bajo diferentes condiciones agruparon 

juntas, ya que compartieron una serie de características comunes, igual que sucedió 

con las dos fermentaciones distintas con H. vineae. Del mismo modo que cuando se 

empleó S. cerevisiae cultivada en condiciones control, en este caso los vinos 

procedentes de fermentaciones mixtas con ambas especies compartieron una serie de 

parámetros en comparación con los vinos obtenidos tras fermentación sencilla con S. 

cerevisiae cultivada con aceite de argán, como fueron una mayor concentración de 
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azúcares residuales, de acetoína y de n-propanol. Además, aunque existen diferencias 

evidentes entre especies, los vinos producidos con M. pulcherrima y H. vineae también 

mostraron mayor acumulación de ácido acético. Del mismo modo, igual que se ha 

descrito en fermentaciones con S. cerevisiae control, los vinos procedentes de 

fermentaciones mixtas presentaron una menor concentración de ácido málico, isoamil 

alcohol y pentanoles. Cuando S. cerevisiae y M. pulcherrima han sido tratadas con 

aceite de argán se produce una bajada del ácido acético y un aumento del ácido láctico 

que no se da en otras combinaciones, y que podría ser interesante estudiar en detalle. 

 

 

Figura R.6.12: Análisis comparativo de parámetros enológicos en fermentaciones de mosto 

natural. Se representa el Log2 de cada parámetro (fila) en las diferentes fermentaciones 

(columnas) con H. vineae (Hv) y M. pulcherrima (Mp) normalizado frente al valor obtenido en 

fermentaciones sencillas con S. cerevisiae (Sc) cultivada en presencia de aceite de argán. La 

leyenda de colores indica la variación de valores desde el más bajo (verde) al más alto (rojo). El 

agrupamiento de las diferentes condiciones y de los parámetros se obtuvo mediante distancia 

euclídea. 
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6.5 Discusión general 

En esta sección se ha analizado la producción de vinos mediante fermentaciones 

mixtas de un mosto natural, empleando LSA de S. cerevisiae, H. vineae y M. pulcherrima 

cultivada bajo diferentes condiciones. En los últimos años, el efecto de la presencia 

durante las primeras etapas de la fermentación de especies no-Saccharomyces sobre 

los parámetros organolépticos del vino ha sido objeto de numerosos estudios que han 

dejado patente el potencial efecto beneficioso de estas especies (revisado en Morata et 

al., 2020 y en Varela, 2016). En el caso de H. vineae, su interés reside en su buena 

capacidad fermentativa, la actividad β-glucosidasa y la elevada producción de ésteres 

como el acetato de etilo y el acetato de 2-feniletilo (Lleixà et al., 2016; López et al., 2015; 

Martin et al., 2018; Viana et al., 2011). En el caso de M. pulcherrima gran parte del 

trabajo se ha centrado en su uso como iniciador para la reducción del contenido en 

etanol en el vino (Contreras et al., 2014; Puškaš et al., 2020; Quirós et al., 2014; Ruiz et 

al., 2018), sin dejar de lado el análisis de su efecto sobre la producción de compuestos 

secundarios aromáticos o como agente de biocontrol en vino (Morata et al., 2019; Oro 

et al., 2014). 

En primer lugar, se observó que el cultivo con aceite de argán ejerce un efecto 

beneficioso sobre la vitalidad celular. Este efecto queda especialmente patente al 

analizar las cinéticas de fermentación y la proliferación de S. cerevisiae en las 

fermentaciones mixtas. En aquellas en las que la biomasa de S. cerevisiae procedió del 

cultivo con aceite de argán la velocidad de fermentación fue ligeramente más rápida, 

debido a una proliferación más temprana de esta especie, que en los casos en los que 

se empleó biomasa cultivada en condiciones control. Estas observaciones, sumadas al 

efecto beneficioso del aceite de argán sobre el crecimiento de S. cerevisiae en 

condiciones de propagación de la biomasa, lo convierten en un compuesto muy 

interesante para la mejora de la producción industrial de S. cerevisiae. 

En las vinificaciones mixtas con H. vineae se observó como el tiempo de fermentación 

fue mucho más prolongado respecto de las fermentaciones sencillas, debido 

probablemente a su elevada producción de ácido acético, que causa una proliferación 

lenta de S. cerevisiae. No obstante, la cinética de fermentación reveló la buena 

capacidad fermentativa de H. vineae en las primeras etapas de fermentación, aunque 

fue incapaz de finalizarla debido a la acumulación de etanol. La buena capacidad de 

crecimiento de H. vineae en el mosto (rico en glucosa y fructosa) no hace más que 

evidenciar que los problemas de crecimiento observados en melaza se deben a su 

incapacidad de metabolizar la sacarosa. 



Resultados y Discusión 

245 
 

La composición del vino final obtenido en fermentaciones mixtas con H. vineae varió 

respecto las fermentaciones sencillas, siendo una de las diferencias más destacables la 

sobreacumulación de ácido acético por encima de los niveles considerados óptimos en 

vino, una característica asociada a levaduras apiculadas (Ciani y Picciotti, 1995), y que 

tendría un efecto muy negativo sobre el perfil organoléptico del vino. También se 

detectaron variaciones en otros compuestos, que, en algunos casos, no coincidieron 

con lo observado por otros autores, como la disminución del acetato de etilo. A pesar de 

esto, sería interesante realizar un análisis completo de los compuestos volátiles 

característicos del vino, para acabar de determinar el efecto de H. vineae, ya que la 

mayor proporción de compuestos como propanol y butanol puede darle unas 

características distintivas al producto. 

En el caso de las vinificaciones de M. pulcherrima con S. cerevisiae, los tiempos de 

fermentación fueron notablemente más cortos que en el caso anterior, debido a la rápida 

proliferación de S. cerevisiae. A pesar de que en las etapas iniciales de la fermentación 

se produjo un consumo lento de los azúcares del mosto por parte de M. pulcherrima, 

posiblemente por vía respiratoria, no se observó una reducción del grado alcohólico en 

los vinos finales. En la Introducción se ha mencionado el potencial uso de M. pulcherrima 

para la reducción del contenido en etanol de los vinos una cualidad muy buscada en la 

industria enológica, que se explica por el metabolismo respiratorio de M. pulcherrima en 

las fases iniciales de la vinificación, y que ha sido descrita por numerosos autores 

(Contreras et al., 2014; Puškaš et al., 2020; Quirós et al., 2014; Ruiz et al., 2018). En 

general, en los trabajos citados se recurrió a la aireación controlada de los mostos para 

favorecer la respiración de los azúcares por parte de M. pulcherrima, además, la 

inoculación secuencial empleada en dichos trabajos facilita la proliferación de M. 

pulcherrima en las etapas iniciales de la fermentación. Estas diferencias en las 

condiciones de cultivo podrían explicar que no se haya detectado una reducción del 

contenido de etanol en las fermentaciones mixtas. Además, ya se ha descrito en la 

sección anterior que en cultivos en melaza es necesaria la aireación del medio para que 

M. pulcherrima metabolice los azúcares por vía respiratoria, por lo que cabría esperar 

que sucediera lo mismo en condiciones de vinificación. La rápida producción de etanol 

por parte de S. cerevisiae parece ser determinante en que esta se acabe imponiendo 

sobre M. pulcherrima y sea la encargada de finalizar la fermentación. No obstante, la 

influencia de M. pulcherrima en las características del vino final queda patente si se 

analizan las diferencias en la composición de los vinos obtenidos en fermentaciones 

mixtas respecto de las fermentaciones sencillas. En los vinos obtenidos a partir de 

fermentaciones mixtas con M. pulcherrima, independientemente del tipo de biomasa de 
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S. cerevisiae empleada, se detectó una mayor concentración de acetato de etilo, lo que 

estaría de acuerdo con lo descrito por Varela et al., (2016), sin embargo, al contrario 

que en el citado trabajo, en el que la acumulación de dicho éster superó el umbral a 

partir del cual se considera negativo, los valores de acetato de etilo en detectados en 

este trabajo se encuentran dentro de los valores aceptables en vino (22.5 – 63.5 mg/L). 

y su contribución podría ser positiva. La concentración de acetaldehído también fue 

superior que en fermentaciones sencillas, tal y como describen en su trabajo Puškaš et 

al., (2020), pero lejos de niveles preocupantes. Se observó además un aumento de la 

concentración de ciertos alcoholes superiores, como el propanol y el isobutanol, de 

acuerdo con la elevada capacidad de producción de este alcohol descrita por otros 

autores (Comitini et al., 2011; Seguinot et al., 2020). Por otro lado, la concentración de 

otros alcoholes superiores, como el isoamil alcohol y el propanol, fue menor que en 

fermentaciones sencillas, de manera que el perfil aromático es definitivamente alterado 

por la fermentación mixta, en una dirección que debería ser evaluada por un panel de 

cata. 

Los resultados obtenidos no hacen más que evidenciar la influencia de la presencia 

de especies no-Saccharomyces durante la fermentación sobre la composición de los 

vinos obtenidos. En ambos casos sería necesaria una caracterización más profunda de 

los niveles de compuestos volátiles para determinar por completo el efecto de la 

fermentación mixta. Por ejemplo, sería interesante hacer un análisis completo de los 

ésteres presentes en el vino, para determinar si la menor concentración de ciertos 

alcoholes superiores detectada en algunos casos implica que se están sintetizando en 

mayor medida sus respectivos ésteres, cuya presencia es deseable para mejorar el perfil 

aromático del vino. De igual modo, sería interesante analizar los niveles de terpenos 

volátiles liberados de los constituyentes de la uva por enzimas en las que son ricas las 

levaduras no convencionales, para acabar de determinar el efecto de la presencia de 

estas levaduras en la composición del vino. En cualquier caso, hay que tener en cuenta 

que la composición del vino dependerá no solo de las levaduras empleadas en la 

fermentación, sino también del tipo de mosto empleado, de las condiciones de 

inoculación (co-inoculación o inoculación secuencial) y de las condiciones de 

fermentación. Por tanto, sería necesario determinar las condiciones óptimas de 

fermentación para potenciar el papel de las especies no-Saccharomyces y así poder 

asegurar que el vino obtenido posee las características buscadas en cada caso. 

Más allá del efecto sobre la composición de los compuestos volátiles de cada una de 

las especies, los resultados presentados en esta sección revelan que en ningún caso 

los diferentes tratamientos aplicados durante la propagación de la biomasa empleada 
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para las vinificaciones tuvieron un efecto negativo sobre los parámetros de fermentación 

analizados, lo cual facilitaría la implementación de aquellos tratamientos que resultaran 

beneficiosos para la propagación industrial de levaduras no-Saccharomyces. 
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1. Todas las especies de levaduras no-Saccharomyces analizadas fueron capaces 

de crecer en simulaciones del proceso industrial de propagación de biomasa en 

melaza, aunque, en general, su crecimiento fue menor al del control comercial 

de S. cerevisiae empleado. Z. bailii y S. bacillaris crecieron a niveles 

comparables a los S. cerevisiae. Aunque ninguna de las especies analizadas fue 

tan buena fermentadora como S. cerevisiae, sí que se observó una mejor 

capacidad de supervivencia a la deshidratación en M. pulcherrima, M. fructicola 

y S. bacillaris. H. vineae fue especialmente sensible a la deshidratación. 

2. La baja actividad invertasa mostrada por la mayoría de especies no-

Saccharomyces explica parcialmente el menor crecimiento de estas en melaza. 

T. delbrueckii y S. bacillaris presentaron una actividad invertasa y una tasa de 

consumo de sacarosa similares a las de S. cerevisiae. 

3. El estudio de biomarcadores de respuesta a estrés oxidativo reveló una elevada 

heterogeneidad en la respuesta de las diferentes especies. A diferencia de S. 

cerevisiae, la mayoría de especies no acumulan trehalosa. Las especies con una 

mayor viabilidad tras la deshidratación comparten una actividad catalasa 

anormalmente elevada, una alta acumulación de glutatión y una actividad 

glutatión reductasa mayor que S. cerevisiae. 

4. Las diferencias en la composición lipídica de las especies S. cerevisiae, M. 

pulcherrima y H. vineae ayudan a explicar las diferencias de comportamiento en 

condiciones de deshidratación. La composición lipídica de M. pulcherrima, rica 

en ácidos grasos mono y poliinsaturados y ergosterol, es consistente con una 

mayor fluidez de membrana, mientras que los bajos niveles de ácido oleico y el 

alto porcentaje de ácido linoleico detectados en H. vineae son característicos de 

una mayor rigidez de membrana, que ayudan a explicar su pobre 

comportamiento durante el secado. La deshidratación no causó cambios en la 

composición lipídica, indicando que la remodelación de lípidos no es un 

mecanismo adaptativo en estas circunstancias. 

5. El tratamiento con aceite de argán durante el cultivo en melaza supuso una 

mejora del crecimiento celular en prácticamente todas las especies y una clara 

mejora de la viabilidad de la LSA de W. anomalus y H. vineae. Este efecto está 

asociado, en general, a una menor peroxidación lipídica, una mayor acumulación 

de trehalosa, un aumento de la relación GSH/GSSG y una disminución de la 

actividad catalasa. 
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6. El tratamiento de diferentes cepas de S. cerevisiae con aceites de grado 

alimentario alternativos al aceite de argán durante la propagación de la biomasa 

resultó en mejoras tecnológicas dependientes del aceite y la cepa analizados. 

En general, los aceites empleados promovieron una reducción de la 

peroxidación lipídica y una mejora de los biomarcadores de respuesta a estrés 

oxidativo empleados. En base a los resultados obtenidos y su reducido coste, el 

aceite de girasol parece ser una buena alternativa para su uso como agente 

antioxidante en el proceso de propagación de biomasa. 

7. La adaptación de las condiciones de cultivo a los requerimientos de cada especie 

es la vía principal para la mejora de la eficiencia tecnológica de las levaduras no-

Saccharomyces. El cultivo en medios con monosacáridos como fuente de 

carbono principal, como la melaza hidrolizada con HCl, supuso una mejora del 

crecimiento celular de las especies con una pobre capacidad de metabolizar la 

sacarosa, H. vineae, M. pulcherrima y M. fructicola, sin que el rendimiento o la 

viabilidad de la LSA se vieran afectados negativamente.  

8. Simulaciones a escala de biorreactor han revelado que las condiciones de cultivo 

óptimas para la producción de S. cerevisiae, con fases batch y fed-batch 

acopladas, no son adecuadas para la producción de las levaduras no-

Saccharomyces analizadas, debido a sus diferencias metabólicas con S. 

cerevisiae. El mayor control sobre las condiciones de cultivo a escala de 

biorreactor permite la obtención de LSA con una mayor viabilidad que en 

simulaciones a escala de laboratorio. El proceso de producción de biomasa ha 

de ser adaptado y optimizado en función de los requerimientos de cada especie. 

En el caso de H. vineae se debe utilizar un medio de cultivo con monosacáridos 

y en el caso de M. pulcherrima un crecimiento batch con aireación extendido en 

el tiempo. 

9. Los vinos producidos mediante fermentaciones mixtas con LSA de H. vineae y 

M. pulcherrima difieren en su composición de los vinos producidos únicamente 

con LSA de S. cerevisiae. El uso de biomasa procedente de diferentes 

condiciones de cultivo reveló que el aceite de argán tiene un efecto beneficioso 

sobre la vitalidad celular de S. cerevisiae, pero no en las levaduras no-

Saccharomyces, y que las adaptaciones del proceso de propagación de la 

biomasa que se han diseñado en ningún caso tuvieron un efecto perjudicial sobre 

la capacidad de fermentar los azúcares del mosto ni sobre la producción de los 

compuestos volátiles de interés enológico analizados. 
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