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Estrategias fermentativas

Experiencias practicas en bioacidificacion
con Lachancea thermotolerans
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Aunque Saccharomyces cerevisiae s el princi-
pal microorganismo implicado en la elabora-
cion de un vino, ésta puede compartir el nicho
ecoldgico con otras levaduras, géneros comun-
mente denominados no-Saccharomyces, que
se encuentran en el mosto de uva y que contri-
buyen durante las primeras etapas de fermen-
tacion a las caracteristicas organolépticas del
vino final

Consideradas inicialmente como organis-
mos de contaminacion, las levaduras no-Sac-
charomyces son reconocidas actualmente
como poderosas herramientas biotecnolégi-
cas para objetivos especificos de elaboracion
del vino, tales como potenciadores de la com-
plejidad aromatica y de las sensaciones en
boca, 0 mas recientemente, como bioprotec-
cion (Jolly et al.,, 2014, Windholtz et al.,
2023). Otra aplicacion cada vez mas impor-
tante de las levaduras no-Saccharomyces en
el contexto del cambio climatico es la acidifi-
cacion biolégica o bioacidificacion. Lachan-
cea thermotolerans, anteriormente conocida
como Klyveromyces thermotolerans, es una
levadura con un notable potencial bioacidifi-
cante. Puede convertir una proporciéon de
azUcares de uva en éacido L-lactico en lugar
de etanol durante la fermentacion alcohdlica,
lo que resulta en descensos del pH y aumen-
tos de la acidez total acompafiados de una
reduccién de etanol (Jolly et al., 2014, Porter
etal., 2019).

Las cepas de L. thermotolerans, sin embar-
g0, varian mucho en su capacidad de produc-
cion de &cido lactico (y por tanto de bioacidifi-
cacion) asi como en el impacto general sobre el

de mostos tintos

perfil sensorial del vino. Para seleccionar la
mejor cepa para la elaboracion, se adquirio una
gran coleccion de cepas de L. thermotolerans
(~200) de todo el mundo y se caracterizd a
nivel genético y fenotipico (Hranilovic et al.,
2018). A continuacién, un subconjunto de
cepas fue testado en fermentaciones de culti-
vos mixtos con Saccharomyces cerevisiae ino-
culadas simultdneamente (coinoculacién) o
secuencialmente, acciéon requerida para com-
pletar la fermentacion.

En condiciones 6ptimas, Zymaflore® Omega
pudo producir méas de 10 g/l de acido lactico,
disminuyendo el pH del vino en 0,5 unidades y
reduciendo el etanol en un 0,9% vol. en com-
paracion con los monocultivos de S. cerevisiae
(Hranilovic et al., 2021). La produccién de &ci-
do lactico por Z. Omega se ve afectada por
varios factores; al igual que otras cepas de L.
thermotolerans, es mas sensible al SO2 que S.
cerevisiae (SO molecular < 0,3 mg/L) y se inhi-
be con temperaturas mas bajas (< 18°C). Ade-
mas, es inhibido por la presencia de S. cerevi-
siae, por lo que alcanza niveles mas altos de
acido lactico en inoculaciones secuenciales en
comparacién con las coinoculaciones. (Hranilo-
vic et al., 2022).

Més alla de los beneficios de la bioacidifi-
cacion, Z. Omega también fue seleccionada
por su impacto positivo en el sabor del vino,
en términos de produccion de compuestos
aromaéticos especificos (por ejemplo, ciertos
ésteres y tioles) que pueden mejorar los perfi-
les de la fruta (Hranilovic et al., 2021, 2022)
observando igualmente su compatibilidad con
determinas S. cerevisiae recientemente des-
arrolladas capaces de producir 4cido malico a
partir de azUcares durante la fermentacion
(Vion et al., 2023), como Zymaflore® Klima, iti-
nerarios enolégicos destinados a favorecer
aun més la frescura.



A través de este articulo mostraremos como
Zymaflore® Omega trabaja y como es posible su
manejo en distintos &mbitos de vinificacion.

Materiales y métodos.
Todos los ensayos fueron realizados en Bode-
gas Baigorri, (Rioja alavesa) sobre depdsitos de
500 litros por duplicado, sobre uva variedad
tempranillo recogida manualmente y almace-
nada previamente en camara <10°C.
Elaboracion 2020-2021. Se realizé frente a
una elaboraciéon clasica de Saccharomyces
cerevisae fermentada con 20 g/hl Zymaflore®
Rx60 y rehidratada con 20 g/hl de Superstart
Rouge. Las modalidades con Zymaflore® Ome-
ga (Lachancea thermotolerans) fueron rehidra-
tadas en agua a 37°C sembradas a 20 g/hl 48
horas después. El indculo se realiz6 sobre uva

tempranillo, con aplicacién de sulfuroso en
entrada de tolva inferior a 3 g/100 kg. En la
modalidad Zymaflore® Omega, se emplearon
dos aportes diferentes de nutricion, 15 o 30
g/hl tanto con Nutristart®, nutriente mixto (orgéa-
nico-inorganico) como con un nutriente 100%
inorganico, Thiazote® pH. Temperatura de fer-
mentacion 20-25°C (Esquema 1).

Tras final de FA, se sembr6 la bacteria Lac-
toenos® B7 para la realizacién de la fermenta-
cién malolactica. Todos los ensayos fueron rea-
lizados por duplicado.

Elaboracion 2021-2022. El ensayo fue reali-
zado frente a la misma cepa de Saccharomy-
ces cerevisae, Zymaflore® Rx60 a 20 g/hl rehi-
dratada en las mismas condiciones. En esta
afiada, Zymaflore® Omega fue nuevamente
rehidratada en agua a 37°C y sembrada a 20

Esquema 1. Elaboracion 2020-2021

Z. Omega alta nutricion Z. Omega baja nutricion

Z. Omega 20 g/hl Z. Omega 20 g/hl
X X
Z. Rx60 20 g/hl Z. Rx60 20 g/hl
S. Rouge 20 g/hl S. Rouge 20 g/hl
Nutristart 30 g/hl Nutristart 15 g/hl
Thiazote ph 30 g/hl Thiazote ph 15 g/hl

Esquema 2. Elaboracion 2021-2022

Z. Omega seq. Corta Z. Omega seq. Larga

Z. Omega 20 g/hl Z. Omega 20 g/hl

X X

Z. Rx60 20 g/hl X

S. Rouge 20 g/hl X
X Z. Rx60 20 g/hl
X S. Rouge 20 g/hl

Nutristart 30 g/hl
Thiazote ph 30 g/hl

Nutristart 30 g/hl
Thiazote ph 30 g/hl

Esquema 3. Elaboracion 2022-2023

T

Z. Rx60 20 g/hl
Encubado
S. Rouge 20 g/hl
X
a48h X
Nutristart 30 g/hl
d 1040-1030 Thiazote ph 30 g/hl
Z. Rx60 20 g/hl
Encubado
S. Rouge 20 g/hl
X
a72h
X
X
al20h
X
Nutristart 30 g/hl
d 1040-1030 Thiazote ph 30 g/hl
Z. Rx60 20 g/hl
Encubado S. Rouge 20 g/hl
X
X
a48h X
Nutristart 30 g/hl
d 1040-1030 Thiazote ph 30 g/hl

Z. Omega 20 g/hl Z. Rx60 20 g/hl
X S. Rouge 20 g/hl
X Ac tartérico L(+) 2g/l
Z. Rx60 20 g/hl X
S. Rouge 20 g/hl X

Nutristart 30 g/hl
Thiazote ph 30 g/hl

Nutristart 30 g/hl
Thiazote ph 30 g/hl
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g/hl, aunque esta se retrasba 72 hya 120 h,
dejando més tiempo para actuar a Lachancea
thermotolerans. La aplicacién de sulfuroso
fue la misma en entrada en tolva, inferior a 3
g/100 kg, empleando en todos los casos el
mismo aporte nutricional 30 g/hl de Nutris-
tart®, nutriente mixto (organico-inorganico) y
un nutriente 100% inorganico, Thiazote® pH.
Todos los ensayos fueron realizados por
duplicado. Temperatura de fermentacion 20-
25°C (Esquema 2).

Tras final de FA, se sembr6 la bacteria Lac-
toenos® B7 para la realizacién de la fermenta-
cién malolactica. Todos los ensayos fueron rea-
lizados por duplicado.

Elaboracion 2022-2023. El ensayo nueva-
mente fue realizado frente a una elaboracion
clasica de Saccharomyces cerevisae fermen-
tada con 20 g/hl Z. Rx60 y rehidratada de
igual manera con Superstart® Rouge a 20 g/hl
frente a Zymaflore® Omega rehidratada en
agua a 37°C a 48 horas antes de la siembra
de Saccharomyces. Las uvas fueron tratadas
de igual manera con sulfuroso inferior a 3
g/100 kg en entrada de tolva. En esta oca-
sion, se realizé la comparativa con una acidi-
ficacién quimica empleando 2 g/l de acido
tartérico natural L(+) en entrada de uva a la
tolva, empleando en todos los casos el mismo
aporte nutricional 30 g/hl de Nutristart®,
nutriente mixto (organico-inorganico) y un
nutriente 100% inorgénico, Thiazote® pH.
Todos los ensayos fueron realizados por

Evolucidn de los aziicares reductores
durante FA (g/1)
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Testigo 1 Z. Omega alta nutricion

Z. Omega baja nutricién

duplicado. Temperatura de fermentacion 20-
25°C (Esquema 3).

Tras final de FA, se sembré la bacteria
Lactoenos® B7 para la realizacién de la fer-
mentacion malolactica. Todos los ensayos
fueron realizados por duplicado.

Analisis quimicos:

El seguimiento fermentativo se realiz6 a través
del seguimiento de la concentracion de glucosa
y fructosa a través del multianalizador FOSS
(FTIR Infrarrojo Transformado de Fourier), de
igual manera que el seguimiento de la evolu-
cién de la acidez total en el ensayo 2021-2022.
Los analisis tras finalizacion de la fase alcohdli-
ca y/o malolactica del grado alcohélico (infra-
rrojo cercano), pH (potenciometria), ac. malico
y lactico (método enzimético) y acidez total
(titrimétrico) fueron realizados a través de Labo-
ratorios Excell Ibérica (Logrofio-Rioja).

Resultados y discusion

Elaboracién 2020-2021. Las dos elaboraciones
desarrolladas en inoculacion secuencial con
Z. Omega tardaron un mayor tiempo en finali-
zar la FA (Fig. 1). Este hecho suele ser algo
habitual cuando dos especies compiten por
los mismos recursos del mosto. La cantidad
media de acido lactico producido por Zymaflo-
re® Omega durante la fermentacién alcohdlica
en las condiciones ensayadas fueron de 0,80
g/l'y 1,60 g/l para el protocolo de alta nutricion
y baja nutricion.

Parametros fisico-quimicos tras fin FA
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Figura 1y 2. Evolucion consumo de aziicares durante la FA y parametros fisico-quimicos tras final de FA (vendimia 2020-2021).
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Figura 3 y 4. Evolucion consumo de azlicares durante la FAy pardametros fisico-quimicos tras final de FA (vendimia 2021-2022).

Una de las hipdtesis posibles a esta inci-
dencia vinculada a la nutricion podria ser a
que Lachancea thermotolerans es una gran
consumidora de nitrégeno. En un ecosistema
donde esta haya consumido el nitrégeno, y
exista una limitacion en el aporte nutricional
como en la tercera modalidad ensayada, S.
cerevisae tendria su metabolismo metabdlico
fermentativo limitado, provocando que Zyma-
flore® Omega estuviera metabdlicamente acti-
va durante mas tiempo, por tanto producien-
do mas cantidad de &cido lactico. El nivel de
nitrégeno facilmente asimilable (NFA) anali-
zado sobre el mosto inicial fue de 140 mg/I.
En la modalidad alta nutricion, el NFA aporta-
do por el Nutristart® y el Thiazote pH supuso
un suplemento de +103 mg/I mientras que en
el caso de baja nutricién el suplemento de
+51,5 mg/l. Esta Gltima cantidad (140+51,5
mg/l) es considerada escasa segun algunos
autores para un mosto del grado alcohdlico
de estos ensayos, reforzando la hipétesis de
déficit nutricional para el desarrollo correcto
de Saccharomyces cerevisae.

El hecho de la que la modalidad “baja nutri-
cién” haya tenido una ralentizacién en el final
de FA y haya tardado 9 dias mas en finalizar
(fin FA = gluc+fruc <2) frente al depdsito
testigo, apoyaria la idea del déficit nutricional
de Saccharomyces y su baja actividad
fermentativa con un mayor tiempo para impo-
nerse a Lachancea. La modalidad “alta nutri-
cion” tan solo tardd 3 dias mas en finalizar con-
siderando que no existe diferencia con el
testigo (fue sembrada 48 h mas tarde).

Es interesante observar como la Acidez Total en
g/l de tartarico subié 0,45y 0,85 g/l respectiva-
mente tras el uso de Zymaflore® Omega tras la
finalizacion de la FA. En los 3 casos
(datos no mostrados) la FML, tras la siembra
con Lactoenos® B7 se desarrollé con total nor-
malidad.

Elaboracion 2021-2022. En esta segunda
elaboracion con Zymaflore® Omega, el objetivo
del ensayo era el de alcanzar los niveles maxi-
mos de acido lactico producido por Lachancea
thermotolerans. Ante tal hecho, se redirecciond
el experimento hacia el tener durante mas
tiempo activa metabodlicamente a Zymaflore®
Omega, espaciando su siembra 72 h (3 dias) o
120 h (5 dias) del inéculo de Saccharomyces
cerevisae, Zymaflore RX60. El nitrégeno (NFA)
inicial del mosto de partida fue 149,6 mg/I. muy
similar a la afhada anterior, suplementado en
ambos casos por Nutristart® y Thiazote® pH en
suplemento de +103 mg/I

En la Fig.3 se observa cémo el aumento a
120 h entre ambas especies derivé nuevamen-
te en un proceso de fermentacion alcohdlica
mucho mas larga y lenta en el tiempo, y aun-
que en este ensayo los niveles nutritivos esta-
ban en niveles considerados Optimos para
estos grados alcohdlicos, la competitividad
entre especies sembradas con un gran espacio
de tiempo ralentiz6 el desarrollo y la correcta
implantacién de Saccharomyces cerevisae, un
efecto “similar” a un déficit nutricional. Sin
embargo, esta permanencia de “soledad” de
Lachancea thermotolerans en el mosto, le posi-
bilito actuar metabdlicamente durante un
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Evolucion de la densidad durante FA

300,0
250,0
200,0

150,0

Gluc+fruc (g/1)

100,0

50,0

0,0

\"Ldil ,.LQ'L ,)/Q’il ,LQ'):L ,lg'l’)’ ,L()'Ll ,lgl’)’ ,LQ'):I' ,)/Q'i)’
(o> \\}\ \\)\ \x\,\ \x\,\ \\}\ \\/\,\ \\,\,\ \\/\,\
[N N N N N I M

Control Z.Omega + Z. Rx60

7. RX60 + 2 g/l ac. tartarico

Parametros fisico-quimicos tras fin FA

16,0 14,47 14,64 14,73

14,0
12,0
10,0 7,88
1 7,02
8,0 5,57
6,0 3,11
3,6 3,5 3,4
3,07 /> )
0 "o 1210 B a
i 1,33 0,94
2,0 .LO’GG-\»-»- 0,3CI 022
0,0 B - " =

Control Zymaflore Omega + Zymaflore RX60 + 2
Zymaflore Rx60 g/ ac. tartarico

mac malico g/I mac lactico g/ * ac lactico g/| (fin FML) m ph mGrado alc. % WAT g/|

Figura 5y 6. Evolucion consumo de azidcares durante la FAy pardmetros fisico-quimicos tras final de FAy (FML para el 4c. l4ctico,

vendimia 2022-2023).

mayor tiempo y por tanto aumentar los niveles
de é&cido lactico de media hasta 5,55 g/I. El
aumento a 72 h. también supuso in incremento
de produccion de acido lactico respecto a los
datos de la afiada anterior, de media hasta
2,30 g/l (Fig. 4). En este ensayo, el incremen-
to de acidez total expresado en ac. tartarico
fue mucho mas elevado (1,65 y 4,50 g/l res-
pectivamente)

Es interesante observar también como en la
siembra espaciada 120 h., se produce un leve
consumo de ac. malico y una ligera reduccion
del grado alcohdlico, aspectos ya descritos en
bibliografia vinculados al metabolismo de
Lachancea termotolerans. En este ensayo, las
modalidades testigo y 72 h. fueron ambas
capaces de desarrollar la FML tras la siembra
del inéculo malolactico Lactoenos® B7, a dife-
rencia de la modalidad sembrada a 120 h, que
fue incapaz de desarrollar el proceso malolacti-
co. Distintos autores han puesto de manifiesto
la dificultad del desarrollo de FML en los casos
en que los niveles de acido lactico durante la
FA sobrepasan los 3 g/l.

Elaboracién 2022-2023. En este caso se
ided un ensayo para poder comparar dos
metodologias de acidificacion diferentes
durante el proceso fermentativo, a través de
una acidificacion biolégica mediante el
empleo de Zymaflore® Omega, o bien compa-
rado frente a una acidificacién quimica con 2
g/l de &cido tartarico natural (L+). Nuevamen-
te se observa (Fig. 5) en la modalidad de

bioacidificacion un cierto retraso en la finali-
zacion de la FA. En este caso, se observo un
arranque espontaneo de la FML antes de
finalizar la FA, tanto en el caso de los depdsi-
tos testigos como de los depobsitos con
Lachancea thermotolerans, posiblemente una
contaminacion durante el proceso de fermen-
tacion alcoholica. Es por ello que representa-
mos los datos de &cido lactico también tras la
finalizacién de la FML para poder comparar
correctamente los resultados entre los 3
ensayos. De esta manera podemos observar
como la siembra de Z. Omega tuvo un incre-
mento de ac. lactico tras FML frente a la
modalidad testigo de 1,9 g/I.

En el seguimiento hasta el final del proce-
so malolactico de las 3 modalidades se obser-
v6 en este ensayo como al final de la FML
la bioacidificacién biolégica aumenté la aci-
dez total en 2,56 g/l (g/l ac. tartéarico) frente a
un incremento tan solo 1,53 g/l de la acidifi-
cacion quimica, mostrandose Zymaflore®
Omega como una herramienta eficaz y mas
estable de acidificacion en el tiempo. Este
hecho puso de manifiesto la fragilidad de la
acidificaciéon quimica con ac. tartarico con
una pérdida parcial a lo largo del tiempo,
mostrando la importancia de obtener un buen
buffer de acidos antes de FML que mitigue la
posible caida de la acidez en el tiempo
(Fig.7). Las 3 modalidades finalizaron la FML,
aunque el ensayo de acidificacién quimica
se retrasd debido probablemente a ese
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Figura 7. Evolucidén consumo de la acidez total (g/l. ac. tartdrico) durante el proceso fermentativo (FA+FML).

inicio espontaneo de la FML en las otras dos
modalidades.

Conclusiones

A través de los distintos trabajos desarrolladas en
afadas diferentes sobre Zymaflore Omega,
podemos ya extraer conclusiones interesantes ya
no solo de su empleo de bodega, sino de condi-
ciones tecnoldgicas que nos proporcionan
maneras de guiar y controlar fAciimente la acidez
total y el pH de los vinos a través simplemente
del control del proceso metabdlico de Lachancea
termotolerans. Zymaflore® Omega se ha posicio-
nado como una herramienta Util de generacion
de &cido lactico, y por tanto de incremento de
acidez total en los vinos de este ensayo.

- En nuestro estudio, con una siembra
de 20 g/hl y un retraso de Saccha-
romyces cerevisae de 48 h, los resul-
tados obtenidos de produccién de aci-
do lactico se movieron entre 0,8y 1,9
g/I. Alaumentar a 72 h el retraso en la
siembra, alcanzé niveles de 2,3 g/l de
acido lactico, desarrollandose en los 3
casos la FML sin ningln contratiempo
tras la siembra de Lactoenos® B7.

- La competitividad nutricional entre
Lachancea thermotolerans 'y Saccha-
romyces cerevisae se ha puesto de
manifiesto y se observado como en
situaciones de déficit, el desarrollo del
final de la fermentacion alcohdlica por

esta Ultima puede verse afectado si no

se aplica un correcto plan de nutricion
desde el inicio del proceso.

Al aumentar el espaciado de tiempo

de siembra a 120 h (5 dias), los nive-

les de acido lactico alcanzaron 5,55

g/l y una acidez total expresada en g/l

de ac. tartarico de 11,30 g/I. En este
caso ya no se desarrollo la FML.

Se ha puesto de manifiesto la robustez

de la acidificacién biolégica frente a la
guimica con é&cido tartérico, vislum-
brando como, aunque en los primeros
momentos ambos conllevan préactica-
mente la misma acidez total, buena
parte del acido tartérico tiende a preci-
pitar a medida que las interacciones
ionicas y equilibrios tartaricos se produ-
cen durante la evolucion del vino.

Los cambios observados en la climatologia
de los ultimos afios nos llevan a la necesidad
de combinar estrategias enologicas y de viticul-
tura que mitiguen la disminucion progresiva de
la acidez de los mostos, y aunque los aportes
de acidos como el tartarico, malico o lactico
sean hasta ahora las vias enoldgicas de com-
pensacion mas usadas, su falta de estabilidad
quimica y/o microbiolégica en el tiempo conlle-
va a que nuevas alternativas como la bioacidifi-
cacion con Zymaflore® Omega se convierta a
dia de hoy en una alternativa real para la indus-
tria vitivinicola.
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