Biotecnologia

Nuevas levaduras para
nuevos panes

Biotecnologia y levaduras

El término Biotecnologia se cree que fue acufiado por el in-
geniero hungaro Karl Ereky en 1919 y define “toda aplicacion
tecnoldgica que utilice sistemas biolégicos y organismos vivos
0 sus derivados para la creaciéon o modificacion de productos
0 procesos para usos especificos (Convention on Biological
Diversity, Article 2. Use of Term. United Nations 1992). La
Biotecnologfa es un area de conocimiento multidisciplinar que
se nutre de la Biologfa, la Quimica y algunos procesos tec-
nologicos para desarrollar aplicaciones en Agricultura,
Tecnologia de los Alimentos, Farmacia o Medicina, entre
otros.

Levadura viene de "levare"en su acepcion de "levantar" la ma-
sa de panificacién. También se conoce como "fermento", de
"fervere’, por el burbujeo en las fermentaciones del mosto.
Probablemente la levadura fue uno de los primeros microor-
ganismos en ser domesticado. En Sumeria y Babilonia, 6.000
afios a.C. usaban levaduras, sin saberlo, para preparar cerve-
za; en Egipto, 4.000 afios a.C. preparaban pan con levaduras
presentes en harinas de cereal; las levaduras que se alimen-
tan del azucar de las uvas se emplean para hacer vino desde
2.000 a.C. Esos procesos no se entendfan bien ni se podian
controlar adecuadamente y se percibfan incluso como algo
magico. Todos ellos se pueden englobar en la "biotecnologia
tradicional de alimentos". La biotecnologia de los microorga-
nismos que se usan actualmente en la alimentacion se basa
en un conocimiento preciso de sus genes y rutas metabdlicas
y de su regulacion, asf como en estudios sistematicos de ex-
presion de genomas.

El interés del Sector Alimentario actual en las levaduras radica
principalmente en su capacidad para esponjar el pan y gene-
rar productos de la fermentacion alcohdlica, como la cerveza
y el vino. Las levaduras metabolizan los azUcares de la masa
de panificacion o el mosto (mayoritariamente glucosa, fruc-
tosa, sacarosa o maltosa) para generar COz y etanol. El pri-
mero provoca la elevacion de la masa del pan y el segundo
las bebidas alcohdlicas.

Un gran reto para la Microbiologia y la Biotecnologfa moder-
nas relacionado con las levaduras de panificacién es desa-
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rrollar estrategias experimentales que permitan seleccionar
y/o obtener nuevas cepas con buenas propiedades, no mo-
dificadas genéticamente (no OMG) y aptas para la alimen-
tacion humana. Algunas empresas del sector de la panifica-
cion demandan hoy en dia nuevas variedades de levadura,
capaces de fermentar eficazmente harinas de nuevos cerea-
les (Tritordeum, harinas de trigo con bajo contenido en glia-
dinas o gluteninas) o de pseudocereales (quinua, amaranto,
trigo sarraceno) y adaptarse a condiciones de procesos tec-
nolégicos innovadores, con los que se persigue obtener ali-
mentos mas saludables, duraderos y sabrosos, o para ciertas
dietas.

Ecologia y biodiversidad de las levaduras de
panificacion

Existen numerosos estudios sobre el origen evolutivo, la dis-
tribucion y las caracteristicas fisiolégicas de levaduras vinicas,
pero menos sobre las de panificacion (Sipiczki, 2008; Querol
and Bond, 2009; Dequin and Casagerola, 2011; Sicard and
Legras, 2011; Peris et al., 2012).

En general se acepta que las cepas comerciales de levadura
de panaderfa pertenecen a la especie S. cerevisiaey, a dife-
rencia de las vinicas, son bastante homogéneas genética y fi-
siolégicamente (Randez-Gil et al., 2003; Sicard and Legras,
2011). Todas derivarfan originalmente de cepas tetraploides
entre levaduras tipo Ale y vinicas (Legras et al., 2007;
Albertin et al., 2009). La poliploidia se mantiene en condi-
ciones de limitacion de nutrientes (Higgins et al., 2001), pero
se observan reducciones a triploides o diploides méas estables
al cultivarlas en condiciones de fuente de carbono no limitante
(Gerstein et al., 2006; 2008). La recombinacién mitética y
las reorganizaciones cromosémicas asociadas a elementos
repetitivos Ty conllevan una gran pérdida de material gené-
tico, por lo que existen cepas panaderas estables y cuasidi-
ploides (Adams and Oeller, 1986; Coddn et al., 1998; -
Sanchez, 2010a). Notablemente, los genes de estas cepas
comerciales de panificacion presentan homologfa con los de
cepas de laboratorio de S. cerevisiae, lo que representa una



gran ventaja al abordar el estudio de las primeras (Codon et
al, 1995; 1998; 2003). Ademas, S. cerevisiae se usa en in-
vestigacion como organismo modelo de célula eucariota des-
de mediados de los afios 1930, por lo que existe un amplio
conocimiento sobre su biologfa molecular y celular y su fisio-
logfa; fue el primer genoma eucariota en ser secuenciado y
durante el siglo pasado se ha desarrollado una abundante
metodologia que es aplicable a la investigacion, seleccion y
mejora de levaduras industriales.

Existe otro grupo de levaduras de panificacién con caracte-
risticas fisioldgicas y bioquimicas propias que se afslan de fer-
mentaciones espontaneas de harinas de diversos cereales y
de masas madre de panificacion jévenes y maduras, cuyo ori-
gen filogenético es diferente y estdn méas emparentadas con
levaduras vinicas (Pulvirenti et al., 2004, Legras et al, 2007;
Vrancken et al., 2010). Las « masas madre» son comunidades
simbidticas muy dinamicas de bacterias lacticas (LAB) vy le-
vaduras que se establecen al refrescar porciones de una masa
original con harina y agua, y cuya composicion ecologica de-
pende de agentes externos como la temperatura, el pH, los
ciclos de retro-propagacion vy el tipo de cereal, entre otros,
que ejercen presion selectiva sobre las levaduras hasta se-
leccionarse una especie dominante (De Vuyst and Neysens,
2005; De Vuyst et al., 2009; De Vuyst et al., 2014;
Vogelman et al., 201 1; Wrancken et al.,, 201; véase Minervini
et al., 2014 para revision). La actividad combinada de ambos
tipos de microorganismos proporciona a las masas diferente
acidez, confiere buenas propiedades sensoriales a los panes
(esponjosidad, nutrientes, sabores y aromas, volumen, es-
tructura de la corteza) y aumenta su vida media (Pulvirenti
et al., 2004; Arendt et al., 2007).

Recientemente se ha incrementado el interés por "la micro-
biota" de las masas madre debido a la ventaja que confieren
a la fermentacion de harinas de cereal libres de gluten (GF)
mejorando la textura, aromas, vida media y capacidad nutri-
cional de los panes GF (Moroni et al.,, 2009). Las harinas GF
son ademas una fuente importantisima de bacterias vy leva-
duras autéctonas, bien adaptadas y muy competitivas, que
desplazan a menudo a las comerciales y se establecen como
microbiota simbiética estable en masas maduras (Moroni et
al, 2011). La competitividad de algunas especies de levadura
es pues especifica de sustrato y, junto a pardametros tecno-
l6gicos v la interaccion de la levadura comercial con la micro-
biota natural de las harinas, determinan la composicién de las

masas de panificacion maduras (Vogelman et al, 2009). A
pesar de las oportunidades de contaminacion de las masas
por la flora de las harinas o de las panaderfas al ser un sus-
trato tan rico en azlcares, su composicién ecoldgica suele
ser bastante constante y estable, y permite obtener productos
diferenciados, tipicos de una region dada, en cantidad discreta
y con caracteristicas bastante reproducibles.

Todos estos beneficios demandan urgentemente un mejor
conocimiento de las levaduras de las masas madre y un ma-
yor desarrollo de esa tecnologia para definir y fabricar nuevos
inbculos (starters) para fermentaciones a media y gran escala
de distintos tipos de harinas y cereales.

De hecho, aunque existen numerosos estudios sobre las bac-
terias lacticas de masas madre (LAB) vy sus propiedades me-
tabdlicas, existe mucha menos informacion sobre las especies
de levadura. No obstante, se han identificado unas 20 espe-
cies distintas en masas de diferente acidez de Bélgica e Italia,
como S. exiguus (S. minor) Candida humilis (C. milleri) e
Issatchenckia orientalis (C. krusei) y, aunque S. cerevisiae es-
ta presente frecuentemente de forma natural o debido al uso
de levadura comercial, se han podido identificar varias cepas
distintas con técnicas moleculares (Pulvirenti et al., 2004).
Otras especies de levadura como Candida krusei, Pichia mem-
branifaciens'y Torulaspora delbrueckii se usan para fermentar
masas de maiz y centeno (Randez-Gil et al, 2003) y se han
aislado de fermentaciones espontaneas de cereales y pseu-
docereales (Vogelman et al., 2009). Torulaspora destaca por
ser crioresistente, osmotolerante y tener buena una capacidad
fermentativa (Hernandez-Lépez et al, 2007).

Propiedades de las levaduras y propiedades
del pan

Las propiedades v la calidad de los productos de panificacion
dependen en gran medida de las levaduras que se usan en
su fabricaciéon pues, al contrario que en los vinos, forman par-
te integral de los mismos y les confieren buena parte de sus
caracteristicas organolépticas (Codon and Benitez, 1995;
Codén et al.,, 1995, 1998, 2003).

Las cepas comerciales de levadura de panaderia se crecen
en melazas de remolacha o de cafia de azUcar, cuya compo-
sicion, ademas de los parametros tecnoldgicos de crecimiento
y recogida, determinan la capacidad fermentativa del producto
final. Durante la fase de produccion de biomasa se necesita
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prevenir la fermentacion alcohdlica y aumentar el metabolis-
mo respiratorio, pero también se necesita que las cepas fer-
menten vigorosamente los azlcares de las harinas durante
la panificacion, en particular la maltosa y la sacarosa en el ca-
so de los dulces. Sin embargo, condiciones 6ptimas de cre-
cimiento a gran escala pueden tener un impacto negativo so-
bre la capacidad fermentativa y la tolerancia a estrés. Se han
definido algunos genes diana del metabolismo para la selec-
cibn y mejora de estas levaduras (revisado por Randez-Gil et
al., 2013).

Ademés de los azlcares, la levadura asimila los aminoacidos
de la harina, los cuales tienen una gran importancia en todas
las fases de la produccion de pan en las que participa la le-
vadura (Rehm et al.,, 1995; Fernandez et al., 2003; Duefias-
Séanchez et al., 2014):

(i) En la producciéon de biomasa, ya que las melazas de re-
molacha son en general deficitarias en histidina, metionina,
lisina, arginina, cisteina, glutamina y treonina siendo la con-
centracion media de aminoacidos de ~0.6 g/L (Duefias-
Sénchez, 2010; 2014). Por lo tanto, serfan beneficiosas nue-
vas cepas de levadura que sinteticen constitutivamente algu-
nos o varios aminoacidos a la vez, independientemente de
sus concentraciones en las melazas.

(ii) En la fermentacién, si la levadura utiliza los aminoacidos
de la harina para la sintesis de protefnas tampoco los sinte-
tiza (Hinnebusch, 2005; Ljungdahl and Daignan-Fornier,
2012). Durante esta fase se generan acidos organicos vy al-
coholes, y cuanto mas largo es el tiempo de fermentacion
méas amplio es el espectro de compuestos formados vy la
complejidad organoléptica del pan (Pozo-Bayén et al.,
2006). Los aminoéacidos pueden ser utilizados también co-
mo fuente de nitrégeno, lo que genera aceites o alcoholes
superiores de fusel que, a bajas concentraciones, contribuyen
a generar productos de gran calidad sensorial. La produccion
de alcoholes de fusel se produce a través de la ruta Ehrlich
y los principales aminoacidos metabolizados son leucina, va-
lina, isoleucina, metionina y los aromaticos (Hazelwood et
al., 2008).

(iii) En la coccion se desarrollan los aromas, sabores v la tex-
tura del pan, que dependen de metabolitos producidos por
la levadura y de sustancias de las harinas que no han sido
metabolizadas (Cho and Peterson, 2010). Durante esta fase
se producen las reacciones de Maillard, por la condensacién
de los azUcares con aminoacidos libres o formando parte de
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proteinas, que proporcionan color al formarse las melanoidi-
nas, que influyen también en el sabor y aromas del pan.
Ademés se producen las reacciones de Strecker de desami-
nacion oxidativa y descarboxilacion de aminoacidos, para for-
mar aldehidos o cetonas de fusel que pueden continuar mo-
dificandose por las reacciones de Maillard (Hansen and
Schieberle, 2005).

Aproximaciones para obtener levaduras de
panificacion con nuevas caracteristicas

La metodologfa para obtener levaduras con alguna caracte-
ristica optimizada incluye:

La obtencion de hibridos, que esta recobrando gran in-
terés en la obtencién de nuevas cepas de levadura aptas
para la alimentacién humana sin recurrir a la tecnologia del
ADN recombinante. Los hibridos inter-especificos son co-
munes en agricultura y horticultura, siendo dos ejemplos de
ello el trigo vy la vid. EI mayor beneficio de la hibridacion es
generar fenotipos nuevos y transgresores. Los hibridos in-
traespecificos o interespecificos de levadura tienen el po-
tencial de aportar mejores propiedades sensoriales a los
productos fermentados, reteniendo la robustez y capacidad
fermentativa de una determinada cepa parental comercial y
las nuevas propiedades que pueda aportar una cepa salvaje
aislada de ambientes naturales. La obtenciéon de levaduras
hibridas con nuevas y buenas propiedades dependera por
tanto del aislamiento, identificacion y seleccion de especies
no patdégenas de ambientes fermentativos adecuados y de
obtener hibridos estables genéticamente (Bellon et al.,
2013; Perricone et al.,, 2014).

En levaduras vinicas se ha descrito la existencia de hibridos
interespecificos naturales entre especies del género
Saccharomyces sensu stricto, como S. cerevisiae, S. baya-
nus 'y S. kudriavzevii (Naumova et al.,, 2005, Gonzélez et
al., 2006, Lopandic et al.,, 2008, Gonzalez et al., 2008,
Peris et al., 2012). Se han obtenido nuevos hibridos en el
laboratorio entre cepas de esas especies (Pérez-Través et
al., 2012; Bellon et al.,, 2011, 2013). Mas recientemente
se han obtenido hibridos entre una cepa vinica comercial di-
ploide de S. cerevisiae (2n) y otra haploide de S. mikatae
(n), no asociada a la fermentacion alcohdlica que retienen
el complemento genético de la cepa vinica diploide y tienen
propiedades organolépticas buenas y transgresoras (Bellon
et al, 2013).



En el caso de las levaduras de panaderia, se ha descrito la
obtencion de hibridos por fusién de protoplastos usando
mutantes en funciones mitocondriales (Spencer and
Spencer, 1980; Spencer et al., 1989; Codén et al., 2003);
por cruzamiento entre esporas meidticas (Nakagawa and
Ouchi, 1994; El-Fiky et al., 2012), aunque pierden algunas
propiedades de los parentales diploides; y por "rare mating"
o cambio con baja frecuencia del tipo sexual de dos leva-
duras diploides para poder formar tetraploides (Oda and
Ouchi, 1990; Wongkhalaung et al., 2004). Sin embargo, la
fusion de protoplastos se considera actualmente "modifica-
cion genética". Es posible que se formen hibridos naturales
en ambientes fermentativos de panaderia, en fermentacio-
nes espontaneas o en masas madre de panificacion madu-
ras, aungue este punto hasta donde sabemos no se ha in-
vestigado.

La evolucion adaptativa esta relacionada con la variabili-
dad genética y los procesos que la generan y permite se-
leccionar cepas con mejores propiedades bien adaptadas a
determinadas condiciones (Randez-Gil et al., 1999, 2003).
La tasa de evolucion de las poblaciones diploides es mayor
que la de las haploides en condiciones prolongadas de ca-
rencia de nutrientes, se estima que ocurre un cambio adap-
tativo en un numero discreto de ~ 40 generaciones (Paquin
and Adams, 1983). Por evolucién adaptativa y en condicio-
nes de alta osmolaridad se han conseguido recientemente
cepas vinicas con mayor produccion de glicerol (Tilloy et al.,
2014). También se han seleccionado cepas panaderas con
alta actividad invertasa, capaces de soportar estrés oxida-
tivo, hiperosmatico, iénico, térmico y carencia de nutrientes
durante la fase de produccién (Attfield, 1997); cepas so-
bre-productoras de algin aminoacido por resistencia a su
analogo toxico (Gasent-Ramirez and Benitez, 1997,
Duefias-Sanchez, 2014); con mejor capacidad fermentativa
y resistencia a congelacion (Rincén et al, 2001; Coddn et
al., 2003), y mas resistentes a sal y a congelacion (Aguilera
et al, 2010).

La modificacién de genes emplea la tecnologia del ADN
recombinante y persigue modificar algin rasgo deseable sin
alterar significativamente otras propiedades de las cepas.
Se han obtenido cepas que consumen maltosa constitutiva-
mente y tienen mejor capacidad fermentativa (Fernandez et
al, 2003); resistentes a alta osmolaridad y congelacién
(Panadero et al., 2007; Pérez-Torrado et al., 2010); o con

mejor capacidad respiratoria y de producciéon de biomasa
(Duefias-Sanchez et al., 2010). Mediante la sustitucion de
genes silvestres por alelos mutados del mismo organismo,
o autoclonacion, se han conseguido cepas mas resistentes
a congelacion que acumulan aminoacidos polares y fermen-
tan mejor masas dulces (Kaino et al., 2008; Sasano et al.,
2012);y cepas que producen aminoacidos constitutivamen-
te por mutaciones espontaneas en genes reguladores del
Control General de la Biosintesis de Aminoacidos vy tienen
buen poder fermentativo en masas dulces (A. Jiménez, A.
Gil y M. Tamame, sin publicar). Aunque existen muchas ce-
pas industriales modificadas mediante estas técnicas, no es-
ta autorizado su uso en la fabricacion de alimentos al ser
considerados organismos modificados genéticamente
(OMG). Sin embargo, levaduras modificadas por autoclona-
cién que contienen solo minimos residuos de ADN hetero-
logo (< 20 pares de bases), podrian ser mejor aceptadas
por los consumidores y los fabricantes que los OMG con
modificaciones mas groseras de sus genomas (Sasano et
al., 2012).

La evolucion adaptativa de levaduras salvajes y/o de hibri-
dos, seguidas de fuerte presion de seleccion (crecimiento
en melazas, fermentando nuevas harinas, bajas temperatu-
ras) y buenos procedimientos de escrutinio, se consideran
las mejores técnicas para obtener nuevas variedades de le-
vadura de panaderfa, pues imitan a la naturaleza (Kutyna et
al.,, 2010; Cakar et al., 2012).

Oportunidades para la innovacion biotecno-
logica de las levaduras del pan

Nuestro grupo desarrolla investigacion orientada a innovar
en el campo de biotecnologfa de las levaduras de panifica-
cion con los siguientes objetivos:

1. Incrementar la variedad fenotipica y el repertorio
de las levaduras de panificacion actuales. Para ello,
se ha procedido a aislar levaduras salvajes de masas
madre y de panificacion de diferente antigliedad, (i) ob-
tenidas de obradores de distintas regiones geograficas
y obradores de Castilla 'y Ledn (i) desarrolladas con va-
rios tipos de harinas, mantenidas y retroalimentadas por
excelentes profesionales de la panificacion durante va-
rios meses, (i) de fermentaciones espontéaneas, en el
laboratorio o en domicilios particulares. Una vez aisla-
das las levaduras, se procede a identificar géneros, es-
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y Obtencion de hibridos
meten a evolucion Evolucién adaptativa

adaptativa en condicio-
nes adecuadas para
obtener cepas mejora-
das (productoras de alguna vitamina o aminoacido de-
seable). El proceso se representa esquematicamente
en la Figura 1.

Desarrollar masas madre de panificacién con hari-
nas refinadas o integrales de varios cereales y del
nuevo cereal hibrido Tritordeum cultivado en diferentes
zonas geograficas y aislar las levaduras que se impon-
gan (en colaboraciéon con la empresa Agrasys S.L. de
Barcelona y la Asociacion Asezpan de Zamora).
Tritordeum es un cereal nuevo creado por hibridacién
amplia entre Triticum durum, que se utiliza para pasta,
y Hordeum chilense, una cebada silvestre originaria de
Chile. Este cereal tiene cualidades y propiedades fun-
cionales diferentes a otros cereales, por lo que ofrece
oportunidades para producir alimentos funcionales.
Existen lineas que ya se comercializan con alto conte-
nido en lutefna, un antioxidante carotenoide, altos nive-
les de fibra soluble, antioxidantes fendlicos y ciertos mi-
croelementos. Aparte de sus cualidades nutricionales y
funcionales Tritordeum tiene unas cualidades organo-
lépticas muy buenas. Sus productos tienen un gusto
agradable y una estabilidad en el aroma y sabor
(http://www.agrasys.es/).

. Desarrollar nuevos in6culos de levadura con las em-

presas que estén interesadas. Para ello, se trabaja en
obtener, por procedimientos similares a los naturales, hi-

Figura 1. Aislamiento e identificacion molecular de levaduras de panificacion.

bridos robustos que combinen las mejores caracteristicas
de sus progenitores. Se ha obtenido hibridos primarios
entre algunas levaduras de panificacion comerciales y/o
salvajes que se han sometido a evolucién adaptativa en
diferentes condiciones ambientales o nutricionales para
seleccionar hibridos secundarios estables con buen cre-
cimiento y alta actividad fermentativa.

Conclusiones

No existen estudios recientes sobre las especies de levadura
presentes en masas madre o masas de panificacion
Espafiolas, aunque son abundantes en otros paises euro-
peos y hay "bibliotecas" de masas madre (revisado por De
Vuyst et al., 2014). Esto es muy importante para poder pre-
servar la diversidad de los productos de panificacion y pro-
teger la identidad, o denominacion de origen de panes y dul-
ces que se elaboran en numerosas regiones y pueblos de
Espafia, con cualidades sensoriales y sabores concretos.

Se espera que un aumento de la biodiversidad y variabilidad
genética representado por los hibridos primarios poliploides,
pueda contribuir a la seleccion posterior de cepas panaderas
de menor ploidia, bien adaptadas a distintas condiciones
(melazas, tipo de harina, temperatura 'y pH etc) y con bue-
nas propiedades tecnoldgicas, que panaderos y profesiona-
les deberan determinar en panificaciones reales si son ade-



cuadas para desarrollar nuevos inéculos bien estandariza-

dos.

En resumen, poner a punto procedimientos de aislamiento,

identificacion, hibridacion, evolucion adaptativa, escrutinio y

seleccion de nuevas variedades de levadura de panaderfa

tiene gran interés aplicado.
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