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Estrategias biotecnolégicas para la reduccion del grado alcohdlico: empleo de Schizosaccharomyces spp. en la
elaboracion de vino Verdejo

RESUMEN

Debido al cambio climético, en los ultimos afios se han observado cambios en la
composicion de la uva y un incremento en el contenido en azucares y del pH,
produciéndose vinos con mayor graduacién alcohdlica y con menor acidez.

Una estrategia biotecnolédgica prometedora para la reduccion del contenido inicial de
glucosa en los mostos es el empleo de las enzimas glucosa oxidasa (GOX) y
catalasa (CAT). Su uso permite disminuir el grado alcohdlico final, sin embargo,
durante este tratamiento se ha observado un incremento notable en el contenido de
acido gluconico. Por ello, la capacidad que poseen algunas cepas de la levadura
Schizosaccharomyces pombe para reducir la concentracién de acido gluconico es
de gran interés enologico.

En el presente trabajo, se evalla el uso de diferentes cepas de
Schizosaccharomyces spp. en la fermentacion de un mosto Verdejo tratado
enzimaticamente con GOX/CAT. Los resultados obtenidos sugieren que el uso de
un tratamiento enzimatico junto con el empleo de Schizosaccharomyces spp. puede
ser eficaz para la reduccién del contenido alcohdlico final de los vinos.

Palabras clave: glucosa oxidasa, catalasa, reduccion del grado alcohdlico, acido
gluconico, Schizosaccharomyces pombe, Verdejo.

ABSTRACT

Due to climate change, in recent years changes have been observed in the composition
of the grapes and an increase in the sugar content and pH, producing wines with higher
alcohol content and lower acidity.

A promising biotechnological strategy for reducing the initial glucose content in musts is
the use of the enzymes glucose oxidase (GOX) and catalase (CAT). Its use allows the
final alcoholic level to be reduced, however, during this treatment a notable increase in
the gluconic acid content has been observed. Therefore, the ability of some strains of
the Schizosaccharomyces pombe yeast to reduce the concentration of gluconic acid is
of great oenological interest.

In the present work, the use of different strains of Schizosaccharomyces spp. in the
fermentation of a Verdejo must treated enzymatically with GOX/CAT is evaluated. The
results obtained suggest that the use of an enzymatic treatment together with the use of
Schizosaccharomyces spp. can be effective in reducing the final alcoholic content of
wines.

Keywords: glucose oxidase, catalase, alcoholic strength reduction, gluconic acid,
Schizosaccharomyces pombe, Verdejo.
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Estrategias biotecnolégicas para la reduccion del grado alcohdlico: empleo de Schizosaccharomyces spp. en la
elaboracion de vino Verdejo

1. INTRODUCCION

En los ultimos 50 afios, el calentamiento global ha generado un aumento en la
temperatura media de aproximadamente 1,5 °C. Como resultado de esto, se han
producido alteraciones en los ciclos de maduracién, sobre todo en la brotacién y la
vendimia, que se estd adelantado casi un mes en zonas de clima calido. Estas
alteraciones se manifiestan también en la uva, provocando desequilibrios en su
composicion e influyendo en la calidad del vino final (Martinez et al., 2016; Jones et al.,
2008).

La elevada concentracion de azUcares en el mosto puede ejercer una fuerte presion
osmotica sobre las levaduras, dificultando su metabolismo y suscitandolas a una mayor
produccién de etanol, pudiendo ralentizar la fermentacion alcohélica e incluso detenerla
por completo dado que el etanol es tdxico en altas concentraciones (Martinez et al.,
2016). Por otro lado, la disminucién de acidez lleva consigo un incremento del pH,
provocando asi una inestabilidad en la poblacion microbiol6gica del vino y una
degradacion de la calidad organoléptica del vino final. Todo ello deriva en un incremento
del contenido alcohdlico en los vinos finales, con repercusiones organolépticas y
econdmicas (Mangas et al., 2023).

En consecuencia, el estudio para reducir el grado alcohdlico es un foco de interés, por
lo que se han desarrollado nuevas estrategias fisicoquimicas, tecnoldgicas y biolégicas
que pueden llevarse a cabo desde el vifiedo hasta la bodega, en los procesos de antes,
durante o después de la fermentacion alcoholica. Entre las estrategias biotecnoldgicas
se encuentra el uso de las enzimas glucosa oxidasa (GOX) y catalasa (CAT), que
consiste en un tratamiento prefermentativo para disminuir la concentracion de glucosa
en el mosto, produciendo vinos de alcohol reducido (Mangas et al., 2023).

1.1. Enzimas

La enzima GOX es una flavoproteina capaz de catalizar la oxidacién de B-D-glucosa a
acido gluconico y peroxido de hidrégeno (H-O2) en presencia de oxigeno (O2). En el
primer paso de la reaccion, B-D-glucosa se oxida a &-glucono-1,5-lactona y se forma
H.0.. En el segundo paso de la reaccién &-glucono-1,5-lactona se hidroliza de forma
espontanea a acido D-glucénico. El cofactor flavin adenin dinucleétido (FAD), coenzima
comun en reacciones metabdlicas de oxidorreduccion, hace que GOX funcione como
un catalizador. Normalmente la reaccion enzimatica de GOX va acompafada de la de
la catalasa (CAT), capaz de degradar el H.O, en agua y O, para que asi GOX pueda
usarlo en un nuevo ciclo (Rocker et al., 2016).

B-p-glucose
H,0,
. FAD - \
Glucose ( catalase
oxidase FADH-
v : x %0 g1
Glucono-3-lactone %0y
Iju('mnu.\;c/ . € Ha0 v
Spontaneous
v

Gluconic acid

glucose + % O; — gluconic acid

Figura 1. Oxidacion de la glucosa por la glucosa oxidasa (Botezatu et al., 2021)
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El &cido glucénico no es un acido natural que se encuentra en las uvas o el vino, sino
que puede ser causado por la infeccion de ciertos hongos como Botrytis o Aspergillus.
La fruta infectada por hongos puede ser la mejor explicacion para las trazas de 4cido
gluconico en los tratamientos de control y aireacion (Valencia et al., 2017; Roécker et al.,
2016).

La enzima GOX es de origen fungico, y estd sobre todo presente en los hongos del
género Penicillium y Aspergillus niger, siendo este Ultimo la fuente principal de los
preparados comerciales. Algunos de los fatores que mas influyen en su actividad son la
temperatura y el pH. La temperatura Optima se encuentra en un rango de entre los
30 - 40 °C, y el pH entre 4,0 — 7,0, siendo su 6ptimo a 5,5 — 6,0. Uno de los factores
limitantes es que el mosto tenga un pH bajo. Los niveles bajos de pH causados por el
incremento de acidez debido al &cido glucénico afectan a las caracteristicas sensoriales
y al color de los vinos. Ademas de que debido a la oxidacion de la glucosa se pueden
producir pardeamientos en los mostos tratados, por lo que seran necesarias unas dosis
de sulfuroso (SO2) mayores para proteger el vino (Rocker et al., 2016; Valencia et al.,
2017; Mangas et al., 2023).

El 4cido glucénico es el indicador de la calidad de las uvas que han sido atacadas por
hongos y bacterias en el vifiedo. Las altas concentraciones de acido glucénico afectan
a la estabilidad microbiolégica y producen sabores desagradables en el vino. En
definitiva, la produccién de 4cido glucénico al aplicar el tratamiento GOX/CAT al mosto
es un problema, por eso, una alternativa para mejorar la efectividad del proceso
enzimatico con GOX/CAT es su uso junto con una inoculacién de levaduras
Schizosaccharomyces spp (Benito et al., 2018; Benito, 2019; Peinado et al., 2009).

1.2. Levaduras Schizoaccharomyces spp.

Las levaduras del género Schizosaccharomyces son levaduras de fision binaria, es
decir, se dividen tras la formacién de una pared o tabique en el centro de la célula
madre. Segun la clasificacion taxondmica, hay tres especies principales en este género:
S. pombe, S. japonicus y S. octosporus (Benito, 2019).

En general, de forma tradicional las Schizosaccharomyces se han considerado
levaduras de alteracién debido a que su uso en vinificacién ha resultado en vinos con
sabores y olores desagradables debido a la produccién de &cido acético en altas
concentraciones, al acetaldehido, a la acetoina, al acetato de etilo o al &cido sulfhidrico.
Otra de las limitaciones que presenta esta levadura actualmente es la poca cantidad de
cepas comerciales disponibles que hay en el mercado de la industria vitivinicola, aunque
se estan estudiando para mejorar la calidad y la seguridad de los mostos y vinos (Benito
et al., 2013; Benito et al., 2014; Benito et al., 2018).

Pese a estas limitaciones, su principal caracteristica que la diferencia de otros géneros
de levaduras es su capacidad para desacidificar el acido malico al metabolizar este en
etanol y CO,, haciendo innecesario el uso de bacterias lacticas como Oenococcues oeni
para realizar la fermentacion malolactica, manteniendo asi los aromas varietales. Esta
caracteristica es muy interesante para las regiones viticolas frias, donde las uvas
pueden tener un alto contenido de acido malico (Benito et al., 2013; Mylona et al., 2016;
Benito, 2019).

Otras caracteristicas metabdlicas que poseen estas levaduras es que son capaces de
crecer en medios que contienen &cido glucénico como Unica fuente de carbono, posee
actividad reductora de ureasa (principal precursor del carbamato de etilo, un compuesto
toxico en el vino), posee una mayor liberacion autolitica de polisacaridos que
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Saccharomyces cereviseae, no presentan actividad B-glucosidasa, en sus estructuras
celulares se encuentran polisacaridos Unicos como la a-galactomanosa y los glucanos
B-(1 — 3), y no asimila nitratos (Peinado et al., 2004; Peinado et al., 2005; Benito et al.,
2019).

Actualmente pese a que Schizosaccharomyces japonicus empieza a mostrar resultados
prometedores para la vinificacion, la especie mas comun en la industria enolégica es
Schizosaccharomyces pombe ya que en los ultimos afios se ha empleado para la
liberacion de polisacaridos autoliticos en nuevas aplicaciones para el envejecimiento
sobre lias, la reduccién de &cido gluconico, la reduccién de compuestos peligrosos para
la salud humana como las aminas biégenas, la histamina o el carbamato de etilo,
aumentando asi la seguridad alimentaria, o la produccién de &cido piravico relacionada
con el color (Benito, 2019; S. Benito et al., 2014).

Por lo tanto, en el presente trabajo se evallan y comparan los efectos del uso de
Schizosaccharomyces spp. en un mosto tratado enzimaticamente con GOX y CAT.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El grupo de investigacion ENOBIOTEC perteneciente a la Escuela Técnica Superior de
Ingenierias Agrarias (ETSIIAA), en estudios previos, ha expuesto una bajada
significativa de glucosa tras tratar un mosto de uva Verdejo con GOX/CAT, que lleva
asociada un incremento en el contenido de acido glucénico.

Por otro lado, estudios realizados por investigadores de la Universidad Politécnica de
Madrid, con los que colabora el grupo de investigacion de la ETSIIAA, han permitido la
seleccion de cepas de Schizosaccharomyces spp. con capacidad para consumir acido
glucénico en mosto sintético.

El objetivo del presente trabajo es evaluar la capacidad de consumo de acido glucénico
de diferentes cepas de Schizosaccharomyces spp., en la fermentacion alcohdlica de un
mosto Verdejo tratado previamente con las enzimas GOX y CAT para reducir el grado
alcohdlico del vino final.

Para ello se plantean los siguientes objetivos especificos:

- Evaluacién del comportamiento fermentativo de Schizosacccharomyces spp. en
un mosto tratado con GOX/CAT.

- Evaluaciéon de la capacidad de Schizosaccharomyces spp. para metabolizar
acido glucénico.

- Andlisis de las caracteristicas fisicoquimicas del vino elaborado con una cepa
seleccionada de Schizosaccharomyces pombe en mostos sin y con tratamiento
con GOX/CAT.

Alba Aguilar Rivera
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Microorganismos

3.1.1. Levaduras

En este estudio se han empleado 17 cepas de Schizosaccharomyces spp, de las
especies S. pombe, S. octosporus y S. japonicus, cedidas por investigadores del Dpto.
Quimica y Tecnologia de Alimentos de la Universidad Politécnica de Madrid. Ademas,
se utiliz6 WAM (Lallemand), una cepa comercial de Saccharomyces cereviseae, como
control para la fermentacion.

De las 17, 15 cepas fueron Schizosaccharomyces pombe, identificadas numéricamente
de la 1 a la 15 respectivamente con el prefijo Sp antes del numero (Sp 1, Sp 2, ..., Sp
15); una cepa de Schizosaccharomyces octosporus, designada como So; y por ultimo
una cepa de Schizosaccharomyces japonicus nombrada como S;.

Tabla 1. Levaduras empleadas en la vinificacion.

CODIGO Cepa Especie
So CECT 1374 S. octosporus
Spl CECT 1375 S. pombe
Sp2 CECT 1376 S. pombe
Sp3 CECT 1378 S. pombe
Sp4 CECT 1379 S. pombe
Sp5 CECT 1381 S. pombe
Sp6 CECT 10685 S. pombe
Sp7 CECT 10812 S. pombe
Sj CECT 11183 S. japonicus
Sp8 CECT 11197 S. pombe
Sp9 CECT 12622 S. pombe
Sp 10 CECT 12776 S. pombe
Sp1l1l CECT 12821 S. pombe
Sp 12 CECT 12918 S. pombe
Sp 13 V2 S. pombe
Sp 14 ATECREM 12H S. pombe
Sp 15 UPM 936 S. pombe
WAM Uvaferm WAM™ Sagg:l(;/riosrggges

3.1.2. Conservacion, multiplicacién, cuantificacion de los microorganismos

Para la correcta conservacion de los microorganismos, estos se mantuvieron en tubos
con medio YPD sdlido (10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de peptona, 20 g/L de
glucosa y 15 g/L de agar) a 4°C (OlV, 2020).

Antes de la inoculacion de las levaduras, se hizo una multiplicacion en tubos de ensayo
en condiciones de esterilidad con medio YPD liquido durante 48 horas a 25°C. Para
determinar los microorganismos presentes en cada tubo de ensayo, se uso la técnica
de turbidimetria, que se basa en la medicién de la turbidez a 600 nm mediante un
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espectrofotdbmetro de una serie de patrones de sulfato de bario (escala McFarland) que
establece una relacion entre la turbidez de éstos y la concentracion de los
microorganismos presentes en los cultivos. Los resultados se expresan como unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL).

3.2. Medios de cultivo

3.2.1. Mosto Verdejo

Para todos los ensayos que se llevan a cabo, se utiliza un mosto de uva Verdejo
procedente de la D.O. Rueda. El mosto se ha mantenido congelado en las camaras
frigorificas de la Universidad de Valladolid hasta su uso. Tras su descongelacién, se
analizé el pH y el grado probable, siguiendo los métodos de la OIV (OlIV, 2020).

Analitica Valores
pH 3,61

°Brix 22 °Brix
Grado probable 12,80 %vol

3.2.2. Medio YPD

El medio YPD (Yeast extract-Peptone-Dextrose) liquido es un medio de cultivo que
favorece el crecimiento de levaduras. Se utilizé en tubos de ensayo para la multiplicacion
de los microorganismos que posteriormente se inoculan en matraces para las
vinificaciones.

Medio YPD (OIV/OENO 206/2010)

Extracto de levadura 10,0 g/L
Peptona 20,0 g/L
Glucosa 20,0 g/L

Antes de utilizar este medio se esteriliza durante 15 minutos a una temperatura de 121°C
en el autoclave.

3.3. Microvinificaciones

3.3.1. Tratamiento enziméatico del mosto

El mosto Verdejo se dividié en matraces de 1 litro y se suplementé con Actimax Natura
(Agrovin), a una dosis de 30 g/hL, como recomienda la casa comercial, antes de
esterilizarlos a vapor fluyente en el autoclave.

Las enzimas glucosa oxidasa (GOX, EC 1.1.3.4, Gluzima® Mono 10.000 BG de
Aspergillus niger, 10.000 U/g) y catalasa (CAT, EC 1.11.1.6, Catazima® 25 L de
Aspergillus niger, 25.000 U/mL), fueron proporcionadas por Novozymes (Bagsvaerd,
Dinamarca).

Para el tratamiento enzimatico con GOX/CAT se realizé el siguiente protocolo:

i.  Extraccion de GOX en tampon citrato
El GOX comercial debido a su contenido de harina de trigo (Valencia et al., 2017), se

prepara un extracto enzimético sin harinas disolviendo 0,75 g de stock de Gluzyme®
Mono (10.000 U/g) en 25 mL de tampdn citrato 0,1 M a pH 6,5 + 0,1 con agitacion a 225
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rpm (agitador orbital SO1, Stuart Scientific, Stone, Reino Unido) durante 30 minutos en
la estufa a 25 °C. Luego la solucion se lleva a centrifugar a 2320 x g durante 15 minutos
(Sorvall ST 8R Centrifuga, Osterode am Harz, Alemania), se pasa el sobrenadante que
se utilizara como fuente de GOX a un Falcon estéril de 50 mL, y se mantiene en
refrigeracion a 4 °C hasta su uso. En los casos en los que no es suficiente, es necesario
hacer la extraccién por duplicado y juntar los dos sobrenadantes en un anico tubo. La
concentracion del extracto de GOX es de 300 U/mL. La CAT se toma directamente de
la preparacion enzimatica comercial (preparado enzimatico a 25.000 U/mL).

ii.  Aplicacion de las enzimas GOX/CAT al mosto Verdejo

El tratamiento se afiade en el mosto Verdejo y se mantiene a 25°C durante 24 horas.
Inicialmente, en el primer ensayo se trabaja sin agitacion, y en ensayos posteriores el
tratamiento se trabaja con agitacion.

Se estima que 1 mol de glucosa da lugar a 1 mol de acido glucénico. Para que la
proporcion final por litro de mosto GOX:CAT (1:1) se afiaden 5.000 U/L de GOX y
5.000 U/L de CAT a los mostos que se tratan con ambas enzimas.

3.3.2. Microvinificaciones con Schizosaccharomyces spp. en mosto tratado con
GOXICAT

En estas microvinificaciones se quiere determinar el consumo de glucosa por la enzima
GOX a las 24 horas de hacer el tratamiento, evaluar la cinética fermentativa de las
diferentes cepas de levaduras y determinar el consumo de 4cido glucénico de las cepas
del estudio.

Inicialmente se realiza un ensayo donde se compara la capacidad fermentativa de un
mosto tratado con GOX/CAT en un periodo de 24 horas a 25 °C sin agitacién con un
mosto fresco. A las 24 horas se hace la medicion de pH y °Brix para comparar los
resultados iniciales de los mismos analisis y comprobar la efectividad del tratamiento.
Esta microvinificacion inicial se hace con triplicados, habiendo un total de 6 matraces de
100 mL (previamente esterilizados) con 50 mL de mosto.

Debido a los resultados obtenidos se realiza un segundo ensayo siguiendo el mismo
protocolo, pero esta vez con agitacion. A las 24 horas de realizar el tratamiento se hace
la medicion de pH y °Brix para comparar con los resultados iniciales de los mismos
andlisis y comprobar la efectividad del tratamiento.

Cada ensayo se hizo por triplicado, teniendo un total de 54 matraces de 100 mL
(previamente esterilizados), cada matraz con 50 mL de mosto. Luego se inocularon las
cepas de levaduras a una concentracién de 10° UFC/mL en cabina de flujo laminar para
evitar contaminaciones y se cerrd con valvulas Miller para conocer el desprendimiento
de CO. durante la fermentacion. Ese mismo dia se hace la primera pesada de cada
matraz y se llevan a la estufa a una temperatura de 21 °C para poder controlar la
fermentacion. El seguimiento se realiz6 mediante la pesada diaria de cada matraz.

Se considero el fin de fermentacion a los 21 dias de la inoculacion y se guard6 una
muestra de cada matraz en tubos Eppendorf y un Falcon a -20 °C para determinar la
concentracion de glucosa y acido glucoénico.

3.3.3. Vinificacion a escala de laboratorio con S. pombe seleccionada

En esta vinificacion se evalla y compara un mosto con tratamiento enzimatico frente a
un mosto fresco o sin tratamiento. A su vez se compara cada uno de los mostos en
funcion de la especie de levadura que se haya inoculado, WAM o Sp 3.
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El mosto fue tratado enziméaticamente con GOX/CAT durante 24 horas a 25 °C con
agitacion, y el mosto sin tratar se mantuvo a una temperatura de 4 °C hasta la
inoculacién de las cepas. A las 24 horas se hace la medicion de pH y de °Brix para
comparar los resultados con los parametros iniciales y comprobar la efectividad del
tratamiento.

Cada ensayo se hizo por duplicado, teniendo un total de 8 matraces de 1 L (previamente
esterilizados) y cada uno con 500 mL de mosto. Cada mosto se inoculé a una
concentracion de 10° UFC/mL en cabina de flujo laminar para evitar contaminaciones, y
se cerrd con algodén y papel de aluminio.

Se considera el fin de la fermentacién a los14 dias desde la inoculacion de WAM y la
cepa seleccionada. Para controlar la fermentacion se mantienen los matraces en la
estufa a 21 °C. Para el seguimiento de la fermentacion se recogen muestras cada 24
horas los primeros tres dias y luego 1 vez a la semana para poder hacer la determinacion
de glucosay glucénico. A su vez, ala semana se hizo una medicién del pH y se observan
los mostos al microscopio.

En esta vinificacion, debido a los resultados del ensayo anterior, se realiza una
inactivacion de las proteinas en las muestras tomadas previo a su conservacion. La
inactivacion consiste en sumergir las muestras en agua hasta ebullicién (100 °C) durante
15 minutos, e inmediatamente después llevarlas a 4 °C durante un periodo de 15
minutos. Después estas muestras se mantienen congeladas a una temperatura de -20
°C hasta la realizacion de los analisis.

3.3.4. Andlisis fisicoquimicos

- pH

La determinacién de pH se hace mediante el método potenciométrico. Se basa en la
diferencia de potencial entre el electrodo de medida y el electrodo de referencia. Esta
medida se tom6 mediante un pH-metro (BASIC 20, CRISON) previamente calibrado.

- Grado alcohdélico probable

El grado alcohdlico probable se determina mediante el refractbmetro (ATAGO, Hand
refractometer ATC-1). Este instrumento mide la concentracion de azlcares de la
muestra empleando el indice de refraccién. Los resultados se expresan en °Brix.

- Acidez total

La determinacion de acidez total se mide con un pH-metro (BASIC 20, CRISON),
calibrado previamente antes de su uso. Se emplea el método potenciométrico, basado
en llevar la muestra a pH 7 con una soluciéon de NaOH 0,1 N (O1V, 2020). Los resultados
se expresan en g/L de &cido tartarico.

- Glucosa

El analisis de glucosa se realiza en el espectrofotdmetro Multiskan GO del Laboratorio
de Técnicas Instrumentales (LTI) de la ETSIIAA. Se mide la absorbancia de las muestras
siguiendo protocolo descrito en el método enzimatico de D-Fructose and D-Glucose
(K-FRGLQR) de Megazyme (Megazyme Bray Co., Wicklow, Ireland). Los resultados se
expresan en g/L de glucosa.
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- Acido glucoénico

El andlisis de &cido gluconico se realiza en el espectrofotometro Multiskan GO del
Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la ETSIIAA. Se mide la absorbancia de
las muestras siguiendo protocolo descrito en el método enzimatico de D-Gluconic
Acid/D-Glucono-6-Lactone (K-GATE) de Megazyme. Los resultados se expresan en g/L
de &cido glucénico.

- Acidez volatil

La acidez volatil se determina con el método de Garcia Tena, basado en la separacion
del acido acético del vino mediante una destilacion simple y posterior valoracion del
destilado con una disolucion de NaOH 0,01 N de factor conocido. Los resultados se
expresan en g/L de acido acético (Garcia Barceld, 1990; OIV, 2020).

- Grado alcoholico

La determinacion del grado alcohdlico se hace mediante el método de ebullometria,
basado en la diferencia existente entre los puntos de ebullicion del agua (100 °C) y el
alcohol (78,5 °C). Los resultados se expresan en grado alcohélico % vol (Garcia Barcelo,
1990; OIV, 2020).

3.3.5. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos se ha empleado el programa
Statgraphics Centurion XIX, usando la herramienta de analisis de varianza
unidireccional (ANOVA) para determinar si existen diferencias significativas (p<0,05)
entre las varianzas de las diferentes muestras.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Microvinificacion con Schizosaccharomyces spp. en mosto tratado
con GOX/CAT

Se realizaron microvinificaciones para evaluar la cinética fermentativa y el consumo de
gluconico de las diferentes cepas de Schizosaccharomyces spp, tras determinar el
consumo de glucosa por la enzima GOX en un tiempo de 24 horas.

Inicialmente, el tratamiento enzimatico se realiza sin agitacion. En la tabla 2 se ven
reflejados los resultados obtenidos en el mosto inicial y el tratado a las 24 horas. En el
valor del pH se ve una reduccion de 0,33 unidades y en el del grado alcohdlico probable
una reduccién de 0,3 % (v/v) respecto al mosto inicial. Estos resultados indican que no
se produce la reduccion de azucar deseada en las condiciones en las que se ha
realizado el tratamiento enzimatico. Esto puede deberse a que las condiciones del
tratamiento fueron sin agitacion, lo que puede reducir la disponibilidad de O, en el medio.
Algunos autores en ensayos similares muestran que la agitacion promueve la
homogeneidad y una ligera oxigenacién por lo que esto puede aumentar la absorcién
de &cido glucénico en cultivos que si estan agitados (Peinado et al., 2005).

Tabla 2. Analisis del mosto inicial y mosto tratado enzimaticamente con GOX/CAT a las 24 horas del
tratamiento.

Mosto a las 24 h del

Mosto inicial i
tratamiento
°Brix | 22,0 °Brix 21,6 °Brix
Grado alcohdlico probable | 12,80 %vol 12,50 %vol
pH | 3,61 3,28

Por lo tanto, se plantea una modificacién en el tratamiento con GOX/CAT, realizando
éste en condiciones de agitacion para que la enzima tenga mejores rendimientos, y asi
se aumente el consumo de glucosa.

En condiciones de agitacion, se observa una bajada de °Brix afectando de forma directa
al grado alcohdlico probable y a la cantidad de azlcares totales (tabla 3). Al estar en
agitacion, se observa como efectivamente se ha aumentado el consumo de glucosay la
efectividad de la GOX, reflejandose estos resultados a las 24 horas del tratamiento.

Tabla 3. Andlisis del mosto inicial y mosto tratado con enzimas GOX/CAT tras 24 horas con agitacion .

Mosto a las 24 h del

Mosto inicial X
tratamiento
°Brix 21,0 °Brix 19,4 °Brix
Grado alcohdlico probable 12,20 %vol 11,00 %vol
pH | 3,43 3,29

Se determino la concentracion de glucosa y acido gluconico mediante el kit enzimético,
observando una disminucion de la glucosa y un aumento del &cido glucénico (tabla 4).
La determinacion de glucosa en el mosto inicial es de 134,8 + 11,0 g/L reduciéndose a
126,7 £ 13,0 g/L de glucosa en la determinacién del mosto tratado durante un periodo
de 24 horas, una reduccion de 8,1 g/L nos indica que GOX/CAT si puede haber sido
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efectiva ya que en este caso es una disminucién de glucosa importante. Si se observa
por otro lado la produccién de &cido gluconico, esta crece de 1,1 + 3,0 g/L del mosto
inicial hasta 13,4 + 0,50 g/L del mosto tratado a las 24 horas. La produccion de casi 10
g/L confirma que el tratamiento ha sido efectivo.
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Figura 2. Determinacion de glucosa y de acido glucénico (g/L) de un mosto fresco (MF) y un mosto
tratado enzimaticamente con GOX/CAT en agitacion durante 24 horas (MTTO).

4.1.1. Cinética fermentativa

Segun Suarez Lepe etal. (2004), la cinética fermentativa controla la velocidad de
metabolizacién de azlcares con respecto al tiempo, permitiendo el seguimiento de la
misma para evitar desviaciones en su curso. En la selecciones de cepas se investigan
aguellas que tienen un arranque rapido de la fermentacion para garantizar la estabilidad
de las uvas e imposibilitando los ataques bacterianos y oxidaciones, sin explosiones
caloricas para garantizar una cinética progresiva sin elevaciones bruscas de
temperaturay sin problemas de acabado para garantizar que finaliza la fermentacién sin
que en el vino presente azlcares residuales. Por ello, se compara la rapidez en el
arranque de la fermentacion, la curva que presente y la finalizacion de la fermentacion.
La cinética fermentativa de las levaduras se muestra en la figura 3.

Las cepas con arranque de fermentacion mas rapido son Spl, Sp 7, Sp 12 y Sp 14,
empezando a fermentar al cuarto dia desde la inoculacion. De estas cepas, Sp 1y Sp
12 y Sp 14 mantienen el ritmo durante todo el proceso fermentativo finalizando este de
forma rapida y con una curva regular. Sp 7 pese a su rapido arranque, luego tiene una
curva irregular pero alcanza niveles similares a las anteriores.

Por el contrario, la cepa Sj es la Ultima cepa en iniciar la fermentaciéon, comenzando el
dia 7 desde su inoculacion, pero a su vez presenta una curva regular y finaliza
rapidamente.

Las cepas Sp 2, Sp 3, Sp 6, Sp 9, Sp 10, Sp 11 y Sp 15, son cepas con una cinética
fermentativa similar a WAM, presentan un arranque y un final rapido y correcto, con una
curva de cinética regular.

Comentar que se parte de que WAM es una cepa de Saccharomyces cereviseae con
muy buenas caracteristicas fermentativas ya que provoca un arranque de la
fermentacion rapido y posee una cinética fermentativa rapida y regular (Ruiz, 2018;
Franch, 2018). Con lo cual, llama la atencidén que en este caso tarde 4 dias en inicial la
fermentacion. Esto puede deberse a la presencia de &cido gluconico o la disminucion
del pH provocado por el tratamiento enzimatico realizado de forma previa a la
fermentacion. La concentracion de acido gluconico puede ralentizar su comportamiento
fermentativo haciendo que le lleve méas tiempo comenzar la fermentacién alcohdlica.
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Por otro lado, Sp 4, Sp 5, Sp 7, Sp 8 y So arrancan rapido la fermentacion y la finalizan
de forma correcta, pero presentan una forma de curva irregular. Las cepas que
presentan cinéticas fermentativas irregulares no se consideran recomendables para la
elaboracion de vino a una escala real.

Por ultimo destacar a Sp 11, que presenta un arranque rapido pero tiene una curva
irregular que refleja que la fermentacion se produce lentamente sin alcanzar las pérdidas
de CO: a unos niveles como el resto de las cepas, siendo estas pérdidas de 40 g/L
(figura 3). Esto puede deberse a un error en el procedimiento experimental de los
matraces pese a que se hicieron pruebas por triplicado y los tres reflejan resultados
similares, 0 a que sea una cepa que no es capaz de terminar la fermentacion alcohdlica
ella sola. Varios autores han recomendado el uso de Schizosaccharomyces en
coinoculacion con Saccharomyces ya que las cepas de estudio no fueron capaces de
fermentar el mosto sin la coinoculacién o inoculacion secuencial de Saccharomyces
(Benito et al., 2013).

En resumen, las fermentaciones concluyen entre los 10 y 14 dias siendo la primera So
seguida de las cepas Sp 1, Sp 2, Sp 6, Sp 10y Sp 12, y entre los 14 y los 17-20 dias
para las demas siendo las primeras en este rango WAM, Sp 3y Sp 9.

4.1.2. Caracteristicas fisicoquimicas de los vinos

La determinacion de glucosa al finalizar la fermentacién indica que las levaduras han
sido capaces de producir vinos secos con una concentracion de glucosa final inferior a
2,0 g/L (tabla 4), y un contenido de alcohol de aproximadamente 8,50 % (v/v) (figura 4).

Estos valores no son los esperados por lo que hace posible que la actividad enzimatica
de GOX de forma incontrolada permita que esta continde transformando la glucosa, por
lo que seria recomendable inactivar la enzima o retirarla tras el tratamiento.

Destacar que aungue Sp 11 no muestra finalizacion de la fermentacion en la curva de
cinética fermentativa, los datos de glucosa sugieren terminada la fermentacion,
conteniendo menos de 2,0 g/L (tabla 4) de glucosa, y una produccién de alcohol de
aproximadamente 4,50 + 0,60 % (v/v) (figura 4). La incoherencia entre los datos de
cinética y glucosa puede deberse a un error experimental, posiblemente en la
determinacion del contenido de glucosa, y por ello no se consideran fiables los datos
obtenidos para esta cepa de levadura.
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Figura 3. Produccién de CO2 (g/L) durante el proceso de fermentacion alcohdlica de 17 cepas de Schizosaccharomyces spp.
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Tabla 4. Determinacion de glucosa (g/L), de un mosto tratado con GOX/CAT de las muestras inoculadas
con Schizosaccharomyces spp., tras realizar el proceso de fermentacion alcohdlica.

Concentracion de

Muestras glucosa (g/L)
Spl 0,6+0,5%
Sp2 0,4+0,7%
Sp3 1,8+0,7°
Sp4 09+1,0%
Sp5 1,8+01°
Sp6 0,7+0,92%
Sp7 1,1+0,32
Sp 8 0,9+0,92
Sp9 0,6+0,7%
Sp 10 1,1+1,12
Sp1ll 1,6+1,2°
Sp 12 0,0+0,0¢
Sp 13 0,0+x0,2¢
Sp 14 09+1,8%
Sp 15 1,0+1,82
So 0,0+x0,0¢

Sj 0,0+0,2¢
WAM 0,0+0,0¢

Respecto al grado alcohdlico, debido a la incoherencia de resultados en la glucosa final
y el grado alcohdlico de la cepa Sp 11, se decide sacarla de la estadistica ya que los
resultados obtenidos no pueden considerarse fiables. Entre las cepas restantes se
aprecian diferencias significativas entre ellas a un nivel de confianza del 95 %.
Se observa la existencia de dos grupos de significancia, “a” y “b”, donde Sp 15,
perteneciente al grupo “a@”, es la Unica diferente de forma significativa a Sp 2, Sp 6,
Sp3,Sp9, Sp 12, Sp 10y Sp 1, pertenecientes al grupo “b” y siendo estas las cepas
gue mayor grado alcohdlico alcanzan. Las demas cepas pertenecientes al grupo “ab” no
presentan diferencias significativas entre ellas ni entre las anteriores.
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Figura 4. Determinacion del grado alcohdlico (% vol) de un vino tratado enzimaticamente e inoculado con
cepas de Schizosaccharomyces spp.
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La determinacién del contenido de acido gluconico consumido por las cepas de
Schizosaccharomyces spp., representados en la figura 5, muestra que todas las cepas
de Schizosaccharomyces consumen acido gluconico, mientras que WAM presenta unos
niveles superiores respecto a la determinacién del acido glucénico a las 24 horas del
tratamiento del mosto. Este incremento es de 5,0 g/L yvade 13,4+ 0,3a18,9+6,0g/L
de acido glucénico. Este resultado refuerza la hipotesis planteada anteriormente de que
la enzima puede seguir actuando ya que esta libre en el medio y no tiene impedimentos
para seguir produciendo &cido glucénico, pero no se puede descartar un error
experimental en la determinacion de glucénico, estableciendo un intervalo entre 25,0 y
13,0 g/L de &cido glucédnico, ya que las levaduras Saccharomyces no son capaces de
metabolizar dicho 4cido (Suarez Lepe et al., 2004).

Respecto a las demas cepas de Schizosaccharomyces, Sp 1, Sp 2, Sp 3, Sp 5, Sp 6,
Sp 10, Sp 11, Sp 12, Sp 15 y So han consumido mas del 50 % del &cido glucénico,
siendo Sp 1, Sp 12 y Sp 3 las cepas que mas, con un consumo del 80 %, 76 % y 68 %
del acido gluconico respectivamente.

Por el contrario Sp 4, Sp 7, Sp 9, Sp 13, Sp 14 y Sj son las cepas que consumen entre
el 30 % y el 50 %. Y por ultimo destacar Sp 8 por consumir un 1 % del acido respecto al
mosto tratado, por eso no se observan diferencias significativas entre ambas muestras.

Ademas, si este consumo en vez de referenciarlo al mosto tratado se compara respecto
a la cepa WAM, el consumo de glucénico por parte de las cepas de
Schizosaccharomyces spp. es incluso mayor.
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Figura 5. Determinacion de acido glucénico expresado en g/L de un vino que ha sido tratado con GOX/CA
e inoculado con cepas de Schizosaccharomyces spp.

Respecto al pH, se parte de un mosto con un valor de pH de 3,43 que tras hacer el
tratamiento y pasado un periodo de 24 horas se queda con un valor de 3,29 (tabla 3), y
al finalizar la fermentacion alcohdlica se obtienen los resultados de pH que se muestran
en la figura 6 y en la tabla 5.
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Por un lado, destacar aquellas cepas que han alcanzado valores de pH superiores al
mosto inicial sin tratar que son Sp 1, Sp 10 y Sp 12. Estos resultados son coherentes
teniendo en cuenta los valores obtenidos en la determinacion de acido glucénico
(figura 5), pero hay que ser precavidos, ya que un pH mas alto facilita una tasa de
oxidacion mas rapida y es inductor de un mayor deterioro microbiano (Peinado et al.,
2004).

Por el contrario, aquellas que han terminado la fermentacién alcohdlica con valores
inferiores a 3,29 son Sp 11, So, Sj y WAM, cepas que presentaron una cinética
fermentativa mas lenta (figura 3).

Las demas cepas de Schizosaccharomyces pombe se encuentran en un rango de
valores entre 3,30 y 3,40, valores superiores respecto al pH del mosto tratado, por lo
tanto Schizosaccharomyces pombe ha acidificado el mosto comparado con el valor de
pH del mosto inicial sin tratar.

WAM 35 Sp2
Sp3

So Sp 4

Sp 15 Sp5

Sp 14

Sp 13 Sp7
N
Sp 12 \_ Sps

Sp 11 Sp9
Sp 10

—— pH mosto inicial pH mosto tto 24 h pH final vino tto

Figura 6. Comparacion del pH final de los vinos procedentes de mostos tratados frente al pH del mosto
fresco inicial y el pH del mosto tratado con GOX/CAT en agitacion durante 24 horas.

En la realizacion del andlisis de varianza unidireccional (ANOVA), en la tabla 5 se
muestran las diferencias existentes entre los valores de pH obtenidos de las cepas del
estudio (figura 6). Se observa que hay diferencias estadisticamente significativas con un
nivel de confianza del 95 % entre las cepas, habiendo 9 nueve grupos homogéneos
desde la “A” hasta la “I".

Tabla 5. Tabla de medias para pH por muestras con intervalos de confianza del 95,0% y prueba de mdltiples
rangos.

Error Est.

Muestras Casos Media (s L|m|_te L|m|t_e Grup’os
Inferior Superior Homogéneos
agrupada)
So 3 3,21667 0,0117923 3,1997 3,2336 A
WAM 2 3,225 0,0144425 3,2042 3,2458 AB
Sj 3 3,25667 0,0117923 3,2397 3,2736 BC
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Sp 11 3 3,26667 0,0117923 3,2497 3,2836 CD
Sp 4 3 3,28667 0,0117923 3,2697 3,306 CD
Sp6 3 3,29667 0,0117923 3,2797 3,3136 DE
Sp8 3 3,3 0,0117923 3,2830 3,3170 DE
SpS 2 3,325 0,0144425 3,3042 3,3458 EF
Sp 14 3 3,32667 0,0117923 3,3097 3,3436 EF
Sp7 2 3,33 0,0144425 3,3092 3,3508 EF
Sp3 3 3,34 0,0117923 3,3230 3,3570 F
Sp9 3 3,34 0,0117923 3,3230 3,3570 F
Sp 15 3 3,38 0,0117923 3,3630 3,3970 G
Sp 2 3 3,39 0,0117923 3,3730 3,4070 G
Sp 13 3 3,39333 0,0117923 3,3764 3,4103 G
Sp 10 3 3,44667 0,0117923 3,4297 3,4636 H
Sp1l 3 3,47667 0,0117923 3,4597 3,4936 HI
Sp 12 3 3,50333 0,0117923 3,4864 3,5203 I
Total 51 3,34157

4.2. Vinificacion a escala de laboratorio con S. pombe seleccionada

Para esta vinificacion, se seleccion6 una cepa de Schizosaccharomyes pombe de las
estudiadas con anterioridad para llevar a cabo vinificaciones en volumenes mas
elevados con el objetivo de evaluar y comparar el proceso de vinificacién en relacién a
la cepa WAM (Saccharomyces cereviseae).

Unos estudios previos realizados por el grupo de investigaciéon de la Universidad
Politécnica de Madrid en mostos sintéticos sefialaron a la cepa Sp 3 como una de las
mas efectivas para el consumo de acido glucénico.

Los datos obtenidos en el ensayo anterior se muestran en figura 7, representando las
diferencias entre Sp 3 y WAM en la cinética fermentativa. Ambas cepas tienen una
cinética de fermentacion muy similar.
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Figura 7. Comparacion de la cinética de fermentacion alcohdlica de Sp 3 y WAM.

También se observa la capacidad de consumo de acido glucénico que posee la cepa
seleccionada. De un valor de 13,4 £ 0,3 g/L que presentaba el mosto tratado después
de 24 horas de tratamiento, se obtienen un valor de 4,4 £ 0,7 g/L en la determinacién de
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acido glucénico al finalizar la fermentacion para Sp 3. Hay una reduccién de 9,0 g/L de
acido gluconico, lo que equivale a una reduccion del 32% del &cido glucénico presente
al inicio de la fermentacion. En estudios previos realizados por Peinado et al. (2005),
una cepa de Schizosacchromyces pombe tras una fermentacién de una duracion de 20
dias fue capaz de metabolizar 2,1 g de acido glucénico (el 42% de la cantidad total
afadida).

Si se compara este consumo de Sp 3 respecto a la producciéon de acido glucénico que
presenta WAM, al finalizar la fermentacién se observa que WAM tiene un valor de
18,9 + 6,0 g/L de acido gluconico. Entre Sp 3 y WAM hay una diferencia de 14,5 g/L de
acido glucénico. Ademas, esta reduccion de acido glucoénico de Sp 3 y WAM respecto a
la determinacion del mosto tratado a las 24 horas, se ve reflejado en los valores de pH
de ambos, obteniendo unos valores de 3,34 y 3,23 respectivamente (figura 7).

Una vez elegida la cepa a inocular en esta vinificacion, la cepa Sp 3, se hace un analisis
de los pardmetros iniciales del mosto. También se determina la glucosa y el acido
gluconico para comprobar el efecto del tratamiento en el mosto. Todos los andlisis se
realizan a las 24 horas de hacer el tratamiento enzimético.

En la tabla 6 se observa como el tratamiento con GOX/CAT acidifica el medio afectando
al pH y a la acidez total. El pH disminuye de 3,46 + 0,20 del mosto fresco a 3,11 £+ 0,02
del mosto tratado y la acidez total aumenta de 4,3 a 6,8 g/L de acido tartarico, debido a
un aumento del acido glucénico. Resultados similares han sido descritos previamente
por Botezatu et al., (2023) en ensayos donde el tratamiento con GOX/CAT se investigo
como método eficaz para reducir el pH en el mosto de uva, aumentando la acidez y
disminuyendo la glucosa y el alcohol potencial. En sus resultados redujo el pH del mosto
de 4,60 a 4,00y de 4,60 a 3,80.

Tabla 6. Andlisis iniciales en el mosto fresco y el mosto tratado con GOX/CAT a las 24 horas con agitacion.

Mosto fresco Mosto tratado
pH | 3,46 + 0,20 3,11 + 0,02
Acidez Total | 4,3 g/lL 6,8 g/L
Glucosa | 135,9 + 0,0 g/L 129,2 + 0,1 g/L
Acido glucénico | 0,0+0,0 g/L 10,3+ 0,0 g/L

A los 7 dias desde la inoculacion se hace un analisis visual del color de los mostos, se
observan las muestras al microscopio y se analiza el pH de todas las muestras por
duplicado para ver el efecto de la enzima.

Tabla 7. Analisis del pH en los mostos inoculados con Schizosaccharomyces pombe y WAM en mosto
tratado enzimaticamente y en un mosto sin tratar.

WAM Sp 3 T - WAM T-Sp3
pH ‘ 3,31+£0,01°¢ 3,18+0,03° 299+0,02°2 297+0,022

En la figura 8 se observa la diferencia de color entre las muestras, y al llevarlas al
microscopio la diferencia es mas evidente ya que los matraces que estaban tratados
enzimaticamente con GOX/CAT no indicaban que hubiese crecimiento microbiano. Esto
puede deberse a la caida de pH del mosto tras el tratamiento que se observa en la tabla
7, donde ademés se muestra que hay una diferencia significativa a un nivel de confianza
del 95 % entre los mostos tratados y los mostos sin tratar. Algunos autores encontraron
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gue un pH bajo en el mosto puede ser un factor limitante en la capacidad catalitica de
la enzima GOX (Ruiz et al.,, 2018). Pese a llegar a estas conclusiones, se decide
continuar con la vinificacion como estaba previsto.

Figura 8. Muestras de mosto-vino del dia 7 desde la inoculacién.

En el dia 21 desde la inoculacion de las cepas, en los matraces que contenian los
mostos tratados enzimaticamente se observa la aparicion de moho. Los datos de
glucosa tras su determinacién confirman que ninguno de los mostos tratados ha sido
capaz de realizar la fermentacién obteniéndose para ellos valores entre 100,0 vy
135,0 g/L de glucosa.

Figura 9. Matraz de mosto con moho.

Por todo ello, se procede a caracterizar mediante el andlisis de los parametros
fisicoquimicos los vinos elaborados a partir de mostos sin tratamiento enzimatico para
ver las diferencias entre S. cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe y comparar los
resultados de las vinificaciones.

En los resultados obtenidos en la determinacion de glucosa (figura 10) se observa como
los mostos que no fueron sometidos al tratamiento enzimatico si han sido capaces de
terminar la fermentaciéon con éxito, siendo WAM mas rapida que Sp 3. WAM es capaz
de terminar la fermentacién a los 7 dias mientras que Sp 3 lo hace a los 14 desde la
inoculacion de ambas.
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Figura 10. Consumo de glucosa durante la elaboracion de vino Verdejo.

Por ultimo, en la tabla 8 se muestra como Sp 3 es capaz de reducir la acidez volatil con
diferencias estadisticamente significativas a un nivel de confianza del 95 % en
comparacion con la cepa WAM de Saccharomyces cereviseae. Otros autores en
ensayos similares han descrito previamente que las levaduras de Schizosaccharomyces
pombe no eran recomendables para la elaboracién de vino ya que la concentracion de
acido acético igual o superiores a 1 g/L no son compatibles con los vinos de alta calidad
(Benito et al., 2012; Benito et al., 2014; Benito et al., 2018; Benito, 2019); mientras que
otros han llegado a resultados similares al presentado en este trabajo, una disminucién
de la acidez volatil (Peinado et al., 2004).

Tabla 8. Resultados de los analisis fisicoquimicos de mostos fermentados con WAM o Sp 3. Las muestras
se midieron por duplicado.

Acidez Total Graglq Acidez Volatil
pH (g/L) Alcohdlico (/L)
(% vol)
Sp3 \ 3,45+0,02°% 6,2+0,22 12,60 + 0,202 0,19+0,012
WAM \ 3,53+0,03% 5,8+0,22 13,35+0,80° 0,43 +0,03°
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5. CONCLUSIONES Y FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

De los resultados obtenidos en el presente trabajo, se pueden sacar las siguientes
conclusiones:

- Las cepas de Schizosaccharomyces spp. estudiadas son capaces de llevar a
cabo la fermentacion alcohdlica y finalizarla.

- Las cepas de Schizosaccharomyces spp. demostraron su capacidad para
reducir el acido gluconico de un mosto con alta concentracion de dicho &cido.

- La mayoria de las cepas del estudio fueron capaces de acidificar los mostos
respecto al mosto inicial, haciendo estas cepas interesantes para combatir el
cambio climético.

- Es necesario un mecanismo de control para la actividad de la enzima libre, ya
que es una limitacién para la vinificacion al no poder controlarse.

- La cepa Sp 3 presenta caracteristicas enolégicas de interés: una cinética
fermentativa similar a Saccharomyces cereviseae, un alto consumo de acido
gluconico, y bajos niveles de acidez volatil, que hacen que esta cepa de
Schizosaccharomyces pombe se postule como una buena candidata para
trabajar con ella a mayor escala.

El uso combinado de las enzima glucosa oxidasa (GOX) y catalasa (CAT), junto con el
empleo de cepas de Schizosaccharomyces spp., es una estrategia biotecnolégica
prometedora para disminuir el grado alcohdlico final en vinos Verdejo.

Seria interesante continuar investigando para optimizar el proceso y evaluar el impacto
en diferentes variedades de uva y condiciones de fermentacion. También se sugiere el
uso de la encapsulacion de la enzima ya que puede ser una herramienta para solucionar
la limitacién que supone para la vinificacion.
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