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Procedimiento de fermentacion dirigida secuencial, nueva
cepa de levadura que interviene en el mismo, y su aplica-
cién industrial.

La presente invencion se refiere a una nueva cepa de Pi-
chia fermentans, CECT 11773, y a la aplicacion de un
nuevo procedimiento de vinificacion mediante fermenta-
cién secuencial dirigida, por el cual el mosto es sembrado
en tiempos diferentes por dicha cepa y por otra del géne-
ro Saccharomyces. La primera da lugar a la sintesis de
una gran cantidad de sustancias aromaticas y saborizan-
tes con baja produccion de etanol, que determinaran el
aroma del producto final; la segunda levadura se encarga
de terminar la fermentacion aumentando la cantidad de
alcohol acumulado hasta un 12-13% v/v.
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ES 2222786 B1

DESCRIPCION

Procedimiento de fermentacién dirigida secuencial, nueva cepa de levadura que interviene en el mismo, y su
aplicacién industrial.

La presente invencion tiene por objeto una nueva cepa de la levadura Pichia fermentans, asi como el procedimiento
de obtencion de la misma, y su aplicacion en la produccién de vinos.

En concreto atafie, por un lado, a un procedimiento de fermentacion dirigida y secuencial para la produccion de
vino, y por otro, al aislamiento, caracterizacién y uso de una cepa de levadura especifica para la obtencién de un
producto fuertemente aromatizado, con sus caracteristicas organolépticas mejoradas y reproducibles.

Estado de la técnica

Es bien sabido que las bebidas alcohdlicas obtenidas por fermentacion etandlica por levaduras han sido uno de
los productos biotecnolégicos mds antiguos. En un principio se obtuvieron como medio de conservacién de alimentos
liquidos y agua, y después como producto en si mismo. Tradicionalmente para la fermentacién del mosto de uva
se utilizan las poblaciones de levaduras que existen en el ecosistema en el que se ha producido la uva o en la propia
bodega en la que ésta se transforma; las cuales espontdneamente crecen en el jugo y alteran su composicién quimica. En
ambos casos estas poblaciones estdn sometidas a presiones selectivas, especialmente en regiones con climas extremos
como el mediterrdneo, que provocan una evolucion de las mismas. Por tanto, las levaduras presentes en los frutos
no son constantes a través de los afios, asi como tampoco lo son las caracteristicas metabdlicas de cuya interaccién
con el mosto se van a producir las caracteristicas organolépticas del vino resultante. Esta circunstancia da lugar a una
variacion, no deseada, de la produccién de temporada en temporada. Para resolver este problema y también en un
intento de obtener un producto parecido al producido en regiones tradicionalmente productoras, los paises de nueva
tradicién vitivinicola iniciaron la fermentacién con inéculos de levaduras seleccionadas e importadas de paises con
tradicién muy arraigada.

La siembra del mosto inicial con cepas de levaduras seleccionadas del género Saccharomyces, permite independizar
el proceso de fermentacién de la aparicidn, por evolucion de las poblaciones naturales, de caracteristicas indeseables
en los vinos. Ademas, esta fermentacion dirigida asegura, en la mayoria de los casos, la normalizacién de la poblacién
fermentativa y el mantenimiento de la uniformidad de la calidad del producto final (Kunkee y Goswell. (1977). Tables
wine. Alcoholic beverages. Economic microbiology. Academic Press, 5-72. Fleet y Heard. (1993). Wine microbiology
and Biotecnology. Harwood Academic Publishers. 27-54). Esta practica ha sido utilizada con excelentes resultados en
paises con sistemas de vinificacion relativamente recientes y con la necesidad de obtener vinos competitivos y de gran
calidad como Estados Unidos, Africa del Sur y Australia (Egli y col. (1998) J. Applied Microbiology 85, 779-789).
Recientemente, también ha sido introducida en el proceso fermentativo de algunos mostos del marco de Jerez, lo que
ha permitido homologar de forma muy especifica la calidad de estos caldos (Ibeas y col. (1995) Alimentacién Equipos
y Tecnologia. Separata de marzo, 45-49).

Para que la fermentacién controlada pueda ser efectiva es necesario que la levadura inoculada se imponga a las
silvestres. En una situacién natural, sin embargo, la fermentacién espontanea implica una sucesién de diferentes tipos
de levaduras, que pueden ser muy diferentes entre distintas zonas. Existen estudios que demuestran el desplazamiento
de todas las cepas silvestres por la cepa comercial (Querol y col. (1992), Appl. Envirom. Microbiol. 58, 2948-2953.
Poblet y col. (2000), Alimentacién Equipos y Tecnologia. Marzo, 95-100).

La mayoria de las levaduras comerciales utilizadas para la fermentacién dirigida o controlada son de origen francés.
Posiblemente, por el deseo involuntario de alcanzar un vino de calidad comparable a la media de los vinos franceses.
Esto da lugar a dos problemas fundamentales. Por una parte, puesto que gran parte de las caracteristicas organolépticas
del vino proceden de la interaccion del metabolismo de las levaduras y los componentes quimicos del mosto, los vinos
pierden personalidad, tendiendo a parecerse todos entre si. Por otra parte, las levaduras comerciales estan seleccionadas
en unas condiciones ecoldgicas que con frecuencia son muy diferentes a las de los vinos de otras regiones, por ejemplo
las que tienen climas mds calidos o secos. En estas regiones productoras las levaduras aut6ctonas suelen competir
ventajosamente con las aldctonas, desplazdndolas e imponiendo las caracteristicas derivadas de su metabolismo.

Estos dos tipos de problemas pueden resolverse por el uso, para el proceso de fermentacidon controlada, de una
levadura aislada y seleccionada de la zona vitivinicola especifica. Este tipo de levaduras pueden crecer mds deprisa que
otras levaduras comerciales e incrementar la velocidad de fermentacion, ya que estdn mejor adaptadas a las condiciones
especificas por las que deberd pasar el mosto hasta su transformacién. Ademads, teniendo en cuenta que la levadura
predominante es la que aporta la mayor cantidad y nimero de componentes arométicos del vino (Heart y Fleet, (1986),
Food Tecnol. Aust. 38, 1, 22-25), las levaduras autdctonas seleccionadas contribuirdn de forma determinante al aroma
y sabor del vino y por tanto, a su calidad y valoracién sensorial. Con esta prictica el vino tendrd unas propiedades
organolépticas distintivas y mds relacionadas con su origen geografico y ecoldgico. Por tanto, la seleccién de levaduras
autéctonas y el desarrollo de técnicas para su utilizacién en procesos industriales de fermentacion controlada, estdn
centrando muchos esfuerzos (Querol y col. (1992), J. Food Sci. 57, 183-185. Degre (1993), Wine Microbiology and
Biotechnology. Hardwood Academic Publishers, 421-447).

En el documento de patente ES 2089982, se describe detalladamente el aislamiento y aplicacién de una nueva cepa
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de Saccharomyces cerevisiae en la fermentacién de mostos resistentes al crecimiento adecuado de cepas comerciales.
Con este procedimiento se consigue un incremento en la velocidad de fermentacion, la desaparicién de compuestos
indeseables y aumentar la reproducibilidad en la calidad de los vinos tanto blancos como tintos. Resultados semejantes
han sido obtenidos en aislamientos de levaduras autdctonas de aplicacién Optima en el inoculo y fermentacion de
mostos de otras zonas (Lema y col. (1996), Am. J. Enol. Vitic., 47, 2, 206-216. Querol y col. (1993) Microbiologia
SEM 9, 76-82. Lema Costas C. (1997) Viticultura/Enologia Profesional. 51, 53-59.).

Desde un punto de vista enolégico, se puede esperar que el uso de levaduras indigenas en cultivos puros, para
procesos de fermentacién dirigida, puede ser la técnica de eleccion para proporcionar a los vinos su aroma, sabor y
propiedades caracteristicas especificas (Heard G. (1999) Novel yeast in winemaking-looking to the future. Food Aus-
tralia 51: 247-352). Obviamente es necesario un equilibrio en el uso de levaduras comerciales, puesto que se puede
llegar a perder la identidad organoléptica de caldos tradicionales. La necesidad de recuperar los aromas y sabores
tradicionales de los vinos en las regiones en las que se ha impuesto la fermentacion dirigida con cepas comercia-
les francesas, ha llegado a establecer programas de aislamiento y obtencién de cultivos homogéneos de levaduras
autdctonas y rescatarlas para la industria vinicola (Sipiczki y col. (2001), Antonie van Leewenhoek 79: 97-105).

La contribucion final de las levaduras de la especie Saccharomyces ha sido ampliamente estudiada (Gardner y col.
(1993), Applied and Environmental Microbiology 59: 2022-2028. Ubeda y col. (1995), Food Science and Technology
28: 584-588. Mortimer y Polsinelli (1999), Research in Microbiology 150, 199-204). S. cerevisiae esta presente, en
baja concentracion, en la superficie de la uva y en las primeras etapas de la fermentacion, pero es la levadura predo-
minante desde la mitad del proceso hasta el final del mismo, debido a su mayor tolerancia al etanol (Delfini y col.
(2001), J. Agric. Food Chem. 49, 11: 5397-5408). Las levaduras que no pertenecen al genero Saccharomyces (leva-
duras no-Saccharomyces, que incluyen géneros como Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora, Hansenula, Pichia y
Torulaspora) estan descritas como productoras de un gran ndmero de subproductos de la fermentacidn, tales como
acetaldehido, acetato de etilo, glicerol, propanol, isobutanol, alcohol isoamilico, etc. (Romano y col. (1997), Appl.
Environ. Microbiol. 59, 1838-1841). La influencia de estos compuestos en la calidad sensorial ha sido ampliamente
estudiada y establecida (Rojas y col. (2001), International J. Food Microbiol. 70, 283-289. Gil y col. (1996), J. Food
Sci. 61, 1247-1249. Heard y col. (1986), Food Technol. Aust. 38, 22-25. Lema y col. (1996), Am. J. Enol. Vitic. 47, 2:
206-216). Por tanto, las levaduras no-Saccharomyces introducen la dimension ecoldgica y la diversidad quimica de la
calidad organoléptica de los vinos (Feet y col. (1993) En Wine: Microbiology and Biotechnology: Harwood Academic
Publishers, 27-54, Fernandez y col. (1999), FEMS Microbiol. Letters 173, 223-229).

Recientemente, se han realizado intentos para incrementar la influencia de las levaduras no-Saccharomyces en
el crecimiento poblacional durante la fermentacién y mejorar asi la calidad de los vinos. Estos estudios incluyen la
inmovilizacién de células de Candida con el propédsito de incrementar la concentracion de glicerol en el vino (Ciani y
col. (1996), Applied, Environ. Microbiol. 62, 283-288), co-cultivo de diferentes cepas de Candida con diferentes cepas
de Saccharomyces (Ciani y col. (1998), J. Applied Microbiol. 85, 247-254), co-cultivo de mezclas de Torulaspora
delbrueckii con Saccharomyces (Moreno y col. (1991), J. Industrial Microbiol. 7, 181-190), co-cultivo de mezclas de
cepas de Hanseniaspora uvarum o Kloeckera apiculata con Saccharomyces (Gil y col. (1996), J. Food. Science 61, 6:
1247-1249, Erten y col. (2002), World J. Micorbiol. Biotech. 18, 373-378).

Otra estrategia para incrementar el efecto de los subproductos de la fermentacién de levaduras no-Saccharomyces
sobre la calidad final de los vinos ha sido la siembra secuencial del mosto con diferentes levaduras. En el documento
de Herraiz y col. (1990) en Am. J. Enol. Vitic., 41,4: 313-318 se comunica la fermentacién por siembra secuencial de
Torulaspora delbrueckii o Kloeckera apiculata con Saccharomyces. Los perfiles de compuestos volatiles obtenidos en
los procesos en los que las dos primeras levaduras fueron inoculadas, mezcladas o separadas, 3 6 5 dias antes de la ino-
culacién con una cepa comercial de Saccharomyces fueron claramente distintos y mds complejos. Posteriormente se
demostré que el metabolismo de Saccharomyces se altera cuando el mosto es sembrado con esta levadura después de
haber sido parcialmente fermentado con levaduras no-Saccharomyces. Concretamente se observé un fuerte incremen-
to en la produccién de n-propanol, a partir de subproductos metabdlicos de la levaduras no-Saccharomyces (Zaroni y
col. (1993) Biotechnol. Letters, 15, 3: 235-238). En esta misma linea, un trabajo posterior (Toro y col. (2002) World J.
Microbiol. Biotech.18, 347-354) ha demostrado la mejora objetiva de la calidad de los vinos obtenidos por fermenta-
cién dirigida por siembra secuencial de Candida cantarellii y Saccharomyces. Desde el punto de vista enoldégico, una
separacion entre las dos siembras de 3 dias produjo los mejores resultados en el enriquecimiento en subproductos ge-
neradores de aromas. El factor limitante de esta estrategia para incrementar la calidad del vino, es la disponibilidad de
una cepa no-Saccharomyces que disponga de una fuerte capacidad para producir compuestos participantes en las de-
seadas propiedades del producto. En la mayoria de los casos esto no es posible, pues las levaduras no-Saccharomyces
suelen dar lugar a compuestos caracteristicos de aromas a podredumbre. Ademds algunos subproductos de estas leva-
duras pueden ser reutilizados por Saccharomyces y formar sustancias indeseables no aceptables en la composicion del
vino.

La posibilidad de imponer una cepa seleccionada en un proceso fermentativo permite otra aproximacién técnica
para mejorar las propiedades organolépticas del vino. Asi, la seleccién en el laboratorio de nuevas cepas mediante
cruces genéticos cldsicos ha sido explorada para el incremento en la produccién de terpenos (Javelot y col. (1991)
J. Biotechnol. 21: 239-251). Lamentablemente, estos estudios no han tenido unos resultados rdpidos y claramente
diferenciadores; de tal forma que las nuevas cepas pierden demasiadas caracteristicas ttiles a costa de ganar el caracter
de interés.
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La tecnologia del DNA recombinante también se estd aplicando a la mejora de las levaduras vinicolas. En el
documento EP103399 se describe el clonaje y utilizacion del gen de la enzima maloléctica de Lactobacillus delbrueckii
en cepas de Saccharomyces. Las levaduras transformadas con este gen pueden realizar la fermentacién maloldctica
sin necesidad de la adicién de bacterias especificas al fermentador. Otra mejora enoldgica estd comunicada en el
documento ES 2059280, en ella se construye un nuevo organismo por transformacién de una levadura silvestre con el
gen codificante de la 8-(1,4)-endoglucanasa de Trichoderma longibrachiatum. La expresion de este gen en la levadura
durante la fermentacién permite la liberacién de terpenos desde su correspondiente diglucdsido, lo que conlleva un
incremento del aroma del producto final. Teniendo en cuenta que la utilizacién de organismos recombinantes para la
fabricacién de productos destinados al consumo humano estd pendiente de aceptacion legal en Europa y carece de
aceptacion social y ecoldgica, la transformacioén de levaduras vinicas con nuevos caracteres de interés enoldgico es
solo una estrategia de futuro con improbable aplicacién actual.

En la presente invencion, se utiliza la evolucién natural, que espontdneamente forma organismos con caracteris-
ticas enoldgicas de interés, para aislar las levaduras que contienen la combinacién apropiada de genes que permiten
obtener un producto de la fermentacién de mosto mejorado organolépticamente. Esta estrategia tiene la ventaja, frente
a la mejora clésica de cepas, que no implica la pérdida de ninguna caracteristica de interés ni la aparicién de otras
nuevas que resulten indeseables. Por otro lado, no presenta los problemas asociados con la transformacion genética de
organismos por cuanto no se manipula el genoma de los mismos. El tinico inconveniente de esta técnica es que el ais-
lamiento de una nueva cepa, desde medios naturales, con las caracteristicas apropiadas, es un fendmeno probabilistico
y que requiere un enorme esfuerzo de andlisis y diagndstico de una gran cantidad de organismos y cepas.

La cepa de levadura utilizada en esta invencion fue obtenida en un proceso de seleccion y aislamiento de levaduras
con capacidad de formar una combinacion de productos aromaticos y saborizantes superior a las existentes comercial-
mente, con capacidad de formar o tolerar una concentracién alcohélica superior a 4-5% v/v, con capacidad de tolerar
una concentracion de sulfuroso en el mosto de 0.15 gr/L e incapaz de formar compuestos quimicos de sabor u olor
indeseables. Con estas pautas de trabajo las levaduras fueron aisladas desde diversos mostos de diferentes frutas. Las
levaduras aisladas fueron analizadas por el examen cromatografico de la composicién de aromas durante la fermen-
tacion de mostos neutros de uva y por el andlisis sensorial de los mismos. De este proceso, resulté seleccionada una
levadura perteneciente a la especie Pichia fermentaras. Las levaduras pertenecientes a esta especie han sido descritas
como altamente productoras de compuestos aromdticos implicados de forma esencial en el aroma y buqué del vino,
tales como el etil-caproato, etil-caprilato, 2-feniletanol, ésteres, alcoholes de alto peso molecular y ésteres de alcoholes
entre otros compuestos (Lilly y col. Applied Enviromen. Microbiol. (2000), 66, 2: 744-753, Huang y col. (2001), Food
Res. International, 34, 277-282, Rojas y col. (2001), International J. Food Microbiol. 70, 283-289). De esta cepa ha
sido depositado cultivo, conforme a las provisiones del tratado de Budapest sobre el reconocimiento del depdsito de
microorganismos a los fines del procedimiento en materia de patente, en la autoridad internacional de deposito de la
Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia, Campus de Burjasot, 46100 (Valencia),
Espaiia, con el nimero CECT 11773.

El uso combinado de esta levadura con otras del género Saccharomyces en un nuevo proceso de fermentacion
secuencial, que también se reivindica en la presente invencién, ha dado lugar a vinos con mayor riqueza aromatica. La
composicion de estos vinos ha sido caracterizada por cromatografia de gases y por andlisis enzimadticos, evidenciando
diferencias y mejoras organolépticas que han sido igualmente verificadas por andlisis sensorial.

Descripcion de la invencion

La presente invencidn se refiere a una nueva cepa de Pichia fermentans, CECT 11773, y a la aplicacién de un
nuevo procedimiento de vinificacion por el cual el mosto es sembrado en tiempos diferentes por dicha cepa y por
otra del genero Saccharomyces. La primera da lugar a la sintesis de una gran cantidad de sustancias aromaticas y
saborizantes con baja produccién de etanol, que determinardn el aroma del producto final. La segunda levadura se
encarga de terminar la fermentacién aumentando la cantidad de alcohol acumulado hasta un 12-13% v/v.

La cepa CECT 11773 corresponde a una levadura natural aislada de la corteza de fruta madura y perteneciente a
la especie Pichia fermentans. Presenta una excelente capacidad de crecimiento en mosto de uva, tanto blanca como
tinta. Si el mosto se mantiene a una temperatura entre 17°C y 30°C la fermentacion comienza en menos de 24 horas,
aunque la concentracién de SO, sea de 0.15 gr/L. Esto la diferencia claramente de otras levaduras no-Saccharomyces,
que se caracterizan por no tolerar el SO, y, por tanto, no pueden ser utilizadas como sobreproductoras de aromas en
condiciones de vinificacién industrial.

La nueva cepa es capaz de producir gran cantidad de compuestos voldtiles y no volatiles implicados en el aroma
y sabor del vino. La Tabla 1, recoge los componentes sintetizados por la cepa CECT 11773 en un mosto de uva de la
variedad macabeo. Por comparacién con el perfil de compuestos formados por Saccharomyces (Tabla 4), se demuestra
que la levadura Pichia fermentans CECT 11773 da lugar a un perfil mas variado y con mayor cantidad de compuestos
aromaticos.
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TABLA 1

11773. (* mg/l, ® % v/v). Las condiciones de cultivo son las mismas que las descritas en el ejemplo 2

CECT11773
Acetaldehido® 319.49+0.82
Acido Acético® 18.43+0.05
Acetato de etilo® 20.40+0.52
Metanol® 43.15+0.63
Etanol® 5.29 £0.30
1 propanol® 30.55+0.63
2 metil 1 propanol® 69.55+0.68
2 metil 1 butanol® 120.35+0.50
3 metil 1 butanol® 142.56+3.57
n butanol* 81.97+1.65
1 hexanol* 207.01+1.83
Etil Caprilato® 250.83+0.43
2,3 butenodiol® 121.86+1.50

La cepa CECT 11773 objeto de esta invencion, esta caracterizada ademds por una elevada capacidad de fermentar
tanto a temperaturas bajas como altas, no provoca turbidez y su fermentacion no es rdpida evitando asi la formacién
de espuma. Produce muy bajas concentraciones de dcido acético, produce un maximo de 5% de etanol y no sintetiza
ningin producto que interfiera con el crecimiento y fermentacién de Saccharomyces, en el caso de que esta levadura
sea sembrada posteriormente en el mismo mosto. Una caracteristica de gran importancia es que la CECT 11773
presenta una tolerancia al SO, que la permite crecer a una concentracién de 0.15 gr/l de metabisulfito potdsico a un
pH 3.3, durante todo el proceso de fermentacion. Datos experimentales obtenidos por los inventores, demuestran que
esta levadura solo es sustituida por la cepa de Saccharomyces inoculada posteriormente cuando la concentracion de
etanol supera el 6%. Esto posibilita su uso industrial y el incremento controlado de aromas en el vino producido por
el procedimiento que se describe en este documento.

Otras caracteristicas fisiolgicas y bioquimicas de la cepa CECT 11773 estan descritos en la tabla 2.

TABLA 2

Caracteristicas bioquimicas y morfoldgicas de Pichia fermentans CECT 11773
Caracteristicas morfolégicas

- Morfologia celular células redondas, ovaladas, ligeramente alargadas.
- Morfologia de colonia:
- Textura colonias con textura mantecosa, superficie lisa
- Color colonias de color blanco
- Reborde lobulado
Se observé pseudomicelo
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Fermentacion de compuestos carbonados

Fuentes de carbono | 1 dia

2 dias

3 dias

7 dias

Glucosa

+

+

+

Lactosa

Sacarosa

Melezitosa

Almidén

Rafinosa

Galactosa

Maltosa

Celobiosa

Melibiosa

Asimilacion de compuestos carbonados

Fuentes de carbono | 1 dia

2 dias

3 dias

7 dias

Glucosa

+

+

+

Lactosa

Sacarosa

Melezitosa

Trehalosa

D-arabinosa

L-arabinosa

Eritritol

Galactosa

Maltosa

Celobiosa

Melobiosa

Rafinosa

L-ramnosa

D-xilosa

Mio-inositol

Manitol




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2222786 B1

Esta cepa ha sido caracterizada molecularmente por los autores de este documento, utilizando la técnica de la se-
cuenciacion de los amplificados por la reaccion en cadena de la polimerasa del DNA codificante del RNA ribosémico
5.8s y las dos regiones espaciadoras no transcribibles flanqueantes (PCR-ITS), descrita en los protocolos de los docu-
mentos: White y col. (1990) PCR protocols, Ed. Innis, Gelfand, Sninsky and White. San Diego, Academic Press, 315-
322, y Sambrook y col. (1989) Cold Spring Harbor, New York.

La secuencia de las regiones no transcribibles flanqueantes del DNA codificante del RNA ribosémico 5s (SEQ.ID
NO.1) ha sido registrada en el GeneBank con el nimero de acceso: AY027508.

Dicha secuencia ha sido registrada en el GeneBank con el nimero de acceso: AY027508.

El analisis de restriccion se muestra a continuacion:

TABLA 3

Andlisis de restriccion de los ITS de Pichia fermentans. El tamaiio del fragmento amplificado por PCR asi como los
obtenidos por las enzimas de restriccion Cfol, Haelll y Hinf I se presenta en niimero de nucledtidos pares

Especie Amplificado Cfol Haelll Hinfl

Pichia fermentans 450 170+100+100+80 340490 2504200

El procedimiento preferente de uso de esta levadura es en una fermentacion dirigida de siembra secuencial. En
primer lugar el mosto, debidamente tratado, es sembrado con Pichia fermentans CECT 11773 de tal forma que su
densidad de poblacién final sea al menos tres ordenes de magnitud mayor que la de cualquier otra levadura. Para
ello se utiliza un pie de cuba apropiado. Esta levadura permanece como microorganismo fermentador predominante
durante 2-4 dias a una temperatura entre 15°C y 24°C, en todo caso hasta que la concentracién de aromas sea la deseada
por el operador. Posteriormente el caldo es nuevamente sembrado, pero en este caso con una levadura perteneciente al
género Saccharomyces, preferentemente una levadura autctona seleccionada. Igualmente se prepara un pie de cuba
con una densidad de poblacidn semejante a la empleada en la fermentacién anterior. Después de realizar la siembra,
el proceso se deja transcurrir durante 20-30 dias entre 18°C y 24°C, segun se trate de mosto blanco o tinto. Una vez
terminada la fermentacion el vino puede seguir el tratamiento especifico y habitual de la bodega.

Una descripcion detallada de la aplicacion de esta invencién se describe a continuacion:
a) Aplicacion a la fermentacion para la obtencion de vino blanco

Durante el momento del prensado, el mosto es tratado con anhidrido sulfuroso (en forma gaseosa o de metabisul-
fito potdsico) hasta una concentracién de 0.1 gr/L. Posteriormente es clarificado por sedimentacién o centrifugacion.
Seguidamente el caldo es tratado con la cantidad necesaria de 4cido tartdrico, para llevar su pH hasta 3.25.

Cuando el mosto alcance una temperatura de 15°C a 17°C se siembra con un pie de cuba que debe ser entre un 2.5%
y 5% del volumen de mosto a fermentar. Este pie de cuba estd preparado a partir de mosto clarificado y sembrado con
un precultivo de la levadura Pichia fermentans CECT 11773, que se mantiene a 28°C, durante 24 horas en aireacion,
preferentemente por remonte mecanico. Alternativamente el mosto se puede sembrar con un volumen de pie de cuba
que permita una densidad de poblacién final de 1 x 10° ufc/mL.

El mosto una vez sembrado con la levadura Pichia fermentans CECT 11773, es remontado y se deja fermentar
a 18°C, entre 2 y 4 dias, seguin el grado de aromas que se desee introducir en el caldo. Transcurrido este tiempo
se realiza una nueva siembra con un pie de cuba, elaborado en las mismas condiciones que el anterior pero con
Saccharomyces cerevisiae como cepa de levadura en cultivo. Esta cepa puede ser comercial o seleccionada de las
poblaciones autéctonas. Desde el momento de la segunda siembra la fermentacion se mantiene a 18°C durante 20 y 30
dias, hasta que la concentracién de azicares reductores es inferior a 0.2 gr/L. En este momento la fermentacién puede
ser dada por terminada y el caldo debe ser filtrado. En algunos casos la concentracién de anhidrido sulfuroso debera
ser corregida. Finalmente el vino se almacena a 4°C con el fin de conservarlo en buenas condiciones y precipitar los
restos solidos y el tartrato que se forme a esta temperatura.

Transcurridos entre 40 y 60 dias, el vino es nuevamente filtrado y embotellado en atmdsfera inerte.
b) Aplicacion a la fermentacion para la obtencion de vino tinto

Las uvas tintas son prensadas de forma ligera pero que asegura la rotura de las bayas. La pasta resultante es sulfitada
hasta una concentracién de 0.1 gr/L de sulfito total y el pH es corregido hasta 3.25.

Esta pasta es sembrada con un inoculo de Pichia fermentans CECT 11773 preparado como se describe en el
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apartado anterior. Para iniciar eficientemente el proceso de fermentacién dicha pasta debe ser remontada 24 horas
después de la siembra. La fermentacion se mantiene a una temperatura entre 20°C y 24°C, durante 2 a 4 dias.

Transcurrida esta primera fermentacién se realiza la siembra con la segunda levadura Saccharomyces cerevisiae
como cepa de levadura en cultivo. Esta cepa puede ser comercial o seleccionada de las poblaciones autoctonas. Esta
siembra se realiza con un pie de cuba con mosto clarificado, que debe mantenerse a 24°C durante 24 horas o hasta
que permita una densidad de poblacién final, desde la siembra, de 1 x 10° ufc/mL. La pasta de mosto puede volver a
ser remontada para reactivar la fermentacién y es mantenida entre 22°C y 24°C, durante 20 6 30 dias. Posteriormente
se realiza una prensada de descube para eliminar las pieles de la uvas y los residuos sélidos. Inmediatamente el vino
es enfriado hasta 4°C, para eliminar las lias, y es filtrado para eliminar las particulas no sedimentarias. Finalmente,
seglin las necesidades de la bodega, el vino es almacenado hasta su embotellamiento como vino joven o hasta su
almacenamiento en barrica.

La aplicacion de la presente invencién da lugar a un producto con un contenido en sustancias aromaticas mas rico
y variado que al realizar la fermentacion por el método cldsico de fermentacion dirigida o por fermentacién esponta-
nea. La introduccién en el cultivo de una considerable cantidad de Pichia fermentans CECT 11773 en condiciones de
ventaja competitiva con las poblaciones salvajes es una novedad, que implica una mejora evidente sobre los procedi-
mientos tradicionales, por cuanto se introduce una fase, en la técnica, destinada tinicamente a la formacién especifica
de aromas. Esta fase puede ser controlada y sus resultados cuantificados independientemente al proceso fermentativo
global. En la actualidad, no existen documentos que protejan la aplicacién de una fase especifica de este tipo en la
vinificacién. Como se describe en los siguientes ejemplos la diferencia en composicién quimica de sustancias aroma-
ticas, entre el procedimiento de fermentacién dirigida cldsica y el de fermentacion dirigida secuencial con diferentes
levaduras que aqui se propone es cuantificable.

Ejemplo comparativo
Produccion de vino blanco de la variedad macabeo por fermentacion dirigida cldsica

Se preparan 1000 L de mosto por prensado de la uva por un método convencional. Durante el momento del prensa-
do el mosto es tratado con anhidrido sulfuroso (en forma gaseosa o de metabisulfito potdsico) hasta una concentracién
de 0.1 gr/L. Posteriormente es clarificado por sedimentacién o centrifugacidn. Seguidamente el caldo es tratado con la
cantidad necesaria de 4cido tartérico, para llevar su pH hasta 3.25.

El mosto es enfriado hasta que alcance una temperatura de 15°C a 17°C. En este momento se siembra con un pie
de cuba de 50 L. Este pie de cuba estd preparado a partir de mosto clarificado y sembrado con un precultivo de la
levadura comercial Saccharomyces 1.2056, que se mantiene a 28°C, durante 24 horas en aireacion, preferentemente
por remonte mecanico. En estas condiciones la densidad de poblacion de la levadura es tal que la cantidad de unidades
formadoras de colonias por mililitro de mosto sembrado serd aproximadamente de 1x10°.

El mosto sembrado es remontado, para iniciar activamente la fermentacién y permanece a 18°C durante 20 dias o
en todo caso hasta que la concentracion de aziicares reductores sea menor de 0.2 gr/L.

En este momento la fermentacién puede ser dada por terminada y el caldo debe ser filtrado. En algunos casos
la concentracién de anhidrido sulfuroso deberd ser corregida. Finalmente el vino se almacena a 4°C con el fin de
conservarlo en buenas condiciones, precipitar los restos sélidos y el tartrato que se forme a esta temperatura.

Transcurridos entre 40 y 60 dias, el vino es nuevamente filtrado y embotellado en atmdsfera inerte.

El perfil de la composicion de sustancias aromdticas implicadas en el sabor y aroma del vino, cuantificadas por
cromatografia de gases, se presentan en la Tabla 4.

TABLA 4

Perfil cromatogrdgico de los aromas formados durante la fermentacion de mosto macabeo con Saccharomyces
L2056 por fermentacion dirigida cldsica. (* mg/l, ® % v/v)

L2056
Acetaldehido * 195.53+1.12
AcidoAcetico * 23.57+0.62
Acetato de etilo * 66.92 +0.21
Metanol * 43.68+0.16
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TABLA 4 (continuacion)

L2056

Etanol ° 8.95+0.98
1 propanol ? 26.67+0.15
2 metil 1 propanol * 68.87+0.15
2 metil 1 butanol * 118.84+0.09
3 metil 1 butanol * 160.14+0.06
n butanol * 45.15+5.72
1 hexanol * 0

Etil Caprilato * 255.09+1.01
2,3 Butenodiol * 22.47+0.81

La presente invencion se ilustra con los siguientes ejemplos:
Ejemplo 1

Produccion de vino blanco de la variedad macabeo por fermentacion secuencial dirigida

Se preparan 1000 L de mosto por prensado de la uva por un método convencional. Durante el momento del prensa-
do el mosto es tratado con anhidrido sulfuroso (en forma gaseosa o de metabisulfito potdsico) hasta una concentracién
de 0.1 gr/L. Posteriormente es clarificado por sedimentacion o centrifugacién. Seguidamente el caldo es tratado con la
cantidad necesaria de 4cido tartdrico, para llevar su pH hasta 3.25.

El mosto es enfriado hasta que alcance una temperatura de 15°C a 17°C. En este momento se siembra con un
pie de cuba de 50 L. Este pie de cuba estd preparado a partir de mosto clarificado y sembrado con un precultivo de
Pichia fermentans CECT 11773, que se mantiene a 28°C, durante 24 horas en aireacion, preferentemente por remonte
mecdanico. En estas condiciones la densidad de poblacién de la levadura es tal que la cantidad de unidades formadoras
de colonias por mililitro de mosto sembrado sera aproximadamente de 1x10°.

El mosto una vez sembrado con Pichia fermentans CECT 11773, es remontado y se deja fermentar a 18°C, entre 2
y 4 dias, segun el grado de aromas que se desee introducir en el caldo. Transcurrido este tiempo se realiza una nueva
siembra con un pie de cuba, elaborado en las mismas condiciones que el anterior pero con Saccharomyces 1.2056
como cepa de levadura en cultivo. Esta cepa puede ser comercial o seleccionada de las poblaciones autéctonas. Desde
el momento de la segunda siembra la fermentacién se mantiene a 18°C durante 20 a 30 dias, hasta que la concentracién
de azicares reductores es inferior a 0.2 gr/L. En este momento la fermentacién puede ser dada por terminada y el caldo
debe ser filtrado. En algunos casos la concentracion de anhidrido sulfuroso debera ser corregida. Finalmente el vino se
almacena a 4°C con el fin de conservarlo en buenas condiciones, precipitar los restos sélidos y el tartrato que se forme
a esta temperatura.

Transcurridos entre 40 y 60 dias, el vino es nuevamente filtrado y embotellado en atmdsfera inerte.

Por este procedimiento se obtiene un perfil de compuestos implicados en el aroma del vino que se representa en la
Tabla 5.
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TABLA 5

Perfil cromatogrdfico de la composicion en sustancias aromdticas formadas durante la fermentacion dirigida
secuencial con Pichia fermentans CECT 11773 y Saccharomyces L2056. Las columnas de valores representan las
cantidades de compuestos producidos por fermentacion con CECT 11773 2,3 6 4 dias y por resiembra hasta
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completar 20 dias de fermentacion con L2056

2 diasCECT11773 |3 diasCECT11773 |4 diasCECT11773
+18 diasL.2056 +17 diasL.2056 +16 diasL2056
Acetaldehido * 319.87£10.5 357.60+0.94 364.17+1.21
AcidoAcetico * 21.16£0.02 21.5740.20 23.6840.91
Acetato de etilo * 86.79+0.18 86.70+0.02 84.96+2.57
Metanol * 43.6+0.28 42.74+0.06 43.1510.07
Etanol ° 10.234£0.06 9.79+0.06 8.82+0.04
1 propanol * 27.40+0.30 26.36+0.06 28.8610.22
2 metil 1 propanol* | 69.2+0.30 68.40+0.01 68.65+0.05
2 metil 1 butanol * 119.48+0.56 118.57+0.03 120.77+0.04
3 metil 1 butanol * 164.2310.81 162.53£0.52 173.0412.89
n butanol * 84.1+0.85 89.41+0.86 90.70+0.28
1 hexanol * 207.320 206.50£1.99 220.7£0
Etil Caprilato * 256.43+6.36 302.70+1.14 351.04+0.06
2,3 Butenodiol * 218.45+2.33 296.34+14.81 305.34+6.50
Ejemplo 2

Fermentacion de mosto de uva procedente de concentrado por fermentacion dirigida secuencial

El mosto de uva concentrado se diluye hasta una concentracién de azicares reductores comprendida entre 20 y
25% wlv. Se corrige el pH hasta 3.25 afiadiendo la correspondiente cantidad de dcido tartdrico y se sulfita hasta una
concentracion de 0.1 gr/L. Las sucesivas siembras con las diferentes levaduras y el procedimiento fermentativo se
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realizan como se describe en el ejemplo 1.
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REIVINDICACIONES
1. Levadura vinica perteneciente a la especie Pichia fermentans depositada en la Coleccién Espafiola de Cultivos
Tipo, con nimero de identificacién CECT 11773, caracterizada por presentar regiones no transcribibles flanqueantes
del DNA codificante del RNA ribosémico 5S, que corresponde a la secuencia SEQ. ID NOI1 registrada en el GeneBank
con el nimero de acceso: AY027508.

2. Levadura vinica segtn reivindicacion 1, caracterizada porque presenta una tolerancia de concentracion alcoh6-
lica superior a 5% v/v.

3. Levadura vinica segun reivindicaciones anteriores, caracterizada porque presenta una tolerancia al anhidrido
sulfuroso de hasta 0,15 gr/l.

4. Levadura vinica segun reivindicaciones anteriores, caracterizada porque produce un maximo de 5% de etanol.
5. Levadura vinica segun reivindicaciones anteriores, caracterizada porque presenta una elevada capacidad de
fermentar, es decir con una produccién de etanol del 5% durante 2 a 4 dias, a temperaturas comprendidas entre 15°C
O,
y 24°C.

6. Procedimiento de fermentacion secuencial dirigida que comprende la utilizacién de la levadura CECT 11773,
caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

a) tratamiento del mosto con anhidrido sulfuroso hasta una concentracién de 0,1 g/1;
b) tratamiento del caldo resultante con dcido tartdrico hasta llevar su pH a 3,25;
¢) preparacién de un pie de cuba entre 2,5 y 5% v/v del volumen de mosto a fermentar;

d) sembrado con un precultivo de la levadura Pichia fermentans CECT 11773 durante un tiempo de 2 a 4 dias,
y a una temperatura entre 15°C a 24°C;

e) preparacion de un pie de cuba en las mismas condiciones que las anteriormente mencionadas;

f) sembrado con un precultivo de levadura Saccharomyces cerevisiae durante un tiempo de 20 a 30 dias, y a
una temperatura entre 18°C y 24°C;

g) eliminacién de residuos sélidos vy filtrado;

h) almacenamiento del vino obtenido, a una temperatura de 4°C hasta su posterior embotellado o crianza en
barrica.

7. Procedimiento segun reivindicacion 6, caracterizado porque en la produccién de vino tinto, la etapa d) se realiza
preferentemente a una temperatura entre 20°C a 24°C.

8. Procedimiento segtn reivindicacién 6, caracterizado porque en la produccién de vino tinto, la etapa f) se realiza
preferentemente a una temperatura entre 22°C a 24°C.

9. Procedimiento segtn reivindicacién 6, caracterizado porque en la produccién de vino blanco, la etapa d) se
realiza preferentemente a una temperatura de 18°C.

10. Procedimiento segtin reivindicacién 6, caracterizado porque en la produccion de vino blanco, la etapa f) se
realiza preferentemente a una temperatura de 18°C.

11. Uso de la levadura CECT 11773, en fermentacién secuencial dirigida para la produccion de vinos.

11
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