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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se estudio6 las caracteristicas de fermentacion
de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces y sus posibles usos en los procesos
de elaboracion de sidra. Entre las caracteristicas estudiadas fueron: la produccién de
etanol, tolerancia al etanol y al sulfito, y sintesis de sub-productos, producidos
durante la fermentacién a condiciones aerébicas y anaerébicas. Los analisis de los
compuestos se realizaron por cromatografia de gas, donde se utilizé un método
rdpido de micro-extraccion de compuestos volatiles con diclorometano; y por
cromatografia liquida de alta performance, por inyeccion directa de la muestra
filtrada y/o diluida al equipo. Se realizaron ademas fermentaciones bajo condiciones
anaerdbicas y aerdbicas con culturas puras, mixtas y secuenciales utilizando como
substrato jugo de manzana concentrado, ultrafiltrado y aroma removido durante el
proceso de concentracion para evaluar aisladamente los compuestos sensoriales
producidos por las levaduras. La cepa de levadura Candida stellata RIVE 3-16-1
produjo concentraciones de etanol de hasta 51.2 g/L. en anaerobiosis a 16 °C, también
una alta concentracion de glicerol sobre 3.8 g/L en anaerobiosis, lo cual es favorable
en la produccion de sidra. Por otra parte la cepa de Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1
fue una buena productora de etil acetato en anaerobiosis, sobre 196 mg/L en cultivos
puros y secuenciales, y su sintesis puede ser monitoredo para producir la
concentracion requerida de este compuesto en procesos de elaboracion de sidra.
Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 también mostr6 tener buenas
caracteristicas de fermentacién en cultivos puros, mixtos y secuenciales. La cepa de

Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5, tuvo un comportamiento similar comparado



con las cepas de Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 ya que produjo
concentraciones de etanol del orden de 54,3 g/L. en anaerobiosis a 28 °C, ademas
presentd una alta tolerancia a diversas concentraciones de sulfito incluso mucho
mayores que la cepa de Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 cultivada en
condiciones anaerébicas y aerdbicas. Por otro lado, los resultados demostraron que
las fermentaciones a temperatura de 16°C fueron méas favorables para Candida
stellata RIVE 3-16-1, en cuanto a la produccidon de etanol respecto a las
fermentaciones trabajadas a 18°C. La cepa de Bretanomyces intermedius RIVE 2-2-2
produjo bajas concentraciones de etanol (26 g/L), pero considerables concentraciones
de acido acético (333 mg/L) en cultivo mixto con Saccharomyces cerevisiae RI VE
15-1-416 en anaerobiosis, por tanto ésta cepa no seria de interés para los procesos de
elaboracion de sidra. Los resultados de este trabajo finalmente mostraron que las
cepas de levadura con caracteristicas mas favorables para ser utilizadas en los
procesos de elaboracion de sidra fueron: Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416,

Candida stellata RIVE 3-16-1 y finalmente Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1.



INTRODUCCION

El significado del termino sidra varia considerablemente en €l mundo. En los Estados
Unidos se refiere al jugo de manzana fresca recién exprimida. En Inglaterra y
Australia ésta palabra se usa para denotar al jugo fermentado de manzana, lo que los
americanos llaman “hard cider”. El jugo fermentado de manzana es conocido en
varios paises europeos con una variedad de nombres: cidre (Francia), sidre (Italia),
sidra (Espaiia), y apfelwein (Alemania y Suiza).

La sidra es elaborada con variedades de manzana especialmente cultivadas para este
proposito. La sidra es una bebida fresca de bajo contenido alcohélico, producto de la
fermentacién de mosto de manzanas, su acidez y dulzor varian segiin la variedad de
manzana utilizada en su produccion.

La sidra es elaborada a partir de manzanas y puede capturar los complejos aromas de
la fruta, contiene cinco o siete porciento de alcohol, es una bebida tinica y a causa de
su bajo contenido de alcohol es pucho menos intensa que el vino. En Espafia,
Francia e Inglaterra el sabor de la sidra es diferente, la razon es que ellos tienen

diferentes estilos y tradiciones de elaboracion aunadas a tecnologias emergentes.

Importancia de levaduras no-Saccharomyces

Las levaduras no-Saccharomyces son conocidas como “levaduras salvajes” ya que no
son comunmente utilizados en la industria de las bebidas fermentadas y pueden ser

encontrados en la naturaleza sobre las superficies de frutas, hojas, suelo, agua, etc.
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Recientemente, estas levaduras estdn tomando importancia en la industria ah’méntaria
y principalmente en la industria de bebidas alcohdlicas. Particularmente, la industria
de bebidas alcohdlicas envuelve la cerveceria, vineria, sidreria, etc., y hablar acerca
de estas levaduras y su implicancia en el aroma y sabor de las bebidas fermentadas
va mds alld que hablar de cualquier grado de contaminaciéon o habitual causa de
enfermedad en la manufactura de cualquier bebida alcoholica asi, ello depende del
tipo de bebida que nosotros queramos elaborar; por ejemplo en la industria del vino
es cominmente usado la especie Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
bayanus, etc., y esto debido a su simplicidad y bien conocida actividad metabélica.
Las levaduras no-Saccharomyces presentan similar comportamiento metabdlico en
general, ellos son capaces de fermentar diferentes azicares tales como glucosa,
fructosa y sucrosa usando la via glucolitica para producir durante su metabolismo
casi el mismo perfil de productos secundarios pero en diferentes cantidades, algunos
de ellos difieren también en la manera de utilizar la fuente de carbono, con la ayuda

de otras vias.

El objetivo de mi tesis estuvo orientado a la investigacion de la actividad metabdlica
de levaduras durante la elaboracion de sidra. La investigacién en este campo es -
escasa debido a que los grupos de investigacion son relativamente pequefios y existe
solo en pocos paises. El instituto de investigacion Long Ashton de la Universidad de
Bristol en Reino Unido fué recientemente cerrado lo que disminuy6 el flujo de

publicaciones en este campo.



CAPITULO1

EL PROBLEMA

1.1. Formulaciéon y Definicién del Problema

En la industria de vinos y cerveza son comtnmente utilizados levaduras
Saccharomyces, pero el uso de levaduras no-Saccharomyces es muy limitado.
Cuando se habla acerca de fermentacion alcohélica independientemente de la
produccién de alcohol combustible llevado a cabo por levaduras o bacterias,
nuestro pensamiento rdpidamente relaciona la industria de vinos y cerveza
olvidando que ello envuelve mucho mas que eso, desde este punto de vista
nosotros caemos en un circulo limitado que envuelve una industria muy grande y
de ésta manera no damos suficiente importancia a la elaboracién de otras bebidas
alcohélicas fermentadas y no tradicionales, como es por ejemplo la sidra.

En el Peri, los artesanos tradicionales de produccién de bebidas alcohélicas
utilizan la fermentacion espontinea para elaborar sus bebidas fermentadas,
corriendo el riesgo de que el producto que puedan obtener no sea de gran
aceptacion en el puiblico consumidor, no hay un conocimiento técnico de los que
significa un proceso de fermentacion tecnificado, que involucre la seleccion de
una cepa adecuada de levadura; el control de la microflora no deseable en el

mosto de fruta a utilizar y el control de factores como la aereacidn, inoculacion,
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temperatura, etc., para obtener una fermentacién exitosa y desde luego un

producto final de calidad.

1.2. Justificacion

La elaboracién de bebidas alcohélicas en nuestro medio tiene mucha tradicion,
desde siempre se conocia de manera empirica los procesos de fermentacion y en la
actualidad continGia desarrollindose esta antigua préctica sin observar cambio
sustancial y sin miras a mejorar estos procesos y précticas de elaboracion, es decir
en otras palabras este campo se ha petrificado hasta llegar al extremo de no
aportar nada al desarrollo tecnolégico, y las practicas comunes que hasta ahora
subsisten son por si mismas ya obsoletas. |

Hasta ahora se sigue creyendo que el secreto de un producto exquisito y de
calidad esta en lo artesanal de su elaboracion, pensamiento que ya no subsiste en
un mundo moderno.

Més alin los artesanos de la produccion de vinos y bebidas fermentadas en su
mayoria no tienen la menor idea de lo que sucede durante el proceso de
fermentacion alcohélica, en vista de ello nos preguntamos: ;Cémo podrian llegar
a saber si el producto final tendra las caracteristicas deseadas?

Esta especie de “filosofia” cbn que se cree elaborar bebidas alcohdlicas nos ha
llevado al punto de creer que una bebida alcohélica cc;mo por ejemplo el vino

consiste de alcohol, agua y azacar (azicar de fruta) y esto ha conseguido que nos
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alejemos de un mercado competitivo y sin posibilidad de que nuestro producto
tenga un reconocimiento.
En la actualidad, en paises desarrollados como Francia e Italia el desarrollo de
este campo ha alcanzado la cima, las “buenas précticas de elaboracién” de bebidas
" alcohdlicas fermentadas como son: Seleccion de materia prima, métodos
innovados de fermentacién y una seleccion adecuada de cepas de levadura marcan
la diferencia entre lo que se produce en casa y fuera de ella.
Por otro lado refiriéndonos a la elaboracion de bebidas no tradicionales como son:
la chicha de jora, etc., la falta de investigacion en el campo de fermentaciones
alcoholicas referidas a estas bebidas, especificamente en el estudio del
comportamiento de la microflora de levaduras durante la fermentaciéon no nos
permite determinar las caracteristicas organolépticas que deben tener tales
bebidas, por el contrario si esto se realiza sera posible estandarizar el proceso
para producir un producto uniforme y que esté inserto dentro de normas técnicas
especificas.
Con este trabajo de investigaciébn quiero aportar en lo posible, al mejor
entendimiento de la actividad metabdlica de las levaduras, al desarrollo y control
de métodos de fermentacion y a las “buenas practicas de elaboracién” de bebidas
alcoholicas fermentadas en donde el conocimiento de las cepas de levaduras a
utilizar por parte del tecndlogo, juegan un papel primordial para la obtencion de

un producto con las caracteristicas de aroma y sabor deseados.

21493
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Debido a esta problemética y a la carencia de informacién cientifica en este
campo y por todo lo expuesto anteriormente se justifica ampliamente el desarrollo

del presente proyecto de investigacion.

1.3. Importancia

El aporte dé este trabajo de investigacién sera muy importante porque ayudara a
dilucidar muchas dudas, y responder a muchas preguntas respecto al proceso de
fermentacién alcohdlica orientado a la elaboracion de sidra y otras bebidas
alcohélicas fermentadas no tradicionales. El conocimiento de lo que sucede
durante la fermentacién ayudara al productor artesano de bebidas alcohélicas a
mejorar su producto y lo mas importante a controlar su proceso hasta llegar a

estandarizarlo y de ésta manera tendra un producto uniforme de calidad estandar.



CAPITULO I

OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Contribuir a un mayor y mejor entendimiento de las levaduras como
microorganismos de uso industrial y de su actividad metabblica
relacionada a los procesos de fermentacion alcohdlica y buscar alternativas
de uso de estas especies Saccharomyces y no-Saccharomyces en la

elaboracion de sidra.

2.2. Objetivos Especificos

Entender mejor el comportamiento fisiologico de levaduras
Saccharomyces 'y no-Saccharomyces relacionadas a procesos de
fermentacion alcohélica.

Evaluar el impacto de la actividad metabdlica de levaduras y de las
condiciones de fermentacion en el sabor final de bebidas alcoholicas.
Determinar y cuantificar los ﬁetabo]itos de importancia sensorial

producidos durante la fermentacion.
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Determinar las condiciones adecuadas para llevar a cabo un proceso de
fermentacién que encuentre utilidad en la elaboracion de‘ bebidas
alcohdlicas fermentadas.

Utilizar los resultados que se obtengan de los experimentos como:
Produccién y resistencia al etanol, resistencia al sulfito y sintesis de
metabolitos de importancia sensorial, para elegir las cepas de levadura mds
adecuadas e idoneas para su posible uso en la elaboracion de sidra y otras
bebidas fermentadas.

Integrar los resultados obtenidds en una recomendacidon para mejorar

algunas partes tecnologicas en la elaboracion de sidra.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

3.1. ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

En el Pert, nunca se ha experimentado un avance tecnolégico real en el campo de
los procesos de elaboracion de bebidas alcohélicas fermentadas, lldmese vinos,
sidras, bebidas no-tradicionales, etc. Se ha necesitado que Chile silenciosamente
desarrolle una tecnologia propia en este campo para que asi nosotros los
interesados en desarrollar este campo, tengamos el deseo y la intencién de
hacerlo. En los tultimos afios se ha venido dando un avance sustancial en los
procesos de produccion de vinos, bebidas destiladas y bebidas no-tradicionales.
Sin embargo, no es suficiente producir a grandes escalas un producto que no
“pueda ser competitivo en el mercado nacional y mas atn en el internacional por
no ser de calidad aceptable.

El conocimiento de los procesos de fermentacién es una necesidad por parte del
productor de bebidas alcohélicas asi mismo una tecnificacion de su proceso y
adquisicion de nuevos equipos.

Los procesos de elaboracion de bebidas alcohélicas fermentadas en el Perd se
realizan habitualmente mediante fermentaciones espontdneas las cuales se

producen de forma natural, es decir, las realizan las levaduras provenientes de la
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fruta y del material de bodega, sin ningin tipo de inoculacion externa. Esto hace
que las fermentaciones espontaneas no sean producto de la accion de una unica
especie o cepa de levadura, sino una sucesion de especies y cepas diferentes a lo
largo de la fermentaci6n.’

Se sabe que la calidad de una bebida alcohoélica estd claramente afectada por la
variedad de levaduras, entre ellas Saccharomyces cerevisiae que \llevan acabo la
fermentacién.” De hecho las cualidades del vino dependen en gran parte de la
naturaleza especifica de las levaduras que se desarrollan durante la fermentacion
de los mostos. Asi, si se sometiera un mismo mosto a la accién de levaduras
distintas se lograrian vinos de distinta naturaleza.

La necesidad de asegurar la fermentacién y la calidad del producto han hecho la
utilizacion ’de cepas industriales. Pero se demostré que estas cepas no efan una
solucién universal para las fermentaciones de mostos y entonces aparecié la
necesidad de seleccionar cepas idoneas y estudiar sus actividades metabdlicas y
caracteristicas de fermentacién, para asi encontrar su posible uso en la elaboracién

de una bebida alcohdlica en particular.
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3.2. MORFOLOGIA, FISIOLOGIA Y METABOLISMO DE LEVADURAS

3.2.1. Levaduras en ¢l Medioambiente Natural.

Las levaduras son microorganismos eucariotas los cuales pertenecen al reino
fungi, ellos difieren de los mohos por que son unicelulares y su reproduccion es
mayormente por gemaci(')n, difieren de las algas por que no realizan fotosintesis y
finalmente difieren de las bacterias por que son mas grandes en tamafio y son de
diferente morfologia.™* Cada especie tiene una apariencia especifica e incluso
crecidos sobre cultivo puro hay variaciones considerables en tamafio y formas de
las células individuales, dependiendo de la edad y composicién del medio. Las
levaduras no tienen flagelos u otros organelos de locomocién y cuando crecen
sobre medios de cultivo adecuados, las colonias varian en apariencia, textura y
margen. Asi, algunos de ellos pueden ser suaves o rugosos, voluminosos en forma
0 podrian tener filos definidos o ser irregulares.”

La reproduccion de las levaduras puede ser asexual (vegetativa) y sexual, la
reproducciéon vegetativa es por gemacién y es la manera mds comun de
reproduccion donde una célula de levadura puede producir durante su vida un
promedio de 24 células hijas, la c€lula de levadura sufre sélo mitosis y cada célula
hija aparece en un lugar diferente sobre la superficie de la célula madre y como
resultado de la division celular aparece cicatrices en el lugar donde aparecié la
yema, la reproduccién por gemacion toma lugar cuando las células de levadura

son cultivadas en un medio de crecimiento adecuado.* La fision binaria es otro
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tipo de reproduccion asexual, es similar a la reproduccion bacteriana, la célula de
levadura se elonga, el nicleo se divide y finalmente resultan (dos células nuevas,
este es el caso de Schizosaccharomyces sp., cuando se reproduce por fisién
transversal. La reproduccién sexual estd representada por la habilidad de la
levadura de conjugar y esporular; comienza con la union de dos células haploides
de opuesto apareamiento para formar una célula diploide, las levaduras luego
experimentan meiosis y asi se nota la formacién de ascus en donde usualmente
habré cuatro esporas haploides.” La formacién de esporas ocurre en respuesta a
condiciones inadecuadas de crecimiento como deficiencia de nitrogeno 6

temperaturas altas.*

3.2.2. Criterios Basicos para la Clasificacion e Identificacion de Levaduras.

Las levaduras se reproducen como células simples formando colonias viscosas de
diferentes colores tales como: blanco, crema, anaranjado y otros, ésta es una
caracteristica usada para la identificacién.®

Las caracteristicas consideradas como indicadores bésicos para la clasificacion e
identificacion de levaduras son divididas en: crecimiento vegetativo incluyendo la
morfologia de la célula vegetativa, medio de cultivo, caracteristicas de
reproduccion sexual, caracter ﬁsiolégico etc., cuando las condiciones del ensayo
cambian los resultados también varfan. Para llevar a cabo los tests es necesario

utilizar un cultivo puro y considerar las siguientes condiciones; (1) las condiciones
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de inoculacién, la cantidad de in6culo; (2) la composicién del medio de cultivo;
(3) los instrumentos utilizados; (4) la temperatura y tiempo de intervalo del cultivo

y (5) la evaluacién de los resultados del test.”

3.2.3. Claves para la Identificacion de Levaduras,

Debido al caracter morfolégico simple que en general tienen las levaduras, para su
identificacion es necesario investigar su caracter fisiologico. El método de estudio
para las levaduras en comparacién con los mohos es mas bien similar al utilizado

en el estudio de bacterias, y las caracteristicas descriptivas comunes usadas son: ®

3.2.3.1. Caracteristicas Morfologicas.

a. Tipo de reproduccién vegetativa

b. Morfologia de las célulés vegetativas

¢. Forma y morfologia de las ascosporas

d. Forma y morfologia de las ballistosporas

e. Aspecto externo de las colonias.
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3.2.3.2. Caracteristicas Fisiologicas.

a. Formacion de membrana en la superficie de un medio liquido

b. Pruebas de fermentacion y oxidacién de compuestos carbonados
c. Pruebas de utilizacion de fuentes de carbono y nitré6geno

d. Crecimiento en un medio de cultivo sin vitaminas

e. Pruebas de produccién de sustancias similares al almidon

f. Hoduccién de pigmentos carotenoides

g. Produccion de ésteres

h. Produccion de 4cidos organicos

1. Temperatura de crecimiento, etc.

3.2.3.3. Biologia Molecular.®

a. Medici6n del alineamiento del ADN en pares de cepas
b. Analisis de secuencia de ARN ribosomal (rARN) y ADN ribosomal (rADN)

c. Analisis amplificado de ADN polimérfico (RAPD)

3.2.4. Reproduccion de Levaduras y Caracteristicas Morfolégicas de Células

Vegetativas.

En general, hay dos tipos de reproduccioén en levaduras: ®
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¢ Reproduccién sexual, puede ser por formacién de ascus con endosporas
(ascosporas) o por formacion de basidio con exosporas (basidiosporas);

por ejemplo los Ascomicetos y Basidiomicetos.

¢ Reproduccion vegetativa o asexual, este tipo de reproducciéon puede ser

por gemacion, segmentacion (fisién) o por combinacién de ambos.

Las formas de las levaduras estan en relacion con la manera de su reproduccién

vegetativa; gemacién o segmentacion.’ La tabla No. 1 muestra las caracteristicas

morfolbgicas y tipos de reproduccion de algunos géneros de levadura.’

TABLA No. 1

TIPOS DE REPRODUCCION Y MORFOLOGIA DE ALGUNOS GENEROS

DE LEVADURA

Tipo de reproduccién Morfologia celular Género
Segmentacion Elipsoidal Schizosaccharomyces
Gemacién multipolar Toruliforme Saccharomyces, etc
Gemacién multipolar Elipsoidal Saccharomyces, etc
Gemacién multipolar Cilindrico Saccharomyces, etc
Gemacion multipolar Elipsoidal, ogival Dekkera, Brettanomyces
Gemacion multipolar Triangular Trigonopsis
Gemacion multipolar Toruliforme Criptococcus
Gemacion unipolar Elipsoidal Pityrosporum
Gemaciodn polar Forma de limén, apiculata | Hanseniaspora, Kloeckera
Formacion de basidiospora Elipsoidal Sporobolomyces

Fuente: Kockova-Kratochvilova, A. 1982.
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Generalmente, las levaduras presentan formas toruliformes, elipsoidales, ovoides
y cilindricos; sin embargo, en el momento de la identificacién éstas caracteristicas
no son definitivas. Para la identificacion en el laboratorio, los medios de cultivo
cominmente usados son: agar extracto de malta (MY), caldo extracto de malta,
medio sintético de Wickerham (para observacion morfolégica).

Cuando las levaduras se desarrollan en un medio liquido como es en caldo
-extracto de malta, ellos producen precipitados, membranas, etc. Las caracteristicas
de las levaduras en el medio de cultivo tienen en algunos casos relacion con la
morfologia y caracteristicas fisiologicas.” Las levaduras que forman membranas
sobre las superficies del medio liquido parecen estar relacionados a la necesidad
de oxigeno, por ejemplo algunas levaduras tales como Pichia y Hansenula
cultivados bajo condiciones aerobicas forman membranas, aunque ésta
caracteristica no es definitiva para la identificacion, sin embargo es de importante

ayuda.’

3.2.5. Caracteristicas Fisiologicas.

La fermentacion es el test usado como un indicador bésico para identificar
levaduras. Los otros tests cominmente usados son: metabolismo de fuentes de
carbono y nitrégeno, formacion de pigmentos, produccion de substancias

similares al almidén, etc.>’
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Uno de los factores que afectan la fisiologia de las levaduras es la terﬁperatura, las
levaduras de mayor interés son mesoéfilas como Saccharomyces sp., el cual tiene
un crecimiento ideal a temperaturas entre 20°C y 30°C. La temperatura juega un
rol importante en la actividad enzimatica y en el transporte de iones y solutos a
través de la membrana celular. Otro factor fisiolégico es el pH, cada especie
puede crecer solo en un medio con pH definido, las levaduras crecen en medio
dcido, su pH ideal estd entre 4.2 y 5.5, y en un medio con pH alcalinb cercade 7.5
se detiene su crecimiento. El pH del medio influencia como un proceso
regulatorio, los jones H y OH no pueden ser difundidos libremente a través de la

membrana celular lo que implica utilizar un transporte activo.?

3.2.5.1. Fermentaciéon

El metabolismo de fuentes de carbono es la mas importante caracteristica para la
clasificacion e identificacion de levaduras asi, 32 compuestos diferentes son
principalmente usados en los tests, sin embargo los siguientes ocho compuestos
son usados como indicadores basicos: D-glucosa, D-galactosa, sucrosa, maltosa,
melobiosa, lactosa, rafinosa e inositol.”> ' Después de los tests podemos utilizar
las siguie_ntes conclusiones:

I. Levaduras que no fermentan glucosa no fermentan otros sacaridos

II. Levaduras que fermentan glucosa, también fermentan fructosa y manitol
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ITI. La fermentacién de sucrosa tiene relaciéon con la invertasa o con la o~
glucosidasa, y ello tiene correlacion con la fermentacion de rafinosa

IV. La fermentacion de' la maltosa depende de a-glucosidasa, y ello esta
relacionado también con la fermentacion de sucrosa, sin embargo la
fermentacién de maltosa no siempre coincide con la fermentacion de otros
compuestos carbonados que tienen un enlace a-glucosido tal como: trehalosa,
melezitosa y o—metilglucésido

V. Levaduras que fermentan lactosa no fermentan maltosa

VI. Levaduras que fermentan lactosa, fermentan galactosa, pero no sucede lo
inverso

VII. Levaduras que fermentan melobiosa, fermentan galactosa y rafinosa.

3. 2.6. Clasificacion de Levaduras.

Es posible considerar tres principales grupos de levaduras, los cuales son

divididos en familias, subfamilias y géneros.*

I. Levaduras ascosporogenous
Dos familias:
1.  Saccharomycetaceae; subfamilias:

Schizosaccharomycetoideae,
Saccharomycetoideae, Lipomycetoideae, Nadsonioideae.

2. Spermophthoraceae
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IL. Levaduras basidiosporogenous

Tres grupos:

1. Teliospora
2. Filobasidiaceae
3. Levaduras no clasificadas

IIL. Levaduras imperfectas

Dos familias:

1. Sporobolomycetaceae

2. Cryptococcaceae

3.2.7. Metabolismo de Aziicares por Levaduras.

Bajo condiciones de crecimiento estrictamente anaerébicas, la fosforilacion a
nivel del substrato en la glucélisis es la Unica fuente de ATP en Saccharomyces
cerevisiae y posibilita un rendimiento neto de 2 ATP por cada molécula de
glucosa convertida en dos moléculas de piruvato. La disimilacion de glucosa a
piruvato via la glucélisis estd unida a la reduccién de NAD" en la reaccién
catalizada por la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa. Un balance redox
cerrado en disimilacion es logrado por descarboxilacion de piruvato a
acetaldehido, el cual (NAD") subsecuentemente actia como un aceptor de

electrones para la reoxidacién de NADH,."
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El NADH, y el NADPH tienen diferentes funciones en la red metabdlica de
Saccharomyces cerevisiae. El NADPH es preferentemente usado en vias
asimilatorias. La glucolisis juega un rol esencial en la disimilacion de azicar, pero
también genera bloques constituyentes para la biosintesis. Ademas, aunque
muchas reacciones biosintéticas usan NADPH como un reductor, algunas
reducciones unidas a NADH ocurren en la conversion de metabolitos centrales
(piruvato, oxalacetato, acetii CoA) a mondmeros celulares, por ejemplo en la
biosintesis de aminoéacidos. Durante el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae
sobre azicar, la preferencia del NADH en reducciones disimilatorias (en la
reduccién de acetaldehido a etanol y la reducciéon del pool de quinona de la
cadena respiratoria) es muy fuerte. En contraste a varias otras levaduras,
Saccharomyces cerevisiae no puede directamente conectar la oxidacién de
NADPH a la cadena respiratoria.!’ El metabolismo redox no puede ser visto como
un proceso aislado, su regulacién estd cercanamente conectada con reacciones
centrales y periféricas en el metabolismo de carbono y nitrégeno. Ello implica que
el NADH, generado en estas reacciones es reoxidado y la ocurrencia de
NADH,/NAD" redox mitocondrial y citos6lico no es solamente relevante durante
el crecimiento en respiracién aerébica, sino también durante el crecimiento
anaerdbico en fermentacion.

En Saccharomyces cerevisiae, el mantenimiento de las condiciones de cultivo
aerobico no es suficiente para lograr metabolismo respiratorio. de azicar. Incluso
cultivos totalmente aerdbicos exhiben un metabolismo mixto respiro-

fermentativo, a menos que ellos sean desarrollados con un suplemento limitado de
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azucar a tasas bajas de crecimiento especiﬁco.lz’ 13 Este fenomeno de fermentacién
aerobica (frecuentemente referido como efecto de la “glucosa” o “Crabtree”) es
parcialmente debido a la represion de la sintesis de enzimas respiratorias por
exceso de ghicosa.'*"’

Durante el crecimiento respiratorio sobre azlcares, la reoxidaciéon del NADH,
formado en la glucélisis puede ocurrir via respiracién mitocondrial, de esta
manera rinde ATP adicional via fosforilacion oxidativa. Ademds por otra parte, la
reoxidacion respiratoria de NADH, glucolitico implica que el piruvato no tiene
que ser convertido en acetaldehido (aceptor de electrones), pero puede ser
posteriormente oxidado. La oxidacion de piruvato a acetil coenzima-A, ocurre
predominantemente via el complejo mitocondrial piruvato-deshidrogenasa, y
subsecuentemente el acetﬂ-CoA es oxidado a CO, y H,O por las enzimas del ciclo
del 4cido tricarboxilico (TCA).!® Los analisis cuantitativos de culturas
respiratorias, han concluido que la eficiencia in vivo de este proceso en
Saccharomyces cerevisiae es menor que en muchos otros microorganismos, esta
baja estequiometria de fosforilacién oxidativa esta relacionado con la ausencia de
un protén de translocacion NADH deshidrogenasa en Saccharomyces cerevisiae,
la disimilacién respiratoria completa de glucosa rinde aproximada;nente 16 ATP
por molécula de glucosa (cuatro ATP desde la fosforilacion a nivel del substrato y
cerca de 12 a partir de la fosforilacién oxidativa). Esto es ocho veces mayor que el
méximo de ATP rendido desde la disimilacién de glucosa via fermentacion
alcoholica. El rendimiento niayor en ATP en la disimilacion respiratoria de azicar

es reflejado en el rendimiento de biomasa de cultivos con azicar limitado, el
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rendimiento tipico de biomasa en cultivos respiratorios sobre glucosa es 0.5 g de
biomasa por gramo de glucosa, mientras que el rendimiento de biomasa en
cultivos anaerébicos fermentativos es tipicamente cinco veces menor.'” Bajo
condiciones aerobicas los aziicares como glucosa, fructosa, etc., son utilizados
para producir etanol por la glucélisis. Las reacciones enzimaticas de esta via
formaran piruvato acoplado a la sintesis de ATP por fosforilacion a nivel de
substrato. En la glucélisis 6 via de EMP, la glucosa es primero convertido
mediante una serie de reacciones en fructosa 1,6-difosfato, el cual es utilizado
para formar dos azticares de tres carbonos. Luego estos aziicares entran a un set
comin de reacciones catabélicas para formar dos moléculas de ﬁiruvato. El
rendimiento de un mol de glucosa en dos piruvatos libera suficiente energia libre
para permitir la sintesis de cuatro ATP a partir de ADP y P;. La conversién de’
glucosa estd también acomparfiada por la formacién de dos coenzimas reducidas
(NADH3). Finalmente la fuerza reductora de NADHo, producido por la glucélisis
debe ser transferido a un electron aceptor para regenerar NAD'. En la
fermentacion alcohdlica, no es el piruvato sino el acetaldehido su producto de
descarboxilacién que sirve como electron aceptor terminal, asi finalmente la
reduccion de acetaldehido genera ctamo‘l.18 La figura No. 1 muestra el
metabolismo de aziicar en Saccharomyces cerevisiae.

Gay-Lussac fué el primero en mostrar que la fermentaciéon de la glicosa rinde
aproximadamente pesos iguales de etanol y CO;, (45 partes de glucosa rinden 23

partes de alcohol y 22 partes de CO,). Pasteur encontr6 que 100 partes de sucrosa
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rinden 105.4 partes de azicar invertida, el cual fué fermentada a 51.1 partes de
etanol, 49.4 partes de CO», 3.2 partes de gﬁcerol y 1.7 partes de acido succinico. -
El rendimiento de etanol en fermentaciones de vinos no alcanza el valor tedrico, el
cual debe ser 51.1% por peso basado en glucosa fermentada. Este rendimiento se
debe a la formacién de sub-productos durante la fermentaciéon alcohdlica y a la
asimilaciéon de azicar por la levadura, ademas de esto el rendimiento es afectado
por diversas variables incluyendo la temperatura, pH, cantidad de in6culo y
presencia ¢ ausencia de O, en la practica 47.0 — 47.5 gramos de etanol son

usualmente obtenidos por cada 100 gramos de azicar fermentado.
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FIGURA No. 1
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3.2.8. Influencia de Etanol en ¢l Metabolismo de Levaduras.

El etanol inhibe la viabilidad de las levaduras, la tasa especifica de crecimiento y
la tasa especifica de fermentacion; ademas de esto, la composicién del medio,
concentracién de azcar, pH y la temperatura afectan esta inhibici6n.” Hay
algunas teorias acerca de la inhibicién del crecimiento y fermentacion
relacionadas a la produccion de etanol, se produce un decrecimiento del contenido
de esteroles en la membrana celular y esto puede afectar el transporte de aziicares,
las enzimas del metabolismo de azicares son inhibidas por los productos que se
sintetizan durante la fermentacion, el etanol parece tener un efecto inhibitorio
sobre la actividad de la hexoquinasa y consecuentemente sobre el funcionamiento
de la glucolisis.2 %2

Hoy en dia es asumido que la tolerancia al etanol depende de la habilidad de las
células de levadura para exportar etanol al medio externo, un proceso que depende
grandemente de la composicion de la membrana celular y de la fluidez.**
Ademads, la permeabilidad del etanol desde afuera hacia adentro de la célula es
muy baja, lo cual explica el hecho de que el etanol adherido al medio es menos
inhibitorio que el etanol producido por las células.?®

Los lipidos y esteroles de la membrana celular de levaduras son importantes por
que ellos afectan el transporte de soluto y la tolerancia al etanol. Al preparar un

in6culo bajo condiciones aerdbicas, incrementa el contenido de esteroles en la

membrana celular y ayuda durante la fermentacion anaerébica reteniendo la
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vitalidad celular, por esta razén ellos son conocidos como factores de
sobrevivencia.”®

Muchos experimentos mostraron que la incoxporacién de 4cido linoleico,
ergosterol u otro acido graso insaturado y esterol en la membrana celular de la
levadura, incrementa su permeabilidad al etanol, y permite una alta tasa de
transporte de etanol hacia fuera de la célula. Cuando no se suplementa con acidos
grasos o esteroles al medio de cultivo, la célula podria sintetizarlos cuando hay
disponible oxigeno en el medio, pero no en la total ausencia de él. Esta es la razén
del mejoramiento a la tolerancia bajo condiciones micro-aerébicas. En otro caso,
cuando el etanol es adicionado en.el medio se confirma que es menos inhibitorio
que el etanol producido internamente por las mismas células.”’

Bajo condiciones anaerébicas el contenido de esterol cae répidaniente y la
actividad fermentativa se retrasa, por esta raién, en la elaboracién de vinos es
necesario una aereacion intermitente de por lo menos de cinco minutos para
inducir la sintesis de esteroles.

Ocasionalmente, durante la elaboracion de sidra se puede también necesitar una
aereacion intermitente para animar el crecimiento de la levadura y asi conducir sin
duda a la formacién de ergosterol.?®

El crecimiento en la presencia de etanol conlleva a la adaptacion de la c¢élula al
etanol y a una elevada tolerancia al etanol, durante este proceso toma lugar

cambios en la composicién de 4cidos grasos, fosfolipidos y esteroles de la

membrana citoplasmatica.
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El etanol y el 4cido acético son bien conocidos como inhibidores del crecimiento
y son usados como agentes antimicrobianos. Por otro lado, estos compuestos son
sub-productos o substratos de fermentacion, asi el acido acético es un sub-
producto de la produccion de etanol e inhibe la fermentacion a altas
concentraciones, €l mecanismo de su toxicidad envuelve la acidificacion del

citoplasma y modificacion de ciertas enzimas de la glucolisis.?

3.2.9. Influencia de Sulfito en el Metabolismo de Levaduras.

Biolégicamente el SO, limita el desarrollo de bacterias acéticas y lacticas.
También inhibe el crecimiento de algunas levaduras. Asi, cuando el diéxido de
azufre es adicionado al jugo de manzana hay un equilibrio entre tres formas del
compuestos: SO,, HSO3, y SO73;, dependiente del pH del medio. El SO,
molecular es responsable del efecto toxico, el SO, ligado es la cantidad de éste
unido a compuestos de la fermentacion o del jugo de manzana. Las levaduras
vineras también producen varios compuestos azufrados durante la fermentacion,
principalmente SO, y H»S, el azufre puede ser derivado desde sulfato inorganico
del mosto, de aminoacidos conteniendo azufre o desde azufre elemental usado
para polvorear el arbol de manzana durante la poda.

En el procesamiento de sidra la micro-flora natural puede ser controlada
adicionando SO, en una concentracion de 150 mg/L al jugo, se controla el valor
de pH, se adiciona una adecuada cepa de levadura, se hace una exclusién de aire,

y se cuida la completa fermentacion de azticares.’® ! Los jugos no sulfitados



pueden causar fallas en la elaboracién y no fermentar completamente a causa de la
deficiencia en levaduras. Por otro lado, cuando los arboles de manzana no reciben
tratamientos adecuados con fertilizantes, la fermentacion podria cesar debido al
bajo contenido de nutrientes en el jugo y eso no podria ayudar a una adecuada
propagacion de la poblacién de levaduras.

La cantidad de SO, requerido para controlar la micro-flora indeseable depende del
pH del jugo, asi el SO; es adicionado en la forma de metabisulfito de sodio en las
siguientes concentraciones: 75 mg/L a pH 3.0-3.3, 100 mg/L a pH 3.3-3.5, 150
mg/L a pH 3.5-3.8, 200 mg/L a pH>3.8.%

Cuando el metabisulfito de sodio se disuelve en agua, se forma una soluciéon de

bisulfito de sodio segun la siguiente ecuacion:
Na;S,05 + HoO -+ 2NaHSO;

El metabisulfito de sodio es un agente reductor moderadamente fuerte, cuando
reacciona con un acido libera SO, y al decrecer el pH, incrementa la liberacion de
éste. Ademads, otros compuestos son formados al unirse con 6xidos, compuestos
organicos insaturados, aldehidos y algunas cetonas.

Las levaduras difieren en su sensibilidad al tratamiento con SO; de jugos de fruta
o de mostos de uva. Las levaduras Brettanomyces sp., pueden resistir hasta 500
mg/L de SO, mientras que Kloeckera apiculata es menos resistente.”> En general,
muchas levaduras y bacterias son inhibidas por 100 mg/L 6 inclusive menos

cantidad de SO,.%3*
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3.3. SUB-PRODUCTOS PRODUCIDOS POR LEVADURAS DURANTE LA
FERMENTACION

3.3.1. Produccién de Etanol por Levaduras.

Las fuentes preferidas de carbono de muchas especies de levaduras son las
hexosas: glucosa, fructosa y manosa. Ademas, el azlicar como glucosa no es s6lo
usado como nutriente sino también es un factor principal para la regulacion del
crecimiento, metabolismo y desarrollo de la levadura. Es admitido que un mol de
glucosa fermentada es convertida en dos moles de etanol y dos moles de COq, se
puede decir que la produccién de etanol es del orden del 51.1 % en peso del
azicar transformado, pero en la practica bajo condiciones controladas, el mejor
rendimiento no es mayor que 48.0 % y en procesos industriales el rendimiento es
inclusive menor.>> *® En Francia, para efectos de cdlculo se admite que 17.0 g de
azucar fermentada por litro, produce 1% v/v de etanol.

La temperatura de fermentacién juega un rol importante asi, una temperatura baja
permite obtener alto rendimiento de etanol, la fermentacion es mas completa y
también minimiza la pérdida de etanol por evaporacion, la temperatura también
afecta la rapidez de la fermentacién, la naturaleza y cantidad de compuestos
secundarios formados.*’

La aereacién es necesaria para la multiplicacién de la levadura, ellas se
multiplican hasta que el oxigeno disuelto en el medio sea consumido y después

fermentan los azficares presentes.*® El mosto debe contener substancias nutritivas
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para las levaduras en suficiente cantidad, pero algunos mostos son pobres en estas
substancias, en este caso es necesario suplementar con fosfato de amonio, el cual

tiene que ser adicionado de preferencia antes del comienzo de la fermentacion.®

3.3.2. Rendimiento de Ia Fermentacion Alcohdlica.

Para calcular el rendimiento de produccion de etanol es necesario conocer la
cantidad de azicares totales presentes en el mosto y el contenido de etanol
producido por las levaduras durante la fermentaciéon. La pmducci(’)n de etanol por
levaduras es usualmente considerada ser 95% del rendimiento esperado de etanol,
asumiendo que el 5% del azacar restante es destinado al crecimiento celular y sub-
productos. La accién de la levadura sobre el substrato esta en proporcion directa al
contenido de nitrégeno presente en el mosto, en el mismo caso la acciéon de
enzimas alcohdlicas fermentativas (llamado zimasa) producido por levaduras es
determinado al contenido de fosfato.*”
Las levaduras durante la fermentacion segregan enzimas, entre ellas las mas
importantes son:

- La zimasa es un set de enzimas y coenzimas que transforman el azicar del

mosto en etanol y CO;

- Lasucrasa o invertasa hidroliza la sacarosa en ghicosa y fructosa.
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3.3.3. Sintesis de Esteres por Levaduras.

La sintesis de ésteres volatiles alifaticos por levaduras es de gran interés industrial
porque la presencia de éstos compuestos determina el aroma frutal de bebidas
fermentadas. Los ésteres pertenecen a un grupo importante de compuestos de
aroma y sabor ‘en bebidas alcohodlicas. La sintesis de ésteres requiere dos
substratos; alcohol y acido carboxilico.*’ Los ésteres pueden ser formados por
reaccién quimica, pero la tasa de reaccién es demasiado lenta. Por otro lado, los
ésteres son formados via un proceso intracelular catalizado por una aciltransferasa
(EC 2.3.1). La reaccion requiere energia proporcionada por el enlace tioester del
co-substrato de la acil-coenzima A (CoA). La mas abundante acil-CoA es acetil-
CoA, la cual puede ser formada por descarboxilacién oxidativa de piruvato o por
activacion directa de acetato con ATP. La mayoria de acetil-CoA es formada por
la descarboxilacidon oxidativa de piruvato, mientras que otra parte importante de
acil-CoAs viene de la acilacion de coenzima A libre (CoA-SH), catalizado por la
acil-CoA sintasa (del metabolismo de 4cidos grasos).” Las diferentes mecanismos
de la formacion de ésteres en células de levaduras se muestran en la figura No. 2.

La represion de la sintesis de la enzima envuelta en la produccion de ésteres, es
una manera de regular la sintesis de ésteres y es llevado a cabo inhibiendo la
actividad de la AATasa de levadura (alcohol acetiltransferasa) (EC 2.3.1.84) con
trazas de oxigeno y/o acidos grasos insaturados (UFAs).*? Esta enzima es una
proteina unida a la membrana, es inestable a alta temperatura, y es fuertemente

represada cuando la levadura es cultivada bajo condiciones aerdbicas 6 por la
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adici6n de acidos grasos insaturados al medio de cultivo.”* Algunas especies de
levaduras pueden sintetizar ésteres usando la reaccion reversa de la esterasa en
ausencia de acetil-CoA.”” Las siguientes ecuaciones muestran las diferentes

formas de sintesis de ésteres:

a) Sintesis quimica:
R’-OH +R-COOH —* R-COO-R’ +H,0
b) Sintesis bioquimica (reaccion de la alcohol aciltransferasa)
R’-OH + R-CO ~ SCoA —— R-COO-R’ + CoASH
¢) Activacion del par acetil/acil:
e Reaccion de la piruvato deshidrogenasa

CH;COCOOH +NAD" + CoASH = CH3CO ~ SCoA + NADH + H' + CO;

¢ Reaccion de las acil-CoA ligasas
R-COOH + ATP + CoASH = R-CO ~ SCoA + AMP + P;
¢ Reaccion de la acido graso sintasa

R-CO ~ SCoA + HOOCCH,CO ~ SCoA +2NADPH + H >
R’’-CO ~ SCoA + CoASH + 2NADP' + CO; + H,0O
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FIGURA No. 2

INTER-RELACION METABOLICA CONDUCIENDO A LA FORMACION
DE ESTERES EN LEVADURAS

Acidos grasos insaturados y Acidos grasos samrados y
fosfolipidos fosfolipidos
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Fuente: Malcorps, P. Y col. 1991; Yoshioka, H. y Hashimoto, N. 1981.

3.3.4. Sintesis de Alcoholes Superiores por Levaduras.

La producciéon de alcoholes superiores comienza cuando el nivel de azicar
sustancialmente disminuye y continia por algunas horas hasta después del

término de la fermentacion alcohdlica, esto sugiere un cambio del estatus
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metabolico de la levadura, desde que la generacién de estos productos es una
consecuencia de la activacién del metabolismo de los aminoacidos.**’

Entre los pardmetros que influencian en la sintesis de alcoholes superiores estan;
la temperatura y el ratio C/N; un alto ratio C/N significa un bajo nivel de
nitrégeno, lo cual podh’a provocar reacciones de desaminacién de aminodcidos,
conllevando a la sintesis de alcoholes superiores.”® Durante la primera etapa de la
fermentacién el contenido de amonio y aminoacidos se reducen rapidamente,
usualmente dentro de los primeros porcentajes de azfcares.

Los alcoholes superiores son formados durante la fermentacion a partir de los
correspondientes a-ceto 4cidos, ellos pueden derivar catabdlicamente del
aminoacido correspondiente (vaﬁna, leucina, isoleucina, L-fenilalanina, etc) por
desaminacién a través de la via de Ehrlich (Figura No. 3), o sintéticamente a
partir de glucosa u otro precursor de carbohidratos como intermediario en la
sintesis de aminoacidos. Una mayor conversiébn de azicares durante la
fermentacién provee de una mayor concentracion de alcoholes superiores en la
sidra.*’

Ha sido demostrado que el 10% del total de alcoholes superiores es sintetizado a

partir de los correspondientes aminoacidos, 65% a partir de otros aminoacidos y

25% a partir de azicares.™
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FIGURA No. 3

FORMACION DE ALCOHOLES SUPERIORES A
PARTIR DE AMINOACIDOS (Reacciéon de Ehrlich)

Desaminacion
Aminoacido > Acido cetonico
RHCCOOH(CNH?2) -NH; R-CO-COOH
Descarboxilacion
-COy
) Reduccion
Aldehido > Alcohol
R-C=0(C-H) l + R-CH,0H

NADH+H" NA&D*

Fuente: Ouchi, K., y col. 1980; Leguerinel, 1., y col. 1989.

El tratamiento tecnolégico del mosto tiene una vital importancia en el contenido
final de alcoholes superiores, por ejemplo la clarificacion del mosto por medios de
precipitacion y remocion de sedimentos rinde vinos con menos contenido de
alcoholes superiores que aquellos elaborados con mostos no-clarificados.’’ La
presencia de particulas insolubles en el jugo de manzana incrementa el contenido
de alcdholes superiores y cualquier remocién de particulas insolubles reduce el
contenido de alcoholes superiores en la sidra.®> Hay mucha referencia acerca de
la importancia de las levaduras en la sintesis de alcoholes superiores, muchas de

ellas estan de acuerdo en que las cepas de levadura juegan un rol decisivo, y los
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factores como la temperatura, contenido de fuente de nitrégeno y otros,
influencian sobre las levaduras. Ademas, la aereacién durante la fermentacion
incrementa el contenido de alcoholes superiores comparado con las condiciones
anaerdbicas.”® Finalmente, el sabor de la sidra depende primariamente de la
variedad de manzana, mientras que el aroma de la sidra depende mas de la
tecnologia de proceso y de la cepa de levadura utilizada.”> >** La figura No. 4
muestra el mecanismo del metabolismo de aminoacidos unido a la sintesis de

alcoholes superiores.

FIGURA No. 4

METABOLISMO DE AMINOACIDOS UNIDO A LA SINTESIS DE
ALCOHOLES SUPERIORES EN LEVADURAS
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Fuente: Ouchi, K., y col. 1980; Leguerinel, 1., y col. 1989; Jiranek, V., y col.
1995.
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3.3.5. Sintesis de Glicerol por Levaduras.

En Saccharomyces cerevisiae, el glicerol es un sub-producto de la fermentacion
de azicar a etanol en un proceso redox neutral. El consumo de NADH, en la
formacién de glicerol es para mantener el balance redox citosélico, especialmente
bajo condiciones anaerdébicas, compensando asi las reacciones celulares que
producen NADH,.”® Ademas, glicerol-3-fosfato, el intermediario en la via de
formacion de glicerol y es un metabolito clave para la sintesis de lipidos
glicéricos.”” En cultivo anaerébico, el balance redox dicta que el incremento de la
tasa especifica de produccién de glicerol sea balanceéda con la conversién
incrementada de glucosa en mas metabolitos oxidados (piruvato, acetoina, 2,3-
butanodiol, succinato, acetaldehido o acetato, los ultimos dos metabolitos en
combinacién con CO,).”® En adicién, el glicerol juega un rol esencial como un
soluto compatible durante la osmoregulacion en levaduras, asi en respuesta a la
disminucién de actividad de agua extracelular, Saccharomybes cerevisiae
incrementa grandemente su tasa de formacién de glicerol.”® Mas aun, el glicerol
puede ser utilizado como una sola fuente de carbono bajo condiciones aerébicas.®
En las vinerias, el sulfito es usualmente utilizado para controlar la microflora
indeseada de levaduras y la adicion de sulfito a cultivos de levaduras anaerobicas
de fermentapién, conlleva a la formacién extensiva de glicerol, el sulfito
inmediatamente forma un aducto con acetaldehido, asi de este modo

previniéndolo de actuar como un aceptor de electrones para la reoxidacién de
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NADH; glucolitico; este fendmeno fuerza a la célula a formar glicerol como una

alternativa de compensacién redox.®!

Bajo condiciones aerdbicas, la produccion de glicerol no es necesaria, por que la
reoxidacion de NADH, citosdlico puede ser acoplado a la cadena respiratoria
mitocondrial. Bajo condiciones aerdbicas totales, un metabolismo mixto respiro-
fermentativo se observa cuando la concentraciéon de aziicar en el medio de
crecimiento excede el valor umbral (tipicamente cerca a 1mM).% Esto atrae
mucha atencion porque el glicerol puede ser producido en altas cantidades por

fermentacién con levaduras osméticas bajo condiciones aerébicas.>

3.3.6. Formacion de Terpenoides por Levaduras.

Los terpenoides son producidos por plantas superiores, en uvas y otras frutas los
terpenoides existen tanto en forma libre como la forma ligada glucosidicamente;
los principales terpenoides presentes son: linalool, nerol, geraniol, a-terpineol y
citronelol. Los terpenoides ligados pueden ser liberados por la actividad de la
glucosidasa de levaduras durante el proceso de vinificacién.** La figura No. 5

muestra la secuencia de reacciones que suceden en la formacion de terpenoides.
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FIGURA No. 5

REACCIONES DE BIOTRANSFORMACION DE
MONOTERPENOS EN Saccharomyces cerevisiae

1. Reduccion de geraniol a citronellol
geraniol citronellol 5 Jsomerizacion de geraniol a nerol
Xy CHOH 3. Isomerizacion de nerol a linalool
CH.OH 4. Isomerizacion de linalool a a-terineol
5. Isomerizacion de nerol a a-terineol

Fuente: King, A., y Dickinson, R. 2000.

3.4. ELABORACION DE SIDRA

En la elaboracion de sidra del mismo modo como en vinicultura, la selecciéon de la
variedad, administracién de nutrientes y pesticidas a las plantas, suelo, ecologia,
clima y estacion afectan el producto final. Los productores artesanales de sidra
después de seleccionar las manzanas dulces, amargas, acidas y aromaticas las
mezclan para obtener la sidra.

La fermentacion de sidra es esencialmente un caso especial de la elaboracion de

vino, asi nos encontramos con un amplio campo de conocimiento y pocos datos
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acerca de sus especificaciones. La fermentacion de la sidra es muy baja en
contenido de nitrégeno comparado a los vinos y cerveza. Por otra parte el
contenido de calcio y la pectina juegan un rol importante posteriormente en la
clarificacién de la sidra. Las sidras son usualmente fermentadas a temperaturas
bajas. Las levaduras salvajes son usadas en ciertas partes del mundo, pero son: 1)
cepas no especificas que habitan el mosto de manzana y 2) no son reproducibles
en otras regiones geograficas distintas. Todavia estas levaduras salvajes
constituyen un campo activo de experimentacion. Las cepas comerciales vineras
pueden ser usadas, pero hay que tener especial consideracion en sus
requerimientos nutricionales.5”- %

Los mas grandes objetivos y complicaciones de la fermentacion de sidra tienen
que ver con el azicar residual, bajo contenido de alcohol, y la estabilidad durante
el almacenamiento. Muchas técnicas se intentaron aplicar para conseguir esto,

incluyendo el control de nutrientes, temperatura y una completa pasteurizacion de

las botellas.®’

3.4.1. Manzanas para Elaboracién de Sidra.

Las manzanas para la elaboracién de sidra son distintas de las variedades de
manzanas comunes. Las variedades de manzana para elaborar sidra tienen jugos
con caracteristicas especiales que desarrollan s6lo con la fermentacion. Las
manzanas no madure;s de un arbol son frecuentemente impalatables ¢ incluso no

comestibles, a causa del contenido de tanino en el jugo, la acidez y su sabor
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astringente; sin embargo el contenido adecuado de tanino es uno de los elementos
clave que dan a la sidra su caracteristica de sabor y olor.®’ La elaboracién de sidra
en algunos casos utiliza jugos obtenidos de una mezcla de variedades de manzana
sidreras, combinando los niveles deseados de Brix, acidez, taninos y compuestos
quimicos del sabor y aroma unico de cada variedad, para un producto de alta
calidad. Algunas variedades pueden ser usadas para producir una variedad de
sidra, si el jugo es tal que contiene un balance natural de los elementos necesarios
para una exitosa fermentacion y un buen sabor y aroma distintivo. ™

El mayor acido organico presente en manzanas es L(-)-dcido malico, aunque los
dcidos shiquimico, quinico, clorogénico y p-coumarilquinico estian también
.cominmente presentes. El jugo también contiene pectina soluble (polimeros de
acido galaturdonico esterificados con metanol).”” 7 Los taninos y acidos fen6licos
también estan presentes en el jugo de manzana, estos compuestos fendlicos son la
fraccion que sufre oxidacion en frutas dafiadas.”

El contenido promedio de azicares en el jugo de manzana es: fructosa 74%,
sucrosa 15%, y glucosa 11%. No hay casi otros aziicares presentes asi que en

sidras totalmente fermentadas hay muy poca gravedad residual.”*

3.4.2. Caracteristicas de las Manzanas Sidreras.

Una distintiva caracteristica de una manzana sidrera es el relativamente alto

contenido de polifenoles, generalmente conocido como tanino. Los polifenoles
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contribuyen mayormente al aroma, color y también tiene propiedades
antimicrobiales débiles.” 7

La calidad de la cosecha de la fruta da generalmente sabores y aromas mas
complejos e interesantes a la sidra que las frutas a granel. Sin embargo, si se
utiliza variedades de manzanas seleccionadas se obtienen generalmente mas bajos
rendimientos y por otra parte las plantas son mas dificiles de crecer.’% 7778

Las manzanas sidreras son seleccionadas unicamente para este propdsito y tienen

muchas ventajas para el sidrero, entre ellos estan: *'

o Potencialmente altos niveles de aziicar (sobre 15% w/w que no es comiin)
e Unrango de acidez de 0.1 - 1.0%
o Una estructura fibrosa que hace facil el prensado y la obtencién de un
rendimiento de jugo mas alto.
e La habilidad de madurar por varias semanas en almacenamiento sin
pérdida de textura mientras el almid6n se convierte en aztcar.
Es raro hacer sidra utilizando una sola variedad de manzana sidrera. Esto es en
parte porque el balance de azicar, 4cido y tanino requerido para un exitoso
producto es dificil de lograr utilizando cualquier variedad sola, y asi una mezcla
para lograr el balance apropiado es casi siempre necesario.” Una mezcla ideal de
variedades para elaboracion de sidra seria aquella cuyo jugo contiene
aproximadamente de 0.5% a 0.7 %w/w de acido malico, de 0.15 a 0.2 %w/w de
tanino, un contenido de aziicar tan alto como sea posible, por ejemplo algunos

jugos muestran arriba de 12% de aziicar. Los concentrados de jugo de manzana

son ahora ampliamente usados en algunos paises para elaborar sidra.®’
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El estado 6ptimo de madurez afecta grandemente la calidad de la sidra e incluso
simplifica el proceso de fermentacion. Las manzanas verdes no maduras contienen
una gran cantidad de almidén lo cual es perjudicial para una satisfactoria
fermentacion, también las manéanas negras son muy prejudiciales para la calidad
de la sidra y aquellas muy negras dan jugos que luego de la molienda crean
riesgos de acetificacion.®! Es posible hacer sidra de manzanas sobre maduras o de
manzanas parcialmente podridas, pero la cantidad y calidad del jugo es menor que
el obtenido de manzanas en Optima condicién, en segundo lugar la sidra es
desabrida, fermenta rapidamente, es defectuosa de aroma, sabor, y cuerpo y
también es dificil de mantener la calidad. Las manzanas estan en buena condicién
para la molienda cuando estan suficientemente maduras y cuando facilmente se

introduce el dedo en la fruta.”® %

3.4.3. Fermentacion de Sidra.

La sidra elaborada por el método tradicional consta de las siguientes etapas:
presion lenta, clarificacién y fermentacién espontanea. La manufactura de sidra
requiere periodos de cinco semanas o mas no s6lo para la produccién de etanol,
sino también para la maduracion de sabor y caracteristicas de aroma, en parte
debido a una fermentaciéon secundaria por bacterias acido—lacticas. Durante la

fermentacion prolongada la levadura estd sujeta a anaerobiosis, incrementa la
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concentracion de etanol y demés productos inhibitorios del crecimiento (2-
feniletanol, 1-propanol, 2-butanol).®

El jugo de manzana no necesita ningiin pre-tratamiento excepto la adicién de
diéxido de azufre en concentraciones de 100 mg/L, 150 mg/L y 200 mg/L segiin
el pH del jugo de manzana para controlar la microflora indeseable.* El contenido
de pectina varia ampliamente, su presencia en sidras esta usualmente relacionada
con el grado de madurez de la manzana, la tecnologia pre-fermentativa y la acciéon
de microorganismos durante la biotransformacion de la fruta.®

El etanol es el mayor componente volatil de las bebidas alcohdlicas. En sidras,
ello da cuerpo, reduce la acidez aparente, incrementa el dulzor y tiene un efecto de
suavidad sobre otras caracteristicas de aroma y sabor.* El glicerol es un producto
secundario de la fermentacion alcohélica y contribuye a la suavidad y redondez.
Los 4cidos carboxilicos son constituyentes importantes del jugo de manzana
(acidos malico, quinico y shiquimico) y dcidos de la sidra (acido lactico, acético y
succinico) y dan la acidez total. La concentracién de écidosv determina el pH y
afecta el aroma y sabor de la sidra y su susceptibilidad a dafios microbianos. El
4cido mélico es el principal 4cido en las manzanas y es convertido en 4cido lactico
por fermentacion malolactica, es el mayor acido en la sidra. Tradicionalmente, la
fermentacion de jugo de manzana se lleva a cabo por la flora indigena, y la
formacién de acido acético por levaduras apiculatas durante el estado inicial de la
fermentaciéon es i)redonﬁnante.87 Los componentes volatiles como alcoholes
superiores estan compuestos de alcoholes alifaticos y arométicos (1-propanol,

isobutanol, alcohol isoamilico y alcohol amilico activo, y 2-feniletanol). La
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produccion de alcoholes superiores esta influenciada por la composicion del
medio, la técnica pre-fermentativa de clarificacién, y el proceso de fermentacién
(temperatura, aereacion, cepa de levadura). 2-feniletanol estd asociado con aroma
floral y fragante, mientras que alcohol isoamilico y amilico activo contribuyen a
definir el aroma complejo de bebidas fermentadas, si estdn presentes en
cantidades moderadas.®® Los altos niveles de 1-propanol son formados por cepas
incapaces de producir H,S y ello influencia positivamente en la evaluacion
sensorial y a las caracteristicas de la espuma.®® *° Por otro lado, la presencia de 1-
butanol es una caracteristica varietal, este alcohol es un compuesto primario del
aroma de manzanas y su contenido decrece durante la fermentacién del mosto, asi
su concentracién no depende de la tecnologia del proceso, més bien depende de la
variedad y del grado de madurez.”' El metanol no es un producto de la
fermentacion de levaduras, sino es formado a partir de la pectina, aunque no es
relevante en el sabor y aroma de la sidra, sin embargo tiene una influencia
negativa sobre las caracteristicas de la espuma.” En otro caso la concentracion de
etil acetato esta relacionado al proceso de elaboracién de sidra, el uso ocasional de
enzimas pectoliticas en la elaboracién de sidra reduce la concentracion de ésteres,
especialmente de acetatos.gz; Durante la primera etapa de la fermentacion la
concentracion de 4cido succinico incrementa rapidamente debido a que se

metabolizan los azicares, acido malico y aminoécidos.
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3.4.4. Azucares y Tasa de Fermentacion.

Los aziicares fermentables del jugo de manzana son la fructosa y glucosa. La
relacion de fructosa/glucosa varia grandemente dependiendo del grado de
madurez. Casi todas las cepas de Saccharomyces cerevisige son glucoliticas,
pudiendo fermentar la ghicosa a una tasa ligeramente mas rapida que la fructosa.
Muchas de las especies osmotolerantes de levaduras son fructofilicas, la adicion
de sucrosa a un jugo de alta acidez y bajo contenido de azicar simplemente
incrementa la concentracién de fructosa y glucosa a causa de la rapida conversion
del disacérido por la invertasa de la levadura. La tasa de fermentacién se
incrementa con la temperatura de fermentacion y afecta el rendimiento de etanol,
sub-productos de la fermentacion, y el aroma de la bebida fermentada.

La fcrmentaci(')n alcanza su maximo valor cuando el crecimiento de la levadura es
maximo, la temperatura y la concentracion inicial de nitrégeno disponible juega
un importante rol asi, la tasa de produccion de etanol es la mas alta. En este estado
la acumulacién de etanol inhibe la captacién de aminoacidos y amonio, por tanto
decrece la tasa de conversién de azicar en etanol y CO,.

Algunas frutas contienen bajas concentraciones de nitrégeno como nutriente y en
consecuencia resulta en cantidades menores de biomasa durante la fermentacion,
menos azicar es convertido en material celular y por tanto habrd més azicar

disponible para su conversion en etanol.
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3.4.5. Levaduras en la Elaboracion de Sidra.

Las levaduras para la elaboracién de sidra deben tener las siguientes
caracteristicas: habilidad para fermentar completamente, una r4pida tasa de
fermentacion, buena sedimentacion al final de la fermentacién, tolerancia al
sulfito y al etanol, un modelo predecible de formacion de alcoholes superiores,
baja formacién de H»S, sulfuros organicos y diacetil, estabilidad contra la
mutacion, produccion de acidos organicos, un grado limitado de autélisis y un
conocido efecto sobre bacterias malolacticas.®>*°

Una flora variada de levaduras se encuentra en la superﬁcie de manzanas y se
vuelve mas compleja cuando incrementa la maduracién, la presencia de arboles
alrededor, arbustos y vegetacién, las especies comunes encontrados son
Saccharomyces sp., Hanseniaspora sp., Hansenula s.p, Kloeckera sp.,
Saccharomycodes sp., Torulopsis sp., Brettanomyces sp., etc.” %% -

La fermentacién espontanea se realiza por una sucesion de diferentes poblaciones
de levaduras, durante la primera etapa de la fermentacion las levaduras apiculatas
que son especies de baja produccion de etanol (Kloeckera sp., Hanseniaspora sp)
son predominantes, en el curso del proceso de fermentacion, ellos son
remplazados por especies tolerantes al etanol como Saccharomyces cerevisiae.”®
Ahora es sabido que especies como Kloeckera apiculata, Candida stellata,
Saccharomycodes [udwigii sobreviven durante la fermentacion a niveles
significantes por periodos largos y de esta forma las levaduras non-

Saccharomyces contribuyen a la composicion analitica del vino.”
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La persistencia de especies de levaduras no-Saccharomyces depende de diferentes
factores (densidad inicial de células, temperatura, pH, SO, y concentracién de
etanol) y estan comunmente limitadas a la primera etapa del proceso, aunque
ciertas especies pueden sobrevivir en un nivel significante durante el proceso
completo de fermentacion de vino.”*® Al contrario las especies no-
Saccharomyces tales como Saccharomycodes ludwigii, Brettanomyces
intermedius son usualmente considerados responsables del dafio de vinos. Asi los
roles de las levaduras no-Saccharomyces en determinar las propiedades
organolépticas del producto final es estrictamente dependiente de la cepa y de la

prolongacion de su crecimiento.'®

3.4.6. Elaboracion de Sidra.

La tradicional elaboraci6n de sidra comienza con la seleccion, lavado y aplastado
de las manzanas. En plantas modernas las manzanas se transforman en pulpa en
un molind hecho de acero inoxidable, la pulpa de manzana obtenida es conocido
como pomasa. Luego la pulpa es exprimida para extraer el jugo, esto se realiza en
una prensa. La pomasa es presionada basta que se extraiga la mayor cantidad de
jugo. En plantas modernas se utilizan prensas de platos operados mecano-
hidraulicamente.”>'**

El jugo fresco prensado puedé ser fermentado en seguida. En algunas sidrerias e'l

jugo es concentrado y ahnagenado para una posterior elaboracion de sidra, en tal

caso se pasteuriza y se le da un tratamiento para remover la pectina. El jugo fresco



65

de manzana puede ser fermentado de dos maneras. Una maﬁera tradicional, donde
el jugo se coloca en una cuba de madera 0 en barriles pequefios de madera, el
tapon del barril es removido. No se adiciona levaduras asi que el proceso de
elaboracion de sidra se realiza con levaduras salvajes. La fermentacion comienza
en uno 6 dos dias y contintia por algunas semanas, durante este tiempo el barril es
rellenado con mas sidra. Cuando termina la fermentacion, el tapén es colocado y
la sidra se deja madurar durante cinco 6 seis meses.'”

En el segundo método, el jugo se trata con dibéxido de azufre para inhibir las
levaduras salvajes naturales y después se pone a fermentar adicionando cultivos
puros de levaduras, este método es usado en grandes sidrerias. Después que la
fermentaci6n inicial decrece, la sidra es dejada para que las levaduras poco ‘a poco
se precipiten, y posteriormente se centrifuga y se coloca en tanques de
almacenamiento. El almacenamiento puede llevar de 12 - 18 meses,
posteriormente la sidra puede mezclarse con otras sidras nuevas o maduradas para
moderar cualquier cambio excesivo, asi de esta maﬁera se mantiene un perfil de
aroma y sabor consistente afio tras afio. El diagrama de flujo (Figura No. 6),

explica en detalle el proceso comtin de elaboracién de sidra.”* 1% 12



FIGURA No. 6

FLUJOGRAMA DE ELABORACION DE SIDRA
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3.4.7. Practicas Comunes en la Elaboracién de Sidra.

3.4.7.1. Amelioracion

La amelioracion es la adicién de agua ¢ azlicar 6 una combinaciéon de ambos al
jugo de manzana antes, durante 6 después de la fermentacion. Estos insumos son
adicionados para reducir la acidez del mosto de manzana, uva o de otra fruta. La
captalizacion es la adicion de azicar o jugo con el propdsito de desarrollar
alcohol.'® Sin embargo, cualquier azicar usado en captalizacién es considerado
amelioracién. El uso de captalizacién y amelioracién es mas que todo en mostos
de manzana 6 uva cuyos darboles crecen en zonas de temperaturas frias y
estaciones cortas de crecimiento, o en zonas donde la fruta tiene un alto contenido
de acidez y bajo contenido de aztcar, los cuales son usados para producir sidra o
vino.

Controlar el contenido de azicar en jugo de manzana es necesario para mantener
el contenido adecuado de etanol. El contenido de azicar puede ser controlado
adicionando agua, azicar, jugo concentrado ¢ jugo de otra variedad que contenga
menos o mas azucar. La acidez de los mostos con un pH mayor a 3.8 pueden ser
incrementados combinandolos con mostos de alta acidez 6 adicionando acido DL-

malico o acido citrico.”
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3.4.7.2. Deficiencia de nitrégeno

En algunos casos una fermentacion truncada o perezosa puede ser causada por
niveles insuficientes de nitrogeno asimilable en el medio de cultivo (Ver apéndice,
tabla No. 20) para compuestos nitrogenados en el jugo de manzana).'%1% E]
contenido de nitrégeno en el jugo de manzana depende de la variedad, region de
cultivo, maduracién y del proceso de elaboracién de sidra.'% Est4 determinado
que un minimo de 120 — 140 mg N/L es necesario para producir una tasa de
fermentacién normal. Ademas, la utilizacion de nitrégeno es también influenciado
por la presencia de aire y por la concentracién inicial de glucosa.'® Un bajo nivel
inicial de nitrogeno actiia limitando la tasa de crecimiento y formacion de biomasa

de levaduras, resultando en una baja tasa de catabolismo de azucar,'*> 197- 108

3.5. DETERMINACION DE COMPUESTOS POR CROMATOGRAFIA

La cromatografia es una técnica de separacion donde las moléculas componentes
(solutos) en una muestra son transportados en una fase movil sobre una fase
estacionaria. La fase mo6vil puede ser un gas o un liquido (sistema solvente) y la
fase estacionaria puede ser una c'apa liquida sobre la superficie de un material
inerte o una superficie solida.'® El soluto, la fase mévil y la fase estacionaria
forman un sistema ternario. La interaccidn ocurre entre el soluto y la fase

estacionaria de modo que el soluto es distribuido entre la fase estacionaria y la
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fase movil. La atraccién del soluto por la fase estacionaria resulta en un retraso de
este movimiento a través del sistema cromatografico. Los diferentes componentes
(solutos) se moveran a diferentes tasas desde que cada uno tendra una diferente y

leve afinidad para la fase estacionaria con respecto a la fase movil.!'®'!!

3.5.1. Analisis por Cromatografia de Gas.

Diversos métodos de extraccidn-concentracién han sido usados para el analisis de
compuestos volatiles de menor cantidad en vinos, tales como extraccion liquido-
liquido, extraccion simultanea y destilacién, micro-extraccion en fase so6lida
(SPME), etc.!12- 113114

El andlisis usando la extraccion con un solvente adecuado y acoplado a una
deteccion por ionizacion de flama (FID) es un método muy bueno para determinar
los compuestos volatiles en pequefias concentraciones en muestras.' "

Durante el analisis, el equipo usado puede emitir diferentes respuestas que varian
dia a dia. El mejor procedimiento es calibrar frecuentemente, examinar cada curva
de calibracion para cada componente cuidadosamente, y asegurar que las
cantidades de analitos permanezcan dentro de los rangos calibrados mas exactos.
En ningin caso el analista debe intentar extrapolar los datos de calibracion mas
alla de los niveles minimos y maximos medidos, por que las calibraciones de

multiniveles s6lo trabajan dentro de sus respectivos limites.
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3.5.2. Detector de Ionizacion de Flama (FID).

El detector de ionizacion de flama (FID) es uno de los detectores mas
ampliamente usados y generalmente aplicables a cromatografia de gas y ademas
es usado para analisis de rutina y de propdsitos generales, es facil de usar y
destructivo de la muestra. Los detectores FID son normalmente calentados
independientemente del horno cromatografico. El calentamiento es necesario para
prevenir la condensacién de agua generado por la flama y asi prevenir cualquier
demora de los solutos cuando ellos pasan de la columna a la flama.

Aunque la respuesté emitida por el detector de ionizacion de flama es
generalmente proporcional a la masa de carbono presente en una muestra otros

atomos diferentes y varios grupos funcionales afectan la respuesta del detector.

3.5.2.1. Linearidad del detector: curva de calibracion

Para un analisis cromatografico preciso, es mejor operar dentro del rango lineal
del detector. Esto es dond? el rango del area del pico es directamente proporcional
a la cantidad de soluto (al duplicar la cantidad de soluto se duplica el area del
pico). Esto nos permite usar una curva de calibracion de multi-puntos para la
cuantificacion de muestras desconocidas. Los detectores son no-lineales sobre una
cantidad especifica de solutb, y algunos son también no-lineales debajo de una

cantidad particular de soluto.
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El rango lineal del detector tiene que ser determinado experimentalmente ya que
es frecuentemente dependiente del soluto y de las condiciones de operacion como
la temperatura, flujo de gas.!'® Un método es plotear la cantidad de soluto versus
el area del pico del soluto/ area del pico del estdndar interno, ambos a la misma
concentracion. Se obtiene una linea recta cuando la respuesta es lineal, y una
desviacion ;le mas de 5% es considerado estar fuera del rango lineal del detector

para dicho soluto.

3.5.2.2. Factores de respuesta del detector

El detector no es igualmente sensible a los diferentes compuestos, cada drea ~de un
pico tiene que ser multiplicado por un factor adecuado llamado factor de respuesta
para corregir esta diferencia. |

Los detectores producen una sefial de salida en respuesta a la concentracion de un
analito pasando a través de él, sin embargo diferentes analitos pueden producir
variacion de sefiales para el mismo nivel de concentracion. Asi la sefial observada
se necesita corregir para determinar exactamente la cantidad de analitos en una
mezcla. La cantidad total de un componente en una muestra esta dado por el area
total integrada del pico, producida cuando la banda de analitos pasa a través del
detector. Para obtener los ratios correctos para cada equipo de GCy detector,
deben obtenerse las sefiales diferentes de respuestas para un detector dado

respecto a cada uno de los compuestos siendo analizados.!” 118 E] area de pico
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corregido estd dado por el ratio de é4rea.del cromatograma ajustado para la

respuesta del detector.

Acorr = Acurom/Drr ¢y

Los factores de respuesta del detector (Dgrp) necesitan ser determinados
exactamente para un buen analisis cuantitativo reproducible. Ellos pueden ser
convenientemente obtenidos por el método de volumen constante, esto es
aproximadamente diez volimenes repetidos de una muestra conteniendo una
cantidad igual de los analitos que son inyectados y luego determinado el
promedio.

Los valores Dgr son calculados normalizando cada area de pico (Ay) respecto a
aquel pico que sera usado como referencia (Agrgr).

Drex= Ax/Aggr (2)

3.5.3. Analisis Cuantitativo por Cromatografia de Gas.

El método mas simple para identificar un pico cromatografico en una muestra es
comparar su tiempo de retencion con aquél de una muestra auténtica del
compuesto sospechado. Los detectores cromatograficos tienen diferentes
respuestas para cada compuesto. Para determinar cantidades cuantitativas de
varios compuestos en una mezcla de separacion, la respuesta del detector tiene

que ser calibrado usando estandares. Las soluciones estandares conteniendo los
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analitos son inyectados al equipo de GC y las respuestas del detector son grabadas
y guardadas. La comparaciéon de las areas de los picos de los estandares con

aquellos de las muestras permiten la cuantificacién de los analitos.'!"> "’

3.5.3.1. Cuantificaciéon de compuestos por GC usando estandares

Hay diversos métodos para la cuantificacion de compuestos por GC, tales como el
método del estandar externo, el método de adicion de un estandar, el método de la
normalizacién de las areas de los picos, etc. El mejor método para el analisis
cuantitativo cromatografico envuelve la preparacion de una serie de soluciones
estindares que aproximan la composicion de la muestra desconocida. Los
cromatogramas de los estandares son obtenidos, y las areas de picos son ploteados
en funcién de la concentracién. Un diagrama de los datos debe dar una linea recta
que pasa a través del origen y los andlisis de las muestras desconocidas son
basados en este diagraﬁla. Frecuentemente es necesario hacer una re-
estandarizacion para una mayor exactitud.

La fuente mas importante de error en el andlisis por el método basado en la
calibracion de estandares es usualmente la incertidumbre en el volumen de la
muestra que se inyecta en el equipo, ocasionalmente, la tasa de inyeccion es
también un factor. Las muestras son ordinariamente pequefias (= 1 pL), y las
incertidumbres asociadas con la inyeccién de un volumen reproducible de este

tamafio con una micro jeringa puede ascender a diversos porcentajes relativos.
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3.5.3.2. Método del estindar interno

La mayor precision para el analisis cuantitativo cromatografico se obtiene usando
estandares internos ya que las incertidumbres introducidas por la inyeccién de Ia
muestra son evitados aqui. En este procedimiento, una cuidadosa cantidad medida
del estdndar interno (IS.) es introducido en cada estandar y muestra, y el ratio del
area del pico de un analito al area del pico del estandar es el parametro
analitico.'”® Para que este método sea exitoso, es necesario que el pico del
estandar interno esté bien separado de los picos de los otros componentes en la
muestra.

Un estandar interno se selecciona teniendo en cuenta que su tiempo de retencioén
sea eludido en un lugar adecuado en el cromatograma y no interfiera con otras
substancias. El procedimiento comprende el anilisis de una muestra de ensayo
conteniendo cantidades conocidas de cada componente mds una cantidad
predeterminada del estindar interno.''"- '*! El 4rea de un pico es proporcional a la

cantidad de ese componente eludido, multiplicado por el factor de respuesta del

detector (Dgg):
Para un componente individual: X: Ax=Dgrx . Cx : 3)

Para el estandar interno: IS: Aris =Dggss . Cis 4)

Donde: Cxy Cis son las cantidades del componente X y del estandar interno IS. El

factor de respuesta relativa de un componente (Dgrpy) al estandar interno es como

sigue:
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Drrx = ( Drex/ Drr,1s ) = (Ax / Cx) / (As / Cis )
=(Ax/As) . (CGs/ Cx) (5)

Los factores de respuesta para todos los componentes son calculados de la misma
manera. El andlisis de una mezcla desconocida se logra adicionando una cantidad
exacta conocida de estandar interno para luego llevar a cabo el analisis. Ahora, la
concentracion de cada componente (Cy) es calculado usando la ecuacion anterior

pero re-arreglado de la siguiente manera:

Cx = (Ax / AIS ) . (CIS / DRF’x ) (6)

Donde: A;s y Cis son el area y la concentracion en mg/L. del estandar interno
adicionado a la muestra, Ax es el area del compuesto requerido y Dgrpx €s el

factor de respuesta relativa para este compuesto.

3.5.4. Cromatografia Liquida.

La cromatografia liquida (CL) es una técnica cromatografica analitica que es 1til
para separar iones o moléculas que estan disueltos en un solvente. Si la solucién
de la muestra est4 en contacto con una segunda fase solida o liquida, los solutos
diferentes interactuaran con la otra fase para diferenciar grados debido a
. . .y . . ey s . . . ~ 109
diferencias en adsorcion, intercambio idnico, particionamiento o tamafio.”~ Estas

diferencias permiten a la mezcla de componentes ser separados uno de cada otro



76

usando estas diferencias para determinar el tiempo de transito de los solutos a

través de una columna.

3.5.4.1. Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

La cromatografia liquida de alta performance (HPLC) es una forma de
cromatografia liquida que se usa para separar compuestos que estan disueltos en
una solucion. Los instrumentos de HPLC consisten de un reservorio de la fase
movil, una bomba, un inyector, una columna de separaciéon y un detector. Los
compuestos son separados al inyectar la muestra en la columna. Los diferentes
compuestos de la muestra pasan a través de la columna a diferentes tasas de
veiocidad debido a las diferenciaé en sus caracteristicas de particionamiento entre

la fase mévil liquida y la fase estacionaria.'?

3.5.4.2. Detector de indice de refracciéon (RID)

El detector de indice de refraccion (RID) es un detector basado en el cambio de
indice de refraccion de la fase mévil debido a la presencia de una sustancia. El
principio de deteccion envuelve la medicion del cambio en indice refractivo del
efluente en la columna pasando a través de la celda de flujo. Mientras mayor sea

la diferencia de indice de refraccion entre la muestra y la fase mévil, el imbalance
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sera mas grande asi, la sensibilidad sera mayor para una mayor diferencia en

indice refractivo entre la muestra y la fase movil.

3.5.4.3. Analisis cuantitativo por HPLC

La cuantificacion de compuestos por HPLC consiste en determinar la
concentracion desconocida de un compuesto en una solucion conocida. Se inyecta
una serie de concentraciones conocidas de la solucion estandar en el equipo de
HPLC para su deteccidon. El cromatograma de estas concentraciones conocidas
dara una serie de picos que correlacionaran con la concentracion del compuesto
inyectado.!® 122

Las areas obtenidas y las concentraciones conocidas de cada compuesto sirven
para diagramar una curva de calibracion. Esto se hace graficando el 4rea del pico
versus la concentraciéon de la solucion de muestra conocida. Las curvas de
calibracion pueden hacerse usando un softiware de computadora tal como Excell.
En este software puede escogerse la mejor linea para ser la curva de calibracion, y
la ecuacion de esta linea puede ser determinada. La ecuacion de la linea obtenida

por los datos es la ecuacién de la curva de calibracion, la cual serd usada para

determinar la concentracion de cualquier compuesto en la muestra.
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3.5.4.4. Cuantificaciéon de compuestos per HPLC usando estindares

El método mas facil para andlisis cromatografico cuantitativo envuelve la
preparacion de una serie de soluciones estdndares que aproximan la composicion
de la muestra desconocida. Los cromatogramas de los estdndares son obtenidos y
las 4reas son ploteadas en funcién de la concentracion. El plotear los datos dara
una linea recta que pasara por el origen, los analisis de cuantificacién se basan en

este diagrama.

a) Método del Estandar Externo

De igual modo como en cromatografia de gas hay métodos tales como el método
del estandar externo usado en la cuantificacién de compuestos por HPLC. El
método del estandar externo es un procedimiento de calibracién que no adiciona
un estandar interno a las muestras, los sistemas de inyeccion automaética de
muestras en HPLC tienen buena reproducibilidad asi que pueden realizarse una
serie de inyecciones con una variacidn en volumen de muestra de <1 %. Un set
de una mezcla de estandares conteniendo concentraciones conocidas de los
analitos se analiza y se obtienen sus areas de los picos correspondientes. Una
curva de calibracion puede ser dibujada para cada analito a partir del area de los
picos versus la concentraciéon de cada sustancia inyectada, se puede confirmar la
linearidad de las respuecstas del detector y también se puede determinar la

cantidad de analito en una mezcla.'?!
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Astanparp = Cstanpar (mg/L) @)

La muestra es analizada y la concentracion de los componentes se calcula usando
los datos de las dreas de los picos obtenidos y las concentraciones de cada
sustancia en la mezcla estandar. El factor de respuesta (Dgsx); esta definido para
este método de estdndar externo como el area del pico de X, dividido por la
concentracion de X. Si la curva de calibracién pasa por el origen, el factor de
respuesta es la pendiente de la curva de calibracién. Las concentraciones de X en
diferentes muestras se obtienen dividiendo el area del pico por el factor de
respuesta.

Drex = Agstannar/ CesTaNDAR ®

Cantidad, (mg/L) = Apix/Drex )]

Donde: Agstindar ¥ Cestandar SOn €l drea y la concentracion de los estandares cuya
concentracion es casi la esperada a esa en la muestra, Aygx es el area del pico del

compuesto obtenido en el analisis de la muestra.

La curva de calibracion para el método del estandar externo se forma ploteando el
area de los picos en el eje “Y” versus la concentracion de la muestra en el eje “X”,
usando una serie de muestras estandares de conocida concentracion (a volimenes
iguales de inyeccion). La curva de calibracién es una representacion grafica de la
relacién entre el drea de los picos y la cantidad de un analito inyectado.'’® La
.ecuacién lineal Y = mX + b, de estos puntos son usados para calcular la

concentracion de analitos requeridos en la muestra.



CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

A. Lugar de ejecncién

Los ensayos y los analisis del presente trabajo de investigacion se realizaron en

los siguientes ambientes:

Laboratorio de Microbiologia de a Facultad de Ingenieria Pesquera y de
Alimentos de la Universidad Nacional del Callao, ubicado en la Av.
Gamarra N° 720, Chucuito — La Punta, Callao.
Ensayos realizados: |

< Mantenimiento de cepas de levaduras

< Fermentaciones de diferentes fuentes de carbono

< Tolerancia al etanol por levaduras a condiciones anaerobias

< Tolerancia al sulfito por levaduras a condiciones anaerobias

Laboratorio de Microbiologia y Analisis quimico del Centro de
Experimentacion Tecnologico CET de la Universidad Nacional del Callao,
ubicado en la ciudad Universitaria.

Ensayos realizados:

< Fermentaciones de diferentes fuentes de carbono

80
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<4 Tolerancia al etanol por levaduras a condiciones anaerobias

< Tolerancia al sulfito por levaduras a condiciones anaerobias

Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, Facultad de Biologia, ubicado en la ciudad Universitaria de la
UNMSM, Av. Venezuela s/n.
Ensayos realizados:

< Caracteristicas morfologicas de levaduras (siembra en placa)

< Produccién de etanol por levaduras en medio sintético

< Tolerancia al etanol por levaduras a condiciones anaerobias

< Tolerancia al sulfito por levaduras a condiciones anaerobias

Laboratorio de Biotecnologia y Bioingenieria, Andlisis Instrumental del
Instituto de Fermentacidon Quimica y Bioingenieria — Facultad de
Tecnologia Alimentaria — Universidad de Tecnologia Quimica en Praga.
Ensayos realizados:

< Caracteristicas morfologicas de levaduras (microscopia)

< Produccién aerébica y anaerébica de etanol por levaduras en

jugo de manzana a 16°C y 28°C

< Tolerancia al etanol por levaduras a condiciones aerobias

<> Tolerancia al sulfito por levaduras a condiciones aerobias

< Determinacion de sub — productos del metabolismo de levaduras

por HPLC y GC
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B. Materia Prima ¢ Insumos.

En los ensayos preliminares de fisiologia y metabolismo se utilizaron medios de
cultivo sintéticos preparados en cada laboratorio, luego se utiliz6 un concentrado
de jugo de manzana comercial, exento de aromas varietales, el concentrado fué
obtenido de una mezcla de variedades de manzanas, entre ellas: Selena, Topaz,
Bobhemia, Rubin, etc., para realizar los ensayos se tuvc; que reconstituir el
concentrado a los parametros normales encontrados en el jugo de manzana
natural. Se utilizaron para los ensayos de fermentacién las siguientes cepas de
levadura: Saccharomyces cerevisiae, var. ellipsoideus RIVE 15-1-416, Candida
stellata RIVE 3-16-1, Hansenula anomala RIVE 7-1-5, Kloeckera apiculata RIVE
9-2-1, Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 y Brettanomyces intermedius
RIVE 2-2-2, adquiridos del Instituto de Investigacién para Enologia y Vinicultura

de Bratislava- Republica Eslovaca.

C. Equipos y Materiales.

Los equipos y materiales utilizados estin especificados en la descripcion

metodologica para cada ensayo realizado y se citan a continuacion.
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4.1. Estudio de la Morfologia, Fisiologia y Metabolismo de Levaduras
4.1.1. Cepas de Levadura Ensayadas.

Seis cepas de levadura pertenecientes a seis géneros se adquirieron de la coleccion
de levaduras del Instituto de Investigacion para Vinicultura y Enologia de

Bratislava — Republica Eslovaca, y fueron las siguientes:

Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus RIVE 15-1-416
Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2

Candida stellata RIVE 3-16-1

Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1

Hansenula anomala RIVE 7-1-5

Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5

ST IR NN

4.1.2. Mantenimiento de las Cepas de Levadura.

Las cepas de levadura se mantuvieron en tubos de ensayo conteniendo agar a una
temperatura de 7 °C y con renovacion periodica de seis meses usando como medio

s6lido agar extracto de malta.

4.1.2.1. Composicién del medio sélido para el mantenimiento de cepas de
levadura

— Extracto de malta 30.0 g/L
— Peptona bacteriologica (Oxoid LTD.) 3.0 g/L
— Agar-agar (Roht LTD.) 15.0 g/L.
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4.1.3. Ensayos para Determinar la Morfologia de Levaduras.

Los ensayos se llevaron a cabo usando Placas Petri y como medio agar sintético
de Wickerham para levaduras.'® El pH del medio fué ajustado a 4.5, el tiempo de
incubacion fué de dos dias a 28 °C para observar visualmente la apariencia de las
colonias. El medio usado para la observacion morfolc’)gicé de las células
individuales fué el medio liquido sintético de Wickerham.'? El pH fué ajustado a
4.5, el cultivo fué anaerobico por cuatro dias a la temperatura de 28 °C, la
observacion de las células individuales fué realizado usando un microscopio
OLYMPUS BX 51 equipado de una cdmara OLYMPUS Z 300, ambos de

fabricacién Japonesa.

4.1.3.1. Composicion del medio de cultivo

Medio sintético de Wickerham. *(todos los reactivos fueron para analisis

quimicos).
Minerales: pe Aminodcidos: ' mg
H;BO; 500 Histidina 10
CuS0,. SH,O 40 Metionina 20
KI 100  Triptéfano 20
FeClh. 6H,0 200 Sales: g
MnSO4. H,O 400 KH,PO, 1
NaMoO;. 2H,0 200  MgS04.7H,0 0.5
ZnS04. THO 400  NaCl 0.1
Vitaminas: ng CaChL.2H,0 0.1
Biotina 2 Fuente de carbono: g

Ca-pantotenato 400  Glucosa 10
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Vitaminas: pg  Fuente de nitrégeno: g
Acido félico 2 (NHy),SO4 3.5
Inositol 2000 Asparagina ‘ 1.5
Niacina 400 Otros:

p-acido aminobenzoico 200 Agar 18¢g
Piridoxina 400 Agua destilada 1000 ml
Riboflavina 200 :
Tiamina 400

4.1.4. Ensayos de Fisiologia en Levaduras.

Los ensayos de fermentacion de azfcar fueron llevados a cabo usando tubos de
ensayo con tubos Durham, bajo condiciones anaerdbicas a 28 °C, durante cuatro
dias, el medio utilizado fué caldo Sabouraud, glucosa 2.0 % (fuente de carbono
2.0 %)."* El pH fué ajustado a 4.5 y después de la fermentacién fué verificada la
presencia de azucares reductores usando el reactivo de Benedict. Todos los

ensayos fueron realizados por triplicado.

4.1.4.1. Composicién del medio de cultivo

Caldo Sabouraud, glucosa 2.0 %:

— Fuente de carbono 2.0 %
~ Peptona (Oxoid LTD.) 1.0 %
— Extracto de levadura (Oxoid LTD.) 0.5 %.
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4.2, Ensayos de Produccién de Etanol por Levaduras

4,2.1,. Medio de Cultivo y Fermentacion,

Los ensayos de producciéon de etanol por levaduras fueron llevados a cabo bajo
condiciones anaerobicas usando frascos Erlenmeyer de 1 L conteniendo 0,5 L de
medio sintético estéril, a 28 °C; las fermentaciones concluyeron cuando la
produccién de CO; cesé completamente (aproximadamente entre 15 — 19 dias). El
medio de cultivo propuesto fué preparado tomando como referencia la
composicion bésica del jugo de manzana y un medio de cultivo adecuado para

levaduras, el pH fué ajustado a 3.8.1%1%

4.2.2. Preparacion de Inéculo.

El inoéculo fué cultivado aerébicamente sobre el mismo medio estéril
correspondiente, a la temperatura de 28 °C, durante 48 horas, los frascos fueron
agitados a 200 min™. El volumen del inéculo utilizado fué de 14.0 % v/v del
volumen total de caldo de fermentacion y finalmente la determinacion de etanol
producido por cada cepa de levadura fué realizado por el método picnométrico

después de la destilacion.
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4.2.3. Composicion del Medio de Cultivo.

(Todos los reactivos fueron para anélisis quimico)

Sales: g/l Fuente de carbono: g/l
(NH4),S04 12.0 Glucosa 40.0
KH,PO, 0.75 Fructosa 70.0
MgSO4. 7TH,0 0.8 Sucrosa 40.0
CaCl, 0.09  Vitaminas: mg/l
ZnS0,.7H20 8.0 mg/1 I?iotina 0.005
FeSO;.7H,O 0.006  Acido pantoténico 1.0
CuSO;. SH,0 0.008  Acido folico 0.5
Fuente de nitrégeno: g/l Inositol 10.0
Extracto de levadura 1.0 Niacina 6.0
Acido organico: g/t Tiamina 0.5
Acido mélico 2.0 Rivoflavina 1.0

4.3. Producecion de Etanol por Levaduras en Jugo de Manzana

4.3.1. Medio de Cultivo.

Los ensayos de produccion de etanol por levaduras fueron llevados a cabo usando
jugo de manzana concentrado y aroma removido, el concentrado fué reconstituido
con agua destilada hasta obtener una gravedad especifica de 1.060 g/L, 12.8
%w/w de azicares totales y el pH fué ajustado a 3.8.%° El medio de cultivo fué

esterilizado antes de los ensayos de fermentacion.
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4.3.2. Condiciones de Fermentacion.

Las fermentaciones fueron llevadas a cabo en condiciones anaerbicas y aerdbicas
usando frascos Erlenmeyers de 1 L conteniendo 0.5 L de medio de cultivo estéril,
los ensayos se realizaron a 16 °C y 28 °C; las fermentaciones anaerébicas
concluyeron cuando la producciéon de CO, cesé completamente, los tiempo de
fermentacion a condiciones anaerébicas (aprox. de 15 — 19 dias), sirvieron como

referencia para considerar los tiempos de fermentacién a condiciones aerdbicas.

4.3.3. Preparacion de Inéculo.

El in6culo fué cultivado en el mismo medio de cultivo estéril a 28 °C, durante 48
horas, los frascos Erlenmeyer fueron agitados a 200 min™. El volumen de in6culo
utilizado fué de 14.0 % v/v del volumen total de caldo de fermentacién y
ﬁnalmenfe la determinacién de etanol producido por cada cepa de levadura fué

realizado por el método picnométrico después de destilacion.
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4.4. Ensayos de la Influencia de Etanol en Levaduras

4.4.1. Tolerancia al Etanol por Levaduras a Condiciones Anaerébicas.

Los ensayos de tolerancia al etanol por levaduras bajo condiciones anaerdbicas
fueron llevados a cabo por triplicado usando tubos de ensayo y tubos Durham
para observar la produccién de CO, bajo diferentes concentraciones de etanol, las
cepas de levadura fueron ensayadas sobre un medio sintético estéril, a 28 °C,
durante 72 horas, el pH del medio fué ajustado a 4.5.'% La cantidad de etanol
adicionado a cada tubo de ensayo fué: 2.0 % v/v, 4.0 % v/v, 6.0 % v/v, 8.0 % v/v,

10.0 % vivy 12.0 % v/v.

4.4.2. Tolerancia al Etanol por Levaduras a Condiciones Aerébicas.

Los ensayos bajo condiciones aerébicas se realizaron en frascos Erlenmeyers de

0.5 L conteniendo 2.0 1. de medio sintético estéril, a 28 °C, el pH del medio fué

5.126 1 os frascos Erlenmeyer fueron agitados a 200 min' y el tiempo

ajustado a 4.
de crecimiento fué dejado hasta observar el desarrollo de la fase logaritmica. La
cantidad de etanol adicionado fué: 2.0 % v/v, 4.0 % v/v, 6.0 % v/iv, 8.0 % vivy

10.0 % v/v, todos los ensayos se realizaron por triplicado, el crecimiento aerébico
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fué medido por densidad éptica a 620 nm, usando un espectrofotémetro SPEKOL

11, Carl Zeiss-Jena, de fabricacién Alemana.

4.4.3. Composicién del Medio de Cultivo.'*

— Glucosa 50.0 g/L
— KH2PO4 - puro 5.0 g/L
— MgSO4..7H,O -puro 0.4 g/LL

— (NH4)2S04 -puro 2.0 g/L
— Extracto de levadura (Oxo0id LTD.) 1.0 g/L.

4.5. Ensayos de la Influencia de Sulfito en Levaduras

4.5.1. Tolerancia al Sulfito a Condiciones Anaerébicas.

Los ensayos de tolerancia al sulfito por levaduras en condiciones anaerébicas se
realizé por triplicado usando tubos de ensayo y tubos Durham para observar la
produccion de CO; bajo diferentes concentraciones de Na,S,0s. Las cepas de
levadura se cultivaron sobre medio sintético estéril, a 28 °C, durante 72 horas, el
pH del medio fué ajustado a 4,5.” Se adicioné NayS,0s a los tubos segtin su pH:
Al medio de cuitivo con pH 3.3, le fué adicionado 100 mg/I. Na,S,0s, al medio
con pH 3.65, le fué adicionado 150 mg/L. Na,S,0s, v al medio con pH 4.24, le fué

adicionado 200 mg/L Na,$,05.”°
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4.5.2. Tolerancia al Sulfito a Condiciones Aerdbicas.

Los ensayos a condiciones aerdbicas se realizaron en frascos Erlenmeyer de 0,5 L
conteniendo 0,2 L de medio sintético estéril, a 28 °C, el pH del medio fué ajustado
a 4.5. 2® Los frascos Erlenmeyer fueron agitados a 200 min”'. Se adiciond
NayS,0s a cada frasco Erlenmeyer segiin su pH: Al medio de cultivo con pH 3.3,
le fu¢ adicionado 100 mg/L Na,S,0s, al medio con pH 3.65, le fué adicionado 150
mg/L NayS,0s, y al medio con pH 4.24, le fué adicionado 200 mg/L Na,S,0s.” El
tiempo de crecimiento concluyé cuando se observd el desarrollo de la fase
logaritmica y finalmente el crecimiento fué medido por densidad 6ptica a 620 nm,
usando un espectrofotometro SPEKOL 11, Carl Zeiss-Jena, de fabricacion

Alemana.

4.5.3. Composicién del Medio de Cultivo. '*°

— Glucosa 50.0 g/L

- MgS04.7H,0 —puro 0.4 g/L

— Extracto de levadura (Oxoid LTD.) 1.0 g/L
— KH,PO4 —puro 5.0 g/

— (NH4)2S0;4 - puro 2.0 g/L.
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4.6. Elaberacion de Sidra y Determinacion de Sub-productoes Producidos por
Levaduras Durante la Fermentacion

Los ensayos de produccion de sidra se realizé de acuerdo la figura Ne 7, se
determiné la produccion de metabolitos producidos por las cepas de levadura
durante la etapa de fermentacion, lo que signific6 la parte mas importante de mi

trabajo de investigacién.
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FIGURA Ne. 7
FLUJOGRAMA DEL PROCESO DE ELABORACION DE SIDRA Y DE LOS
ENSAYOS DE FERMENTACION
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4.6.1. Cepas de Levadura Ensayadas.

Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus |RIVE V 15-1-416 |  Sc 416*
Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2 Bi2-2-2*
Candida stellata RIVE 3-16-1 Cs 3-16-1*
Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 Sl 16-1-5*
Hansenula anomala RIVE 7-1-5 Ha 7-1-5*
Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 Ka 9-2-1*

*Estas abreviaciones se usaron para identificar las cepas de levadura

4.6.2. Medio de Cultivo y Fermentacién.

El jugo de manzana concentrado, clarificado y aroma removido fué reconstituido
con agua destilada hasta obtener una gravedad especifica de 1.060 g/L; 12.8
%w/w de azicares totales y pH 3.8 Las fermentaciones se realizaron a
condiciones aerébicas y anaerdbicas a 28 °C en frascos Erlenmeyer de 0.5 L
conteniendo 250 ml de jugo de manzana estéril. Los frascos Erlenmeyer para los

ensayos a condiciones aer6bicas se agitaron a 200 min™.

4.6.3. Preparacion de Indculo.

Las cepas de levadura fueron pre-cultivadas en frascos Erlenmeyer de 0.2 L
. conteniendo 100 . ml de jugo de manzana estéril a condiciones aerébicas durante

24 horas a 28 °C, los frascos fueron agitados a 200 min’, después el medio
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crecido fué centrifugado durante 10 min a 4000 min? en una centrifuga
SELECTA, Medifriger-BL, de fabricacién Espafiola. Seguidamente, el jugo de
manzana para fermentacion fué inoculado con aproximadamente 1.0 g de peso

himedo de levaduras alcanzado durante el pre-cultivo.

4.6.4. Condiciones de Fermentacion.

1. Las fermentaciones con culturas puras (Sc, S/, Cs, Ha, Ka) se realizaron a
condiciones aer6bicas a 28 °C, Los frascos Erlenmeyer fueron agitados
durante ocho dias a 200 min”. Las fermentaciones anaerébicas se

realizaron sin agitacién durante 15 dias a 28 °C.

2. Las fermentaciones con culturas mixtas se realizaron de la siguiente
manera: (Sc¢/Cs, Sc/Ka, Sc/Bi, Sc/Cs/Ha/Sl/Ka/Bi) a condiciones aerdbicas
a 28 °C, los frascos Erlenmeyer fueron agitados durante ocho dias a 200
min”', Las fermentaciones anaer6bicas se realizaron sin agitacién durante
15 dias a 28 °C, el ratio de inbéculo para cada cepa fué de 1:1 de

conceniracion celular inicial.

3. Las fermentaciones con culturas secuenciales se realizaron adicionando
Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 al jugo de manzana previamente
fermentado con cepas no-Saccharomyces (Cs, Ka), durante ocho dias a 28

°C (tanto para condiciones aerébicas y anaerdbicas), el jugo fermentado
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fué centrifugado para luego servir como medio para la segunda
fermentacién con Saccharomyces cerevisiage que duré ocho dias més a
condiciones aerébicas y siete dias mas a condiciones anaerdbicas, los
frascos Erlenmeyer para los ensayos a condiciones aerébicas fueron

agitados a 200 min"".

4.7. Analisis de Compuestos por Cromatografia Liquida (HPLC) y
Cromatografia de Gas (GC)

4.7.1. Cromatografia de Gas.

Para analizar y cuantificar compuestos por GC es necesario primeramente
preparar series de compuestos estandares a diferentes diluciones, los cuales tienen
que ser de concentraciones conocidas. Al inyectar cantidades muy pequefias de
estas mezclas de solucion de estindares en el equipo, el analista obtendra
cromatogramas con dreas de picos para cada compuesto segtin la concentracion de
cada compuesto presente en cada mezcla de estiandares. Estos datos Sel‘VIIaIl para
obtener curvas de calibracion especificas para cada sustancia, los cuales serdn
utiles para determinar la linearidad del detector del cromatégrafo de gas y para

calcular la concentracién de un compuesto desconocido en una muestra.
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4.7.1.1. Preparacion de curvas de calibracién

Cantidades de aproximadamente 1.0 g de cada analito (Tabla Ne. 2) y del
estandar interno (1-hexanol), se pesaron en una fiola de 50 ml y luego se le
adicion6 diclorometano hasta completar los 50 ml, asi se prepard la solucién
madre de estandares. Seguidamente, de ésta solucion madre se pipetearon
voliimenes exactos de 0.5 ml, 1.0 ml, 2.0 ml, 4 ml, 8.0 ml y 16.0 ml para preparar
diluciones sucesivas con diclorometano en fiolas de 25 ml. De éstas diluciones, se
tomaron volimenes exactos de 1 pL con una jeringa para ser inyectadas
directamente al cromatégrafo de gas (Hewlett-Packard 589011), equipado con una
columna HP5 (30 m x 0.32 mm) y un detector FID.

La programacion de temperatura del equipo fué la siguiente: 2.5 min isotérmico a
40 °C, luego se increment6 linealmente la temperatura a rézt’m de 8 °C/min hasta
alcanzar 225 °C y la temperatura final (225 °C) fué mantenida durante 3 min. Las
temperaturas del inyector y del detector fueron 300 °C y 320 °C respectivamente,
el gas de carrera fué nitrogeno, la presion de cabeza fué de 100 KPa y el flujo de
desintegracion o escision fué de 50 ml/min.

Finalmente, las 4reas correspondientes a cada dilucién y concentracion que
contienen los analitos fuéron obtenidas. Asi de esta manera, las 4reas con sus
correspondientes concentraciones pertenecientes a cada analito y las dreas del
estindar interno de cada dilucién se usaron para construir las curvas de

calibracion.
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Los valores de Ax representa el drea de un analito de concentracion y dilucion
conocida para cada 1uL inyectado en el GC, Ajstp representa el area del estandar
interno de concentracién y dilucién conocida para cada 1 pL inyectado, Cx
representa la concentracion conocida del analito en la correspondiente dilucion en
mg/1uL inyectado en el GC, m y b representan la pendiente y la interseccion de la
linea recta con el eje “Y™.

Finalmente, los vaiores de Ax/Ajgtp obtenidos de cada dilucién y concentracion
fueron ploteados en el eje “Y” y los valores Cx correspondientes a las
concentraciones y diluciones conocidas fueron ploteados sobre el eje “X” para

formar la siguiente ecuacion:

Ax/Aisrp=mCyx +/-b (10)
TABLA No. 2
ANALITOS UTILIZADOS COMO ESTANDARES EN
CROMATOGRAFIA DE GAS
Analito Proveedor | Pureza (%)
Metanol Penta 99.9
1-propanol Aldrich 99.5
1-butanol Fluka 99.5
1-hexanol Fluka 99.5
2-metil-1-propanol Fluka 99.5
3-metil-1-butanol Fluka 98.5
2-metil-1-butanol Fluka 98.0
2-feniletanol Fluka 99.0
Linalool Fluka 98.0
Etil acetato Fluka 97.0
Butil acetato - Fluka 99.9
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TABLA No. 2:
CONTINUACION
Analito Proveedor | Pureza (%)
Propil acetato Fluka 99.9
Isobutilacetato Fluka 99.9
Isoamilacetato Aldrich 99.0
n-amilacetato Merck 98.0
2-feniletilacetato Fluka 99.0
FEtil hexanoato Fluka 98.0

4.7.1.2. Anailisis de compuestos volitiles

Los compuestos voldtiles como alcoholes superiores, ésteres y acetatos fueron
analizados por GC (Hewlett-Packard 58901I), equipado con una columna HP5 (30
m x 0,32 mm) y un detector FID. El programa de temperatura fué la siguiente: 2.5
min isotérmico a 40 °C, luego se incrementé linealmente la temperatura a razon
de 8 °C/min hasta alcanzar 225 °C y la temperatura final (225 °C) fué mantenida
durante 3 min. Las temperaturas del inyector y del detector fueron 300 °C y 320
°C respectivamente, el gas de carrera fué nitrégeno, la presién de cabeza fué de
100 KPa y el flujo de desintegracién o escision fué de 50 ml/min.

Las muestras fermentadas fueron centrifugadas por 10 min a 10000 min™ en una
centrifuga SELECTA, Medifriger-BL, de fabricacion espafiola y luego filtradas a
través de micro-membranas de 0.45 um de didmetro. Los andlisis de compuestos

volatiles fueron realizados usando el método rapido de extraccién con

diclorometano propuesto, ¢l estindar interno usado fué€ 1-hexanol. Finalmente 1ul
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de cada una de estas extracciones se inyectd dentro de la columna cromatografica
y los correspondientes picos fueron obtenidos, la cuantificacion se realiz6 en base

a las dreas de los picos.

4.7.1.3. Método de extraccion

En tubos de centrifuga de 20 ml con tapas herméticas se colocaron 4.5 gramos de
(NH4)2804, 3.0 ml de jugo de manzana fermentada, 7.0 ml de agua, 15 pL de
solucién de estandar interno (1-hexanol, 150 mg/L diluido en etanol) y 0.2 ml de
diclorometano. Los tubos fueron agitados durante 2 horas y luego fueron
centrifugados por 10 min a 3.000 min™'. Una vez que las fases se separaron, la
fase de diclorometano fué recuperada con una jeringa de 100 pL y transferido a un
vial de 0.5-ml. El extracto fué inyectado en el equipo de GC bajo las condiciones

de operacién mencionadas anteriormente.'?’

Reactivos utilizados

— Diclorometano (Fluka 99.9% de pureza de grado GC)
— Sulfato de amonio anhidro puro (NH4),SO4

— Etanol (96.4 %v/v de pureza)

— Agua desmineralizada
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Otros equipos

— Agitador CH 4103; Messe Basel, Suiza
— Centrifuga; LAB system Praha s.r.0., Republica Checa
— Escala analitica; A&D Company, Japén

4.7.1.4. Ecuaciones para calcular la cantidad de analito en la muestra

La concentracion de cada compuesto (Cy) fué calculado usando el método de

analisis por GC usando un estandar interno, la ecuacion usada es la siguiente:

Cx=(Ax/Ass) . (Cis/ Drrx ) (6)

Donde: Ajisy Cis son el area y la concentracion en mg/L del estandar interno (1-
hexanol) adicionado a la muestra, Ax es el area del compuesto requerido y Dgrpy
es el factor de respuesta relativa para este compuesto.

La concentracion de un analito en la muestra, el cual fué extraido usando el
método de micro-extraccion con diclorometano se calcula usando la siguiente

ecuacion:

Cantidady (mg/L) = Cx. [Vcmcr / (Viny. VMussTrA)] (12)

Donde: Cy es la concentracion en mg obtenido en la ecuacién 6; Ve es el

volumen de diclorometano usado en la extraccion (ml); Viny es el volumen de la
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muestra inyectada (1 pL=0,001 ml); Vpugestra s €l volumen de la muestra usada

en la extraccion (L).

4.7.2. Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC).

Para analizar y cuantificar compuestos por HPLC es necesario en primer lugar
preparar series de compuestos estindares a diferentes diluciones, pero de
concentraciones conocidas. Al inyectar cantidades muy pequeiias de estas mezclas
de soluciones estdndares en el equipo, el analista obtendrd cromatogramas con
areas de picos para cada compuesto segiin la concentracién de cada uno presente
en cada mezcla de estandares. Estos datos servirdn para obtener curvas de
calibracién especificas para cada compuesto, a fin de determinar la linearidad de
la respuesta del detector del cromatdgrafo liquido y para calcular la concentracién

de un compuesto desconocido en una muestra.

4.7.2.1. Preparacion de curvas de calibracién

Se pesaron en una fiola de 100 ml cantidades de aproximadamente 1.0 g de cada
analito (Tabla Noe. 3), luego se le adicioné agua desmineralizada hasta completar
los 100 ml, asi de este modo se prepar6 la solucidon madre de estandares. Luego,
de ésta solucion madre se pipetearon volimenes exactos de 1.0 ml, 2.0 ml, 4.0 ml,

6.0 ml y 12.0 ml para preparar diluciones sucesivas con agua desmineralizada en
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fiolas de 25 ml. Estas diluciones se inyectaron directamente al cromatégrafo
liquido. Los azticares, acidos organicos (acido acético, succinico y malico), etanol
y glicerol se analizaron usando un HPLC (provisto de una bomba LCP 4000) y un
detector RID adquirido de Laboratorni pfistroje, Praga — RCh., las columnas
utilizadas fueron: para acidos organicos, glicerol y etanol la columna de forma H™,
modelo Ostion LGKS 0800, y para aziicares la columna de forma Ca’, modelo
Ostion LG-KS 0800 - Tessek Ltd., Praga.

Las condiciones de analisis fueron: la columna se mantuvo a la temperatura de 80
°C, las fases méviles fueron: H,SO4 0.01 N para acidos orgédnicos, glicerol y
etanol con una tasa de fluyjo de 0.5 ml/min., y agua desmineralizada para el
. andlisis de azicares con una tasa de flujo de 1.0 ml/min. Después, cada 4rea
obtenida y la concentracién correspondiente a cada analito se usaron para
construir las curvas de calibracion.

El valor de Ax representa el drea de un analito de concentracion y dilucidon
conocida, Cx representa la concentracion conocida en mg/L del analito en la
dilucién correspondiente, m y b representan la pendiente y la interseccion de la
linea recta con el eje “Y™.

Finalmente, los valores de Ax obtenidos de cada dilucién y concentracién son
ploteados sobre el eje “Y” y los valores de Cx correspondientes a las
concentraciones y diluciones conocidas son ploteadas sobre el eje “X” para formar

la siguiente ecuacion:

Ax=mCx +- b (11)
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TABLA No. 3
ANALITOS UTILIZADOS COMO ESTANDARES EN HPLC

Analito Proveedor | Pureza
%
Glicerol Penta 98.7
Acido acético Penta 99.7
Acido succinico SPCHHV* 99.9
Acido tartarico Lachema 99.8
Acido mélico Lachema 99.0
Glucosa Lachema 99.8
Fructosa Lachema 99.8
Sucrosa Lachema 99.8

* Spolek pro chemickou a hutni vyrobu

4.7.2.2. Analisis de compuestos no volatiles

! en una centrifuga

Las muestras se centrifugaron durante 10 min a 10000 min
SELECTA, Medifriger-BL, de fabricacion Espafiola, luego se inyectan
directamente o diluido con agua desmineralizada al equipo de HPLC. Los
aziicares, acidos organicos (4cido acético, succinico y malico), etanol y glicerol
son analizados usando un HPLC equipado con una bomba LCP 4000 adquirido de
ECOM, Praga y un detector RID adquirido de Laboratorni pfistroje, Praga. Las
columnas utilizadas fueron: para dcidos organicos, glicerol y etanol la columnas
Ostion LGKS 0800 H+, Watrex 250 x 8 mm 6 en todo caso una columna de forma
H’, polimero IEX- Watrex. Para el andlisis de aziicares se usé la columna de

forma Ca’, Ostién LG-KS 0800- Tessek Ltd. Las condiciones de analisis fueron:

la columna fué mantenida a una temperatura de 80 °C; las fases moviles fueron:
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H,S040.01 N para acidos organicos, glicerol y etanol con una tasa de flujo de 0.5
ml/min., y agua desmineralizada para analisis de azlicares con una tasa de flujo de
1.0 ml/min. Finalmente se realizo la cuantificacion basado en las areas de los
picos usando las correspondientes ecuaciones de las curvas de calibracién. Todos
los andlisis fueron conducidos por triplicado, los reactivos utilizados fueron de

grado GC y HPLC.

4.7.2.3. Ecuaciones para calcular la cantidad de analito en la muestra

- Para calcular la cantidad de una sustancia en la muestra podemos usar la siguiente
ecuacion:

Ax=mCyx +/- b (11)

Donde: Ax es el drea del analito obtenido en el andlisis, Cx es la concentracion
desconocida del analito en mg/L, m y b son la pendiente y la interseccién de la

linea recta con el eje “Y”.



CAPITULOV

RESULTADOS

Las figuras y tablas que se presentan a continuacién son los resultados obtenidos

en los experimentos realizados por el autor.

5.1. Estudio de morfologia, fisiologia y metabolismo de levaduras

Seguidamente se describe de manera simple las caracteristicas morfolégicas y
fisiologicas de levaduras tales como su habilidad de fermentacion, tolerancia al

etanol y sulfito.
5.1.1. Caracteristicas morfolégicas de levaduras
Todas las cepas fueron cultivadas en medio liquido sintético de Wickerham

Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus RIVE 15-1-416

e  Difusion de pigmento rojizo: no formacién de pigmentos
e  Margen de la colonia: redondas y transparentes

. Color de la colonia: crema y blanca

e  Apariencia de la colonia: redondas y suaves

e  Textura de la colonia: suaves con brillo metalico

e  Reproduccion asexuval: gemacion multilateral

o Forma de la célula: redondas, ovaladas y cilindricas.
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FIGURA No. 8

CELULAS DE LEVADURA Saccharomyces cerevisiae
RIVE 15-1-416 CUTIVADO EN MEDIO SINTETICO
LIQUIDO WICKERHAM

4

'
i
i
{
!
I
!
i

|
%
!
Y
i
1
!

Candida stellata RIVE 3-16-1

e  Difusion de pigmento rojizo: no formacién de pigmentos
¢  Margen de la colonia: redonda y transparente

e  Color de la colonia: crema y blanca ’

e  Apariencia de la colonia: redondas pequefias y suaves

e  Textura de la colonia: suaves con brillo metélico

e  Reproduccion asexual: gemacion multilateral

¢  Forma de la célula: redondas pequeiias, ovaladas.

FIGURA No. 9

CELULAS DE LEVADURA Candida stellata RIVE
3-16-1 CULTIVADO EN MEDIO SINTETICO DE
WICKERHAM

e e s % e mr % e o et o v
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Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2

¢  Difusién de pigmento rojizo: no formacion de pigmentos
e  Margen de la colonia: redondas y transparentes

e  Color de la colonia: crema

e  Apariencia de la colonia: redondas

e  Textura de la colonia: suaves con brillo metilico

¢  Reproduccion asexual: gemacion multilateral

) Forma de la célula: ovaladas, cilindricas.

FIGURA No. 10

CELULAS DE LEVADURA Brettanomyces intermedius
RIVE 2-2-2 CULTIVADO EN MEDIO SINTETICO
LIQUIDO WICKERHAM
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Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1

e  Difusion de pigmento rojizo: no formacion de pigmentos

e  Margen de la colonia: redondas y transparentes

e  Color de la colonia: crema y blanca

e  Apariencia de la colonia: redondas, rugosas tipo coliflor

e  Textura de la colonia: rugosas, mantecoso sin brillo metalico
e  Reproduccién asexual: gémacién bipolar

e  Forma de la célula: como de limén y ovaladas.
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FIGURA No. 11

CELULAS DE LEVADURA Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1
CULTIVADO EN MEDIO SINTETICO WICKERHAM
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Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5

s  Difusién de pigmento rojizo: no formacion de pigmentos
e  Margen de la colonia: redondas y transparentes

s  Color de la colonia: cremas y amarillentas

e  Apariencia de la colonia: redondas y suaves

s  Textura de la colonia: suaves con brillo metalico

e  Reproduccion asexual: gemacion bipolar

e  Forma de la célula: como de limon, ovaladas y cilindricas.

FIGURA No. 12

CELULAS DE LEVADURA Saccharomycodes ludwigii RIVE
16-1-5 CULTIVADO EN MEDIO SINTETICO LIQUIDO
WICKERHAM
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Hansenula anomala RIVE 7-1-5

e  Difusion de pigmento rojizo: no formacion de pigmentos

e  Margen de la colonia: redondas no transparentes

e  Color de la colonia: crema y blanca

e  Apariencia de la colonia: redondas, rugosas como coliflor

e  Textura de la colonia: rugosas, mantecoso sin brillo metalico
e  Reproduccién asexual: gemacién multilateral

e  Forma de la célula: redondas, ovaladas.

FIGURA No. 13

CELULAS DE LEVADURA Hansenula anomala RIVE 7-1-
5 CULTIVADO EN MEDIO SINTETICO LIQUIDO
WICKERHAM
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5.2. Fermentaciones de Diferentes Fuentes de Carbono

Como sacéaridos fueron utilizados las siguientes substancias: D-glucosa, D-
galactosa, maltosa, sucrosa, lactosa, rafinosa, almidén, D-xilosa y D-manosa a 28

°C (Ver la metodologia en la seccion 4.1.5). Todas las levaduras fueron ensayadas
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en medio Sabouraud conteniendo como fuente de carbono 2 % de azucar. La
actividad de fermentacion fué medida subjetivamente usando tubos Durham por

desprendimiento de COx.



TABLA No. 4

HABILIDAD DE LEVADURAS Saccharomyces Y no-Saccharomyces PARA FERMENTAR DIFERENTES

FUENTES DE CARBONO
Cepa Saccharomyces Candida Brettanomyces Saccharomycodes | Hansenula | Kloeckera
cerevisiae stellata intermedius ludwigii anomala apiculata
Azicares 15-1-416 3-16-1 2-2-2 16-1-5 7-1-3 9-2-1
D-glucosa Ak - ++ ++ A -
D-galactosa - - + - +* -
Maltosa - - ++ - F* -
Sucrosa +t* ++ ++ 4k 4% -
Lactosa - - - - - -
Rafinosa - - - - - -
Almidén - - - - - -
D-xilosa - - - - - -
D-manosa +++ +++ ++ +++ R E +H4#
Produccion de CO,: Intensa: +++, moderada: ++, débil: +
Formacion de film sobre la superficie del medio liquido: Intenso: ***, moderado: **, débil: *
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5.3. Produccion de Etanol por Levaduras

Como aziicares fermentables para el medio sintético fué escogida una mezcla de
fructosa, glucosa y sucrosa en proporciones promedio presentes en el jugo de
manzana natural. Otro medio de fermentacion fué€ jugo de manzana concentrado
que ha sido reconstituido con agua destilada. Los detalles de la composicién del
medio son citados en las secciones 4.2 y 4.3. En el caso del medio sintético el
valor del pH fué ajustado a 3.8, valor promedio encontrado en el jugo de

manzana natural.

A. Medio Sintético

Los experimentos se realizaron a condiciones anaerdbicas en frascos
Erlenmeyer de 0.5 L en un medio sintético conteniendo 150 g/L. de una mezcla
- de glucosa, fructosa y sucrosa. El tiempo de fermentacion concluy6 cuando la
produccion de CO, ces6é completamente (entre 15 — 19 dias). Los resultados se

muestran en la siguiente tabla.



TABLA No. §
ETANOL PRODUCIDO POR LEVADURAS Saccharomyces y no-

Saccharomyces EN MEDIO SINTETICO A 28 °C
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Cepas ensayadas Etanol producido Etanol

g/L Yo(v/v)

Saccharomyces cerevisiae 15-1-416 61.7 7.82%

. Candida stellata 3-16-1 53.42 6.77%
Kloeckera apiculata 9-2-1 24.62 3.12%
Saccharomycodes ludwigii 16-1-5 54.28 6.88%
Hansenula anomala 7-1-5 50.02 6.34%
Brettanomyces intermedius 2-2-2 26.27 3.33%

B. Jugo de Manzana Reconstituido

El jugo de manzana concentrado fué reconstituido hasta obtener el contenido

natural de azicares del jugo (120 g/L), ademds durante el proceso de

evaporacion en la planta de concentrado fué removido el aroma natural. Este

medio sirvié para los ensayos en aerobiosis y anaerobiosis usando temperaturas

de 16 °C y 28 °C. La temperatura de 18 °C es preferido en la fermentacion de

sidra.”

- B. 1 Produccién de Etanol a Condiciones Aerébicas

Los experimentos se realizaron en agitacion como se indicé anteriormente. El

tiempo de cultivo fué aproximadamente de 15 — 19 dias. Los resultados se

muestran en las siguientes tablas.



TABLA No. 6
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ETANOL PRODUCIDO AEROBICAMENTE POR LEVADURAS
Saccharomyces y no-Saccharomyces EN JUGO DE MANZANA

RECONSTITUIDO A 16 °C
Cepas Etanol producido Etanol
g/L Yo (viv)
Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 46.4 5.88
Candida stellata RIVE 3-16-1 41.1 5.21
Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 33.0 4.18
Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 49.4 6.26
Hansenula anomala RIVE 7-1-5 37.0 4.69
Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2 24.5 3.1

TABLA No. 7

ETANOL PRODUCIDO AEROBICAMENTE POR LEVADURAS
Saccharomyces y no-Saccharomyces EN JUGO DE MANZANA

RECONSTITUIDO A 28 °C

Cepas Etanol producido Etanol

g/L Y(viv)
Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 48.8 6.19
Candida stellata RIVE 3-16-1 33.9 4.30
Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 354 4.48
Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 52.9 6.7
Hansenula anomala RIVE 7-1-5 . 18.5 2.35
Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2 21.2 2.69




B.2 Produccién de Etanol a Condiciones Anaerébicas

Los resultados del experimento se muestran en las siguientes tablas.

TABLA No. 8

ETANOL PRODUCIDO ANAEROBICAMENTE POR LEVADURAS
Saccharomyces y no-Saccharomyces EN JUGO DE MANZANA
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RECONSTITUIDO A 16 °C

Cepas Etanol producido Etanol

g/L %Yo (vIv)
Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 51.8 6.57
Candida stellata RIVE 3-16-1 51.2 6.49
Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 11.7 1.48
Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 34.7 4.40
Hansenula anomala RIVE 7-1-5 24.1 3.05
Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2 20.3 2.57

TABLA No. 9

ETANOL PRODUCIDO ANAEROBICAMENE POR LEVADURAS
Saccharomyces y no-Saccharomyces EN JUGO DE MANZANA

RECONSTITUIDO A 28 °C

Cepas Etaneol producido Etaneol

g/L %o (v/iv)
Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 54.9 6.96
Candida stellata RIVE 3-16-1 39.8 5.04
Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 31.2 3.95
Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 54.3 6.88
Hansenula anomala RIVE 7-1-5 45.8 5.81
Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2 23.5 2.98
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5.4. Tolerancia al Etanol a Condiciones Anaerébicas y Aerébicas

En esta parte de la investigacién se estudié la sensibilidad de las cepas de
levadura al etanol, gl cual se adicion6 como un factor externo. Los experimentos
se realizaron de la manera descrita en la seccion 4.4, en medio sintético
utilizando un agitador (sistema aerébico) y en tubos Durham (sistema
anaerobico). En aerobiosis se midi6 la duracion de la fase de retraso del
crecimiento y en anaerobiosis se determiné visualmente la produccién de CO,.

Los resultados se muestran en las siguientes figuras y tablas.



Condiciones Anaerobicas

TABLA No. 10

HABILIDAD DE LEVADURAS PARA FERMENTAR GLUCOSA A 28 °C DURANTE 72 HORAS, EN UN MEDIO
CONTENIENDO DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ETANOL

Cepas Saccharomyces Candida Saccharomycodes Hansenula | Brettanomyces | Kloeckera
Y viv cerevisiae stellata Iudhigii anomala intermedius apiculata
etanol 15-1- 416 3-16-1 16-1-3 7-1-5 2-2-2 9-2-1
Sin etanol A ¥ +++ oA R ¥
2.0 % etanol S Rt +++ -k AR -+
4.0 % etanol . ++ +++ HE + +
6.0 % etanol ++* + +++ Sk - -
8.0 % etanol S - + + - -
10. % etanol +* - - - -

12.0 % etanol

Produccién de CO,: Intensa: +++, moderada: ++, débil: +

Formacion de film sobre 1a superficie del medio liquido: Intenso: ***, moderado: **, débil: *
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Condiciones Aerdbicas

La temperatura se controlé a 28 "C. El tiempo de fermentacion concluyé cuando
se observo el inicio de la fase logaritmica, sin embargo algunos experimentos se

realizaron hasta la fase estacionaria de crecimiento.

FIGURA No. 14

TOLERANCIA DE Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ETANOL
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FIGURA No. 15

TOLERANCIA DE Candida stellata RIVE 3-16-1 A
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ETANOL
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TABLA No. 11

FASE LAG EN Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 Y Candida stellata
RIVE 3-16-1 CULTIVADOS EN MEDIO SINTETICO A 28 °C,
CONTENIENDO DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ETANOL

%oviv 0% 20% 4.0 % 6.0 % 8.0 %
etanol etanol etanol etanol etanol etanol
Cepa Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416
Fase lag 19.5h | 19h | 195h | 275h | 465h
Cepa Candida stellata RIVE 3-16-1
Fase lag 8h | 135h | 355h | — | -
FIGURA No. 16

TOLERANCIA DE Hansenula anomala
RIVE 7-1-5 A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE ETANOL
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FIGURA No. 17

TOLERANCIA DE Kloeckera apiculata RIVE 9-
2-1 A DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE ETANOL
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TABLA No. 12

FASE LAG EN Hansenula anomala RIVE 7-1-5 Y Kloeckera apiculata RIVE 9- |
2-1 CULTIVADOS EN MEDIO SINTETICO A 28 °C, CONTENIENDO
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ETANOL

Yoviv 0% 2.0 % 4.0 % 6.0 %
etanol etanol etanol etanol etanol
Cepa Hansenula anomala RIVE 7-1-5

Fase lag 2h | 8h | 12h | 25h
Cepa Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1

Fase lag 3h | 5h | — ] ---




FIGURA No. 18
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TOLERANCIA DE Brettanomyces intermedius RIVE
2-2-2 A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ETANOL
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FIGURA No. 19

TOLERANCIA DE Saccharomycodes ludwigii
RIVE 16-1-5 A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE ETANOL
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TABLA No. 13

FASE LAG EN Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2 Y Saccharomycodes
ludwigii RIVE 16-1-5 CULTIVADOS EN MEDIO SINTETICO A 28 °C,
CONTENIENDO DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ETANOL

Y%oviv 0% 2.0% 4.0 % 6.0 %
etanol etanol etanol etanol etanol
Cepa Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2
Fase lag 7h |  50h | - | --
Cepa Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5
Fase lag 16h | 20h | 26h | 46 h

5.5. Tolerancia al Sulfito a Condiciones Anaerébicas y Aerobicas

La parte mas efectiva del metabisufito de sodio sobre la actividad de la célula es
el SO, libre. Su concentracién depende del valor de pH del medio. Cadal
concentracion de metabisulfito debe actuar a un valor de pH correspondiente.
Esto quiere decir que la concentracion inicial de SO, es dependiente no
solamente de la concentracion de metabisulﬁto sino del valor de pH y

posiblemente de la temperatura.
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Condiciones Anaerodbicas

Los experimentos se realizaron en tubos Durham y el proceso fué evaluado
similarmente como en el caso del estudio de tolerancia al etanol. En la tabla No.

14 se muestra los resultados.



TABLA No. 14

HABILIDAD DE LEVADURAS PARA FERMENTAR EN CONDICIONES ANAEROBICAS UN MEDIO CONTENIENDO
DIFERENES CONCENTRACIONES DE METABISULFITO Y A DIFERENTES VALORES DE pH

Cepas Saccharomyces | Kloeckera | Brettanomyces | Saccharomycodes | Hansenula | Candida
- cerevisiae apiculata intermedius ludwigii anomala stellata
Na;S,05 15-1-416 9-2-1 2-2-2 16-1-5 7-1-5 3-16-1
sin Na;S,0s ¥ B e Ak -+ IR I
100 mg/L, pH 3.3 -tk - - +++ - -
150 mg/L, pH 3.65 A% - - 4 - -
200 mg/L, pH 4.24 - - - 4% - -

Produccién de CO;: Intensa: +++, moderada: ++, débil: +

Formacion de film sobre la superficie del medio liquido: Intenso: ***, moderado: **, débil: *
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Condiciones Aerobicas

Los valores de pH para cada concentracion de metabisulfito fueron los mismos

como en €l caso anterior:

100 mg Na,S,05 —pH 3.3
150 mg Na»S,05 — pH 3.65
200 mg Na,S,05 — pH 4.24

FIGURA No. 20

TOLERANCIA DE Saccharomyces
cerevisiae RIVE 15-1-416 A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE SULTIFO
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FIGURA No. 21

TOLERANCIA DE Saccharomycodes ludwigii
RIVE 16-1-5 A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE SULFITO
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TABLA No. 15

FASE LAG EN Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416
Y Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5, CULTIVADOS EN
MEDIO SINTETICO CONTENIENDO METABISULFITO A
DIFERENTES CONCENTRACIONES Y VALORES DE pH

Na»S,05 100 mg/L 150 mg/L 200 mg/L
mg/L pH3.3 pH 3.65 pH 4.24
Cepa Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416

Fase lag 36h | 4h | 56h
Cepa Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5

Fase lag 30h | 28h | 17h

Las demas cepas de levadura: Candida stellata RIVE 3-16-1, Kloeckera

apiculata RIVE 9-2-1, Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2, Hansenula
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anomala RIVE 7-1-5 no fueron capaces de crecer a concentraciones de

metabisulfito de: 100 mg/L, 150 mg/L y 200 mg/L.

5.6. Determinacién de Sub-productos del Metabolismo de Levaduras

En el jugo de manzana fermentado a condiciones aerdbicas y anaerébicas,
posteriormente separado de las levaduras se determiné los sacéridos, acidos
organicos, ésteres y alcoholes superiores, substancias que afectan
significativamente las caracteristicas sensoriales de la sidra. Las condiciones de
analisis y del equipo para los métodos cromatograficos de analisis son descritos

en la seccion 4.6.

5.6.1. Cromatografia de Gas y Liquida (CG y HPLC) de Soluciones
estandares. Biisqueda de Condiciones Optimas de Analisis.

Se determindé en primer lugar los tiempos de retencién de los compuestos
estandares en la columna del cromatografo, asi mismo se determiné las curvas
de calibracién de cada uno de los analitos, los coeficientes de correlacion
indican la exactitud de los célculos obtenidos para cada curva (ecuacién) de
calibracion. En la tabla Ne. 16 se muestra las curvas de calibracién obtenidas

para cada estandar y asi mismo su correspondiente coeficiente de correlacion:



ECUACIONES Y CORRELACIONES () DE LOS ANALITOS

TABLA No. 16

UTILIZADOS EN CROMATOGRAFIA GASEOSA

Analitos | Ecnacién r
Analisis por GC
Metanol Ax/Agp = 44.56mx + 0.4878 0.9998
1-propanol Ax/Aisrp= 80.81mx + 0.6719 0.9974
1-butanol Ax/Agrp= 80.39mx + 0.8500 0.9991
2-metil-1-propanol Ax/Ajsp= 81.47mx + 0.9747 0.9974
3-metil-1-butanol Ax/Arp= 80.64mx + 0.8634 0.9970
2-metil-1-butanol AX/A]STD= 68.16mx + 1.0949 0.9999
2-feniletanol Ax/Agrp= 21.54mx + 1.0298 0.9999
Linalool Ax/Awrp= 25.30mx + 0.9729 0.9953
Etil acetato Ax/Agrp= 37.87mx + 0.5688 0.9997
Butil acetato Ax/Agrp= 144.38mx + 0.3195 0.9968
Propil acetato Ax/ A= 42.02mx + 0.6011 0.9999
Isobutilacetato Ax/Arp= 47.66mx + 0.7121 0.9999
Isoamilacetato Ax/Agrp= 30.03mx + 0.8919 0.9999
n-amilacetato Ax/Awrp= 53.04mx + 0.7071 0.9980
2-feniletilacetato Ax/Agrp= 487.23mx + 0.5138 0.9987
Etil hexanoato Ax/Arp= 273.01mx + 0.5669 0.9957
Etil octanoato Ax/ A= 19.27mx + 0.8418 0.9988
Etil decanoato Ax/Agrp= 80.00mx + 0.5002 0.9980
Analisis por HPLC
Glicerol Ax =0.5455mx — 56.7853 0.9997
Acido acético Ax=0.2415mx - 22.4703 0.9996
Acido lactico Ax = 0.1874mx + 25.8465 0.9999
Acido succinico Ax =0.3692mx — 1.3960 0.9999
Acido tartérico Ax =0.5731mx — 46.9718 0.9998
Acido malico Ax = 0.4228mx — 13.3889 0.9999
Glucosa Ax =0.2380mx — 1.5740 0.9999
Fructosa Ax =0.2382mx — 11.6754 0.9999
Sucrosa Ax =0,2370mx — 2.7496 0.9999

Fuente: Elaboracion propia
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S.7. Analisis de Compuestos Sensoriales Producidos en Condiciones
Aerdbicas y Anaerdbicas

Las levaduras fueron ensayadas como culturas puras, mixtas y secuenciales.
Las fermentaciones secuenciales se realizaron adicionando Saccharomyces
cerevisiae RIVE 15-1-416 al jugo de manzana fermentado previamente por
levaduras no-Saccharomyces (Cs 3-16-1, Ka 9-2-1), durante ocho dias a 28 °C
(a condiciones aerébicas y anaerdbicas). La segunda fermentacion con
Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416, duré ocho dias mas a condiciones
aerébicas (los frascos Erlenmeyer fueron agitados a 200 min™) y por siete dias
mas a condiciones anaerdbicas. Los resultados se muestran en los siguientes

cuadros.

Los resultados obtenidos tanto a condiciones aerobias como anaerobias de los

cultivos puros, mixtos y secuenciales se muestran en las tablas No. 17 y 18.



Condiciones Anaerobicas

TABLA No. 17

‘SUB-PRODUCTOS DEL METABOLISMO ANAEROIO PRODUCIDO POR LEVADURAS Saccharomyces Y no-
Saccharomyces EN CULTIVOS PUROS, IXTOS Y SECUENCIALES

Compuestos(mg/L){ Sc 416 | ST 16-1-5| C(s 3-16-1 | Ha 7-1-5| Ka 9-2-1 Sedl6/ Sed16/ ) Scdie/| Cs 3-16-1+} Ka 9-2-1+
’ Cs3-16-1| Ka9-2-1| Bi2-2-2 Sc 416 Sc 416
Glicerol * 29 35 3.8 1.5 26 34 2.1 25 32 3.4
1-Propanol 27 21 11 41 14 30 28 43 37 18
I-Butanol 8.6 4.5 3.0 9.7 8.5 - 4.6 3.25 4.7 6.1 5.5
2-Butanol 1.5 tr. 2 1 0.5 1.3 1 2.5 1.3 -
2-Metil-propanol 70 105 154 83 60 167 118 149 93 31
- 3-Metil-butanol 268 303 137 54 83 296 153 182 198 31
2-Metil-butanol 159 102 154 28 15 185 92 107 172 24
2-feniletanol 22 33 25 31 9 64 58 28 52 13
 Linalool 2.1 - tr. 0.5 2 2.5 1.5 tr. 1.8 2
Etil acetato 51 24 17 102 196 39 89 102 35 114
Butil acetato 5 - tr. tr. - 5 7 tr. tr. tr.
Isobutilacetato 1.8 - 1.7 6,7 - - - - 1,9 -
Isoamilacetato - - 12 - - - - - - -
Etil decanoato 53 14.1 - 4.55 8.5 2.8 11.2 6.7 3.9 43
Acido acético 266 303 150 366 260 281 252 333 126 227
Acido succinico * 0.77 0.8 1.2 0.7 1.0 1.1 1.15 0.9 1.13 1.05

*g/l.., tr.: traza



Condiciones Aerobicas

TABLA No. 18

SUB-PRODUCTOS DEL METABOLISMO AEROBIO PRODUCIDO POR LEVADURAS Saccharomyces Y no-Saccharomyces, EN
CULTIVOS PUROS, MIXTOS Y SECUENCIALES

Compuestos Sc 416 St 16-1-5| Cs3-16-1| Ha 7-1-5 | Ka 9-2-1 Sc 416/ Scdl6/ Scdle/ Cs 3-16-1 +| Ka 9-2-1 +
(mg/L) Cs 3-16-1 Ka 9-2-1 Bi 2.2-2 Sc 416 Sc 416
Glicerol * 0.11 0.18 1.9 1.4 1.8 0.3 0.35 0.53 1.1 0.64
1-Propanol 6 17 58 19 30 20 17 50 38 53
1-Butanol 174 8.7 2.4 23.2 7.8 13.2 6.2 6.0 8.9 5.1
2-Butanol 2 26 1.5 3 1.2 2.5 1.7 2 1.8 1.6
2-Metil-propanol 47 240 113 218 | 158 259 86 274 206 126
3-Metil-butanol 123 278 | 162 228 110 290 56 273 245 202
2-Metil-butanol 93 152 130 162 168 206 117 215 278 181
2-feniletanol 27 122 154 26 116 161 42 189 247 230
Linalool - - 0.2 1 - 2 - tr, tr. -
Etil acetato 75 130 176 206 96 64 89 122 243 117
Butil acetato - - - - - tr. - - - -
Isobutilacetato - 0.95 - - - - - - - -
Isoamilacetato - - - 1.7 - - - - - -
Etil decanoato 5.89 - 2.86 2.3 9.6 9.68 1.3 14.95 10.3 12.2 -
Acido acético 51 56 90 196 222 116 89 94 360 126
Acido succinico 1.32 0.99 1.7 0.74 0.85 1.89 1.49 1.61 1.81 1.33
*®

*g/L.., tr.: trazas.




CAPITULO V1

DISCUSION DE RESULTADOS

El mayor enfoque de este trabajo de investigacion esta en la determinacién de
compuestos de importancia sensorial producidos por cepas de levadura durante la
etapa de fermentacion de la sidra. Se ha puesto mayor énfasis en el estudio del
comportamiento metabdlico de las levaduras durante la fermentacién bajo
diferentes condiciones de cultivo antes que la parte tecnolégica de elaboracién de
sidra propiamente dicha, desde este punto de vista se consigue entender mejor la
produccioén cuantitativa y cualitativa de metabolitos durante la fermentacion, el
cual tiene directa correlacién con el perfil sensorial de la sidra como producto
final del proceso.

Uno de los objetivos del trabajo de investigacion fué estudiar las propiedades
generales de cepas de levadura los cuales podrian ser usadas como criterios para la
seleccion de levaduras y posterior aplicacion en la’ fermentacién de jugo de
manzana. La morfologia fué tomada como una herramienta para describir la forma
de las células creciendo en una fase sélida y liquida, similar al jugo de manzana.
Las células muy pequefias podrian causar dificultades en la operacion de
separacion al final del proceso de elaboracion de sidra.

Los puntos mas importan“[es | en la primera parte de la investigacion estin
conectados con la produccion de etanol a condiciones aerdbicas y anaerdbicas,

tolerancia al etanol y tolera;}gja al metabisulfito. Esto nos puede ayudar para poder
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decidir cuales cepas podrian ser de aplicacion en la elaboracion de sidra. Desde
que la norma técnica nacional ITINTEC no tiene documentada aspectos fe’cnicos
de elaboracion de sidras y mucho menos que especies de levadura se deben de
utilizar.

De la investigacion realizada, las siguientes cepas son recomendadas para su

aplicacion posterior en la elaboracion de sidra:

- Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416
- Candida stellata RIVE 3-16-1
- Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1

Biosintesis de Etanol y Metabolitos

Uno de los mas importantes factores a tomarse en cuenta es la temperatura. Las
fermentaciones realizadas por levaduras en medio sintético en condiciones
anaerébicas a 28 °C mostraron que, Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416
alcanz6 la mayor produccion de etanol entre 61.7 g/L, mientras que, Candida
stellata RIVE 3-16-1 produjo 53.42 g/L? Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-
5 produjo 54.28 g/L, Hansenula anomala RIVE 7-1-5 produjo 50.02 g/L y la
menor cantidad de etanol producido se observo en Kloeckera apiculata RIVE 9-
2-1 la cual produjo sélo 24.62 g/L..

Las fermentaciones a condiciones aerébicas en jugo de manzana mostraron que

a 16 °C Candida stellata RIVE 3-16-1 produjo mayor concentracion de etanol
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(41.1 g/L) que a 28 °C (33.9 g/L). Las temperaturas bajas son importantes en ¢l
proceso de produccion sidra y deben ser tomadas en cuenta.
De los resultados obtenidos respecto a la produccion anaerdbica de etanol se

seleccionaron las mejores cepas de levadura, los cuales fueron:

—  Candida stellata RIVE 3-16-1 (alta produccién de etanol)
—  Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5, (alta tolerancia al etanol y al
sulfito)

—  Saccharomyces cerevisiae 15-1-416, (alta produccion de etanol y

tolerancia al sulfito)

| La cepa Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 podria ser de interés para el proceso de
elaboracion de sidra, pero no produce mucho etanol (34 g/L), su importancia estd
en la produccion de etil acetato que puede llegar a producir hasta 196 mg/L.
Las levaduras Brettanomyces son conocidos como productoras de acidos
organicos, mayormente acido acético y tienen un especial rol en la elaboracién de
cervezas Belgas. En el caso de la fermentacion de jugo de manzana ellos no tienen
importancia, forman muy poco etanol (26.3 g/L) y son muy sensibles al etanol y al
sulfito.
Los ensayos de fermentacion anaer6bica mostraron que todas las cepas de
levaduras ensayadas, fueron capaces de utilizar sacéridos tales como D-glucosa,
D-manosa y sucrosa.
Los ensayos de tolerancia al etanol en condiciones anaerébicas mostraron que la
cepa de Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 fué capaz de fermentar en

medio conteniendo etanol en concentraciones de 2.0 % v/v — 10.0 % v/v. También
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se observé que la cepa de Hansenula anomala RIVE 7-1-5 y Saccharomycodes
ludwigii RIVE 16-1-5 tienen un comportamiento similar ya que fermentaron los
azucares en ¢l medio con 8.0 % v/v de concentracién de etanol.

El crecimiento aerébico de levaduras en medio conteniendo 2.0 % v/v, 4.0 % v/v
de concentracion de etanol, no afectaron la fase lag en Saccharomyces cerevisiae
RIVE 15-1-416. La cepa de Candida stellata RIVE 3-16-1 creci6 muy bien a
concentraciones de etanol de 2.0 % v/v y 4.0 % v/v.

Hansenula anomala RIVE 7-1-5 mostrd buen crecimiento aerdbico a
concentraciones de etanol de 2.0 % v/v, 4.0 % v/v, 6.0 % v/v; la corta fase lag
sugiere una rapida adaptacién a medioambientes con baja concentracién de etanol.
Sin embargo, Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 mostr6 un buen
crecimiento a concentraciones de etanol de 2.0 % v/v, 4.0 % vivy 6 % v/v,
alcanzando en ambas concentraciones de etanol crecimientos maximos similares.
La tolerancia al metabisulfito es también un parametro muy importante por que es
comunmente usado en la elaboracién de sidra. La tolerancia en condiciones
anaerdbicas se observéd solamente en las cepa de Saccharomyces cerevisiae RIVE
15-1-416 y Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5, mientras que las demas cepas
no fueron capaces de fermentar 6 crecer incluso a bajas concentraciones de
NayS,0:s. Por el contrario, en condiciones aerébicas, el sulfito afecta la extension
de la fase lag en Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 v Saccharomycodes

ludwigii RIVE 16-1-5. El impacto del sulfito depende de la concentracion de SO,

libre, el cual es afectado por el valor de pH del medio de fermentacion.
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Otro compuesto importante en sidra es glicerol. Desde este punto de vista en
fermentaciones anaerdbicas con cultivos puros de Saccharomycodes ludwigii
RIVE 16-1-5 y Candida stellata RIVE 3-16-1 'y cultivos secuenciales con
Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 y Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416, se
observaron la mayor produccién de glicerol (3.5 g/L, 3.8 g/L y 3.4 g/L),
respectivamente. El contenido de glicerol en vinos, sidras y otras bebidas
alcoholicas fermentadas es muy importante por su contribucion a la suavidad del
aroma y gusto. En general, la sintesis de glicerol a condiciones aerébicas fué
menor en todas las formas de cultivo y con todas las cepas comparado con los
ensayos a condicibnes anaerdbicas (Ver tablas No. 17 y 18).

La mayor produccion de alcoholes superiores (2-metil-propanol + 3-metil-
butanol + 2-metil-butanel) a condiciones anaerdbicas se manifestaron en
cultivos puros y secuenciales de Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416,
Candida stellata RIVE 3-16-1 + Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416
(497mg/L y 463 mg/L), respectivamente. Seglin De Wet, P. 1978, estos valores de
alcoholes superiores obtenidos estdn dentro de las concentraciones comunes
encontradas en vinos y sidras, sin embargo la concentracion de 2-metil-butanol
producido por Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 (159 mg/L) y Candida
stellata RIVE 3-16-1 + Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 (172 mg/L),
sobrepasan ampliamente su valor umbral sensorial que es 14.5 mg/L. Por lo tanto,
2-metil-butanol seria el compuesto responsable del acentuado aroma y sabor a
disolvente y combustible en las sidras preparadas con estas cepas y bajo estas

condiciones.
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La produccion de alcoholes superiores (2-metil-propanol + 3-metil-butanol + 2-
metil-butanol) a condiciones aerObicas fueron mayores que a condiciones
anaerébicas en cultivos puros de Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1, Hansenula
anomala RIVE 7-1-5, Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 (436 mg/L, 608
mg/L. 670 mg/L), en cultivos mixtos de Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-
416/Candida stellata RIVE 3-16-1 (755 mg/L), y en cultivos secuenciales de
Candida stellata RIVE 3-16-1 + Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416,
Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 + Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-
416.(729 mg/l. 'y 509 mg/L), respectivamente. La presencia de altas
concentraciones de alcoholes superiores en vinos y sidras no es favorable desde el
punto de vista sensorial ya que confieren un sabor y aroma a disolvente o a
- combustible.

Los cultivos mixtos de Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416/Candida
stellata RIVE 3-16-1 y Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416/Kloeckera
apiculata RIVE 9-2-1 en condiciones anaerdbicas manifestaron la mayor
produccion de 2-feniletanol (64 mg/L. y 58 mg/L). Estos valores obtenidos estdn
dentro del rango umbral sensorial que es desde 25 mg/L a 105 mg/L tal como fué
reportado por De Wet, P. 1978 y Simpsom, R. F. 1979; este compuesto (2-
feniletanol) es el tnico alcohol superior deseado en vinos y sidras debido a que
confiere un aroma floral.

La produccion de etil acetato en condiciones anaerdbicas fué la mayor en cultivos
puros con Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 (196 mg/L), su concentraciéon
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usualmente excede el nivel sensorial umbral de aroma (12,3 mg/L).”” Etil acetato
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es uno de las substancias de mayor significancia sensorial, a altas concentraciones
manifiesta un aroma y sabor astringente y penetrante, mientras que a bajas
concentraciones confiere un aroma frutal y contribuye en la exquisitez de la
bebida. Los datos de etil acetato producidos estdn dentro del rango de aceptacién
tal como fu¢ manifestado por Maarse, H. y Visscher, C. 1991; quienes sostuvieron
que concentraciones de etil acetato entre 75 mg/L y 200 mg/L tiene caracteristicas
sensoriales favorables.

La mayor prodﬁccién de etil acetato a condiciones aerdbicas fué observado en
cultivos puros de Hansenula anomala RIVE 7-1-5 (206 mg/L) y en cultivos
secuenciales de Candida stellata RIVE 3-16-1 + Saccharomyces cerevisiae RIVE
15-1-416 (243 mg/L) y la menor produccion fué observado en cultivos puros de
Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 (75 mg/L) y en cultivos mixtos de
Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416/Candida stellata RIVE 3-16-1 (64
mg/L).

La menor produccion de dcido acético en condiciones anaerdbicas fué observado
en cultivos puros de Candida stellata RIVE 3-16-1 (150 mg/L) y en cultivos
secuénciales de Candida stellata RIVE 3-16-1+ Saccharomyces cerevisiae RIVE
15-1-416 (126 mg/L), mientras que los mayores valores fueron encontrados en
cultivos puros de Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 (303 mg/L), en cultivos
mixtos de Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416/Brettanomyces intermedius
RIVE 2-2-2 (333 mg/L). El 4cido acético es una sustancia no deseada durante el
proceso de fermentacion debido a que incrementa la acidez volatil de las bebidas

fermentadas.
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La mayor produccion de acido acético a condiciones aerdbicas fué observado en
cultivos puros de Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 (222 mg/L); pero en general la
produccion fué menor en todos los cultivos a condiciones anaerobicas.

Para efectos de comparacion Picinelli, A. y col. 2000, analizaron las diferentes
concentraciones de compuestos voldtiles en sidras de Asturias; de estos resultados
podemos resumir que las fermentaciones anaerébicas con cepas de
Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-16, Candida stellata RIVE 3-16-1 y
Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 podrian ser monitoreadas para obtener un perfil

comparable a los de la tabla No. 19.



"TABLA No. 19
COMPUESTOS VOLATILES MAYORITARIOS EN SIDRA DE ASTURIAS

(mg/L)
Estacién de consumo | Etil acetato | 1-propanol | 1-butanol | Alcoholes amilicos | 2-feniletanol
Promedio 99.9 30.0 4.8 152.5 NA
1995 SD 40.8 19.0 0.8 33.2 NA
(n=18) Max 222.0 69.5 5.8 213.7 NA
Min 3532 9.2 3.2 08.5 NA
Promedio 108.1 19.5 7.4 181.5 99.1
1996 SD 46.2 12.7 5.2 63.6 45.7
(n=31) Max 203.1 71.4 30.0 290.8 188.7
Min 40.7 7.3 1.6 72.3 29.6
Promedio 55.7 12.4 3.5 120.6 68.0
1997 SD 28.8 9.6 2.8 36.2 21.3
(n=25) Max 140.8 35.6 6.9 226.3 122.6
Min 17.3 ND ND 64.8 36.6
Promedio 114.6 27.3 6.1 : 173.0 131.5
1998 SD 35.5 13.0 0.7 41.1 55.3
(n=20) Max 206.4 64.4 7.2 264.8 243.8
Min 78.4 9.1 4.9 1223 35.8

ND = no detectado, NA = no analizado

Fuente: Picinelli, A. y col. 2000.
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Consideraciones Finales en la Elaboracién de Sidra

Uno de los problemas que se debe afrontar son los cambios en el contenido de
substancias de importancia sensorial durante la fermentacion. Sin duda, hay
cambios que conllevan no solamente a un incremento de algunas substancias
sensoriales benéficas, sino también su reduccién por transformacion en
substancias sensoriales negativas ¢ sensorialmente neutrales.

Para la elaboracion de sidra recomendaria usar la microflora natural de la
manzana, pero seria mas beneficioso el enriquecimiento con un cultivo mixto
conocido. El jugo de manzana después del prensado podria fermentar a una tasa
baja de aereacién por un tiempo corto (1 — 2 dias) con cultivos mixtos de cepas
recomendadas como (Candida stellata) con la finalidad de incrementar la
concentracion de glicerol. Seguidamente, el proceso continuaria con una
fermentacion anaerébica llevado a cabo por cepas de Saccharomyces cerevisiae
como un cultivo preparado mixto 6 secuencial. La proteccién de la fermentacién
con la adicion de sulfito tiene un efecto antimicrobiano sobre la seleccién de

levaduras.



CAPITULO VoI

CONCLUSIONES

= El etanol afecta el crecimiento celular prolongando la fase lag y en otros casos
inhibiendo el crecimiento a concentraciones de etanol mayores que 4.0 % v/v
presente en el medio de cultivo, como fué observado en cepas de
Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2, Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 y
Candida stellata RIVE 3-16-1. Por el contrario, las cepas de Saccharomyces
cerevisiae RIVE 15-1-416, Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 ¢ incluso
Hansenula anomala RIVE 7-1-5 mostraron buen crecimiento aerdbico a
concentraciones de etanol de 2.0 % v/v, 4.0 % v/v, 6.0 % v/v en el medio de

cultivo

= Desde el punto de vista de tolerancia al etanol en condiciones aerébicas se

encontr6 que las mejores cepas son las siguientes:

- Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416
Candida stellata RIVE 3-16-1
- Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5

= Desde el punto de vista de tolerancia al etanol a condiciones anaerébicas se

encontré que las mejores cepas son las siguientes:

- Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416
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- Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5
- Candida stellata RIVE 3-16-1

= Desde el punto de vista de tolerancia al SO, en condiciones anaerdbicas se

encontrd que las mejores cepas son las siguientes:

— Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416
- Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5

=  Desde el punto de vista de tolerancia al SO, en condiciones aerébicas se

encontrd que las mejores cepas son las siguientes:

- Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416
- Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5

» Ta alta produccion de glicerol por Candida stellata RIVE 3-16-1 a
condiciones anaerébicas es una de las mas importantes conclusiones de este
estudio por que ésta cepa podria ser usada en la primera fase de la

fermentacion para incrementar el nivel de glicerol en sidras.

» La levaduras apiculatas tales como Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 podrian
ser usadas en la primera etapa de la fermentacién para la elaboracion de
sidra ya que son altos productores de etil acetato y bajos productores de 1-

propanol.
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En condiciones anaerdbicas Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 tiene
un comportamiento similar a Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416
pero, esta cepa seria de menos interés para aplicaciones practicas a causa de
la baja produccién de etanol comparado con Saccharomyces cerevisiae

RIVE 15-1-416.

Las fermentaciones anaerdbicas realizados por cultivos secuénciales de
Candida stellata RIVE 3-16-1, Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 y
Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416, mostraron caracteristicas
favorables ya que produjeron concentraciones de alcoholes superiores y etil
acetato los cuales estdn dentro de los valores umbrales de los compuestos

volatiles encontrados en vinos. -

Desde el punto de vista de baja producciéon de alcoholes superiores las
siguientes cepas de levaduras y métodos de fermentacién serian

recomendados:

— Fermentacion anaerébica con cultivos puros de Kloeckera apiculata
RIVE 9-2-1

~ Fermentacién anaerébica con cultivos mixtos de Saccharomyces
cerevisiae RIVE 15-1-416 y Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1

— Fermentacion anaerébica con cultivos secuenciales de Kloeckera

apiculata RIVE 9-2-1 con Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416
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— La aereacién intensa incrementa la sintesis de alcoholes superiores,
esto no serfa favorable en elaboracion de sidra. Las cepas y métodos
recomendados serian: Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 en
cultivo puro y Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 con
Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 en cultivo mixto

= Desde el punto de vista de produccion de etil acetato, se recomienda las

siguientes cepas de levadura y métodos de fermentacién:

— Fermentacién anaerébica con cultivos puros de Hansenula anomala

RIVE 7-1-5 y Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1

— Fermentacién anaerdbica con cultivos mixtos de Saccharomyces

cerevisiae RIVE 15-1-416 y Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1

- Fermentacién anaerdbica con cultivos secuenciales de Kloeckera

apiculata RIVE 9-2-1 y Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416

— La aereacin intensa incrementa la sintesis de etil acetato, esto no seria
favorable en la elaboracién de sidra. Las cepas y métodos
recomendados serian: cultivos puros de Saccharomyces cerevisiae
RIVE 15-1-416 y Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1, cultivo mixto de
Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 con Kloeckera apiculata

RIVE 9-2-1

®»  Desde el punto de vista de produccién de glicerol, el cual tiene un gusto
dulce y a altas concentraciones confiere suavidad a las bebidas, las cepas y

métodos recomendados serian:
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— Fermentacion anaerdbica con cultivos puros de Candida stellata RIVE

3-16-1

— Fermentacién anaerdbica con cultivos mixtos y secuenciales de Candida

stellata RIVE 3-16-1y Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416.

En el proceso de elaboracion de sidra se requieren temperaturas bajas de
fermentacion (16 — 18 °C) la mejor cepa encontrada para este proceso seria
Candida stellata RIVE 3-16-1, ya que en cultivo puro produjo alta
concentracion de etanol y glicerol, ademas produjo bajas cantidades de acido
acético. Por otra parte en cultivos seécuenciales con Saccharomyces
cerevisiae RIVE 15-1-416 se incrementa la concentracion de glicerol, lo que

seria una caracteristica favorable.

Kloeckera apiculata- RIVE 9-2-1 produjo bajas cantidades de etanol,
considerables cantidades de glicerol y altas cantidades de etil acetato. Esta
cepa podria ser usado para preparar sidras con sabor y aroma particulares,
también podria usarse en cultivos secuenciales con Saccharomyces
cerevisiae 15-1-416 para incrementar la concentracion de etanol en bebidas

alcoholicas.

Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2 no seria de mucho interés para
nuestro proposito ya que produjo baja cantidad de etanol y cantidades

considerables de 4cido acético.
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Las concentraciones normales de etanol encontradas en sidras (Ver
apéndice, tabla No. 21) son del orden de 5 % v/v, desde este punto de vista,
tenemos que tomar en cuenta que ésta cantidad de etanol podria ser
producido por levaduras no-Saccharomyces no deseadas, encontradas
comuinmente en la microflora del jugo de manzana. Estos microorganismos
podrian realizar una fermentacién completa alcanzando niveles de etanol
inclusive mayores a 5% v/v, tal es el caso de Saccharomycodes ludwigii

RIVE 16-1-5.

Comparando la composicion y concentracion de compuestos arométicos de
jugo de manzana (Ver apéndice, tabla Neo. 22) con los datos obtenidos en
cada fermentacién, podemos decir que el mayor contenido de estos
compuestos volétiles en sidras son producidos por levaduras durante la
fermentacion. La concentracién de estos compuestos volétﬂes en el jugo de
manzana depende del tipo de extraccion usado, variedad de manzana y el

grado de madurez.

Etil acetato en bajas concentraciones (50 — 80 mg/L) contribuye
positivamente al perfil sensorial y concentraciones sobre 200.0 mg/L, tiene
una influencia negativa en la percepcion sensorial.'” En todos los
resultados, la éepa de Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 mostrd ser un buen

productor de etil acetato, y ésta caracteristica afectaria negativamente el
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aroma y sabor de la sidra si no se controla su produccién durante la

fermentacion.

Para aplicaciones practicas de fermentaciones con cultivos mixtos y
secuénciales en elaboracién de sidra, es necesario optimizar la manera de
aplicacion integrada de Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416, Candida

stellata RIVE 3-16-1y Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1.

Las conclusiones importantes para el proceso de elaboracion de sidra son:
Controlar la aereacién del jugo de manzana y utilizar cepas de levaduras
adecuadas de actividad metabolica conocida (cepas de Saccharomyces
cerevisiae RIVE 15-1-416, Candida stellata RIVE 3-16-1, Kloeckera
apiculata RIVE 9-2-1), se puede controlar los ratios entre azicares,
alcoholes (etanol, glicerol y presumiblemente alcoholes superiores), acidos
organicos y ésteres de tal manera que se pueda obtener un adecuado caracter
sensorial de la sidra. Es importante determinar cuanto tiempo se deberia
dejar fermentar aerébicamente la sidra para conseguir una exitosa

fermentacion, asi como un producto final de calidad sensorial.



CAPITULO Vill

RECOMENDACIONES

Los procesos de elaboracion de sidra no se diferencian en mucho de los
procesos de elaboraciéon de vinos, en todo caso se recomienda que al usar
cepas de levadura Saccharomyces o no-Saccharomyces se elijan aquellas
cepas que presenten una alta produccién de etanol, un perfil definido de
formacion de ésteres y alcoholes superiores y baja producciéon de 4cidos

organicos.

Antes de realizar el proceso de fermentacién es necesario tener en cuenta el
contenido de fuente de nitrégeno (amonio) del mosto ya que de ello depende
una exitosa fermentacion. La adicion de peptona como fuente de nitrégeno no

seria recomendable por que incrementaria la sintesis de alcoholes superiores.

En las fermentaciones con cultivos puros inoculados se recomienda tratar
anteriormente el mosto con sulfito para eliminar o disminuir la carga de
microorganismos no deseables que puedan influenciar durante la
fermentacién. La cantidad dé sulfito a afiadirse esta en funcion del pH inicial

de fermentacion que en el caso de la sidra deberia ser de 3.5 — 4.0.
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Durante la fermentacién es recomendable airear intermitentemente el
medio con la finalidad de incorporar oxigeno y revitalizar las células de
levadura e inducir a la sintesis de esteroles y dcidos grasos insaturados de '
la membrana celular para favorecer la resistencia y tolerancia a los
metaboﬁtos inhibidores producidos durante la fermentacion como el

etanol y el 4cido acético.

Se debe tener en cuenta que una fermentacion en completa aerobiosis
conlleva a la formacién excesiva de ésteres y alcoholes superiores. Del
mismo modo las fermentaciones a temperaturas elevadas inducen a una

produccion incrementada de estos compuestos.

Por otro lado una fermentaciéon en completa anaerobiosis o con cultivos

que no han sido precultivados pueden conllevar a una fermentacién

perezosa o incompleta y resultar en un producto de baja calidad y con

aromas indeseables.

Para la produccion de sidra, se recomienda realizar la fermentacién a
temperaturas inferiores a 18 °C. La cepa Candida stellata RIVE 3-16-1
muestra buenas caracteristicas fermentativas a temperaturas bajas y podria
ser usada para los procesos de fermentacion de bebidas con bajo contenido

de alcohol.
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Para mejorar el perfil de aroma y sabor de bebidas alcohdlicas se propone
utilizar cultivos mixtos o secuenciales con cepas de Kloeckera apiculata
RIVE 9-2-1 y Candida stellata RIVE 3-16-1 y Saccharomyces cerevisiae

var. ellipsoideus RIVE 15-1-416.
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APENDICE

TABLA No. 20
COMPOSICION QUIMICA DE JUGO DE MANZANA COMERCIAL
(g/100 gramos de producto)

Constituyentes dim promedio variaciéon
Agua g 88.1 86.2-90.3
Nitrégeno total g 0.01 -
Proteina (Nx6.25) g 0.07 0.06 —0.08
Carboh. disponible g 11.1 --
Acido orga. disponible g 0.77 -
Etanol g 0.14 0.05-0.27

Minerales y elementos traza
Minerales g 0.27 0.22 — 0.33
Na mg 2.2 0.6-- 5.0
K ' mg 116 90 -- 131
Mg mg 4.2 3.0 -- 54
Ca mg 6.9 40 -- 8.8
Mn ug 120 50 -- 210
Fe ug 260 100 -- 390
Co ug 1.0 1.0 -- 2.0
Cu ug 59 23 -- 105
Zn ug 120 70 -~ 190
Ni ug 9.5 | 8.8 -- 55000
Cr ug 3.0 0.0 -- 6.0
Mo ug - 00 - 16
P mg 7.0 52 -- 88
Cl ug 300 300 - 600
I ug 1.0 -

Vitaminas

B-caroteno ug 45.0 30 - 60
Vit K : ng 100 -
Vit Bl ug 20 6-- 40
Vit B2 ug 25 10 - 50
Nicotinamida ug 300 100 -- 500
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TABLA No. 20
CONTINUACION
Vit B6 ug 96 --
Biotina ug 1.0 04 - 20
Acido félico ug 3.1 1.5 - 4.0
Vit C mg 1.4 0.7 - 2.0
Aminoacidos
Alanina mg 3.0 -
Arginina mg 2.0 -
Acido aspartico mg 22 -
Acido glutdmico mg 7.0 -
Glicina mg 2.0 --
Isoleucina mg 2.0 --
Leucina mg 4.0 -
Metionina mg 1.0 --
Fenilalanina mg 2.0 -
Prolina mg 2.0 --
Serina mg 3.0 -
Treonina mg 2.0 -
Valina mg 3.0 --
Acidos orginicos
Acidez volatil mg 15 4.0 -- 25
Acido mélico mg 740 450 - 970
Acido citrico mg 9.0 50 - 13
Acido Léctico mg 17 5 - 28
Acido formico mg 2.3 -
Acido isocitrico ug 800 -
Azicares
Glucosa mg 2400 1700 -- 3000
Fructosa mg 6400 5100 -- 7700
Sucrosa mg 1700 1200 -- 2300
Pectina mg 32 2 - 76
Sorbitol mg 560 300 -- 900
Otros
Metanol | mg ] 3.8 1.8 -- 5.3

Fuente: Souci, S.W., y col. 2000.
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COMPOSICION QUIMICA DE UNA SIDRA COMERCIAL

TABLA No. 21

(Las cantidades son expresadas en g/100 g de sidra)

Constituyentes | dim Promedio variacion

Agua g 92.1 --

Carbohidratos g 2.63 -

disponibles

Etanol g 4.99 3.97 -- 5.27

Minerales g 0.29 0.23 -- 0.33
Acidos de fruta

Acido total mg 530 380 -- 670

Acido volatil mg 65 18 -- 100
Carbohidratos

Azcar invertido | _mg 150 60 - 380

Otros

Extracto mg 2630 2300 -- 2900

Acido ténico mg 120 35 - 540

glicerol mg 410 330 -- 470

Fuente: Souci, S.W. y col. 2000.
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TABLA No. 22
COMPUESTOS VOLATILES DE JUGO DE MANZANA COMERCIAL

Compuesto pg/L
n-Butanol . 40000
Hexanol 11000
2-metilbutanol 9000
3-metilbutanol 9000
n-Propanol 7000
FEtanol 5000
n-Butil acetato 2200
Etil acetato 2000
n-Propil acetato 300
Etil butirato ' 300
2-Metilbutil acetato 200
3-Metilbutil acetato 200
Etil propionato 200
cis-Linalool 6xido 50
trans-Linalool 6xido 10
Etil hexanoato 3
Etil octanoato 3
Isobutil acetato 1
2-Feniletanol 1
Isobutil hexanoato 1
Etil decanoato 1
Butil decanoato 1
Propanol 1
Butanol 1

Fuente: Williams, A. A., y col. 1980.





