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Resumen. El estudio de levaduras No-Saccharomyces (NSY) en fermentaciones enológicas permite 
explorar nuevas alternativas para la reducción de etanol en vinos. El objetivo de este trabajo fue evaluar 
la capacidad fermentativa de dos levaduras autóctonas y poco exploradas del tipo NSY (NSYa, NSYb) 
en fermentaciones monocultivo y secuenciales (escala laboratorio y microvinificación) para producir 
vino Sauvignon Blanc chileno. Las fermentaciones se monitorearon mediante la determinación de 
etanol, glicerol, ácidos orgánicos y azúcares residuales. Los resultados indicaron que a escala de 
laboratorio tanto para las fermentaciones monocultivo y secuenciales fue posible reducir la 
concentración 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 comparación a las secuenciales (NSYa: 9,47 g/L y NSYb 10,97 g/L). A escala de microvinificación, 
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 reducción solo se observó 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, NSYb) 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 Introducción 
En la actualidad los consumidores buscan vinos de 
bajo graduaje alcohólico, bien estructurados y con 
perfiles sensoriales innovadores (Contreras et al., 

2015; Lemos Junior et al., 2019). Es por lo que, en los 
últimos años se ha incrementado el interés por 
centrarse en el proceso fermentativo evaluando el 
efecto de las condiciones ambientales y, de manera 
más desafiante; explorando la microbiología 
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fermentativa alcohólica (Balmaseda et al., 2021; Jolly 
et al., 2014; Rossouw & Bauer, 2016; Wei et al., 
2019). Tradicionalmente, la levadura más utilizada 
para llevar a cabo el proceso de fermentación 
alcohólica en la S. cerevisiae, debido a su alta 
capacidad fermentativa, el inicio temprano de la 
fermentación y su alta tolerancia al etanol (Kutyna  
et al., 2010). Además, el uso de S. cerevisiae como 
cultivo iniciador permite una predicción eficiente de 
las propiedades de fermentación, así como del perfil 
aromático final que se obtendrá (Shekhawat et al., 
2017). No obstante, hoy en día se ha explorado el uso 
de levaduras del tipo No-Saccharomyces (NSY), cuya 
metabolómica, en muchos casos, puede desviar la 
fermentación alcohólica a otras rutas catabólicas, 
como la fermentación gliceropirúvica y la respiración 
celular, lo que permite lograr una reducción del 
contenido final de etanol (Englezos et al., 2018). 
Además, al cambiar su metabolismo a otras rutas, se 
obtienen metabolitos novedosos que otorgan 
diferentes atributos sensoriales al producto final, 
como glicerol, ácido acético y otros compuestos 
volátiles. 

Diversos trabajos han indicado que diversas 
NSY han logrado resultados importantes en términos 
de reducción 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, aún existen especies autóctonas que aún no 
han sido estudiadas ni menos caracterizadas en 
términos de fermentaciones alcohólicas. Nuestros 
estudios previos, han permitido aislar varios tipos de 
NSY obtenidas de diversas zonas geográficas de los 
valles centrales de Chile, por lo que es de sumo 
interés conocer y caracterizar el potencial 
fermentativo de dos nuevas levaduras NSYa y NSYb.  

En la presente investigación se evaluó la 
capacidad fermentativa de NSYa y NSYb aisladas de 
viñedos 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 NSYb, fueron obtenidas desde 
la colección de cultivos en el Laboratorio de 
Fermentación de Alimentos (Pontificia Universidad 
Católica de Chile/Universidad Técnica Federico 
Santa María). Estas levaduras fueron aisladas de uvas 
recolectadas de viñedos en la Región del Maule de 
Chile (35◦260 S 71◦400 W) e identificado a través de 
la secuenciación parcial del ADNr 26S.  

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

que la levadura es comúnmente utilizada en centros 
vitivinícolas. 

2.2 Fermentaciones a escala de laboratorio 
2.2.1 Mosto 

Uvas Sauvignon Blanc cosechadas en el Valle de 
Casablanca, Región de Valparaíso, Chile (33° 190 S 
71° 250 W), se utilizaron para la preparación del jugo 
de uva. Las uvas se limpiaron de restos vegetales y 
hojas, y se prensaron hasta la obtención del jugo, el 
que fue filtrado en gasa fina. El jugo filtrado obtenido 
fue caracterizado en término del contenido de azúcar 
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 nitrógeno se ajustó a 250 mg/L de 
YAN con fosfato diamónico (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 
titulación de SO2 (HI 84,500 Hanna Instruments, 
Woonsocket, Rhode Island, EE. UU). El jugo de uva 
acondicionado se decantó en una nevera a 5°C 
durante 16 h.  

2.2.2 Activación 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 centrifugó 
a 6000 rpm durante 15 min. Se descartó el 
sobrenadante y el sedimento se lavó dos veces con 
agua peptonada (1%). El sedimento se re-suspendió 
con el medio de glucosa/fructosa.  

2.2.3 Fermentación de monocultivo 

El jugo de uva acondicionado se porcionó en 
matraces Erlenmeyer doble boca de 500 ml provistos 
de airlocks. Cada matraz fue inoculado con las 
levaduras activas (Sección 2.2.2) asegurado una 
concentración final de 106 UFC/mL. Como control se 
utilizó una levadura comercial S. cerevisiae 
(Actiflore) la cual fue activada e inoculada de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después 
de la inoculación, 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 máximo de 15 días. 

2.2.4 Fermentación Secuencial 

Para la fermentación secuencial, se siguió el mismo 
proceso descrito en la Sección 2.2.3 con la diferencia 
que cuando se consumió el 50% de los azúcares 
iniciales, se inoculó la levadura S. cerevisiae 
(Actiflore) para finalizar la fermentación. 

2.3 Microvinificaciones 

Para la ejecución de las microvinificaciones se 
adquirieron uvas Sauvignon Blanc de 2 regiones 
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Finalmente, se observaron diferencias 
significativas en la producción de glicerol dentro de 
las fermentaciones secuenciales y el control (S. 
cerevisiae). La concentración de glicerol en la 
fermentación NSYa-S. cerevisiae (5,17 g/L) fue 
significativamente menor que el control (11,25 g/L). 
También se observaron diferencias en comparación 
con la fermentación NSYb-S. cerevisiae (6,77 g/L) y 
el control, aunque no mostró diferencias con NSYa-
S. cerevisiae.  

Rolle et al. (2018) y Englezos et al. (2018) 
indicaron que, en fermentaciones secuenciales, la 
producción de glicerol fue mayor que en las 
fermentaciones en monocultivo. Sin embargo, la 
producción de glicerol depende de varios factores 
relacionados tales como géneros y especies de 
levaduras, así como factores ambientales como 
temperatura, pH, o nutrientes. Además de lo anterior, 
algunas levaduras Candida como C. famata pueden 
producir exopolisacáridos a partir de la glucosa y/o 
fructosa del mosto. Estos exopolisacáridos tienen un 
efecto positivo sobre la sensación 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 producción de compuestos entre 
fermentaciones en monocultivo y secuenciales. En lo 
referido a la producción de etanol las fermentaciones 
en monocultivo con NSYa 
(12,10% v/v) produjeron 0,73% v/v más 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 
fermentación secuencial NSYb-S. cerevisiae 
(12,85% v/v). En todos los casos, tanto en 
fermentaciones en monocultivo como secuenciales, 
la intervención de las NSY redujo la producción 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 
volúmenes de fermentación.  

En cuanto a la producción de ácido acético, 
existen claras diferencias entre monocultivo y 
fermentaciones secuenciales. Mientras que en la 
fermentación del monocultivo la NSYa y NSYb 
produjeron concentración de ácido 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 NSYb, valores por debajo del obtenido en el 
control (0,07 g/L).  

Resultados similares se encontraron en otros 
estudios donde la interacción entre NSY y S. 
cerevisiae produce menos ácido acético que en 
monocultivos con NSY. Matraxia et al. (2021) 
informaron que la interacción en co-cultivo entre H. 
uvarum y S. cerevisiae resultaron en menos ácido 
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 ácido acético en monocultivos 
con C. zemplinina, mientras que la misma levadura 
co-inoculada con S. cerevisiae resultó en 0,51 g/L. En 
el mismo estudio, el monocultivo de T. delbrueckii 
produjo 0,65 g/L de ácido acético, en contraste con la 
interacción de T. del brueckii con S. cerevisiae con 
solo 0,24 g/L de ácido acético. La presencia y 
concentración de ácido acético es relevante por su 
relación con la acidez volátil. Este parámetro puede 
verse afectado por la madurez (concentración de 
azúcar inicial) y también las interacciones NSY-S. 
cerevisiae, según lo informado por Dos Santos et al. 
(2003).  

3.2 Microvinificaciones 

Para reproducir un proceso de fermentación 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 
geográficos: Valle de Casablanca (Valparaíso, 
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 ácido tartárico), y el Valle de Curicó (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 ácido tartárico). Se realizaron tanto monocultivos 
como fermentaciones secuenciales. 

3.2.1 Microvinificación 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 producción 
de etanol, se puede apreciar este varió entre 13,90% 
v/v para monocultivo con NSYa hasta 13,12% v/v 
para fermentación secuencial NSYa-S. cerevisiae. El 
control (S. cerevisiae) produjo una concentración 
intermedia de etanol (13,74% v/v). Todas las 
fermentaciones, tanto secuenciales como 
monocultivos resultaron ser menores que el control 
para la producción de etanol, excepto la fermentación 
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 varió entre 13,20% v/v (NSYb-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 reducción significativa en la producción 
de etanol. Si bien no se observaron reducciones 
estadísticamente significativas, se evidenció una 
producción de etanol promedio más baja que el 
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control. En cuanto a los azúcares residuales, como era 
de esperarse, la glucosa se consumió casi en su 
totalidad, alcanzándose valores remanentes que 
oscilaron entre 0,2 y 0,4 g/L.  

Por otro lado, el azúcar residual estuvo 
mayoritariamente constituido por fructosa, con 
niveles inferiores a 1,75 g/L. Este fenómeno es 
común en fermentaciones con S. cerevisiae pura, o en 
fermentaciones secuenciales con S. cerevisiae. Por 
otra parte, se observó el carácter fructófilo de las 

levaduras NSYa y NSYb, cuya participación en 
monocultivo y fermentaciones secuenciales resultó 
en azúcar residual significativamente menor que en el 
testigo. 

Los resultados obtenidos indicarían que, tanto la 
complejidad del jugo de uva como, en mayor medida, 
la escala del proceso de fermentación junto con las 
prácticas de la bodega, tienen una influencia 
significativa en la concentración de compuestos 
metabólicos. 

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

 

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

En un estudio realizado por Liccioli et al. (2011), 
se determinó que a volúmenes pequeños de 
fermentación (escala de laboratorio) existe una mayor 
tasa de volatilización del etanol. En cambio, a 
mayores volúmenes, como el de una 
microvinificación o a nivel de bodega, las tasas de 
volatilización son mucho menores. Esto podría 
explicar las concentraciones de etanol más reducidas 
en las fermentaciones a escala de laboratorio frente a 
las microvinificaciones en nuestro estudio.  

3.2.2 Microvinificación en mosto Sauvignon 
Blanc del Valle de Curicó 

La Tabla 6 resume los resultados observados para 
estas microvinificaciones. En cuanto a la producción 
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 
generó 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 azúcares, 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 
fermentación NSYa-S. cerevisiae, que finalizó con 
2,81 g/L.  

La producción de glicerol, en la fermentación 
secuencial con NSYb-S. cerevisiae fue 
significativamente superior al resto con 8,51 g/L, 
mientras que la fermentación secuencial con NSYa-
S. cerevisiae generó 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 podrían atribuirse 
a diferencias en la activación de los mecanismos 
protectores de cada fermentación secuencial. El 
aumento en la producción de glicerol se debe 
comúnmente 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 producción de ácido acético, la 
menor producción se observó 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 ácido acético fue inferior al umbral 
sensorial informado, que es aproximadamente 0,7 
g/L. 

Resumiendo, en promedio, la producción de 
etanol con las levaduras NSY estudiadas en 
microvinificaciones fue superior a la obtenida a 
escala de laboratorio, lo que indicaría que la escala 
del proceso de fermentación 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 concentración de azúcar (nivel 
de madurez de la uva) influye en las características 
finales del vino. La concentración inicial de azúcar 
entre los mostos de Casablanca y Curicó fue 23,4 y 
21,7 ◦Brix, respectivamente. En términos de 
producción de etanol, la fermentación 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 valle de Curicó 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 
indicaría que, a mayor concentración de azúcar en los 
mostos, las levaduras estudiadas son más eficientes 
para reducir el etanol. 

4 Conclusiones 

En resumen, y comparando los diferentes medios, 
escalas y estrategias de fermentación, se puede 
concluir lo siguiente: (1) Las levaduras NSY 
estudiadas mostraron una menor producción de 
etanol, rendimiento medio G/F; (2) la gestión y el 
control de las condiciones de fermentación influye 
en las características finales del vino; (3) Las 
levaduras NSY a y b pueden producir vinos con 
menor contenido etanólico cuando se utilizan mostos 
con mayor concentración de azúcar y se sigue una 
fermentación secuencial; (4) los resultados de la 
microvinificación son más representativos de 
vinificación industrial. 
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