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Resumen

La tendencia actual hacia un estilo de vida mas saludable hace que cada vez mas
consumidores opten por bebidas sin o con menos alcohol. Sin embargo, en los ultimos
afnos el cambio climatico esta alterando los patrones climaticos en todo el planeta y en
la vina esto se traduce en un adelanto de la maduracién, y en el consecuente aumento
de grado alcohdlico. En este contexto el sector vitivinicola busca desesperadamente
alternativas que permitan reducir el grado para no perder cuota de mercado.

Este trabajo hace un repaso de las diferentes opciones exitosas que se han probado
hasta la fecha para reducir el contenido de etanol en el vino. Se presentaran las
diferentes estrategias empleadas a través de la revision de articulos cientificos
publicados en los ultimos afnos: desde practicas agrondmicas en la viiia, a modificaciones
genéticas de levaduras pasando por practicas enologicas y opciones tecnoldgicas. No
obstante, la prometedora tecnologia CRISPR merece especial atencion en esta revision
al tratarse de la ultima innovacion en ingenieria genética y ser la menos utilizada.
Veremos que la solucién no es unica y que mientras se materializa el necesario cambio

global quizas lo mas adecuado sea hacer una combinacidn de diferentes estrategias.

+ Palabras clave:

Reduccidn etanol, vino, Crispr, Saccharomyces, No-Saccharomyces



Introduccion

Llamamos vino a la bebida alcohdlica natural resultante de la fermentacion de uvas, o de
su mosto, gracias a la accién de levaduras. Estas utilizan los aziicares presentes en el
medio como fuente de carbono para obtener energia, crecer y multiplicarse. El
metabolismo de las levaduras transforma los azucares en etanol, didoxido de carbono y
energia (ademas de otros muchos metabolitos secundarios) mediante el proceso que

conocemos como fermentacion alcohdlica.
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Fig.1: Representacién de las principales reacciones que tienen lugar durante la fermentacion alcohdlica en S. cerevisiae. En rojo las enzimas
que catalizan las reacciones mas significativas tratadas en esta revision.

Las levaduras son microorganismos unicelulares que pertenecen al dominio Eukaryotay
son capaces de crecer en anaerobiosis gracias a la fermentacién. Se encuentran de

forma natural en el epitelio de las frutas, de ahi que el vino haya formado parte de la
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cultura mediterranea desde tiempo inmemorial, pues el mosto de uva fermentaba de
forma espontanea (se han hallado restos que datan de 6000 a.C.). Muchas son las
especies de levaduras existentes pero, sin duda alguna, la mas utilizada hoy dia en el
mundo enologico es Saccharomyces cerevisiae. Esta levadura se caracteriza por su gran
capacidad fermentadora, que le permite realizar fermentaciones completas (azucares
residuales <2 g/L). Otras especies con menor tolerancia al etanol pueden fermentar en
los estadios iniciales pero posteriormente no soportan las condiciones externas y quedan
inhibidas mientras S. cerevisiae se impone. Ademas, su tolerancia térmica les permite
seqguir creciendo, aunque mas lentamente, a baja temperatura, condicion muy deseable
en la elaboracion de ciertos estilos de vinos. Cada especie de levadura tiene un
metabolismo particular, de forma que un mismo sustrato da lugar a productos quimica y
organolépticamente diferentes en funcion de la especie fermentadora. Esta es otra de
las razones por las que S. cerevisiae destaca: produce poco SOz y muchos metabolitos
secundarios deseables (glicerol, compuestos aromaticos...).

Las uvas son el fruto de la especie Vitis vinifera, que surgio en el sur del Caucaso durante
el mioceno, de alli se extendid por la cuenca mediterranea y el hombre la introdujo en el
resto de zonas viticolas actuales. La planta de la vid tiene unas exigencias climaticas que
impiden su desarrollo en zonas frias, de ahi que el cultivo mundial se extiende a lo largo
de 2 franjas paralelas al ecuador entre los grados 30-50 aproximadamente. Es un cultivo
de secano, cosa que ha propiciado que Espafa sea actualmente el pais con mas

superficie de vina plantada (> 1.000.000ha).



En el contexto actual la mayor amenaza del sector vitivinicola es el cambio climatico. Es
una realidad innegable que puede cambiar el perfil tradicional de los vinos de una zona
determinada, asi como el mapa de las zonas de cultivo de las especies vegetales en
general. El calentamiento global y el cambio de los patrones de lluvias desplazara hacia
el norte / sur (segun el hemisferio) las franjas geograficas aptas para el cultivo de la vifa
con fines de vinificacidon. Los registros historicos de temperatura confirman ya un
aumento de las temperaturas medias que se traducen en un adelanto del ciclo de la vid.
Para poder elaborar vinos de calidad es fundamental el balance entre acidos y azucares
del mosto, que se traduce en vinos equilibrados, ni demasiado acidos y ligeros ni
demasiado alcohdlicos y pesados. En general, los vinos de zonas calidas se caracterizan
por tener menor acidez y mas alcohol que los elaborados en zonas templadas ya que,
medida que madura el fruto, los acidos van degradandose y la planta va acumulando
cada vez mas azucares en la baya. La acidez es un parametro muy importante no solo
de cara al equilibrio sensorial del producto final, sino también a su estabilidad
microbioldgica y su capacidad de guarda, estando intimamente relacionados la acidez
total y el pH. No obstante, no solo acidez y azucares determinan la fecha de la cosecha,
hay otros aspectos muy importantes que determinan la calidad del producto final: los
precursores de aromas, que también se degradan antes con temperaturas altas y los
taninos cuya madurez no siempre se ajusta temporalmente al nivel 6ptimo de azucares
y acidos. Asi, nos encontramos que la tendencia actual es una disminucion de la acidez
unida a un aumento de la graduacién alcohdlica debido a una mayor concentracion de

azucares en la baya, dando como resultado vinos desequilibrados menos atractivos



organolépticamente. Por otro lado, se observa una tendencia del mercado hacia bebidas
fermentadas de menor graduacion como cervezas y sidras, motivado por razones de
salud, estética o moda. Ademas el contenido alcohdlico de las bebidas suele estar sujeto
a impuestos y aranceles especificos, de forma que mas alcohol equivale a mas
impuestos y, por tanto, a menos competitividad.

Por todo lo expuesto anteriormente la industria del vino busca opciones que permitan
reducir el grado alcohdlico para poder adaptarse mejor a estas tendencias del mercado
y del clima. De ahi que surjan todo tipo de estrategias encaminadas a este fin, algunas
biolégicas se centran en reducir la sintesis etanol (fermentaciones limitadas, utilizacion
de especies alternativas de levaduras), otras son fisicas, basadas en eliminar el alcohol
ya formado (filtro de conos rotativos, osmosis, osmosis inversa, rectificacion y
evaporacion al vacio), ademas de practicas culturales como reducir el ratio de superficie

foliar vs peso de fruto.

Este trabajo tiene como objetivo presentar las estrategias mas exitosas que se han
seqguido hasta la fecha para reducir el grado alcohdlico y plantear la posibilidad de utilizar
la técnica CRISPR/Cas 9 para este fin. Para ello se procedi6 a la revision de los estudios

mas prometedores realizados hasta fecha en esta direccion.



Metodologia

La busqueda de material bibliografico para realizar este trabajo se llevé a cabo entre
febrero y principios de junio de 2021. Esta centrada principalmente en articulos
cientificos, aunque también se recurri6 ocasionalmente a paginas web como recurso
para obtener imagenes e informacién.

La revisiones de articulos publicados para reducir el alcohol en el vino (Varela et al.,
2015) o de las estrategias microbiolégicas encaminadas al mismo fin (Varela&Varela,
2019) sirvieron como punto de partida para, a partir de ahi, consultar sus referencias y
ver si éstas habian publicado algo mas en la misma direccién. Del mismo modo, se
utilizaron las revistas online especializadas que las habian publicado para realizar
busquedas en su contenido. Las mismas paginas ofrecen informacién de otros estudios
similares introduciéndolos como “articulos similares” o “quizas pueda interesarle”.
También se recurrié a google académico para localizar articulos haciendo busquedas
con palabras clave para posteriormente consultar la revista en que se habia publicado
el articulo con el permiso de Sabidi.

La busqueda siguié un esquema similar a la estructura del trabajo, buscando primero
informacion mas global sobre cdmo reducir el etanol en vino y posteriormente indagando
en las diferentes estrategias concretas con parametros como:

”

sugar reduction wine”, “alcohol reduction wine”,

|” 1]
)

“low etanol wine” , “pruning low etano

H) 113

“low ethanol Saccharomyces’, “low ethanol no Saccharomyces’, “Crispr”, “Crispr wine”,

“Crispr low ethanol”, “NADH Cerevisiae”, “EU GMO”

/



A partir de aqui se seleccionaron los articulos mas recientes y con mejores resultados
reduciendo alcohol o aquellos cuyos resultados parecian interesantes y podrian servir de

base a estudios posteriores.

La busqueda se centré en articulos posteriores a 2010 aunque excepcionalmente se

recurrié a estudios anteriores.



Resultados y Discusion

Hasta la fecha muchas son las estrategias empleadas para intentar reducir el contenido

alcohdlico en el vino. Podemos agruparlas en 4 grupos fundamentales:

Una de las practicas mas efectivas consiste en reducir el area foliar para con ello reducir
el indice SA / P (superficie foliar/ rendimiento). El area foliar determina la cantidad de
carbono que la planta es capaz de fijar mediante la fotosintesis, en época de maduracion
este carbono es transformado en azucares y su destino principal son las bayas. Hay
estudios que muestran que si realiza una defoliacion parcial o un despuntado después
del cuajado es posible reducir notablemente la cantidad de sdlidos solubles (Stoll et al.,
2010), si bien en tintos puede venir asociado una reduccion del contenido de antocianos
(Martinez de Toda et al., 2013). Otros ensayos constatan que defoliar después del
envero en los 2/3 superiores del brote permite una ligera reduccion del grado sin que el
resto de parametros importantes se vean afectados (acidez, pH, antocianos...) (Poni et
al., 2013).

Otra opcion seria la aplicacion de inhibidores de etileno, la hormona responsable de
desencadenar el proceso de maduracion, este método se ha probado eficaz a la hora de
atrasar la maduracién (Béttcher et al., 2010) que al fin y al cabo es lo que busca el sector,
cuanto mas tarde empiece a madurar la uva, menos azucares se acumularan.

Adaptar la fecha de cosecha a es sin duda otra estrategia. En el sector enoldgico, sobre

todo en la elaboraciéon de tintos, existe la tendencia de atrasar la fecha de cosecha
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persiguiendo conseguir la madurez fendlica para que los taninos sean mas suaves. Esto
permite elaborar un vino mas redondo, con cuerpo, apto para el envejecimiento, con
aromas de fruta madura y untuoso gracias al glicerol y evita los toques vegetales y la
astringencia asociada a los taninos menos maduros. Siempre asumimos que esto es lo
que el consumidor desea, pero en un estudio se demostré que no es necesariamente asi
(Bindon et al., 2014). El ensayo se realiz6 con Cabernet Sauvignon, una variedad rica en
pirazinas que da notas de pimiento verde cuando no madura lo suficiente, se vendimiaron
las uvas en cosechas sucesivas y se vinificaron las partidas por separado obteniendo
vinos con diferente grado de madurez. Los vinos se sometieron al veredicto de los
consumidores y sorprendié que, si bien los vinos mas maduros tenian mas fruta, eran
mas calidos y glicéricos y tenian menos notas de vegetales, la preferencia de los
consumidores no aumentaba con el grado de madurez y valoraron de forma similar vinos

de 13,5° y de 15,5°.

Coupages

En la misma linea de jugar con la fecha de cosecha estaria la estrategia de hacer
vendimias sucesivas para luego ensamblar los distintos vinos y reducir el grado del
producto final, obviamente esta opcion afectara también a otros parametros, como la
acidez, y conseguir un resultado organolépticamente satisfactorio puede resultar

complicado y seguramente no sera reproducible de una cosecha para otra.
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Extraccion de azucares

La nano-filtracion a través de membranas del mosto permite reducir (o aumentar) el
contenido de azucares, consiste en filtrar una porcion determinada del mosto de forma
que los azucares queden retenidos y volver aiadir la porcion filtrada, el problema es que
no es un método selectivo y otros compuestos interesantes como aromas y antocianos
quedan también retenidos, dando como resultado vinos menos aromaticos y con menos
color. Esto unido al coste del equipo hace de esta técnica una opcidén poco atractiva

(Garcia et al., 2010).

Adicion de enzimas

También se han llevado a cabo estudios con la encima glucosa oxidasa (GOx), (Biyela
et al., 2009) extraida del hongo Aspergillus niger, que es capaz de oxidar la glucosa hasta
transformarla en acido glucénico y peroxido de hidrogeno, su utilizacion por tanto reduce
el grado y aumenta la acidez, resultados a priori positivos en el contexto actual. No
obstante, la enzima también tiene la capacidad de oxidar compuestos fendlicos dando
como consecuencia alteraciones cromaticas no deseadas (pardeamiento). Ademas, su
actividad aumenta el numero de grupos carbonilos que pueden combinarse con el SO2,
de forma que, los vinos necesitan mayor cantidad de sulfuroso para protegerlos de
posibles contaminaciones y de la oxidacién. Organolépticamente los vinos obtenidos son
similares a los que resultarian de una vendimia afectada de Bofryfis, no en vano esta

enzima también se encuentra en Boftrytis cinerea, presentan alteraciones de color,
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menos aromas a fruta fresca y menos permanencia en boca, por lo que el tratamiento

con esta enzima tampoco resulta una opcién interesante.

Coupages o blending

El coupage también puede utilizarse para conseguir vinos con menor contenido
alcohdlico mezclando vinos de graduacion alta con otros de graduacion inferior,
empleando una estrategia similar a la empleada al mezclar mostos o al vendimiar en
fechas diferentes para luego mezclar los vinos. Por lo general, ademas del grado, suelen
diferir también el resto de parametros de forma que vinos con menos grado acostumbran
a presentar también acideces mas altas y los taninos poco maduros suelen tener notas
astringentes y vegetales, por ello esta estrategia debe estar siempre unida al analisis
sensorial y puede resultar conveniente realizar tratamientos agresivos con bentonita y
carbdn que conviertan el vino poco maduro en un liquido neutro sin aromas ni color que
unicamente baje grado y aumente acidez sin aportar ninguna nota adicional. Esta
estrategia se empled en un ensayo para “neutralizar” el producto obtenido de vinificar los
racimos procedentes del aclareo en variedades como Cabernet Sauvignon, Merlot y
Bobal, que posteriormente se mezclaron con los respectivos vinos control vendimiados
en una vez alcanzada la madurez fendlica, consiguiendo una reduccidon de grado de
0.9%, 1,7% y 3% v/v respectivamente (Kontoudakis et al., 2011), el analisis sensorial
solamente arrojo diferencias significativas en una de las variedades, por lo que resulta

una opcion digna de valorar.
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Extraccion de alcohol

Actualmente existen varias alternativas tecnoldgicas para extraer el alcohol por medios
fisicos. Tradicionalmente se empleaba la destilacion fraccionada basada en la diferencia
entre la temperatura de ebullicion del etanol y el agua, pero este método tenia la
contrapartida de generar aromas desagradables ya que las altas temperaturas también
afectaban al resto de compuestos. Actualmente el avance de la ciencia ofrece muchas
alternativas basadas en tecnologia de membranas como la osmosis inversa, la
pertraccidn evaporativa, la pervaporacion o la destilacion osmatica, otro tipo de técnicas
incluyen la columna de conos rotativos y la extraccion con CO:2 supercritico. Todos ellos
se han demostrado eficaces a la hora de extraer etanol del vino, pero sabemos que el
vino es una matriz extremadamente compleja y la reduccidon de un elemento acostumbra
a alterar el equilibrio del resto de componentes. En un estudio sobre las consecuencias
en la composicion del vino de la desalcoholizacion parcial mediante osmosis inversa y
pertraccion evaporativa (Pham et al., 2019) se concluye que si bien no hubo diferencias
en los valores de pH o acidez volatil, desaparecié el SO libre, hubo un ligero aumento
de la acidez total y hubo diferencias significativas en el color y los resultados del indice
de gelatina (procedimiento para medir la astringencia) debidos a cambios en la
concentracion de antocianinas y otros compuestos fendlicos. También se observé una
reduccion de esteres etilicos sea porque fueron eliminados en el proceso o porque la
extraccion del etanol afect6 al equilibrio de su formacion / hidrdlisis. Desgraciadamente
este estudio no incluia un analisis sensorial, pero es de esperar que el vino
desalcoholizado hubiera ganado en astringencia frente al control y perdido aromas. Con
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la columna de conos rotativos es posible extraer los aromas y afadirlos al vino
desalcoholizado posteriormente pero es un proceso complejo con varias etapas en el
que es dificil determinar el grado de desalcoholizacion final y el coste de la tecnologia la
hace inaccesible para muchos elaboradores (Diban et al., 2008). En cualquier caso,
cualquier opcion debe encontrar un equilibrio satisfactorio entre la reduccién de etanol,

el equilibrio sensorial del vino resultante, los costes y la energia consumida en el proceso.

Uso de levaduras no convencionales

S. cerevisiae es la levadura fermentadora por excelencia y hasta la fecha la unica capaz
de llevar a cabo fermentaciones completas (azucares residuales <2 g/L), no obstante, en
el epitelio de la uva se encuentran multitud de especies de levaduras y demas flora
bacteriana que tienen alli su habitat natural. En fermentaciones espontaneas estas
especies conviven con S. cerevisiae en los estadios iniciales, pero llega un punto en que
las condiciones son demasiado desfavorables para ellas, por el elevado contenido en
etanol y por la presidon de S. cerevisiae que acaba imponiéndose.

En los ultimos anos se estan llevando a cabo muchos estudios encaminados a aislar y
caracterizar las especies de levaduras no convencionales (también conocidas como no-
Saccharomyces) por su papel durante la fermentacion alcohdlica. Hasta ahora se las veia
como alternativas que permitian cambiar sensorialmente el vino aportando otros aromas
y afadiendo complejidad para diferenciarse de la competencia. Ahora, ademas, se las

ve como una alternativa que podria reducir el contenido alcohdlico. Un estudio realizado
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con la cepa Meftschnikowia pulcherrima AWRI3050 (Varela et al., 2017) mostrd
resultados alentadores en una fermentacion realizada en laboratorio con la variedad
merlot. El vino resultante presentaba un perfil similar al fermentado usando S. cerevisiae
y en una evaluacion sensorial obtuvo puntuaciones altas en marcadores como frutos
rojos, frutal... ademas de una reduccién de 1,7% v/v del contenido alcohdlico y mayor

concentracion de glicerol.
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Tabla 1: Resumen de los estudios recientes mas significativos que utilizan levaduras no Saccharomyces para reducir el contenido etilico en

vinos. Se muestra la reduccién de etanol y su impacto en la composicién y la percepcion sensorial respecto al control fermentado con S.

Cerevisiae. Fuente: Varela & Varela 2019.

Levadura
no
saccharomyces®

Candida
sake
Candida
stellata
Candida
szemplinina

Hanseniaspora
uvarum
Lachancea
thermotolerans
Lachancea
thermotolerans
Metschnikowia
pulcherrima

Metschnikowia
pulcherrima

Metschnikowia
pulcherrima
Metschnikowia
pulcherrima

Metschnikowia
pulcherrima
Metschnikowia
pulcherrima

Metschnikowia
pulcherrima

Pichia
guilliermodii

Pichia kluyveri

Schizosaccharo
myces pombe
Starmerella
baombicola
Starmerella
bacillaris

También ha habido ensayos prometedores

Escalay
condiciones
de
fermentacion
Escala
laboratorio
Media escala

Escala piloto
aireacion

Escala media

Escala
laboratorio
Escala
industrial
Escala
laboratorio

Escala
laboratorio

Escala
laboratorio
Escala
laboratorio
aireaciéon
Escala piloto

Escala piloto
aireacién

Escala piloto
aireacion

Escala piloto
aireacién
Escala piloto
aireacion
Escala media

Escala
laboratorio
Escala
laboratorio

Variedad

Tempranillo
Chardonnay

Riesling

Pinotage
Tempranillo
Sangiovese

Chardonnay

Shiraz

Verdicchio

Malvasia +
Viura

Merlot
Riesling
Viura-
Malvasia

Riesling

Riesling

Airen
Barbera

Verdicchio

Reduccion
de etanol®

2,40%

0,70%

0,80%

0,80%

1,20%

0,70%

0,90%

1,60%

1,40%

2,20%

1,00%

3,80%

0,80%

2,00%

3,00%

0,70%

0,70%

1,60%

Impacto en composicion o
atributos sensoriales®

Aumento de sorbitol, baja produccién de
ésteres etilicos. Sin analisis sensorial
Aumento de glicerol y acetato de etilo,
descenso de atributos "floral" y "frutal"
Aumento de oxidacidn y atributos

de "disolvente"

Aumento de descriptores "avellanas",
"café", "caramelo", "cereza" y "acetona"
Reduccién de la intensidad y la

calidad aromatica, mas herbaceo

Aumento de acidez y atributo "especiado"

Mads concentracidn de ésters y alcoholes
superiores, reduccion de acidez volatil.
Sin analisis sensorial

Mads concentracion de ésteres y alcoholes
superiores, reduccién de acidez volatil.
Sin analisis sensorial

Aumento de genariol y acetaldehido.

Sin analisis sensorial

Sin datos de compuestos volatiles

ni analisis sensorial.

Aumento de descriptores de frutos rojos

Menos aromas limpios y frutales, aumento
de los descriptores "vinagre", "oxidacién"

y "disolvente"

Aumento de glicerol, descenso de los
atributos "fruta tropical", "fruta blanca"

y aumento de "oxidacion"

Menos aromas limpios y frutales, aumento
de los descriptores "vinagre" y "reduccién"

Menos aromas limpios y frutales, aumento
de los descriptores "vinagre", "oxidacion"

y "disolvente"

Menos concentracion de acido malico y de
descriptores de acidez, aumento de amargor

Aumento de glicerol. Sin analisis sensorial
Aumento de acetato de etilo y acetato de

isoamilo.
Sin analisis sensorial

con Sacchromyces uvarum en vinos de

Malvasia delle Lipari, en que el vino resultante comparado con el control fermentado con
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S. cerevisiae tenia mas atributos positivos y menos negativos y consiguio reducir el
contenido alcohdlico (- 0,7% v/v) y la acidez volatil al tiempo que incrementaba la total

(Muratore et al., 2007). En la tabla 1 aparece un resumen con los resultados de estudios
recientes llevados a cabo con levaduras no convencionales, algunos con resultados muy
positivos en cuanto a la reduccién de alcohol. El problema es que muchos de ellos no
valoraron organolépticamente los vinos resultantes y otros lo hicieron pero los resultados

no fueron satisfactorios.

Inoculacion secuencial

La inoculacién secuencial combinando una levadura no convencional y S. cerevisiae es
una buena alternativa para conseguir una ligera reduccion en el contenido final de etanol.
En lainoculacion secuencial se inocula una cepa no convencional para que deje su huella
organoléptica y pasado un tiempo (entre 24-48 horas normalmente), se inocula una cepa
de S. cerevisiae para que pueda acabar efectivamente la fermentacion alcohdlica.

Se ha aislado una cepa de Metschnikowia pulcherrima capaz de reducir 0,9% y un 1,6%
el contenido de etanol en vinos de las variedades Chardonnay y Shiraz respectivamente
en un inoculacion secuencial con S. cerevisiae (Contreras et al., 2015) tal como se
recoge en la Tabla 1, pero el estudio no incluia datos sobre el analisis sensorial. Mas
recientemente (Hranilovica et al., 2020) otro estudio analiz6 como se comportaban
diferentes cepas de M. pulcherrimay como afectaba al producto final el momento de la
segunda inoculacion con S. cerevisiae. En este caso se consiguid una reduccion en el
contenido alcohdlico de hasta un 1,6% v/v en la fermentacion de un mosto mezcla de

Chardonnay y Semillon.
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A la vista de los resultados parece que la especie M. pulcherrima es una buena
alternativa para llevar a cabo una inoculacién secuencial. No obstante, los efectos de las
inoculaciones secuenciales son muy variables dependiendo de las especies y cepas de

levaduras implicadas y la variedad de uva usada.

Modificaciones genéticas

Hibridaciones de cepas

La levadura vinica convencional es S. cerevisiae, historicamente se impuso la creencia
de que el uso de otras especies de levaduras estaba asociado a desviaciones durante la
fermentacién y también en el producto final, de ahi que la tendencia fuera la seleccién
de cepas Saccharomyces y la inoculacidn como método para arrancar de forma segura
y eficiente la fermentacion. Recientemente, numerosos estudios han tenido lugar con el
objetivo de conseguir aislar o crear mediante hibridacion cepas de esta especie que
produjeran menos alcohol. El problema es que la mayoria tienen un rendimiento etilico
similar debido a la seleccion natural que esta especie arrastra desde hace milenios y a
que supone una de sus grandes ventajas competitivas, por lo que ni el aislamiento ni la
recombinacion han ofrecido hasta la fecha una cepa de S. Cerevisiae con menor
rendimiento fermentativo.

Dentro del género de levaduras Saccharomyces, encontramos también otras especies
como S. bayanus, S. eubayanus, S. kudriavzevii, S. uvarum, entre otros. Todos ellos

comparten la caracteristica de ser muy eficientes fermentando de azucares y son buenos
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candidatos para crear hibridos con posibilidades de éxito en el mundo enoldgico. De
hecho, un hibrido natural entre S. cerevisiae x Saccharomyces kudriavzevii aislado en
Suiza se comercializa actualmente como W27 por Lallemand para la elaboracién de
blancos por su capacidad fermentadora a baja temperatura. La especie S. kudriavzevii
es criotolerante, es decir que presenta mejor rendimiento a temperaturas bajas. Un
ensayo de laboratorio compar¢ el rendimiento fermentativo de S. cerevisiae T73, S.
kudriavzeviiIFO 1802T, y W27 que es el hibrido de las anteriores en micro vinificaciones

de un mosto sintético que reproducia las caracteristicas del mosto de uva (Arroyo et al.,

2010).
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Fig.2: Grafico que representa la relacién entre el ratio etanol/glicerol en funcién de la temperatura de fermentacién de S. cerevisiae T73, S.

kudriavzevii IFO 1802T y el hibrido natural de las anteriores T73. (Fuente: Arroyo et al,, 2010).

El estudio demuestra que el ratio etanol/glicerol varia enormemente en funcion de las
condiciones en que se desarrolle la fermentacién y en funcién de la especie (figura 2), y

que el ratio etanol/glicerol de S. kudriavzevii IFO 1802T supone 2 del W27 y menos de
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la mitad de T73. Esto es significativo porque el etanol y el glicerol se generan en la misma
via metabdlica, y por tanto cuanto mas glicerol se genere menos etanol podra producirse
(figura 1). Las cantidades de glicerol producidas a 14°C fueron 4.85 (£0.43), 5.72 (£0.65)
y 13.43 (x1.45) g/L para T73, W27 y 1802, respectivamente. El estudio demostré que
otros factores externos como la concentracion de azucares en el medio y el pH también
afectaban al ratio etanol/glicerol de forma que cuanto mas rico era el mosto y mas bajo
el pH mas glicerol se generaba en los tres casos. Desgraciadamente este estudio no
ofrece datos sobre las caracteristicas organolépticas de los fermentados resultantes y ni
siquiera se realiz6 con mosto de uva, pero sefala la importancia de adaptar las

condiciones de la fermentacidén para minimizar el etanol.

Delecidon sobreexpresion de genes

Hasta la fecha las modificaciones genéticas mas exitosas a la hora de reducir el
rendimiento alcohdlico en S. Cerevisiae consistian en desviar el flujo de carbohidratos
de la produccion de etanol hacia el glicerol pero tenian la contrapartida de aumentar la
acidez volatil. No obstante, un experimento llevado a cabo mediante ingenieria genética
(Ehsani et al., 2009), que consistia en manipular los propios genes de S. Cerevisiae,
permitié reducir el contenido alcohdlico en un 3% v/v sin que aumentara la produccién
de acido acético. La modificacion consistia en:

» Sobre-expresar el gen GPD1 que codifica para la glicerol-3-fosfato

deshidrogenasa y asi potenciar el flujo hacia la formacion de glicerol.

» Eliminar el gen ALD6 que codifica la enzima acetaldehido deshidrogenasa, de

esta forma que quedaria inhibida la formacién de acido acético. No obstante, esta
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modificacion supone un aumento significativo de acetoina, compuesto que
también tiene un impacto sensorial desagradable.

» Sobre-expresar el gen Bdh1 que codifica para la butanodiol deshidrogenasa, la

proteina que reduce la acetoina a 2,3-butanodiol, que es un compuesto sin
impacto sensorial. Si bien la reaccion de reduccidon de la acetoina también tiene
NADH como cofactor, durante la fermentacion alcohdlica el factor mas limitante

seria la sintesis de Bdh1.

Muta génesis dirigida

La modificacion genética tiene como objetivo mejorar determinados aspectos de la
fermentacidn y va dirigida a locus concretos de forma que el resto del genoma quede
inalterado y no se pierdan las caracteristicas positivas de la cepa original. Multiples
estudios se han llevado a cabo en este campo aunque unicamente 2 cepas modificadas
genéticamente (GMO, genetic modified organism) han llegado a comercializarse, ambas
reducen posibles riesgos para la salud del consumidor: una reduce la formacién de
aminas bidgenas (Husnik et al., 2006) y la otra el carbamato de etilo (Coulon et al.,
2006). Esta tecnologia también ha sido utilizada para reducir el contenido de etanol
desviando el flujo de carbohidratos hacia otros destinos diferentes a la sintesis de etanol,
pero tan solo se han desarrollado y usado a nivel de laboratorio. Las cepas modificadas
genéticamente han producido entre 1,5-2,5% v/v menos alcohol que las cepas originales,
pero normalmente la modificacion afectaba también a la fraccidon volatil de los vinos
resultantes. Tan solo un ensayo reporta una reduccion de 1,89% v/v de etanol sin
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incremento del acido acético ni del glicerol, (Cuello et al., 2017). El estudio consistia en
introducir mutaciones en el terminal C del gen PDC2 (ver fig. 1). Este codifica el factor
de transcripcion que regula la disponibilidad de las isozimas que catalizan la reaccion del
piruvico a acetaldehido en la via de sintesis del etanol. Desgraciadamente este ensayo

tampoco aportaba datos sobre el perfil sensorial de los vinos resultantes.

Al fin y al cabo, para no comprometer la calidad del producto final es basico favorecer la
sintesis de metabolitos deseables y evitar la formacion de otros nuevos que puedan

afectar al perfil sensorial de forma dramatica.

Mutaciones via evolucion adaptativa _ALE (Adaptative Laboratory Evolution)

Esta estrategia consiste en provocar a las levaduras un estrés creciente en el medio de
cultivo durante muchas generaciones, de manera que solo aquellas capaces de
adaptarse a las condiciones hostiles puedan sobrevivir. Se han llevado a cabo varios
ensayos con estrategias diferentes que perseguian alterar el metabolismo de carbono
de las levaduras para que generen menos etanol. Aunque esta técnica supone un
adelanto comparado con la mutagénesis dirigida sigue siendo una estrategia compleja
por varios motivos: el medio de cultivo evoluciona a la vez que el cultivo y es complicado
mantenerlo en las condiciones éptimas a lo largo de tantas generaciones, ademas esta
el riesgo de contaminaciones y el constante aislamiento de ejemplares para verificar su
evolucion y comparar sus caracteristicas con los parentales. De momento sélo una cepa
obtenida por esta via ha llegado a comercializarse, se obtuvo aumentando el estrés hiper

osmotico en el medio de cultivo con cloruro de potasio (Tilloy et al., 2014). Las levaduras
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generan glicerol como reaccion al estrés osmotico y después de 200 generaciones se
consiguié una cepa “evolucionada” capaz de producir mas glicerol y menos etanol. Esta,
a su vez, se sometio a dos rondas de esporulacion de las que resultd un hibrido capaz
reducir en un 1,3% v/v el contenido alcohdlico de un vino Shiraz comparado con la cepa

parental.

CRISPR-Cas 9

Dentro de la categoria de ingenieria genética encontramos la revolucionaria metodologia
Crispr-Cas 9 (del inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-
Crispr associated protein 9, traducido como Repeticiones palindromicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas) descubierta en 2012 por las investigadoras
Charpentier y Doudna y que les valié el premio nobel de quimica en 2020. La técnica
permite realizar modificaciones en el genoma con una precision hasta entonces
inusitada. Esta basada en una estrategia sacada del sistema inmunitario de las bacterias
y arqueas que es capaz de recordar la secuencia del genoma de los virus invasores y
eliminarla de su ADN cortando unicamente ese fragmento. Descubrieron que ciertas
secuencias palindromicas se repetian y que las secuencias intermedias a menudo
formaban parte del ADN de virus, un palindromo es una combinacién de pares de bases

que se lee igual en sentido 523" que en sentido 3" >5".
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Fig.3: Representacion de un palindromo en el ADN. Fuente: Wikipedia, secuencia palindrémica.

También se observd que cercanos a esos palindromos se encontraban unos genes, que
codificaban las proteinas Cas. Descubrieron que las bacterias sintetizaban gARN que
encajaba con la secuencia del ADN virico y lo unia a estas proteinas, de forma que, si
en el futuro un virus con ADN previamente almacenado intentaba invadir su genoma, el
gARN lo reconoceria y guiaria a las proteinas Cas para que lo eliminaran. Las Cas9 son
endonuclesas que cortan la doble cadena en sentido ascendente hasta un PAM
(Protospacer Adjacent Motif o Motivo adyacente de protoespaciador), en caso de no
hallar un PAM a continuacion de la secuencia de ADN la Cas no llevara a cabo la doble
escision. Lo interesante es que las proteinas Cas pueden cortar cualquier fragmento de
ADN si tienen el gARN de reconocimiento adecuado. Puesto que actualmente la ciencia
ya es capaz de generar cualquier secuencia de nucledtidos, se puede eliminar cualquier
fragmento. Pero, ademas de cortar, también es posible substituir un fragmento por otro,
motivo por el que se conoce esta técnica como “el corta-pega genético”. Otra de las
grandes ventajas de esta tecnologia es que pueden modificarse varios locus a la vez ya

que las Cas9 pueden asociarse a mas de una secuencia de ARN. El CRISPR-Cas9 es
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la ultima revolucion en modificacion genética ya que reduce muchisimo el tiempo
necesario para los ensayos, ademas de abaratarlos y simplificarlos. Con el fin de
introducir el CRISPR-Cas9 en la célula los investigadores se valen de plasmidos de
bacterias. En este contexto no es de extranar que hayan aparecido muchos articulos
ultimamente en los que se han intentado diversas modificaciones de S. cerevisiae, no
podemos olvidar que S. cerevisiae siempre ha sido un modelo ideal para experimentar
al tratarse de un ser unicelular eucariota de crecimiento facil y rapido en laboratorio. Un
ensayo que buscaba aumentar el rendimiento alcohdlico resultd exitoso (Kui et al., 2019),
logrando aumentar en un 40% la cantidad de etanol obtenida por una cepa mutante
respecto a la original. Para ello realizaron una doble modificacién en los genes ALDH2 y
ALD4, el primero cataliza la oxidacion del etanol a acetaldehido y el segundo oxida los
aldehidos a acetatos. Si nos centramos en los ensayos orientados al sector enologico el
numero de ensayos se reduce, pero en 2017 (Vigentini et al.) un estudio modificd dos
cepas comerciales de S. Cervisiae (EC118 y AWRI796) con el fin reducir el contenido de
urea al fermentar mostos de Chardonnay y Cabernet Sauvignon. La urea es generada
por las levaduras al metabolizar la arginina, un amino acido abundante en el mosto. La
célula excreta al medio el exceso de urea y esta es susceptible de reaccionar con el
etanol y generar carbamato de etilo, un compuesto sometido a limites legales que puede
resultar cancerigeno. La mutacion consistia en eliminar uno de los transportadores de
arginina, la permeasa CAN1, con ello lograron una reduccion de la urea del 18,5% para
la mutante de EC118 y del 35,5% para la de AWRI796, ambas cepas finalizaron la
fermentacidn con éxito. También funciond otro ensayo con el objetivo de reducir la urea
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pero esta vez para la elaboracion de vino de arroz y siguiendo una estrategia diferente
(Wu et al., 2020). En esta ocasion sobre expresaron el gen DURS3, que codifica el
transportador que da paso a la urea al interior de la célula, en una cepa N85 que ya habia
sido modificada por ellos en un ensayo previo (wu2016) para sobre expresar DUR1,2 (gen
que codifica para la amidoliasa encargada de hidrolizar la urea en NH3 y CO>) de tal
manera que las levaduras no producian menos urea pero eran mas eficientes
reabsorbiéndola y transformandola en otros metabolitos menos peligrosos.

Entre los ensayos que se han realizado hasta la fecha uno de los mas prometedores fue
el llevado a cabo por Wyk et al. en 2020, en que consiguieron autoclonar la cepa
AWRI1631 de forma produjera mas ésteres y mas glicerol en la fermentacion de Riesling.
Para ello crearon dos cepas mutantes en las que se habia sobre-expresado los genes
ATF1 y GDF1 respectivamente usando la tecnologia CRISPR/CAS 9 (ver figuras 6 y 1).
El primero codifica para la alcohol acetiltransferasa, y es necesario en la produccién de
ésteres y le segundo transforma la dihidroxiacetona fosfato en glicerol-3-fosfato en la
formacion de glicerol. Estas dos cepas se combinaron mediante mating para conseguir

una unica cepa con ambas caracteristicas.
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Fig.4: Gréficos que representan la produccion de esteres de acetato de la levaduras mutantes ATF1, GPD1y ATF1/GPD1 respecto al control

REF sin mutaciones. (Fuente: Wyk et al. 2020)

Llama la atencion de este estudio que pudieran aumentar de forma significativa la
produccion de glicerol sin disminuir el contenido en etanol (ver fig. 5). La mayoria de los
estudios que se han realizado siguiendo esta estrategia aumentaban el glicerol pero

reducian el etanol y aumentaban el acido acético.

27



Acetic Acid . ) o
Fig. 5: En las gréficas de la izquierda podemos observar como la

087 c mutante que sobre-expresa GPD1 aumenta el contenido de
0.44 77_ glicerol y acético, pero no disminuye el rendimiento en etanol. Si
/ miramos los resultados de la mutante ATF1 vemos que no hay
0.3 / d diferencias significativas respecto al control en cuanto al
%', a b / B % rendimiento en glicerol y etanol pero si disminuye el contenido un
0.2 — / ’__lll_ 25% en acido acético, como consecuencia de sobre-expresar el
01 Q / R gen que transforma el acetil-CoA en acetatos. (Fuente: Wyk et al.
’ 2020)
0.0 ; x é odededed
< N N N
< & ) O
& & &
«'\
&
Glycerol
15+
b c
V,
10 a a W o
o - / XXX
B N / Acetic acid B-oxidation of fatty acids
54 \ / XXX
\ / & §
I
0 . x % Acetyl-CoA
& <O o S m High
& < 3 & — {Higher) alcohols
v o /8\\0 ATF]_
v.
CoA +
Ethanol Acetate esters

151 Fig. 6: Representacion del mecanismo de transformacion del

acido acético en acetatos.Fuente: Vilela et al., 2021)

Se trata de una modificacion muy interesante pero el contenido en etanol no disminuye.
No obstante, valdria la pena repetir el ensayo y ver si los resultados son consistentes,
pues si aumenta el glicerol otro compuesto deberia dejar de generarse de forma

proporcional y teéricamente deberia ser el etanol.

En el sector enoldgico la tecnologia CRISPR-Cas9 también se ha utilizado para
determinar la importancia del transportador sin porte Stl1 H+/glicerol en la fermentacion

de icewein con K1-V1116 (Muysson et al., 2019) y para arrojar luz sobre los genes
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implicados en la produccion de acetato de feniletilo, responsable del aroma a rosas

(Trinidade et al., 2017).

Equilibrio Redox y la fermentacidn alcohdlica.

La sintesis de etanol en S. Cerevisiae esta asociada a su sistema redox, al igual que lo
estan la produccion de glicerol, acido acético, acetoina y butandiol. Alterar una via sobre
expresando o eliminando un gen no basta si no tenemos en cuenta que el equilibrio redox
celular debe poder mantenerse.

En la figura 1 observamos que algunas reacciones necesitan de la forma oxidada
del dinucleétido de nicotinamida y adenina o NAD+ como cofactor (ej.: el paso de
acetaldehido a acido acético) mientras que otras precisan de la forma reducida o NADH

(paso de dihidroxicetona a glicerol).
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Fig. 7. Representacién grafica de las versiones oxidada/reducida de la molécula de NAD+/ NADH. (Fuente: Biochemistry a
short course. 2ond edition 2013 W.H. Feeman and company)
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Fig. 8. Ejemplo del funcionamiento del NAD+/NADH como cofactor en una reaccién redox. (Fuente: Biochemistry a short course. 2ond edition
2013 W.H. Feeman and company)

En funcion del estado redox de la célula, es decir, de si tiene exceso/carencia de la forma
reducida/oxidada se propiciaran unas rutas u otras. De ahi que muchos experimentos
hayan conseguido reducir el rendimiento etilico pero a costa de aumentar la produccion
de acido acético, pues la célula potencia esta via para regenerar NADH. Ademas, dentro
de la célula existen dos zonas interdependientes pero separadas donde se oxida/reduce
el NADH/NAD+, la mitocondria y el citoplasma. Un ensayo demostré que el aumento del
NADH mitocondrial se traduce en producciéon de etanol, pues inhibe la entrada de
piruvato al ciclo de Krebs, mientras que un aumento del NADH citoplasmatico supone un
aumento en la produccién de glicerol (Hou et al., 2010).

La membrana interna mitocondrial es impermeable al NADH/NAD+ por lo que los
intercambios se producen a través transportadores anti-porte de malato/2 oxoglutarato y
aspartato/glutamato (figura 9). El circuito puede operar en ambos sentidos, en la
gluconeogénesis funciona en sentido inverso al presentado en la figura y permite

expulsar oxalacetato de la mitocondria y generar NADH en el citosol.
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Fig.9: Representacion grafica del funcionamiento de los transportadores malto y aspartato mitocondriales.

(Fuente: http://biomodel.uah.es/metab/lanza.htm)

Queda claro que cualquier modificacion genética encaminada a reducir el rendimiento de
etanol en la produccion de vino con S. Cerevisiae debe tomar en consideracion el

equilibrio redox celular.
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Situacion de los OGM en La Unidén Europea

La legislacién de la Union Europea (UE) es una de las mas restrictivas en cuanto a la
entrada de Organismos Genéticamente Modificados (OGM). Cualquier producto
destinado para el consumo humano o de animales, que haya sido modificado
genéticamente debe ser aprobado por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA). Para ello el vendedor debe probar que el producto es seguro y que no supone
un riesgo para el ser humano ni para el medioambiente. Los cultivos vegetales OGM son
los que mas trabas encuentran, tanto a nivel legislativo como de la opinién publica. Aun
asi, se han autorizado algunas especies de cereales y en nuestro pais se cultiva maiz
Genéticamente Modificado (GM). Cada pais tiene derecho a reservarse un veto nacional
a pesar de que el producto tenga la aprobacion de la EFSA. La realidad es compleja y la
opinidn publica respecto a estos organismos varia en funcion de la percepcion de utilidad

y riesgo que tiene la ciudadania.
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Fig. 10. Percepcion de la opinién publica respecto a los OGM. (Fuente: Frewer et al., 2003)
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Asi, se considera poco util la modificacion de una levadura para elaborar cerveza pero
muy util que se haga para curar enfermedades hereditarias. No obstante, muchos
europeos consumen ganado que ha sido alimentado con cultivos OGM importados, por
lo que reina la paradoja. Aunque la UE permite la investigacion con OGM, muchos
cientificos consideran que Europa estd cuartando su competitividad en el ambito
cientifico, pues es poco probable que se lleve a cabo un estudio si el hallazgo no puede

comercializarse posteriormente.

Perspectivas de futuro
Teniendo en cuenta todos los estudios analizados con sus pros y sus contras, a
continuacion comentaré cuales serian mis propuestas personales para conseguir una

reduccion de etanol en el vino utilizando la tecnologia CRISPR.

Una opcidn seria reproducir el experimento de Ehsani et al. de 2009 en que conseguian
reducir el etanol sin aumentar el &cido acético pero utilizando la tecnologia CRISPR/CAS
9 y testarla en una microvinificacion con mosto. El uso de la tecnologia facilitaria el
proceso de creacion de la levadura mutante y la fermentacion de mosto permitiria valorar
el resultado sensorial y ver si es una opcion realmente valida para el sector enologico.
Esta posibilidad no tendria los inconvenientes legales del uso de material genético
exogeno. Los organismos auto-clonados, es decir, aquellos han sido modificados con
genes de su propio ADN tienen muchas mas opciones de ser aprobados en la UE que
aquellos en los que no se han introducido genes de otras especies, ya que técnicamente

podrian no considerarse OGM.
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Otra posibilidad que aun no ha sido probada consistiria en aprovechar la tecnologia
CRISPR/CAS9 para crear una cepa de S. cerevisiae capaz de generar mas acido
férmico. El acido formico en presencia de NAD+ se transforma en CO2 + NADH, lo que
podria solucionar el problema de la regeneracion de NADH citosdlico sin que la célula
tenga que recurrir a la formacién de acido acético para ello. El inconveniente de esta
alternativa es que implica insertar un gen que no esta en el genoma de S. cerevisiae, se
trata del PFL de Escherichia coli que codifica para la piruvato formato liasa y que
permitiria la sobreproduccion de acido férmico. Esta modificacion ya fue hecha en un
ensayo que perseguia producir hidrégeno a nivel industrial (Waks & Silver 2009). Si a esto
uniéramos la sobrexpresién del GPD1, para desviar el flujo de carbohidratos hacia la
sintesis de glicerol, se podria tedricamente reducir rendimiento alcohdlico de la
fermentacion sin alterar el perfil sensorial pues no aumentaria el contenido en acido
acético. No obstante, parece poco realista a dia de hoy que modificaciones genéticas
que implican introducir partes del genoma de otra especie, pueden aprobarse en la Unién
Europea. Con el marco legal vigente parece mas acertado invertir en proyectos que, en

caso de tener éxito, puedan tener una aplicacién mas alla de la investigacion cientifica.
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Conclusiones

La tecnologia CRISPR abre la puerta a infinidad de posibilidades pero, dado que los
productos OGM no pueden comercializarse para consumo de animales o humanos en la
UE, los productores europeos deberian optar por aplicar otras estrategias que ya se han
probado efectivas y ver cual o cuales son las que mejor se adaptan a su situacion. Si
miramos todo el abanico de posibilidades las mas utiles por su facilidad de aplicacion de
forma inmediata para practicamente la totalidad de productores serian:

v Defoliacion / despuntado en vifia

v' Adaptar la fecha de la cosecha

v" Uso de levaduras no convencionales

v' Adaptar las condiciones de fermentacion
Obviamente nada de esto tiene sentido si seguimos contribuyendo a aumentar el
problema del cambio climatico. El futuro de la viticultura y la enologia, como cualquier
otro futuro, sera verde o no sera. Intentar rebajar el alcohol de los vinos mediante
cualquier estrategia y seguir produciendo vino de forma no sostenible seria como poner
una tirita para poder seguir golpeandonos sin que la sangre manche el martillo.
Si en un futuro el marco legal lo permite, la tecnologia CRISPR revolucionara, sin lugar
a dudas, no sélo la enologia si no cualquier campo relacionado con la biotecnologia.
Llegado ese momento se podran considerar opciones como las propuestas en el ultimo

apartado y muchas otras.
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