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Introducción 
El Proyecto Freshwines ha sido desarrollado por un con
sorcio formado por varios centros de I+D (enotecUPM, 
IATA, ITACYL) y liderado por Lallemand Bio en asociación 
con cuatro empresas (Bodega González Byass Jerez, 
Bodegas Altosa, Bodegas Fontana y Bodegas Comenge) 
(http://freshwines.es/). Ha contado con una financiación 
global de 2,3 millones de euros, subvencionado por el 
CDTI con fondos FEDER de la Unión Europea. El objetivo 
del proyecto ha sido la mejora del frescor desde una 
perspectiva multiparamétrica que incluía diferentes 
aproximaciones enológicas y vitícolas. En el caso de 
nuestro grupo, enotecUPM, una parte muy importante 
ha incluido la selección de levaduras noSaccharomyces 
y el desarrollo de estrategias biotecnológicas para mejo
rar el frescor de los vinos en cuatro áreas afectadas, en 
diferente medida, por el cambio climático (Jerez, La 
Mancha, Uclés y Ribera del Duero). El proyecto estuvo 
entre los seleccionados como candidatos a mejor pro
yecto consorciado del premio PTV. 
El frescor de los vinos es un concepto recurrente en las 
valoraciones sensoriales y buscado por los catadores en 
los vinos, pero de compleja definición (Morata et al, 
2020a). Incluye percepciones en boca, aromáticas e 
incluso visuales. Un aspecto muy importante es la acidez 
y el pH. En general es difícil valorar como fresco un vino 
de elevado pH y baja acidez, y habitualmente a estos 
vinos se acompañan descriptores como plano, vinoso, 
cálido, alcohólico. Por tanto, la acidez es una componen
te importante del frescor y que se ve reducida por las 
nuevas maduraciones que impone el calentamiento glo
bal. Es frecuente en vinos de zonas cálidas tener conte
nidos alcohólicos importantes (>13% vol.) y pH elevados 
(>3.8) lo que favorece un menor frescor (Morata et al, 
2019a). Por otra parte, también se espera en vinos fres
cos determinados aromas frutados y florales que pueden 

tener origen varietal pero también ser potenciados 
mediante la formación de ésteres por vía fermentativa. 
No se identifican fácilmente como frescos aromas dulzo
nes, especiados, ahumados u oxidativos, por lo cual, 
aunque maticen y den complejidad son menos relevan
tes en vinos frescos, aunque esto también depende del 
grado de envejecimiento. Finalmente, el color también 
tiene una cierta influencia, y se perciben como más fres
cos vinos blancos pálidos, con matices verdosos o acera
dos antes que otros de amarillos más dorados. En el caso 
de los tintos, los rojos azulados, además de verse influi
dos en parte por el pH, se asocian más a vinos jóvenes, 
con menos longevidad y frescura. 
En el proyecto nos hemos enfocado en la selección de 
levaduras noSaccharomyces (Figura 1) de la especie 
Lachancea thermotolerans (Figura 1B) para producir acidi
ficaciones biológicas en fermentación (Morata et al, 2018 
y 2019b, Vaquero et al, 2020, 2021a, 2021b), apiculadas 
del género Hanseniaspora spp (Figura 1CD) para la mejo
ra de los aromas florales por formación de ésteres y libe
ración o formación de novo de terpenos (Del Fresno et al, 
2020, 2021a, 2021b), de la especie Metschnikowia pulche‐
rrima (Figura 1E) por actividades enzimáticas y perfil de 
volátiles (Morata et al, 2019c, Vaquero et al, 2021a) y del 
género Starmerella por volumen en boca, en este último 
aspecto también influyen las Hanseniasporas. 
El uso de tecnologías emergentes notérmicas permite la 
sanitización de la uva reduciendo la carga microbiana ini
cial. En este proyecto hemos desarrollado aplicaciones 
en presurizaciones discontinuas (HHP) o continuas 
(UHPH) (Morata et al, 2014 y 2020b), campos eléctricos 
pulsados (PEFs) (Vaquero et al, 2021c) o uso de irradia
ción por luz pulsada (PL) (Escott et al, 2017, 2022, Santa
mera et al, 2020),para favorecer la implantación de estas 
levaduras poco competitivas y en muchos casos sensi
bles al SO2. Estas tecnologías permiten reducir la carga 
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microbiana de uvas y mostos de forma muy significativa 
permitiendo una fácil implantación incluso de especies 
poco competitivas con Saccharomyces. Además, algunas 
de estas técnicas permiten también el control de enzi
mas oxidativas y favorecen la reducción de los niveles de 
SO2, con lo cual hacen la uva o el mosto, un medio 
mucho más favorable para el desarrollo de noSaccha‐
romyces seleccionados (Tabla 1). 

Selección de cepas 
La selección de noSaccharomyces la realizamos habi
tualmente mediante aislamientos en medios selectivos 
diferenciales (Figura 2A) y posterior verificación en 
microfermentaciones por triplicado y evaluación por 
análisis instrumental (Figura 2B). Las fermentaciones se 
realizan en micro volúmenes de 8 a 50 mL, que pueden 
escalarse a 1001000 mL cuando se realizan también 
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Figura 1. Saccharomyces cerevisiae en comparación con diferentes noSaccharomyces con interesantes aplicaciones enológicas para la mejora del frescor. A. Saccha‐
romyces cerevisiae, de geometría elipsoidal, las flechas indican gemaciones que pueden originarse en cualquier punto de la superficie (multipolar). B. Lachancea ther‐
motolerans, también de geometría elíptica y gemación multipolar. No es distinguible por microscopía óptica de S. cerevisiae, aunque el tamaño es ligeramente infe
rior. C. Hanseniapora vineae, levadura apiculada de gemación bipolar, las flechas marcan detalles de células hijas en los extremos. D. H.vineae por microscopía AFM, 
las flechas indican detalles de las cicatrices de gemación y de las gemas en posición polar. E. Metschnikowia pulcherrima, de geometría globosa que tiende a esférica 
en células adultas, acumula grasa en la vacuola, que deforma la célula haciéndola esférica, y se observa muy bien al microscopio (flechas) por ser birrefringente 

Tabla 1. Características de las nuevas técnicas emergentes notérmicas

Figura 2. A. Aspecto de las colonias de diferentes especies en medio agar cromogénico (Sc: Saccharomyces cerevisiae, Lt: Lachancea thermotolerans, Hv: Hanse‐
niaspora vineae y Mp: Metschnikowia pulcherrima). B. Proceso de aislamiento y selección a partir de análisis de metabolitos en microfermentaciones (adaptado 
de Morata et al, 2019a).  
 



INVESTIGACIÓN Y CIENCIA 2023 / REVISTA ENÓLOGOS 141 (64-73)

6 6  /  R E V I S TA E N Ó L O G O S

pruebas sensoriales. Con 8 mL se analizan parámetros 
enológicos por FTIR, volátiles por GCFID, pigmentos por 
LCDADMS, metabolitos fermentativos mediante análi
sis enzimático, y color y fenoles por espectrofotometría 
UVVis. Adicionalmente se hacen caracterizaciones 
moleculares y fisiológicas. El trabajo con volúmenes de 8 
mL permite el estudio fermentativo de un número consi
derable de cepas en triplicado. Una revisión más detalla
da de las metodologías que aplicamos en procesos de 
selección se puede encontrar en Loira et al, 2020. 
Los diferentes procesos de selección realizados en el pro
yecto Freshwines han llevado a la obtención de diferen
tes cepas de especies noSaccharomyces en distintas 
zonas, las cuales se identificaron con técnicas clásicas y 
mediante secuenciación, después se clasificaron filoge
néticamente por zonas de origen (Figura 3AB). En el 
proyecto se hicieron selecciones en La Mancha, Uclés, 
Jerez y Ribera de Duero. Se obtuvieron cepas interesan
tes de Lachancea thermotolerans en La Mancha, Uclés y 
Ribera del Duero; de diferentes especies de Hansenias‐
pora (uvarum, guillermondii y opuntiae) en la Mancha y 
Jerez; de Starmerella bacilaris en La Mancha y Jerez, y 

diferentes Pichia (kudriavzevii y manshurica) en Jerez. 
Todas ellas se sometieron a pruebas fermentativas con 
controles apropiados a escala de laboratorio. Posterior
mente se utilizaron a escala piloto y/o industrial durante 
varias vendimias para verificar su efecto en la mejora del 
frescor. 
De entre las especies seleccionadas se decidió trabajar 
especialmente con asociaciones de Lachancea thermoto‐
lerans y Hanseniaspora spp. secuenciales o mezclas post
fermentativas por el importante impacto de ambas en el 
frescor. La primera desde el punto de mejora de la acidez 
y control del pH por producción de ácido láctico por vía 
fermentativa a partir de azúcares. Las segundas por su 
impacto en los matices florales del aroma, y en el volu
men y estructura en boca. 
 
Cepas seleccionadas para mejora de frescor y pruebas 
realizadas a nivel piloto e industrial 
Con respecto al control del pH y mejora de la acidez, así 
como para verificar su efecto en el frescor de los vinos, 
se realizaron vinificaciones a diferentes escalas (1000
12.500L) durante varias vendimias después de las prue

 
Proyecto Freshwines

Figura 3. Clasificación filogenética de cepas aisladas, e indicación de aquellas pertenecientes a especies con aplicaciones enológicas.  
A. Aisladas en La Mancha. B. Aisladas en Uclés. C. Aisladas en Jerez.
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bas en laboratorio y vinificaciones a pequeña escala. 
Algunas de las pruebas realizadas durante varias vendi
mias con dos cepas de L. thermotolerans (L31 y A54) ais
ladas en Ribera del Duero y La Mancha respectivamente 
se reflejan en la Tabla 2. En general la acidificación con 
L. thermotolerans sucede los primeros días de fermenta
ción y tiene un efecto significativo en el pH cuando la 
población supera 6log UFC/mL (Figura 4). De estas dos 
cepas se han realizado producciones de levaduras en 
forma seca activa por parte de Lallemand, lo que ha per
mitido su utilización industrial a gran escala. 

Las cepas se probaron en diferentes variedades (se reco
gen en la Tabla 2 Tempranillo y Airén) de diferente pH 
inicial. En general la acidificación es más intensa en 
variedades tintas y el efecto es muy potente en el con
trol del pH. Vendimias con valores de pH próximos o 
superiores a 4, típicas en muchas zonas de España en 
una variedad potasófila como es la Tempranillo, se pue
den reducir a un rango 3.33.6. Valores mucho más apro
piados para un menor riesgo microbiológico, una mayor 
estabilidad química y un mayor contenido de SO2 mole
cular, con menores concentraciones de total. Además, 

Figura 4. Efecto en la reducción del pH durante una fermentación típica con Lachancea thermotolerans en comparación con el efecto de una fermentación con S. 
cerevisiae. La mayor reducción del pH se produce entre los días 2 y 6 de fermentación y cuando la población está por encima de 6log UFC/mL.

Tabla 2. Fermentaciones a escala piloto e industrial realizadas con algunas de las cepas L. thermotolerans seleccionadas (adaptado de Morata et al, 2021b)





INVESTIGACIÓN Y CIENCIA 2023 / REVISTA ENÓLOGOS 141 (64-73)

Proyecto Freshwines

7 0  /  R E V I S TA E N Ó L O G O S

en contra de lo que se puede intuir, el ácido láctico tiene 
un perfil sensorial con un claro descriptor cítrico, como 
zumo de limón, con lo que contribuye claramente a una 
sensación refrescante en boca, aportando juventud a los 
vinos (Morata et al, 2022). Adicionalmente, se produce 
una pequeña reducción del grado alcohólico que oscila 
en 0,20,5 % vol (Morata et al, 2022). Por otra parte, el 
control de pH y su efecto sobre SO2 molecular produce 
un efecto positivo en la reducción de defectos olfativos 
por inhibición de microorganismos alterantes y control 
de oxidaciones (Morata et al, 2021a). 
Además del papel altamente significativo y efectivo a 
escala piloto e industrial de L. thermotolerans, en este 
proyecto se han evaluado otras levaduras noSaccha‐
romyces por su efecto en el frescor aromático y en el 
volumen en boca. Son especialmente interesantes las 
levaduras apiculadas del género Hanseniaspora de las 
cuales hemos trabajado principalmente con las especies 
H. opuntiae y H. vineae. Estas levaduras aparecen en 
poblaciones elevadas en los comienzos de fermentacio
nes espontáneas, son bastante sensibles al SO2 y tradi
cionalmente se han eliminado de las fermentaciones 
inoculadas mediante el sulfitado por su tendencia a la 
formación de acidez volátil. Sin embargo, mediante 
selección se pueden obtener cepas con producción de 
acidez volátil moderada (Martin et al, 2018, Del Fresno 
et al, 2020 y 2021), en algunas especies cepas similar o 
inferior a la de S. cerevisiae. Hanseniaspora es por otra 
parte un género muy interesante por su producción de 
ésteres acetato afrutados y florales y la liberación y for
mación de novo de Terpenos (Martin et al, 2018). En 
ocasiones pueden duplicarcuadriplicar los contenidos 
en algunos terpenos libres (linalool >×3, βcitronellol 
>×4, geraniol >×2 y αterpineol ≈×2) en comparación con 
S. cerevisiae durante la fermentación de mostos blancos 
(Del Fresno et al, 2021). Esto favorece obtener vinos más 
frescos y florales. Adicionalmente, también la produc
ción de acetatos florales como el de 2feniletilo mejora 
el perfil olfativo aportando complejidad y frescor (Del 
Fresno et al, 2020). Además, tienen gran influencia en la 
estructura y volumen en boca produciendo vinos más 
suaves y con mayor textura (Martin et al, 2018, Del Fres
no et al, 2020 y 2021). 
Uno de los aspectos más relevantes cuando se usan aso
ciaciones de levaduras noSaccharomyces es la biocompa
tibilidad. En el caso de coinocular L. thermotolerans con H. 
vineae simultáneamente hemos observado una reducción 
en la acidificación, probablemente debido al elevado 
poder fermentativo de la cepa utilizada. Sin embargo, la 
compatibilidad fermentativa es mucho mejor con la espe

cie Hanseniaspora opuntiae, con lo que se convierte en 
una muy buena opción para la mejora del frescor en boca 
por control del pH y al mismo tiempo obteniendo un buen 
frescor aromático (Vaquero et al, 2022). 
La biocompatibilidad de L. thermotolerans con Metschni‐
kowia pulcherrima también es muy alta (Vaquero et al, 
2021a), por lo cual es una combinación exitosa para la 
mejora del frescor con un buen control del pH por parte 
de Lachancea a la vez que se consigue una mejor expre
sión aromática mediante la producción de ésteres fer
mentativos y la liberación de aromas varietales por expre
sión de actividades enzimáticas en M. pulcherrima (Mora
ta et al, 2019c). Adicionalmente, Metschnikowia pulcherri‐
ma tiene un papel interesante en bioprotección frente a 
otros microorganismos, por producción de pulcherrimina 
que se comporta como un quelante de hierro, lo que 
resulta tóxico para algunas especies, y que contribuye a 
reducir la presencia de otras levaduras en la uva. 
 
Productos comerciales mediante estas biotecnologías 
Mediante estas biotecnologías de control de pH y mejora 
del frescor en colaboración con alguna de las bodegas 
participantes en el proyecto se han realizado vinos 
comerciales como el rosado Carmen de Bodegas Comen
ge en Ribera del Duero y el Airén Terra de Bodegas Alto
sa en La Mancha. 
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