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Resumen. El estudio de levaduras No-Saccharomyces (NSY) en fermentaciones enoldgicas permite
explorar nuevas alternativas para la reduccion de etanol en vinos. El objetivo de este trabajo fue evaluar
la capacidad fermentativa de dos levaduras autoctonas y poco exploradas del tipo NSY (NSYa, NSYb)
en fermentaciones monocultivo y secuenciales (escala laboratorio y microvinificacién) para producir
vino Sauvignon Blanc chileno. Las fermentaciones se monitorearon mediante la determinacion de
etanol, glicerol, acidos organicos y azlcares residuales. Los resultados indicaron que a escala de
laboratorio tanto para las fermentaciones monocultivo y secuenciales fue posible reducir la
concentracion de etanol, a un 0,77% v/v (monocultivo) y 1,5% v/v (secuencial) para NSYa y 0,50%
v/v (monocultivo) y 0,04% v/v (secuencial) para NSYb comparado con S. cerevisiae (12,87% v/v).
Adicionalmente, mayores concentraciones de glicerol fueron obtenidas en fermentaciones monocultivo
en comparacion a las secuenciales (NSYa: 9,47 g/L y NSYb 10,97 g/L). A escala de microvinificacion,
las fermentaciones monocultivo y secuenciales con NSYb lograron reducir el contenido de etanol en
0,17% v/v y 0,54% v/v, respectivamente, comparado al control de S. cerevisiae (13,74% v/v). En el
caso de NSYa, la reduccion solo se observo en fermentaciones secuenciales con 0,62% v/v

Abstract. The study of non-Saccharomyces yeasts in wine fermentations allows the exploration of
new alternatives for the reduction of ethanol in wines. The objective of this work was to evaluate the
fermentation capacity of two indigenous and novel non-Saccharomyces yeasts (NSYa, NSYD) in
monoculture and sequential fermentations (laboratory and microvinification scale) to produce Chilean
Sauvignon Blanc wine. Fermentations were monitored by the determination of ethanol, glycerol,
organic acids, and residual sugars. The results indicated that at the laboratory scale for both the
monoculture and sequential fermentations it was possible to reduce the ethanol concentration on 0.77%
v/v (monoculture) and 1.5% v/v (sequential) for NSYa and 0.50% v/v (monoculture) and 0.04% v/v
(sequential) for NSYb compared to S. cerevisiae (12.87% v/v). Higher glycerol concentrations were
produced in monoculture than sequential fermentations (NSYa: 9.47 g/L and NSYb 10.97 g/L). For
microvinifications, the monoculture and sequential fermentations with NSYb managed to reduce
ethanol content by 0.17% v/v and 0.54% v/v, respectively, over the S. cerevisiae control (13.74% v/v).
In the case of NSYa, the reduction was only observed in sequential fermentations with 0.62% v/v.

1 Introduccioén 2015; Lemos Junior et al., 2019). Es por lo que, en los

ultimos afios se ha incrementado el interés por
En la actualidad los consumidores buscan vinos de centrarse en el proceso fermentativo evaluando el
bajo graduaje alcohdlico, bien estructurados y con efecto de las condiciones ambientales y, de manera
perfiles sensoriales innovadores (Contreras et al., mas desafiante; explorando la microbiologia
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fermentativa alcohdlica (Balmaseda et al., 2021; Jolly
et al., 2014; Rossouw & Bauer, 2016; Wei et al.,
2019). Tradicionalmente, la levadura mas utilizada
para llevar a cabo el proceso de fermentacion
alcohdlica en la S. cerevisiae, debido a su alta
capacidad fermentativa, el inicio temprano de la
fermentacion y su alta tolerancia al etanol (Kutyna
et al., 2010). Ademas, el uso de S. cerevisiae como
cultivo iniciador permite una prediccion eficiente de
las propiedades de fermentacion, asi como del perfil
aromatico final que se obtendra (Shekhawat et al.,
2017). No obstante, hoy en dia se ha explorado el uso
de levaduras del tipo No-Saccharomyces (NSY), cuya
metabolomica, en muchos casos, puede desviar la
fermentacion alcohdlica a otras rutas catabolicas,
como la fermentacion gliceropirivica y la respiracion
celular, lo que permite lograr una reduccion del
contenido final de etanol (Englezos et al., 2018).
Ademas, al cambiar su metabolismo a otras rutas, se
obtienen metabolitos novedosos que otorgan
diferentes atributos sensoriales al producto final,
como glicerol, acido acético y otros compuestos
volatiles.

Diversos trabajos han indicado que diversas
NSY han logrado resultados importantes en términos
de reduccion de alcohol y perfiles organolépticos
novedosos, correspondientes a diferentes géneros
como Toruslaspora sp., Pichia sp., Metschnikowia
sp., Lachacea sp., entre otras (Aplin & Edwards,
2021; Balmaseda et al., 2021; Hong et al., 2021). Sin
embargo, aun existen especies autdoctonas que ain no
han sido estudiadas ni menos caracterizadas en
términos de fermentaciones alcoholicas. Nuestros
estudios previos, han permitido aislar varios tipos de
NSY obtenidas de diversas zonas geograficas de los
valles centrales de Chile, por lo que es de sumo
interés conocer y caracterizar el potencial
fermentativo de dos nuevas levaduras NSYay NSYb.

En la presente investigacion se evalud la
capacidad fermentativa de NSYa y NSYb aisladas de
vifiedos de los valles centrales de Chile, mediante
fermentaciones en laboratorio (monocultivo) y
microvinificaciones (monocultivo y secuencial)
sobre mosto Sauvignon Blanc.

2 Materiales y métodos
2.1 Levaduras

Las levaduras NSYa y NSYD, fueron obtenidas desde
la coleccion de cultivos en el Laboratorio de
Fermentacion de Alimentos (Pontificia Universidad
Catolica de Chile/Universidad Técnica Federico
Santa Maria). Estas levaduras fueron aisladas de uvas
recolectadas de vifiedos en la Regidon del Maule de
Chile (35°260 S 712400 W) e identificado a través de
la secuenciacion parcial del ADNr 26S.

Para los experimentos de laboratorio, los cultivos
de levadura se mantuvieron en placas de agar,
mientras que para la microvinificacion las levaduras
fueron liofilizadas para emular las condiciones en las

que la levadura es comunmente utilizada en centros
vitivinicolas.

2.2 Fermentaciones a escala de laboratorio
2.2.1 Mosto

Uvas Sauvignon Blanc cosechadas en el Valle de
Casablanca, Region de Valparaiso, Chile (33° 190 S
71°250 W), se utilizaron para la preparacion del jugo
de uva. Las uvas se limpiaron de restos vegetales y
hojas, y se prensaron hasta la obtencion del jugo, el
que fue filtrado en gasa fina. El jugo filtrado obtenido
fue caracterizado en término del contenido de azlicar
inicial: obteniéndose una densidad de 1,088 g/mL;
22,8 Brix; 143 g/L de glucosa y 136 g/L de fructosa.
El contenido de nitrogeno se ajustd a 250 mg/L de
YAN con fosfato diamoénico (DAP) (Sigma Aldrich,
Saint Louis, MO, EE. UU.). Adicionalmente, se
agregaron 30 mg/L de metabisulfito de sodio para
alcanzar 30 ppm de sulfitos libres, medidos por
titulacion de SO, (HI 84,500 Hanna Instruments,
Woonsocket, Rhode Island, EE. UU). El jugo de uva
acondicionado se decantd en una nevera a 5°C
durante 16 h.

2.2.2 Activacién de cepas

Las colonias de NSYa y NSYb se incubaron en
40 mL de caldo SB (Biokar, Pantin, Francia) a 28°C
durante 24 h. Posteriormente, el cultivo se centrifugd
a 6000 rpm durante 15 min. Se descarté el
sobrenadante y el sedimento se lavd dos veces con
agua peptonada (1%). El sedimento se re-suspendio
con el medio de glucosa/fructosa.

2.2.3 Fermentacion de monocultivo

El jugo de uva acondicionado se porcioné en
matraces Erlenmeyer doble boca de 500 ml provistos
de airlocks. Cada matraz fue inoculado con las
levaduras activas (Secciéon 2.2.2) asegurado una
concentracion final de 10° UFC/mL. Como control se
utiliz6 una levadura comercial S. cerevisiae
(Actiflore) la cual fue activada e inoculada de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después
de la inoculacion, los matraces se airearon durante
2 min y luego se colocaron en un agitador (Mod JSSI-
100C, JS Research, Chungcheongnam, Korea) a
15°C y 200 rpm durante un maximo de 15 dias.

2.2.4 Fermentacién Secuencial

Para la fermentacion secuencial, se sigui6é el mismo
proceso descrito en la Seccidén 2.2.3 con la diferencia
que cuando se consumi6 el 50% de los azucares
iniciales, se inoculdo la levadura S. cerevisiae
(Actiflore) para finalizar la fermentacion.

2.3 Microvinificaciones

Para la ejecucion de las microvinificaciones se
adquirieron uvas Sauvignon Blanc de 2 regiones
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geograficas de Chile: Valle de Casablanca, Region de
Valparaiso (332190 S 71250 O) y Valle de Curicd,
Region del Maule (352260 S 712400 O). Los racimos
fueron sometidos a una evaluacidn sanitaria visual
para descartar la presencia de Bofrytis sp. Las uvas
fueron seleccionadas y mantenidas en refrigeracion
(4 a 5°C) hasta el momento de la extraccion del
mosto.

Para la obtencion del mosto, los racimos fueron
lavados retirando los tallos y escobajos. Las uvas
limpias fueron luego prensadas en frio, y el jugo
obtenido fue sometido a sulfitado con metabisulfito
de sodio (Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI, Estados
Unidos de América), hasta alcanzar de 10 a 20 ppm
de sulfito libre. A continuacién, el jugo de uva se
refrigerd (4-5°C) por aproximadamente 24 h, para la
decantacion de restos vegetales hasta obtener una
turbidez de 120-150 NTU (Unidad Nefelométrica de
Turbidez, Santiago, Chile). Se utilizaron tres
unidades de fermentacion para cada tratamiento, cada
una con un volumen de 10 L. Los inoculos se
prepararon mezclando 0,5 g de cada levadura
liofilizada en 40 mL de jugo fresco de uva Sauvignon
Blanc y se mantuvieron a 25°C durante 20 min. Las
levaduras activas se inocularon en cada matraz hasta
alcanzar una concentracion de 10° células/mL. Cada
levadura se evaludé por separado. Como control se
utiliz6 una levadura comercial S. cerevisiae
(Actiflore), 1a cual se activo e inoculd de acuerdo con
las instrucciones del fabricante.

La fermentacién fue monitoreada hasta que el
jugo de uva fermentado alcanz6 una concentracion de
azucar residual de < 2 g/l con una densidad de
aproximadamente 0,990 g/mL sin variacion durante
48 h. Durante el seguimiento se evalud la produccion
de etanol y glicerol, asi como la concentracion de
dcidos organicos (malico y acdtico), glucosa y
fructosa.

2.4 Seguimiento y Control de
Fermentaciones

Tanto para las fermentaciones a escala de laboratorio
(monocultivo 'y secuencial), asi como las
microvinificaciones, los procesos fermentativos
fueron monitoreados efectuando un seguimiento de la
biomasa celular, asi como el consumo de azicar y
produccion de etanol. Para el recuento celular, se
utilizé un contador de células automatizado (Bio-Rad
TC20™, Hercules, CA, EE. UU.). El etanol, glicerol
y dcido lactico se determinaron mediante
cromatografia liquida de alta presion (HPLC)
(Agilent Technologies, Infinity 1260, Waldbronn,
Alemania), utilizando una columna de cromatografia
Aminex HPX-87 de 300 x 7.8 mm (BIORAD,
Hercules, CA, EE. UU.), operando con un detector
DAD de longitud de onda de 210 nm. Las medidas se

tomaron con un tiempo de corrida de 30 min y un
volumen de inyeccion de muestra de 20 pL; la fase
movil de H,SO4 con una concentracion de 0,005
mMol y un flujo de 0,6 mL/min. La glucosa, fructosa,
dcido malico y dcido acético se determinaron
mediante kits enzimaticos (Megazyme, Wicklow,
Irlanda). Los compuestos se identifican mediante una
seriec de reacciones enzimdticas, medidas por
espectrofotometria a 340 nm y 0,1 ml de volumen de
muestra.

2.5 Analisis estadistico

Todas las fermentaciones se realizaron por triplicado.
Los conjuntos de datos se analizaron mediante
analisis de varianza (ANOVA), y las diferencias de
medias se determinaron con las diferencias de
minimos cuadrados (LSD). Se utilizé el software
estadistico Statgraphics Centurion XIX version:
15.2.05 (Madrid, Espafia).

3 Resultados y Discusiones

Los resultados obtenidos de este trabajo permitieron
evaluar el potencial de fermentacion de la NSYa y
NSYb. Al respecto, se establecieron los efectos sobre
la fermentacion a dos escalas diferentes (laboratorio,
500 mL; y microvinificacion, 10 L) con dos tipos de
sistemas de fermentacion (monocultivo y secuencial).

3.1 Fermentaciones a Escala de Laboratorio
3.1.1 Fermentaciéon de monocultivo

Con el fin de evaluar la capacidad de fermentacion de
las NSY se realizaron fermentaciones en monocultivo
a nivel de laboratorio con uva Sauvignon Blanc del
Valle de Casablanca, con un contenido de solidos
solubles de 22,8 <Brix. El proceso de fermentacién
del monocultivo se evalué mediante el seguimiento
de la densidad (Fig. 1), el crecimiento celular (Fig. 2)
y la composicién final al término de la fermentacion
alcoholica (Tablas 1 y 2).

1.100 —o0— NSYa

1.080 = NSYb

1.060 —O= 5. cereviseae
1.040
1.020

1.000

Densididad (g/mL

0.980

0.960

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516

Tiempo (dias)

Figura 1. Evolucion del consumo de sustrato a través de la
medicion de la densidad en fermentaciones en monocultivo
(mosto Sauvignon Blanc).
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Figura 2. Evolucion de la proliferacion celular en
fermentaciones en monocultivo (mosto Sauvignon
Blanc).

Tabla 1. Fermentaciones en monocultivo de mosto
Sauvignon Blanc (Valle de Casablanca, Chile).

NSY Etanol Azicar residual Rendimicnto GIF Dias
(%viv) (g'L) (g etanol/g glucosa)

NSYa 12,100,100 2,70:0,26* 0,347 1,074 15

NSYb 12,37+0,06" 2,170,84" 0,354 1,070 10

S. cerevisiae 12,87+0,16° 2,500,17* 0,368 1.072 13

Lo datos reportados coresponden a los promedios y desviaciones estindse, Promedios con letras diferentes
dican difercucias estadisti i

(pe0s

Tabla 2. Compuestos secundarios en fermentaciones en
monocultivo de mosto Sauvignon Blanc (Valle de
Casablanca, Chile).

g/L
NSY T
Acido acético Glicerol
NSYa 0,15+0,15° 9,47£1,172
NSYb 0,14+0,192 10,97+0,842
S. cerevisiae 0,07+0,02° 11,27+0,46*
Los datos d den a los ios y estéindar. Promedios con letras diferentes

indican diferencias estadisticas en la misma columma Zp<0,05

Como se preveia, la levadura S. cerevisiae
(control) tuvo una alta capacidad de consumo de
azucar, lo que se correlaciond con la rapida caida de
la densidad (Fig. 1). De manera similar, la NSYD fue
tan eficaz en el consumo de azticar como el control.
Sin embargo, la muestra control terminé el proceso
fermentativo en 10 dias, mientras que la NSYb lo
hizo en 13 dias, alcanzando valores de densidad final
en torno a 0,992 g/mL. Por su parte, la fermentacion
con NSYa tardé 15 dias en finalizar la fermentacién
mostrando un ritmo constante, pero mas lento en el
consumo de azucar (Fig. 1). Paralelamente, el
crecimiento celular (Fig. 2) fue concordante con la
caida de la densidad, aunque se mostrd un tanto
erratico, particularmente con la concentracion celular
de la NSYb Todas las levaduras mostraron una fase
de latencia muy breve o inexistente, de hecho, el
crecimiento exponencial comenzd entre el dia cero
(S. cerevisiae) y el dia 1 (NSYa y NSYb). Sin
embargo, la duracién de la fase exponencial vario
significativamente en algunos casos. En el control (S.
cerevisiae), el crecimiento exponencial fue desde el
dia 0 hasta los 6 dias aproximadamente, lo cual fue
similar al caso de NSYa, cuya fase exponencial fue
desde el dia 1 hasta el 6. En el caso de la NSYD este
periodo fue mucho mds corto, durando solo desde el
dia 1 hasta el dia 3 (Fig. 2). En cuanto a los productos
y metabolitos generados y consumidos al final de las

fermentaciones, se muestran en las Tablas 1 y 2. En
cuanto a la produccion de etanol, hubo diferencias
significativas dentro de los NSY estudiados, asi como
con ¢l control (S. cerevisiae). La mayor produccién
de etanol se observé para el control, cuya
concentracion final fue de 12,87% v/v. Por otro lado,
NSYDb produjo 12,37% v/v y NSYa gener6 12,10%
v/v. Es decir, la diferencia en la produccion de etanol
en mosto Sauvignon Blanc (Valle de Casablanca) no
mostr6 grandes diferencias (0,77 y 0,50% v/v menos
de ectanol que el control para NSYa y NSYb,
respectivamente).

Estos resultados sugieren que el uso de las dos
NSY son un iniciador adecuado para la elaboraciéon
de vinos con un contenido reducido de etanol, lo que
también es consistente con varios estudios sobre el
uso de NSY. Apline et al. (2019) obtuvieron una
reduccion de 0.8% v/v cuando se utilizé C.
californica para fermentar jugo de uva. Del mismo
modo, Contreras et al. (2015) reportaron reduccién de
etanol para varios NSY, siendo de particular interés
M. pulcherrima, que redujo 0,9 y 1,6% v/v en jugos
de uvas Chardonnay y Shiraz, respectivamente. De la
misma manera, Hranilovic et al. (2020) reportaron
una reduccién de 1,6% v/v en Shiraz tanto en
monocultivo como en fermentaciones secuenciales
para varias cepas de M. pulcherrima.

La Tabla 2 muestra los resultados de los
compuestos secundarios de la fermentacién. La
produccion de 4cido acético fue consistente con lo
encontrado por Garcia-Fraile et al. (2013). Ambas
especies de NSY mostraron una produccion de 4cido
acético similar (~0.15 g/L), sin embargo, fueron mas
altas que las obtenidas con S. cerevisiae (0,07 g/L).

El glicerol es otro metabolito interesante. El
compuesto tiene la capacidad de aumentar tanto la
densidad como la viscosidad del vino lo que ayuda a
la percepcion del “cuerpo” del vino ademds de
aumentar la percepcion dulce del mismo. En nuestra
investigacion no se encontraron diferencias
significativas en la produccién de glicerol entre el
control (11,27 g/L) y NSYb (10,97 g/L) o NSYa (9,47
g/L).

3.1.2 Fermentacién Secuencial

Se ha informado que las fermentaciones secuenciales
(inoculacion de NSY seguida de inoculacion de S.
cerevisiae) influyen positivamente en los atributos
del vino. Por lo tanto, con el propdsito de evaluar el
efecto de las levaduras NSYa y NSYb y la levadura
S. cerevisiae, es que se realizaron fermentaciones
secuenciales a nivel de laboratorio en mosto
Sauvignon Blanc del Valle de Casablanca
(Valparaiso, Chile). La densidad inicial del jugo de
uva fue de 1,090 g/mL (22,2 -Brix). La evaluacién de
la fermentacion secuencial se evalué6 mediante el
control de la densidad (Fig. 3), el crecimiento celular
(Fig. 4). Por otro lado, la composicién final del mosto
tras la fermentacion se puede apreciar en las Tablas 3

y4.
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Figura 3. Evolucion del consumo de sustrato a través de la
medicién de la densidad en fermentaciones secuenciales
(mosto Sauvignon Blanc).
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Figura 4. Evolucion de la proliferacion celular

fermentaciones secuenciales (mosto Sauvignon Blanc)

Tabla 3. Fermentaciones secuenciales mosto Sauvignon
Blanc (Valle de Casablanca, Chile).

NSY Rendimiento G/F

(g etanol/g glucosa)

Aziicar residual
(L)

Etanol
(%v/v)

Dias

NSYa
NSYb

S. cerevisiae

11,37£1,46°
12,830,55°
12,87£0,12°

2,03+0,25
2,40+0,20°
2,2540,17*

0,368
0,368
0,358

1,072 15
1,071 8
1.072 13

Tabla 4. Compuestos secundarios en fermentaciones
secuenciales en mosto Sauvignon Blanc (Valle de
Casablanca, Chile).

NSY T gL
Acido acético Glicerol
NSYa 0,03+0,03* 5,17+0,76*
NSYb NDL 6,77+0,45%
S. cerevisiae 0,07+0,02? 11,27+0,46"

Los datos A den a los | lios y desviaciones estandar. Promedios con letras diferentes

indican diferencias estadisticas en la misma columna (p<0,05

El proceso de fermentacion mas acelerado se observo
para NSYb - S.cerevisiae. La inoculacion de S.
cerevisiae se produjo cuando se habia consumido el
50% de los aztcares disponibles, correspondiente al
dia 3 de fermentacion (Fig. 3), lo que gener6 un
rapido consumo de azuicares restantes tras inocular S.
cerevisiae. Esto condujo a wun acortamiento
significativo de la duracién del proceso de
fermentacién, extendiéndose solo a 8 dias, en
comparacion con la fermentacion del monocultivo de
NSYb, que duré 10 dias. En el caso de la NSYa - S.
cerevisiae, la inoculacion con S. cerevisiae ocurrid el
dia 5. Este proceso fermentativo resulto ser mas lento

que el control (S. cerevisiac) o que NSYb - S.
cerevisiae, 1o cual es consistente con el rendimiento
en fermentaciones de monocultivo.

El crecimiento celular (Fig. 4) mostrd
fluctuaciones en la concentracion celular, inherentes
a estos procesos, donde también se observaron
claramente fases exponenciales y estacionarias.
Como era de esperar, en la fermentacion con NSYa
una vez inoculada la S. cerevisiae se observo un claro
aumento de la concentracion celular. Sin embargo,
para NSYb se observo una caida en la concentracion
celular de Lnl9 a Lnl8 UFC/mL, luego de la
inoculacion con S. cerevisiae.

Las Tablas 3 y 4 muestran la produccion de
metabolitos en fermentaciones secuenciales a escala
de laboratorio. El contenido de etanol mostrd una
reduccion de 1.5% v/v para NSYa-S. cerevisiae
(11,37%v/v) en comparacién con las muestras de
control (12,87% v/v). Este resultado fue consistente
con un estudio previo, donde la produccién de etanol
para NYSa-S. cerevisiae (12,5% v/v) fue 1,0% v/v
menos de etanol que el producido por S. cerevisiae
(13,5% v/v) [9]. Por otro lado, se observé una caida
de 0,73% v/v en el contenido de etanol en la NSYa-
S. cerevisiae (11,37% v/v) en comparacién con la
fermentacion en monocultivo con NSYa (12,10%
V/V).

Para NSYDb - S. cerevisiae (12,83% v/v), solo
hubo una reduccion de 0,04% v/v en contenido de
etanol en comparacion con la muestra de control.
Resultados similares fueron reportados por Aplin et
al. (2019) utilizando otras NSY seguido de una
inoculacién secuencial con S. cerevisiae. Los autores
informaron una reducciéon de aproximadamente
0,09% v/v en el contenido de etanol [10]. Por otro
lado, 1la NSYb-S. cerevisiae (12,83% v/v) produjo
0,5% v/v mas de etanol que la fermentacion del
monocultivo con NSYb (12,37% v/v).

En cuanto al azacar residual, todas las
fermentaciones secuenciales terminaron con menos
de 2,5 g/L, sin mostrar diferencias significativas entre
las fermentaciones. Estos resultados indican un
consumo efectivo de azucar hacia el final de la
fermentacion, se debe a la alta tasa de consumo por
parte de la levadura S. cerevisiae.

Respecto a metabolitos secundarios en
fermentaciones secuenciales, estos se pueden
observar en la Tabla 4. En términos de acido acético,
las fermentaciones NSYa-S. cerevisiae y NSYb-S.
cerevisiae generaron concentraciones muy bajas
(menos de 0,1 g/L). Por otro lado, las fermentaciones
en monocultivo produjeron mas dcido acético que las
fermentaciones secuenciales, para la NSYa: 0,15 g/L
(monocultivo) y 0,03 g/L (secuencial). Respecto a la
NSYD la produccion en monocultivo fue de 0,14 g/L
(monocultivo), pero no detectable en fermentacion
secuencial. Se ha informado que algunas NSY, como
L. thermotolerans, puede modular la acidez del vino,
a través de una baja produccion de acido acético, pero
un aumento en la produccién de 4cido lactico.
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Finalmente, se  observaron  diferencias
significativas en la produccion de glicerol dentro de
las fermentaciones secuenciales y el control (S.
cerevisiae). La concentracion de glicerol en la
fermentacion NSYa-S. cerevisiae (5,17 g/L) fue
significativamente menor que el control (11,25 g/L).
También se observaron diferencias en comparacion
con la fermentacion NSYb-S. cerevisiae (6,77 g/L) y
el control, aunque no mostré diferencias con NSYa-
S. cerevisiae.

Rolle et al. (2018) y Englezos et al. (2018)
indicaron que, en fermentaciones secuenciales, la
produccion de glicerol fue mayor que en las
fermentaciones en monocultivo. Sin embargo, la
produccion de glicerol depende de varios factores
relacionados tales como géneros y especies de
levaduras, asi como factores ambientales como
temperatura, pH, o nutrientes. Ademas de lo anterior,
algunas levaduras Candida como C. famata pueden
producir exopolisacaridos a partir de la glucosa y/o
fructosa del mosto. Estos exopolisacaridos tienen un
efecto positivo sobre la sensaciéon en boca y la
astringencia. Este tipo de compuestos pueden
competir con los efectos sensoriales del glicerol.

En términos generales, se pudo evidenciar las
diferencias en la produccion de compuestos entre
fermentaciones en monocultivo y secuenciales. En lo
referido a la produccion de etanol las fermentaciones
en monocultivo con NSYa
(12,10% v/v) produjeron 0,73% v/v mas etanol que
en cultivos secuenciales NSYa-S. cerevisiae
(11,37% v/v). Para el caso de monocultivos con
NSYb (12,37% v/v), se produjo menos etanol que la
fermentacion  secuencial NSYb-S.  cerevisiae
(12,85% v/v). En todos los casos, tanto en
fermentaciones en monocultivo como secuenciales,
la intervencion de las NSY redujo la produccién de
etanol respecto al control entre un 0,02 a un
1,5% v/v. Esto sugiere que las fermentaciones
secuenciales o en monocultivo son una alternativa
factible para obtener un vino reducido en alcohol. No
obstante, esto debe ser validado con mayores
volimenes de fermentacion.

En cuanto a la produccion de acido acético,
existen claras diferencias entre monocultivo y
fermentaciones secuenciales. Mientras que en la
fermentacion del monocultivo la NSYa y NSYb
produjeron concentracion de acido acético alrededor
de 0.14-0.15 g/L, en cultivo secuencial se redujo a
niveles de 0,03 g/L para NSYa e imperceptible para
la NSYD, valores por debajo del obtenido en el
control (0,07 g/L).

Resultados similares se encontraron en otros
estudios donde la interaccion entre NSY y S.
cerevisiae produce menos acido acético que en
monocultivos con NSY. Matraxia et al. (2021)
informaron que la interaccion en co-cultivo entre H.
uvarum y S. cerevisiae resultaron en menos acido
acético (0,03 g/L) que el monocultivo con H. uvarum
(0,27 g/L). Por el contrario, Sadoudi et al. (2012)

reportaron 0.86 g/L de acido acético en monocultivos
con C. zemplinina, mientras que la misma levadura
co-inoculada con S. cerevisiae resultd en 0,51 g/L. En
el mismo estudio, el monocultivo de T. delbrueckii
produjo 0,65 g/L de acido acético, en contraste con la
interaccion de 7. del brueckii con S. cerevisiae con
solo 0,24 g/l de &cido acético. La presencia y
concentracion de acido acético es relevante por su
relacion con la acidez volatil. Este parametro puede
verse afectado por la madurez (concentracion de
azucar inicial) y también las interacciones NSY-S.
cerevisiae, seguin lo informado por Dos Santos et al.
(2003).

3.2 Microvinificaciones

Para reproducir un proceso de fermentacion similar al
que se lleva a cabo a nivel industrial, las
fermentaciones con levaduras NSY se escalaron
nivel de microvinificaciones (10 L) en mosto
Sauvignon Blanc proveniente de dos lugares
geograficos: Valle de Casablanca (Valparaiso,
Chile), cosechado el 18 de abril de 2020, (23,4 °Brix,
densidad 1,097 g/mL, pH 3,0, titulable acidez 8,64
g/L 4cido tartarico), y el Valle de Curicé (Maule,
Chile), cosechado en marzo 10/12/2020 (21,7 Brix,
densidad 1,087 g/mL, pH 3,19, acidez titulable 5,7
g/L écido tartarico). Se realizaron tanto monocultivos
como fermentaciones secuenciales.

3.2.1 Microvinificacion con mosto Sauvignon
Blanc del Valle de Casablanca

Los resultados de las microvinificaciones en mosto
Sauvignon Blanc del Valle de Casablanca se pueden
observar en la Tabla 5. En lo referido a la produccion
de etanol, se puede apreciar este vario entre 13,90%
v/v para monocultivo con NSYa hasta 13,12% v/v
para fermentacion secuencial NSYa-S. cerevisiae. El
control (S. cerevisiae) produjo una concentracion
intermedia de etanol (13,74% v/v). Todas las
fermentaciones, tanto secuenciales como
monocultivos resultaron ser menores que el control
para la produccién de etanol, excepto la fermentacion
en monocultivo de NSYa.

Las fermentaciones en monocultivo para NSYb
fue 0,17% v/v menor que el control, y en el caso de
NSYa 0,16% v/v superior al control (13,74% v/v). En
el caso de las fermentaciones secuenciales el
contenido de etanol vari6 entre 13,20% v/v (NSYDb-S.
cerevisiae) y 13,12% v/v (NSYa-S. cerevisiae), es
decir, menos 0,54 y 0,72% v/v respectivamente que
el contenido de etanol del control. Estos resultados
fueron inesperados ya que, dadas las tendencias
observadas en los anteriores experimentos, se
esperaba una reduccion significativa en la produccion
de etanol. Si bien no se observaron reducciones
estadisticamente significativas, se evidencid una
produccion de etanol promedio mas baja que el
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control. En cuanto a los azucares residuales, como era
de esperarse, la glucosa se consumid casi en su
totalidad, alcanzandose valores remanentes que
oscilaron entre 0,2 y 0,4 g/L.

Por otro lado, el azhcar residual estuvo
mayoritariamente constituido por fructosa, con
niveles inferiores a 1,75 g/L. Este fendmeno es
comun en fermentaciones con S. cerevisiae pura, o en
fermentaciones secuenciales con S. cerevisiae. Por
otra parte, se observd el cardcter fructofilo de las

levaduras NSYa y NSYDb, cuya participacion en
monocultivo y fermentaciones secuenciales resultd
en azlcar residual significativamente menor que en el
testigo.

Los resultados obtenidos indicarian que, tanto la
complejidad del jugo de uva como, en mayor medida,
la escala del proceso de fermentacion junto con las
practicas de la bodega, tienen una influencia
significativa en la concentraciéon de compuestos
metabolicos.

Tabla 5. Resultados microvinificaciones de mosto Sauvignon Blanc valle de Casablanca (Valparaiso, Chile).

g/L
NSY fermentacion Etanol (%ov/y) - - -
Fructosa Glicerol Acido acético Acido milico Acido lictico
5. cerevisiae Control 13,74+0.18a 1,7340,20a 0.39+0,11a 7.26+:027a 0,29+0.12a 2,42+0.28a 0,09+0,03a
Monocultivo 13.90£0,98a 1,07£0,26ab 0.21£0,06b 6,550,19b 0,29:0,06a 2,3310,14ab ND
NSYa
Secuencial 13,12+1,15a 0,60+0.15b 0,099+0,02b 6,71+0,16b 0,16+0,02b 2,3740,15ab 0,17+0,01a
Monocultivo 13,5740,66a 0,82£0,00ab 0,23:0,04b 6,1420,10¢ 0,23£0,03ab 2.22:0,03ab ND
NSYb
Secuencial 13,2040 84a 1,32+0,40ab 0.22:+0,02¢ 6,74+0,11b 0,21+0,05ab 2,2340,02ab 0,10+0,01a

Los datos reportados corresponden a los promedios y desviaciones estindar. Promedios con letras diferentes indican diferencias estadisticas en la misma

columna (p<0,05) .

Tabla 6. Microvinificacones mosto Sauvignon Blanc valle de Curicé (Maule, Chile).

g/L
NSY fermentacion Etanol (Yov/v) . - -
Fructosa Glicerol Acido acético Acido malico Acido lactico
S. cerevisiae Control 11,95+0,14a 1,794+0.40a 0,06+0,03a 6,70+0,87a NDL 2,00+0,22a 0,18+0.03ab
NSYa 11,41+0,55a 2,81+0.83a 0,11+0.02a 5,37+0,19b 0,11+0,01a 0,11=0,08¢ 0,21+0,14b
NSYb 11,51+0,84a 2,04+0,29a 0,08+0,02a 8,51+0,12¢ 0,46+0,29b 1,75+0,01b 0,05+0,02a

Los datos reportados corresponden a los promedios y desviaciones estandar. Promedios con letras diferentes indican diferencias estadisticas en la misma

columna (p<0.05).

En un estudio realizado por Liccioli et al. (2011),
se determind que a volumenes pequefios de
fermentacion (escala de laboratorio) existe una mayor
tasa de volatilizacion del etanol. En cambio, a
mayores  volimenes, como el de una
microvinificacién o a nivel de bodega, las tasas de
volatilizaciéon son mucho menores. Esto podria
explicar las concentraciones de etanol mas reducidas
en las fermentaciones a escala de laboratorio frente a
las microvinificaciones en nuestro estudio.

3.2.2 Microvinificacion en mosto Sauvignon
Blanc del Valle de Curicé

La Tabla 6 resume los resultados observados para
estas microvinificaciones. En cuanto a la produccion
de etanol, si bien no se observaron diferencias
significativas, es interesante ver que todas las
fermentaciones produjeron menos etanol. El control
(S. cerevisiae) produjo 11,95% v/v de etanol,
mientras que las microvinificaciones con NSYa
genero6 11,41% v/v, es decir, una diferencia de 0,54%
v/v. En el caso de NSYb (11,51% v/v), la diferencia

fue menor alcanzando un valor de 0,44% v/v.

En cuanto al consumo de azucares, los niveles de
glucosa  alcanzaron  valores finales  no
significativamente diferentes, oscilando entre 0,06 y
0,11. Por otro lado, la fructosa restante fue
significativamente mayor, en particular para la
fermentacion NSYa-S. cerevisiae, que finaliz6 con
2,81 g/L.

La produccion de glicerol, en la fermentacion
secuencial con  NSYD-S. cerevisiae  fue
significativamente superior al resto con 8,51 g/L,
mientras que la fermentacion secuencial con NSYa-
S. cerevisiae generd 5,37 g/L. El control (S.
cerevisiae) produjo una cantidad de glicerol de 6,7
g/L, significativamente mayor que NSYa, pero
significativamente menor que NSYb. Las diferencias
en las concentraciones de glicerol podrian atribuirse
a diferencias en la activacion de los mecanismos
protectores de cada fermentacion secuencial. El
aumento en la produccion de glicerol se debe
comunmente al hecho de que varios géneros de
levadura lo utilizan como un metabolito protector en
frente a concentraciones adversas de etanol.
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En términos de produccion de acido acético, la
menor produccion se observé para NSYa-S.
cerevisiae (0,11 g/L), mientras que la NSYb-S.
cerevisiae dio como resultado 0,46 g/L. En todos los
casos, el nivel de acido acético fue inferior al umbral
sensorial informado, que es aproximadamente 0,7
g/L.

Resumiendo, en promedio, la produccion de
etanol con las levaduras NSY estudiadas en
microvinificaciones fue superior a la obtenida a
escala de laboratorio, lo que indicaria que la escala
del proceso de fermentacion influye
significativamente en el contenido de etanol de las
fermentaciones. Mientras tanto, las fermentaciones
secuenciales con cualquiera de las dos NSY
resultaron en menos etanol que las fermentaciones de
monocultivo; para NSYb 13,57% v/v (monocultivo)
a 13,20% v/v (secuencial), es decir, una diferencia en
el contenido de etanol de 0,37% v/v. En el caso de
NSYa, del 13,90% v/v (monocultivo) al 13,12% v/v
(secuencial), es decir, una diferencia en el contenido
de etanol de 0,78% v/v.

Evidentemente, la concentracion de aztcar (nivel
de madurez de la uva) influye en las caracteristicas
finales del vino. La concentracion inicial de aztcar
entre los mostos de Casablanca y Curico fue 23,4 y
21,7 -°Brix, respectivamente. En términos de
produccién de etanol, la fermentacion secuencial de
Casablanca produjo concentraciones promedio de
13,82% v/v (S. cerevisiae: 13,74% v/v; NSYb:
13,20% v/v; C. NSYa 13,12% v/v). Por otro lado, las
fermentaciones bajo las mismas condiciones el mosto
del wvalle de Curico produjo concentraciones
promedio de 11,27% v/v (S. cerevisiae: 11,95% v/v;
NSYb: 11,51% v/v; NSYa 11,41% v/v). Esto
indicaria que, a mayor concentracion de azucar en los
mostos, las levaduras estudiadas son mas eficientes
para reducir el etanol.

4 Conclusiones

En resumen, y comparando los diferentes medios,
escalas y estrategias de fermentacion, se puede
concluir lo siguiente: (1) Las levaduras NSY
estudiadas mostraron una menor produccion de
etanol, rendimiento medio G/F; (2) la gestion y el
control de las condiciones de fermentacion influye
en las caracteristicas finales del vino; (3) Las
levaduras NSY a y b pueden producir vinos con
menor contenido etandlico cuando se utilizan mostos
con mayor concentracion de azlicar y se sigue una
fermentacion secuencial; (4) los resultados de la
microvinificacion son mas representativos de
vinificacion industrial.
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