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RESUMEN

Las levaduras son los microorganismos responsables de la transformacién del mosto de
manzana en sidra, mediante el proceso metab6lico conocido como fermentacion alcohdlica.
Durante este proceso, las levaduras metabolizan los azUcares y otros constituyentes del mosto
transformandolos en etanol, diéxido de carbono (CO;) y otros productos finales que
contribuyen a la composicién quimica y a las caracteristicas sensoriales de la sidra resultante.
Aun cuando la especie de levadura mas ampliamente involucrada en las fermentaciones de
sidras en el mundo es Saccharomyces cerevisiae, también se ha reportado la presencia de la
especie criotolerante Saccharomyces uvarum principalmente asociada a fermentaciones
realizadas a bajas temperaturas. Una fermentacion llevada a cabo a bajas temperaturas permite
conservar mejor los compuestos volatiles relacionados con el aroma, por lo que disponer de

levaduras criotolerantes para estos procesos es de suma importancia.

El objetivo de este trabajo fue evaluar las caracteristicas de interés para la elaboracion de
sidras de cepas Patagonicas de las especies criotolerantes S. uvarum y S. eubayanus y las

caracteristicas organolépticas de las sidras obtenidas con ellas.

Se comprobd que las dos especies criotolerantes son capaces de completar la fermentacién de
mostos de manzana a bajas temperaturas, produciendo sidras con bajos niveles de acidez
volatil y elevada concentracion de glicerol. Las cepas evaluadas en este trabajo presentaron
una clara ventaja tecnologica respecto de la especie S. cerevisiae, comunmente usada en la
elaboracion de sidra, tanto en las propiedades cinéticas como por la complejidad aromatica de
las sidras base obtenidas. Se observaron también diferencias significativas en los productos
elaborados con cada especie criotolerante. S. uvarum fue superior en cuanto a la cinética de
fermentacion y a la produccion de ésteres en general. S. eubayanus se destacd por la

produccién de glicerol y alcoholes superiores.

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis evidenciaron que las dos especies
criotolerantes presentan un elevado potencial para ser utilizadas como cultivos iniciadores de

la fermentacion en mostos de manzana para la mejora de la produccion de sidras regionales.

PALABRAS CLAVES: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces uvarum,

Saccharomyces eubayanus, levaduras criotolerantes, sidra, aroma.



UNIVERSIDAD NACIONAL DEL COMAHUE - Facultad de Ingenieria \
Tesis de grado s~

ABSTRACT

Yeasts are the microorganisms responsible for the transformation of apple must into cider,
though the metabolic process called alcoholic fermentation. During this process, yeasts not
only produce ethanol and carbon dioxide, but also a number of minor metabolic products
associated with the complex cider aroma and taste. Although Saccharomyces cerevisiae is the
yeast species traditionally involved in cider fermentations around the world, the presence of
other cryotolerant species belonging to the same genus, Saccharomyces uvarum, has been also
detected particularly in ciders fermented at low temperature. Low fermentation temperature is
particularly useful to conserve volatile compounds related to the aroma; in this context, the

research and development about cryotolerant yeasts starter cultures becomes interesting.

The aim of this work was to evaluate the features of interest for the elaboration of ciders
ability in a set of Patagonian strains belonging to the cryotolerant yeast species S. uvarum and
S. eubayanus as well as the main physicochemical parameters in the obtained ciders.

The two cryotolerant species were able to complete the apple must fermentations at low
temperature, producing ciders with low volatile acidity and high glycerol concentrations. The
strains evaluated in this Thesis showed a technological advantage with regard to the species S.
cerevisiae, commonly used for cider production, in both kinetic parameters and in the
aromatic features of the obtained ciders. Significant differences were also obtained in the
ciders elaborated with each different cryotolerant species. S. uvarum showed a good
fermentation kinetic and the highest production of total esters. On the other hand, S.

eubayanus evidenced the highest glycerol and alcohols production.

The results obtained in this work evidenced that the two cryotolerant species exhibited an
interesting potential to be used in the developement of starter cultures for the elaboration of

ciders with regional specific characteristics.

KEYWORDS: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces uvarum, Saccharomyces

eubayanus, Cryotolerant yeast, Cider, Aroma.
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INTRODUCCION

1. LASIDRA
1.1. Historia y situacion actual en el mercado.

La sidra® es la bebida alcohélica que resulta de la fermentacion del jugo de manzana obtenido
a partir de la molienda y prensado de estas frutas sanas y limpias. Esta bebida tipicamente
europea, comenzo a elaborarse hace aproximadamente 2000 afios (Durieux et al., 2005). A lo
largo de la historia del hombre numerosos documentos nombran a los pomares (plantaciones
de manzanos) y el consumo de bebidas preparadas a partir del jugo de manzana. Esta practica
fue muy popular entre la poblacion celta, y también se ha descripto durante la invasion
romana a Inglaterra (Durieux et al., 2005). En regiones templadas de Europa como la
Normandia y la Britania francesa como la zona de Asturias en Espafia, la explotacion del
manzano, la elaboracién y el consumo de sidra datan de los siglos VIII y IX (Edad Media).
Luego de la invencion de la prensa, durante los siglos XII y XIII, ambas actividades
productivas se transformaron en la mayor riqueza de estas regiones consolidandose finalmente
durante el siglo XIX, cuando se lograron resolver las dificultades técnicas que entrafiaba la
sidra natural — particularmente relacionados a su estabilizacion microbiologica-
diversificandose la produccion. A partir de ese momento se comienzan a elaborar otros
productos como vinagre de manzana, cofiac y espumante de manzana (Durieux et al., 2005).
La sidra se mantuvo como una bebida popular en EE.UU y Nueva Inglaterra hasta la Guerra
Civil (1936-1939), cuando la cerveza comenz6 a tomar su lugar en el mercado americano
debido a la influencia de inmigrantes alemanes en los EE.UU. En las Gltimas décadas del siglo
XX, la sidra se reinstala en el mercado americano (EE.UU) y europeo gracias a las mejoras
tecnoldgicas que reflejaron un incremento en la calidad del producto, nuevas estrategias de
marketing y a la cultura alimenticia de los comensales (Rowles, 2000).

Actualmente, Reino Unido, en particular el sudeste de Inglaterra con una produccién de seis
millones de hectolitros anuales, tiene la mayor produccién y el mayor consumo mundial de
sidra per cépita (Johansen, 2000; Rowles, 2000). Le siguen en importancia Irlanda, las
regiones de Normandia y Britania en Francia y Asturias en Espafia. En todos ellos la sidra

constituye no s6lo una bebida tradicional sino también el centro de actividad turistica de

1: La palabra de origen griego (Sikera) pasa al latin como sicera y en Asturias es inicialmente transformada en

sizra y finalmente en sidra. Fuente: Sidras de Asturias.
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gran relevancia para las economias regionales. La Union Europea sostiene el renacer de la
sidra en un esfuerzo por asistir a las economias rurales y varios paises europeos fortalecen a la

industria sidrera con grandes inversiones en tecnologia y produccion (Rowles, 2000).

En Argentina, la elaboracion de sidra estd estrechamente ligada a la produccion de frutas de
pepita (manzanas y peras), actividad productiva que se concentra principalmente en las
regiones Norpatagonica (provincia de Rio Negro) y Cuyana (provincias de Mendoza y San
Juan). Existen en el pais 15 empresas elaboradoras de sidra a gran escala, de las cuales 7
plantas industriales se encuentran en Mendoza, otras 7 en Rio Negro y 1 en San Juan. De estas
15 empresas, 4 producen el 75% de la sidra nacional y 3 de ellas estan localizadas en la region
Norpatagénica (Ministerio de Agricultura y Ganaderia). En la Figura 1 se muestra la

localizacion de las principales sidreras de la Argentina.

Historicamente, el destino de la produccién de manzanas registra la siguiente distribucion:
35% consumo en fresco, 17% exportacion y 48% industria. Por su parte, la industria destina el
83 % del volumen que procesa a jugo concentrado, 5% a manzana deshidratada (y otros
productos derivados de la molienda) y 12% a la elaboracion de sidra. La cantidad de
manzanas destinada a la elaboracion nacional de sidras se estima en 54 mil toneladas. No
obstante, si se considera también la cantidad de pera que ingresa en la elaboracién industrial
de esta bebida (segun pardmetro del CAA), el valor total alcanzaria las 60 mil toneladas, cifra
que coincide con estimaciones de fuentes especializadas de la provincia de Rio Negro
(Secretaria de Fruticultura de Rio Negro). Teniendo en cuenta la relacién aproximada entre
1,5 kg de fruta (90 % manzana y 10 % pera) para elaborar 1L de sidra, la produccion nacional

de esta bebida fue de 40 millones de litros en el afio 2010.

No existen datos actualizados, sin embargo, considerando la estimacion de la produccion
nacional antes indicada, se observa que el consumo per capita actual no podria superar el litro
por habitante por afio. Este nivel de consumo se mantiene constante desde los Gltimos afios,
incluso con tendencia declinante, pese a la progresiva disminucion del precio del producto
(Fuente: Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca). El consumo per cépita en el afio 2010
fue de 0,84 litros (Fuente: Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca). Sin embargo en el
afio 2012 la produccién de sidra, segun cifras del grupo que concentra el 50% del mercado,
alcanzé los 80 millones de litros al afio, lo que evidencia un consumo de casi 2 litros por
persona al afio. La espiral ascendente se combina con la marcada estacionalidad del consumo

de la sidra, ya que el 80% del mismo se encuentra concentrado en los meses que van entre
2
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octubre y diciembre, con un mayor consumo en las fiestas de fin de afio. De tal forma, el
consumo de sidra se encuentra casi limitado a una época del afio especifica, pasando a ser un

producto temporal y con fuertes competidores en el mercado de las bebidas alcohdlicas.

Figura 1: Localizacion de las principales sidreras de la Argentina. San Juan: 1: Zona de Calingasta. Mendoza: 2:
Vista Flores. 3: Valle de Uco. Rio Negro: 4: Cipolletti. 5: Allen. 6: General Roca. 7: Villa Regina.

A nivel nacional el sector deberia enfocarse a reposicionar a la sidra como bebida saludable,
natural y sabrosa, elaborada a base de manzana, apuntando a desestacionalizar su consumo y
convertirla nuevamente en la bebida mas popular para las fiestas. Cabe destacar, que casi la
totalidad de lo que compran los argentinos es producido dentro de su propia frontera. Las
importaciones son practicamente nulas, llegando en afios excepcionales como 2011 a 200 mil

litros (Fuente: Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca).

Actualmente en la region Patagonica se esta promoviendo el consumo de sidra integrado con
el turismo en lo que se denomina “la ruta de la sidra”, donde se propone a los turistas paseos a
zonas de chacra y sidreras, degustaciones e informacién sobre los productos, con el objetivo
de promover el turismo y a la vez ofrecer una nueva oportunidad de consumo de este producto

(Fuente: Diario Rio Negro online).
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1.2. Definicion y propiedades.

El Codigo Alimentario Argentino (CAA, Ley 18.284 — 18/07/09 — Decreto 2126/7.
Reglamentario de la Ley 18284) en su articulo 1085 del Capitulo XIII — (Bebidas
fermentadas) define a la sidra base como “la bebida que resulta exclusivamente de la
fermentacion alcohdlica normal del jugo recién obtenido de manzanas sanas y limpias de uso
industrial, con o sin la adicion de hasta un 10 % de jugo de pera obtenido en idénticas
condiciones que el jugo de manzana y fermentado en forma conjunta o separada” y a la sidra
como “la sidra base, endulzada y gasificada” (Articulo 1085 bis). Las graduaciones
alcohdlicas minimas permitidas por el codigo para la sidra base y la sidra son 4,5 + 0,3 % v/v

y 4,0 £ 0,3 % v/v a 20 °C, respectivamente.

Segun el contenido de azlcar, la sidra se clasifica en seca, semi-seca y dulce y segun la
presencia de espuma, en tranquila y espumosa. En general, la bebida presenta un color
amarillo dorado intenso, con tonalidades verdosas; su aspecto es limpido, brillante y luminoso
denotandose la presencia de finas burbujas y buena densidad en copa. Desde el punto de vista
aromatico denota una nariz limpia y franca de intensidad media, con aroma de manzana, notas
citricas de lima y pomelo y presencia de aromas secundarios propios de la fermentacion
(Chandon, 2003). Méas alla de esta descripcion general, las cualidades de la sidra se
encuentran intimamente ligadas a las caracteristicas y calidad de la materia prima, a las
practicas involucradas en el proceso de elaboracion y a las caracteristicas de la biota
microbiana asociada a los procesos fermentativos (Johansen, 2000).

1.3. El proceso de elaboracién de sidra

El jugo 0 mosto de manzana, y en menor medida de pera, obtenidos por molienda y prensado
de sus respectivas frutas frescas, constituye la materia prima de la cual se parte para elaborar
la sidra. La calidad de dicho mosto, y consecuentemente de la sidra, depende de la variedad,
grado de madurez y de las condiciones higiénico-sanitarias de las manzanas utilizadas
(Piyasena et al., 2002).

En la region del Alto Valle de Rio Negro y Neuqueén las variedades de manzanas usualmente
empleadas en la elaboracion de sidra son Red Delicious y Golden Delicious (dulces),
Johnathan (semiacida) y Granny Smith (acida). La mezcla de distintas variedades de manzana

suele ser una buena estrategia para obtener una pulpa de caracteristicas tales que faciliten su
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prensado y lograr un adecuado balance en los contenidos de azucares, acidos y taninos
(Johansen, 2000; Coudray et al., 2003).

Debido a su alto contenido en acido maélico, el jugo de manzana es un liquido muy céustico y
por ello el equipamiento utilizado en las sidreras solo puede estar construido con ciertos tipos
de materiales capaces de resistir a la corrosion. Esto motivd que durante muchos afios se
utilizara la madera para el proceso de prensado, fermentacion y almacenamiento. Aungue en
algunos paises como Irlanda y Espafia todavia se sigue utilizando este tipo de equipamiento
(Morrissey et al., 2004), en la actualidad los materiales més utilizados para su construccién
son acero inoxidable, plasticos, fibra de vidrio y/o resinas epoxy. Estos materiales, a
diferencia de la madera, no contienen poros por lo cual se facilita la limpieza y desinfeccion
de los equipos construidos con ellos (del Campo et al., 2003). De la misma manera, los
materiales y revestimientos de los pisos de las instalaciones de las sidreras también deben ser
tales que faciliten las tareas de higiene de los mismos (Mangas et al., 1996; Piyasena et al.,
2002). En la Figura 2 se muestran los procesos basicos que involucran la elaboracion de la

sidra.

INGRESD DE
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-lr |
1 .
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Figura 2: Esquema del proceso de produccion de sidra, desde el ingreso de la fruta hasta su comercializacion.
En verde etapa pre-fermentativa; en naranja etapa fermentativas; en celeste etapa post-fermentativa.*Pasos
opcionales del proceso.
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La etapa pre-fermentativa comienza con la recoleccion de la manzana, continta con la
extraccion del mosto y finaliza con la clarificacion (Blanco Gomis y Mangas, 2010). En
cuanto a la manzana destinada a la elaboracién de sidra, los principales paises productores de
esta bebida como Espafia, Francia y EE.UU utilizan variedades especificas que se clasifican
en tipos o bloques tecnoldgicos relacionados con su contenido de azucares (hasta 15 g/L), su
acidez (0,1-1 % de &cido malico), su estructura fibrosa y el contenidos de polifenoles
(taninos) (Lea, 1995). En particular, las manzanas para sidra presentan mayor proporcion de
polifenoles que las destinadas a consumo en fresco 0 de mesa; su concentracion varia entre
0,1 y 5 g/Kg de peso fresco, aunque han sido detectadas concentraciones por encima de 10
0/Kg. El agrupamiento en blogues tecnoldgicos es muy Util para realizar, como se menciono,
por ejemplo la adecuada mezcla de materia prima durante el proceso de elaboracion de la
sidra.

Aunque intervienen los diferentes parametros antes mencionados, los grupos tecnologicos se
establecen particularmente en funcion de la cantidad presente en el fruto de dos grupos de
moléculas que contribuyen al flavour (aroma y sabor) de la manzana: los &cidos y los
polifenoles. Asi, por ejemplo, una variedad &cida se caracteriza por presentar una proporcion
elevada de acidos organicos y bajo contenido de taninos; una variedad amarga se caracteriza
por tener una concentracion baja de acidos y muy elevada de polifenoles y una variedad dulce
por tener una baja cantidad de acidos y polifenoles. Como se deduce de la definicion del
bloque dulce, una variedad perteneciente a este grupo, no tiene por qué tener mayor cantidad
de azUcares que una &cida o una amarga, ya que la pertenencia a él no esta en funcion del
nivel de azlcares que presente el fruto. Ademas de estos tres bloques tecnoldgicos principales,
existen otros con caracteristicas intermedias (Blanco Gomis y Mangas, 2010). En la Tabla 1
se muestran los valores de la concentracién de acidos totales (expresados como acido
sulfurico) y taninos (expresados como acido tanico) que determinan los diferentes grupos
tecnoldgicos, junto con las principales variedades de manzanas cultivadas en Argentina.
Aunque en la region se cultivan variedades pertenecientes a todos los bloques tecnoldgicos, la
mayor produccion de sidras de la region se realiza con manzanas de segunda calidad, que
provienen del descarte de aquellas que no cumplen con los estandares de calidad para su
consumo en fresco en el mercado internacional. Esto, a su vez, provoca que los mostos se
realicen con mezclas de varios tipos de manzana, lo cual influye en una disminucion de la

calidad del producto final.
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Tabla 1: Clasificacion de las variedades de manzana destinada a la elaboraciéon de sidras, en funcion del
contenido en &cidos y taninos.

BLOQUE ACIDEZ TANINOS (Acido VARIEDADES DE MANZANA
TECNOLOGICO | (H,SO,g/L) tanico g/L)
Amargo <3,29 >2,00 John Apple, Royal Wilding
Acido >4.8 <1,45 Granny Smith, Calville Blanc, Belle
de Boskoop, Lakely
Dulce <3,29 <1,45 Fuji, Red Delicious
Dulce-amargo <3,29 (1,45-2) Catshead
Acido- amargo >4.8 (1,45-2) Byfor Wonder, Carlisle Codling
Acidulado (3,29-4,8) <1,45 Royal Golden, Pink Lady

Datos proporcionados por la EEA INTA-Alto Valle, Rio Negro (Argentina).

1.3.1. Ingreso de la fruta.

Las manzanas que ingresan a las sidreras son volcadas en lagares (piletas destinadas al
almacenamiento de las manzanas en las condiciones de ingreso) desde donde, mediante
corriente de agua potable y por flotacién, son transportadas hasta los molinos para su
trituracion. Este transporte implica el lavado indirecto de la fruta.

1.3.2. Obtencidn del jugo

Trituracion. La fruta que llega al molino es elevada hasta las tolvas mediante cintas
transportadoras (Figura 3A). En los molinos a martillo la fruta cae y mediante golpe y

compresion sobre una lamina metélica cribada es triturada, obteniéndose la pulpa.

Prensado. Las prensas pueden ser hidraulicas o de cintas. En estas ultimas, de proceso
continuo, la pulpa ingresa a un sistema de cintas de doble malla sintética montado sobre una
plataforma horizontal y a medida que avanza entre las cintas es sometida a presiones
crecientes ejercidas por una serie de rodillos (10 a 12) dispuestos por encima y por debajo de
las mismas en una extension de aproximadamente 4 metros (Figura 3B). El jugo turbio de
primera extraccion o mosto, escurre y se recoge en una bandeja de acero inoxidable que se
encuentra en la parte inferior. El orujo adherido a la malla inferior (Figura 3C) es extraido
mediante raspado con una cuchilla que se encuentra al final de la prensa, hidratado y

conducido a una segunda prensa donde se obtiene el jugo de segunda extraccion.

El jugo que sale de las prensas es conducido mediante colectores laterales hacia un sistema de

cafierias que lo transportara hasta las piletas de fermentacién (Figura 3D) (Barbagelata, 2010).
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1.3.3. Sulfitacion del mosto

El SO, (anhidrido sulfuroso o dioxido de azufre) es uno de los compuestos mas antiguos
usados en la industria de elaboracion de alimentos y bebidas por sus propiedades
antioxidantes y antimicrobianas (du Toit y Pretorius, 2000). El acondicionamiento del mosto
para dar inicio al proceso fermentativo involucra la adicion de SO,, practica conocida como
sulfitacion. Una elevada concentracion de dioxido de azufre puede comprometer el aroma y
el sabor del producto final (Pretorius y Hoj, 2005) debido a una excesiva formacion de sulfuro
de hidrogeno y mercaptanos (Jiranek, 2003), asi como también provocar efectos indeseables
sobre la salud de ciertos consumidores (du Toit y Pretorius, 2000), por lo que el agregado de
SO, debe garantizar la proteccion del mosto sin caer en excesos perjudiciales. Se estima que
son necesarias concentraciones del orden de 1 mg/L de SO, molecular para evitar cualquier

actividad fermentativa (Sudrand y Chauvert, 1985).

Figura 3: Equipamiento utilizado en la elaboracién de sidras patagénicas. A: Cinta transportadora. B: Prensa de
cintas. C: Descarte del orujo. D: Sector de las piletas de fermentacién.
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1.3.4. Clarificacion

En el caso de que el mosto presente una elevada turbidez, puede ser necesaria la clarificacion
del mismo, previamente al desarrollo del proceso fermentativo. El tipo de clarificacion
comunmente utilizado es la clarificacion enziméatica con pectinasas que provocan que las

particulas en suspension puedan flocular (Blanco Gomis y Mangas, 2010).

1.3.5. Procesos Fermentativos

Efectuada la etapa de ajuste del SO, y la clarificacion (optativa), el mosto es transportado a la
pileta donde se dard inicio a la fermentacion primaria o alcohodlica, llevada a cabo por
levaduras. Estos microorganismos son los encargados de transformar los azucares del mosto
en alcohol y en cientos de metabolitos secundarios que contribuyen a las caracteristicas
sensoriales, como el aromay el sabor de la sidra. El inicio y la velocidad de la fermentacion
se encuentran en relacién directa con las condiciones de aireacion y de temperatura que se
establecen al inicio del proceso y con la adicion (fermentaciones conducidas) o no
(fermentaciones espontaneas o naturales) de cultivos iniciadores o starter constituidos por

cepas de levaduras seleccionadas.

Con respecto a la temperatura de fermentacién, las fermentaciones naturales raramente
progresan por debajo de los 10 °C, entre 10 °C y 30 °C su velocidad crece linealmente con el
aumento de la temperatura y entre 35 °C y 40 °C ésta se convierte en un factor limitante del
crecimiento celular. Temperaturas de fermentacion elevadas (>25°C) favorecen también la
evaporacion de compuestos de importancia para el aroma del producto. Por lo expuesto, la
temperatura de fermentacion requiere un riguroso control con el fin de evitar paradas de la
fermentacion o deterioro en la calidad organoléptica de la sidra (Suarez-Lepe, 1997). Una vez
finalizada la fermentacion alcohodlica y cuando la densidad del mosto es de aproximadamente
1003 g/L (concentracion de azUcares < 2 g/L), se efectla el primer trasiego con el objetivo de
eliminar las borras de fermentacion depositadas en el fondo de las piletas, seguido de un
periodo de reposo o maduracién (tres o cuatro meses). Durante la maduracion el producto se
clarifica naturalmente o por el agregado de agentes clarificantes. El producto final, filtrado, se
denomina “sidra base” de acuerdo al Codigo Alimentario Argentino, aunque a nivel industrial

se lo conoce también como “caldo de sidra”.

Seguido al proceso de fermentacion primaria o alcohdlica puede o no ocurrir una

fermentacion secundaria o malolactica, llevada a cabo por las bacterias del acido lactico
9
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(BAL) (Beech, 1972; Herrero et al., 1999; Nedovic et al., 2000). Este proceso, que consiste
en la conversion del acido L-malico en L-lactico, contribuye a la de acidificacion de la sidra 'y
de otras bebidas fermentadas, a su estabilidad microbioldgica y a la complejidad de su aroma
(Xu et al., 2005).

1.3.6. Operaciones Post-fermentativas

Con el fin de lograr un producto con sabor balanceado, en términos de acidez y contenido de
taninos, se puede efectuar el mezclado o corte de sidras base. Luego se procede a efectuar el
endulzado con sacarosa y gasificacion con anhidrido carbonico (CO,), obteniéndose el

producto final listo para ser embotellado.

Este producto es el denominado “sidra” por el Coddigo Alimentario con densidades

establecidas en 1025 g/L para la sidra dulce y de 1015 g/L para la sidra semidulce.

2. LEVADURAS

Las levaduras son hongos unicelulares, que se reproducen por gemacion o fisién y pueden o
no presentar una fase sexual con formacion de esporas durante su ciclo de vida. Las levaduras
también pueden constituir s6lo una etapa en el ciclo de vida de un hongo filamentoso (estadio
levaduriforme, Kurtzman et al., 2011). Las levaduras no son una clasificacion taxonémica
sino que son un grupo de hongos que comprende representantes de los taxa Ascomycotina y
Basidiomycotina. Histéricamente ligadas al hombre a través de la elaboracion de alimentos y
bebidas fermentadas, las levaduras constituyen probablemente el grupo microbiano con mas

tradicion en biotecnologia.

Desde el punto de vista nutricional, las levaduras son eucariotas heterétrofos
quimiorganotrofos capaces de utilizar ciertos hidratos de carbono, glucosa en particular, como
fuente de carbono y de energia (Gancedo y Serrano, 1989; Kurtzman y Fell, 1998). Conforme
a sus requerimientos de oxigeno las levaduras se clasifican en aerdbicas estrictas y aerdbicas
facultativas. Las levaduras aerdbicas facultativas pueden a su vez diferenciarse en
respiratorias y fermentativas. Durante el crecimiento aerdbico, las levaduras respiratorias, que
incluyen la mayoria de las especies de levaduras, metabolizan menos del 30 % del azucar via
fermentacion alcoholica. Ejemplos tipicos de este subgrupo de levaduras anaerobias

facultativas son ciertas especies de los géneros Hansenula, Kluyveromyces y Pichia, muchas
10
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de las cuales son relevantes en el proceso de elaboracion de bebidas fermentadas,
fundamentalmente en los estadios iniciales. Por su parte, en las levaduras fermentativas el
90% del catabolismo de la glucosa ocurre via fermentacion alcohdlica ain en presencia de
oxigeno. Esta caracteristica metabdlica convierte a ciertas especies, como S. cerevisiae, en las
protagonistas en la elaboracion de las bebidas fermentadas y a otras, como Brettanomyces

spp., en potenciales y muy peligrosos contaminantes de éstas.

2.1. Levaduras en procesos fermentativos.

La comprension actual de la microbiologia asociada a la elaboracion de bebidas fermentadas
tiene sus origenes en los estudios pioneros realizados por Louis Pasteur (1822-1895)
(Amerine, 1985). Pasteur demostrd que las levaduras eran los microorganismos responsables
de la fermentacion alcohodlica que transformaba el jugo de uva en vino y que ciertas especies

de bacterias podian crecer en el mismo causando su contaminacion.

En particular, la transformacion del mosto de manzana en sidra es un complejo proceso
microbioldgico que involucra la interaccion de diferentes levaduras y bacterias, y la presencia
menos relevante de algunos hongos filamentosos (Pretorius, 2000). Siendo las levaduras los

organismos claves por ser las responsables de conducir dicha fermentacion alcoholica.

Las levaduras metabolizan las hexosas (glucosa y fructosa) presentes en el mosto a través de
la glucolisis, a partir de la cual se obtiene acido piravico (Pronk et al., 1996). El primer paso
del proceso glucolitico involucra el transporte de la glucosa o fructosa hacia el interior de la
célula, proceso que se lleva a cabo por difusion facilitada. En el caso de la sacarosa, este
carbohidrato es hidrolizado fuera de la célula por una enzima denominada invertasa que es
secretada por la levadura al espacio periplasmatico, luego los monosacaridos obtenidos son

transportados al interior celular.

En condiciones anaerdbicas, como las que se establecen durante el proceso de elaboracion de
sidras, las levaduras transforman al piruvato mayoritariamente en etanol y CO,, en el proceso
de fermentacion alcohdlica antes mencionado (Figura 4). El objetivo de este proceso
bioquimico, central en la elaboracion de sidra y de otras bebidas fermentadas, es el de
mantener el balance redox necesario para sostener el catabolismo glucolitico, Unica fuente de

produccién de energia de la célula en estas condiciones (Figura 4).

11
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Figura 4: Esquema del metabolismo de una levadura durante la fermentacidn alcohdlica. Extraido de Swiegers
et al. (2005) con modificaciones.

La transformacidn natural o espontanea del mosto de manzana en sidra base es llevada a cabo
por la accion secuencial de diferentes especies de levaduras salvajes naturalmente presentes
en la superficie de las manzanas o sobre el equipamiento de la sidrera (Cabranes et al., 1990;
Martini y Martini, 1990; Sipiczki et al., 2001; Coton et al., 2006). En este tipo de
fermentaciones, la etapa inicial esta dominada por levaduras de bajo poder fermentativo como
las pertenecientes a los géneros Hanseniaspora (Kloeckera) y Metschnikowia y en menor
extension, Kluyveromyces, Lachancea, Pichia, entre otras (Cabranes et al., 1990; Coton et al.,
2006; Kurtzman et al., 2011). Estas levaduras, colectivamente denominadas no-
sacaromicéticas, alcanzan un desarrollo entre 1x10° - 1x10” UFC/mL durante los primeros 2 -
3 dias de fermentacién y a partir del estadio medio de la misma sus poblaciones comienzan a
declinar hasta desaparecer, debido a que la concentracién de alcohol se vuelve téxica para
ellas. A partir de ese momento, cepas de levaduras con alto poder fermentativo pertenecientes
al género Saccharomyces, y mayoritariamente de la especie S. cerevisiae (mas tolerantes a
etanol y mas competitivas para el crecimiento en medios con alta concentracion de azucar), se
convierten en las levaduras dominantes (1x10” - 1x10® UFC/mL) y conducen la fermentacién

hasta su finalizacion.
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Las levaduras del género Saccharomyces se pueden aislar tanto de ambientes naturales como
de procesos industriales. Este género se compone de nueve especies naturales, dos de ellas
asociadas a procesos de fermentacion industrial (S. uvarumy S. cerevisiae) y siete aisladas de
habitats naturales (S. arboricolus, S. cariocanus, S. eubayanus, S. jurei, S. kudriavzevii, S.
mikatae y S. paradoxus) (Kurtzman y Robnett, 2003; Wang y Bai, 2008; Libkind et al.,
2011). De las dos especies aisladas en ambiente de fermentacion, S. cerevisiae es la especie
méas ampliamente difundida en procesos de fermentacion alcoholica. Por su parte, la especie
S. uvarum esta presente en fermentaciones de vinos y sidras de las regiones frias de Europa y

en otras partes del mundo (Demuyter et al., 2004; Naumov et al., 2001).

Numerosos factores como la localizacién geogréafica, condiciones climaticas, calidad de la
materia prima y préacticas culturales del campo (Poulard et al. 1985; Piyasena et al., 2002;
Morrissey et al., 2004), asi como también la tecnologia de la sidrera (Mangas et al., 1994; del
Campo et al., 2003; Suarez Valles et al., 2007a) afectan la extension y diversidad de las
levaduras participantes del proceso, la variedad y concentracion de los metabolitos primarios
y secundarios formados durante la fermentacion alcohdlica y por lo tanto de la calidad del
producto final. También factores propios del proceso fermentativo como la disponibilidad de
nutrientes, la produccion de etanol y las interacciones antagonicas determinadas por la
presencia de levaduras productoras de toxinas killer (Fleet, 2003) pueden afectar la biota
inicial y la evolucidn de las distintas especies y cepas de levaduras durante el transcurso de la
fermentacion natural. Dichas interacciones antagdnicas son relevantes en zonas geograficas
donde la aparicion del caracter killer en levaduras es significativo, tal como sucede en la

region del Comahue (Sangorrin et al., 2001, y 2007; Zajonskovsky et al., 2004).

El fenotipo killer

La naturaleza ha seleccionado sofisticados mecanismos bioldgicos para la regulaciéon de la
dindmica de poblacion en los diversos ecosistemas microbianos (Cassone et al, 1997). Uno de
esos mecanismos es la produccion de toxinas fungicas que matan a otros microorganismos
taxondmicamente relacionados o no con las cepas productoras de las mismas. Estas
exotoxinas con actividad antimicrobiana, mediada por receptores especificos de la pared
celular del microorganismo susceptible, se denominan toxinas o factores killer (Magliani et

al, 1997).
13
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El caracter killer en levaduras, reportado por primera vez en la década del 60 (Bevan y
Makower, 1963), radica en la capacidad de ciertas cepas de sintetizar y secretar una toxina
proteica o glicoproteica (factor killer) que resulta letal para otras cepas de levaduras, de su
mismo género y especie y/o de otros géneros y especies. Si bien la ocurrencia natural del
factor killer ha generado algunos factores negativos en las fermentaciones (Carrau et al.,
1993; Medina et al., 1997; Pérez et al., 2001), su utilizacién en cultivos iniciadores de
fermentacion ha sido propuesta (Shimizu, 1993; Nally, 2005). El uso de cepas de S. cerevisiae
con caracter killer o neutras adecuadamente seleccionadas mejoraria la capacidad de
competencia de las mismas frente al cepaje nativo, asegurando su dominancia en la
fermentacion (Martini y Martini, 1990; Longo et al., 1992; Shimizu, 1993; Franken et al.,
1998; Pérez et al., 2001) y disminuyendo el riesgo de efectos negativos ocasionados por
ciertas cepas silvestres, como las paradas de las fermentaciones y la produccion de aromas

indeseables (off flavours) (Palpacelli et al., 1991; Lowes et al., 2000).

2.2. Las levaduras y el aroma de las bebidas fermentadas

Durante la fermentacién alcoholica las levaduras no sélo producen etanol y CO,, como se
menciond previamente, sino también otros metabolitos que influyen significativamente en las
caracteristicas organolépticas de la bebida fermentada (Figura 4) (Swieger et al., 2005). Entre
estos metabolitos, los de mayor importancia son el glicerol, que contribuye a la sensacién en
boca; el acido succinico y el &cido acético que aportan a la acidez (Swiegers et al., 2005).
Otros metabolitos secundarios importantes sintetizados durante la fermentacion del mosto de
manzana son los ésteres, los alcoholes superiores y los compuestos carbonilicos (Durieux et
al., 2005). Si bien ellos representan solamente un pequefio porcentaje (1,0 %) de la
composicion total de la bebida fermentada, tienen un efecto determinante sobre la calidad
sensorial del producto, en particular sobre el aroma, debido a sus bajos umbrales de
percepcion del orden de los ug - mg (Pretorius, 2000; Eglinton et al., 2002; Swiegers et al.,
2005).

Los ésteres son los responsables del aroma frutal de la sidra (Lafon — Lafourcade, 1983).
Cuantitativamente el mas importante es el acetato de etilo; contrariamente a lo que ocurre con
otros ésteres de acetato como los de isoamilo (aroma a banana) y 2-feniletilo (aroma floral),

los cuales son componentes deseables para el aroma, concentraciones de acetato de etilo
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superiores a 200 mg/L afectan de manera negativa la calidad de la bebida otorgandole un

aroma y gusto avinagrado y/o a solvente (Amerine et al., 1982; de la Roza et al., 2003).

Los alcoholes superiores agrupan a todos aquellos alcoholes que poseen mas de dos &tomos
de carbono y mayor peso molecular y punto de ebullicion que el etanol. La contribucién al
aroma y gusto de las bebidas alcoholicas de estos compuestos, depende de su concentracion.
Tanto en sidra como en vino, la concentracion de alcoholes superiores totales considerada
Optima para el aroma es de 400-500 mg/L. Concentraciones por encima de 1 g/L producen
defectos en el producto obtenido (Bayonove et al., 2000). Otros productos secundarios en la
formacion de algunos aminoacidos son los compuestos carbonilicos como el diacetilo, de
mayor importancia aromatica, (Figura 4) y la pentadiona. Concentraciones de estos
compuestos superiores a 1-4 mg/L pueden causar defectos (off flavours) en el aroma de la
bebida fermentada (Durieux et al., 2005).

El flavour es la caracteristica organoléptica distintiva de una bebida fermentada, y en un
sentido amplio, es la impresion sensorial que brindan compuestos que aportan tanto al aroma
como al sabor, y puede también incluir aspectos tales como acidez, dulzura, astringencia,
entre otros (Robinson, 1994). La percepcion del flavour es el resultado de una multitud de
interacciones entre numerosos compuestos quimicos volatiles y de receptores sensoriales. La
influencia que un compuesto tendrd en el aroma final depende, inicialmente, de su
concentracion y umbral de percepcién. Sin embargo, los compuestos aromaticos pueden
interactuar en forma sinérgica (i.e., la presencia de un compuesto mejora la percepcion de
otros) o antagonica (un compuesto suprime la percepcién de otros). Por lo tanto, aun cuando
un compuesto esta presente en una concentracion mucho menor a la de su umbral de

percepcion, éste puede impactar significativamente en la percepcion del aroma de la mezcla.
Los aromas de las bebidas sidra o vino se agrupan en cuatro grandes categorias:

-Primario o varietal: proviene de la materia prima, en este caso de las manzanas utilizadas en
la elaboracion. Los compuestos volatiles mas significativos en la manzana son los aldehidos,
los alcoholes y los ésteres. Los ésteres como el propionato de etilo, acetato de butilo y 2-
metilbutirato de etilo proporcionan un aroma tipico de manzana y, en particular, este Gltimo
presenta un fuerte impacto aromatico con un umbral de deteccion, en jugo de manzana, de 0,1
pg/L (Lea, 1990). Otros compuestos volatiles como el acetato de hexilo y 1-butanol aportan

notas dulces y afrutadas.

15



UNIVERSIDAD NACIONAL DEL COMAHUE - Facultad de Ingenieria
Tesis de grado

-Pre-fermentativo: contempla el aroma producto de los tratamientos realizados a las manzanas
desde el momento de la cosecha hasta el inicio de la fermentacidn alcohdlica (recoleccion,
transporte, prensado, entre otros). Esta constituido principalmente por alcoholes y aldehidos
de seis &tomos de carbono responsables de aromas herbaceos y a veces amargos.

-Fermentativo o secundario: formado durante la fermentacion, esta constituido por
compuestos derivados del metabolismo de las levaduras durante la fermentacion alcohodlica y
Malolactica (llevada a cabo por bacterias lacticas), en el caso que ésta se realice.
Cuantitativamente son los compuestos mas abundantes del aroma de una sidra y los mas
relevantes en este trabajo debido a que son producidos por las levaduras. En cuanto a los
umbrales de percepcidn y los rangos de concentraciones Optimas de cada compuesto, no se
encuentran formalmente definidos en sidras, por ende se utilizan los datos medidos en cerveza
debido a que las concentraciones de etanol varian la cuantificacion de los compuestos, por
ende es mas apropiado utilizar las concentraciones dptimas en cerveza que las de vinos, los
cuales presentan graduaciones alcohdlicas mucho mayores que la sidra (Williams, 1974). En
la Tabla 2 se describen los principales compuestos que forman el aroma fermentativo, junto
con las concentraciones medidas en una sidra tipo y los umbrales optimos (medidos en
cerveza) para una bebida con buen flavour, ademas se describen los umbrales de percepcion
(concentracion minima que se requiere para ser detectado por el comensal), junto con los

descriptores de los aromas del compuesto.

En cuanto a las concentraciones de estos compuestos aromaticos que producen defectos en las
sidras, se toman los valores caracterizados en vinos. Una concentracion de alcoholes
superiores totales por encima de 1 g/L se percibe como un defecto aromatico. El olor de los
alcoholes superiores es generalmente juzgado como desagradable, excepto el olor a rosas del
2-feniletanol (Bayonove et al., 2000). Por el contrario, los ésteres presentan aromas
agradables, a excepcién del acetato de etilo cuyo aroma es desagradable cuando sus
concentraciones son superiores a 100 mg/L (Amerine y Roessler, 1976). Respecto del acido
acetico, representa méas del 95 % de la acidez volatil producida por las levaduras y a pesar de
su “reputacion” negativa ligada al vinagre, es necesario en el aroma a concentraciones entre
200 y 700 mg/L, concentraciones mayores causan defectos graves (Bayonove et al., 2000).
Respecto de los fenoles volatiles el 4-vinifenol, el 4-viniguayacol, el 4-etilfenol y el 4-
etilguaiacol son los mas significativos como componentes clasicos del aroma de las bebidas

fermentadas (Etievant, 1981). Cuando sus concentraciones superan el umbral de percepcion
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producen el tipico aroma a sudor de caballo o medicinal (off flavours) (Chatonnet et al.,
1992).

Tabla 2: Compuestos volatiles mas representativos del aroma secundario, concentraciones en sidra, umbrales de

percepcion y caracteristicas aromaticas.

COMPONENTE | CONCENTRACION | UMBRALES UMBRALES DE DESCRIPCION
EN SIDRA (mg/L)? OPTIMOS PERCEPCION DEL AROMA®
(mg/L)" (mg/L)°
Acetaldehido 50 16-50 1,7 Jerez, manzana,
nuez
Acidos organicos
Acido acético 20 20-100 2 Vinagre, picante
Acido citrico 65 85-317 0,28 -
Acido lactico 30 47-252 2 -
Acido malico 50 87-208 30 -
Alcoholes superiores
Alcohol isoamilico - 6-400 30* Crema de
almendras
Alcohol isobutilico 25 1-20 0,2 solvente, amargo
1-propanol 5 1,5-8 0-0,01 Acre, aspero
1-butanol 5 50 0-0,16 Solvente
1-hexanol 5 - 1 Resina, flores
2-feniletanol 50 4-120 10 Rosa, lila, miel
Esteres
Acetato de etilo 15 25-94 12,3 Barniz o solvente
Acetato de hexilo 0,1 - 0-0,5 Perfume, dulce
Acetato de - 0,1-3,4 0,26* Banana, anana
isoamilo
Acetato de 0,1 1 1,6* Banana
isobutilo
Acetato de 2- 0,2 0,02-0,05 0,25* Flores, rosa, frutal
feniletilo
Butirato de etilo 0,04 0,01 0,02* Floral, frutal
Hexanoato de etilo 0,5 0,5 0,05* Manzana
Octanoato de etilo 0,4 1 0,02* Anand, pera
Decanoato de etilo 0,2 - 0,18* Floral, jabon
Lactato de etilo 4 5 0,12* Leche agria
Terpenos
Linalool - 0,0017-0,010° | 0,0015***/0,025**" Rosa
Geraniol - 0,001-0,044° Gk [30*° Rosa
Fenoles volatiles
4-etilfenol 2 1 2 Sudor de caballo
4-etilguaiacol 1 0,05 2 Caramelo,
quemado

% Williams, 1974; °: Dato 6ptimo en vino (Swiegers et al., 2005); ©: Williams, 1974 medidos en cerveza- excepto
que se indique otra categoria; * 10 % etanol; ** Vino sintético; *** Agua. °: Descriptores aromaticos extraidos
de Swiegers et al., 2005.
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-Post-fermentativo: incluye todos los compuestos volatiles que se forman durante la

conservacion y afiejamiento.

2.3. Seleccion de levaduras para cultivos iniciadores de sidra

El proceso de elaboracion de sidras por las poblaciones mixtas de levaduras indigenas
presentes en la fermentacion natural, aportan caracteristicas organolépticas de gran
complejidad aromatica. Sin embargo, debido a que las contribuciones individuales y
colectivas que las diferentes especies y cepas nativas son dificiles de predecir, las
caracteristicas sensoriales de la bebida obtenida también lo son. Ante un mercado de ventas
que exige calidad constante, esta falta de reproducibilidad de las fermentaciones naturales
representa un serio problema industrial. Por esta razon, las practicas enoldgicas tradicionales
han sido modificadas introduciendo el uso de cultivos iniciadores que permite realizar un
control microbioldgico del proceso, mediante la normalizacion de la biota participante.
Indudablemente, el cultivo iniciador no puede ser cualquier levadura, sino que debe tratarse
de una levadura seleccionada que no so6lo permita controlar el proceso sino que ademas

genere en el producto final cambios organolépticos favorables.

Los cultivos iniciadores son generalmente cultivos puros de cepas seleccionadas de S.
cerevisiae (que como se dijo anteriormente es una especie altamente tolerante al alcohol, de
gran poder fermentativo y de facil desarrollo). Las levaduras seleccionadas, liofilizadas o
secas Y activas, se afiaden al mosto fresco para conducir la fermentacién, asegurando que ésta

sea mas rapida y completa.

El uso de levaduras seleccionadas ha resuelto el problema no solo de falta de reproducibilidad
en la calidad final de las sidras sino también los de contaminacion de los caldos y de
detenimiento de las fermentaciones observadas con cierta frecuencia en las fermentaciones
naturales (Cuinier, 1986; Querol, 1992b).Este tipo de tecnologia se comenzd a desarrollar en
los afios cincuenta del siglo pasado en laboratorios europeos (Ulbrich y Saller, 1951),
canadienses (Adams, 1953; 1954) y americanos (Castor, 1953) y es hoy en dia la practica mas
comudn en el mundo, obteniéndose un producto final de mejor calidad que el producido via
fermentacion espontanea tradicional (Riberau-Gayon, 1985; Giudici y Zambonelli, 1992;
Fleet y Heard, 1993).

No obstante, aun cuando la inoculacién de mostos con levaduras seleccionadas es hoy de uso
corriente en muchas regiones del mundo, existen opiniones controvertidas respecto del uso de
18
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levaduras comerciales. La critica mas importante es que la fermentaciones alcoholicas
conducidas con cultivos puros comerciales de S. cerevisiae producen bebidas de calidad
sensorial estandar, con perfiles aromaticos planos, que pierden muchas, sino todas, de las
caracteristicas distintivas propias de cada varietal y terroir otorgada por la compleja biota de
levaduras indigenas presente en las fermentaciones naturales (Pretorius, 2000). Con el fin de
resolver estos problemas, en los Gltimos afios han surgido modalidades fermentativas nuevas
que hacen uso del empleo de cultivos iniciadores formados con levaduras seleccionadas

indigenas de cada regién productiva particular (Querol y Ramén, 1996).

La inoculacién de mostos con cepas regionales seleccionadas (mejor adaptadas a las
caracteristicas agro-ecoldgicas de cada region) permitiria obtener sidras con las caracteristicas
propias y especificas de cada region, similares a las obtenidas por fermentaciones espontaneas
pero de calidad controlada (Querol et al., 1992 b; Rainieri y Pretorius, 2000). Usualmente la
seleccion ha estado orientada a cepas de la especie S. cerevisiae. Sin embargo, la
imposibilidad de reunir en una sola cepa todas las propiedades deseables ha planteado la
necesidad de desarrollar cultivos iniciadores mixtos constituidos por cepas de diferentes
especies, muchas de las cuales son capaces de producir ciertas enzimas (esterasas, proteasas,
pectinasas, glucosidasas, entre otras) cuyas actividades pueden influir en las caracteristicas
aromaticas del producto o en ciertas etapas del proceso de elaboracién (Esteve-Zarzoso et al.,
1998; Jolly et al., 2006).

Tanto S. cerevisiae como S. uvarum son capaces de crecer en sustratos con altas
concentraciones de azlcares y elevado contenido de etanol, bajo pH, y alta concentracién de
diéxido de azufre. Sin embargo, ciertas caracteristicas tecnoldgicas asociadas con S. uvarum
difieren significativamente de aquellas presentadas por cepas de S. cerevisiae (Sipiczki, 2002;
Masneuf-Pomerede et al., 2010).

La especie S. uvarum es reportada como una especie criotolerante con propiedades
fermentativas destacables para ser usada como cultivo iniciador, se destaca principalmente
por una mayor velocidad de consumo de fructosa, menor produccion de acidez volatil, por
producir una alta concentracion de glicerol, alcoholes superiores y ésteres al igual que los
hibridos artificiales entre esta especie y S. cerevisiae (Gamero et al., 2013; Oliveira et al.,
2014), y por presentar sus productos fermentados mayor intensidad aromatica que cepas de S.

cerevisiae (Coloretti et al., 2006; Eglinton et al., 2000). Es muy abundante en sidras (Coton et
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al., 2006; Suéarez Valles et al., 2007), en vinos realizados a bajas temperaturas (Sipiczki,

2002) y en determinados ambientes naturales (Rodriguez et al., 2014).

Criterios de seleccion de cepas

La seleccion de la cepa que constituird un cultivo iniciador se realiza siguiendo ciertos
criterios que pueden ser generales (Degré, 1993) o especificos de determinadas regiones
vitivinicolas como Roussillion (Guittard, 1980), Alsace (Meyer, 1979), Champagne (Valade
et al., 1984) o Cote de Rhone (Colas et al., 1984). Los criterios generales establecidos para
cepas de S. cerevisiae se basan en la evaluacion de ciertas caracteristicas metabolicas y
fisioldgicas de las mismas que les otorgan propiedades interesantes desde el punto de vista
cualitativo y ventajoso desde el punto de vista tecnoldgico (Tabla 3). Recientemente algunos
autores han considerado relevante incorporar algunos criterios ecolégicos, como la evaluacion
de la conducta killer, sobre todo en aquellas areas vitivinicolas donde el fendmeno killer esta
ampliamente difundido (Lopes, 2004). El uso de starters de cepas killer adecuadamente
seleccionadas ofreceria tres ventajas comparativas: eliminar determinado tipo de cepas nativas
que producen efectos negativos en el proceso de productivo, resultar inmune a las toxinas
killer producidas por cepas nativas garantizando su dominancia en la fermentacion y proteger
el producto de infecciones producidas por cepas de levaduras contaminantes (Martini y
Martini, 1990; Longo et al., 1992; Shimizu, 1993; Franken et al., 1998).

Tabla 3: Criterios de seleccion de levaduras vinicas.

PROPIEDADES CUALITATIVAS PROPIEDADES TECNOLOGICAS

e Baja formacion de sulfhidrico, tioles y Alta eficiencia fermentativa.
dimetilsulfoxido. Répida iniciacion de la fermentacion.

[}
[}
e Baja produccién de acidez volatil. e Altatolerancia al etanol.
e Alta produccion de glicerol. e Bajatemperatura de fermentacion (10-18°C).
e [B-glucosidasas. e Alta osmotolerancia.
e Proteasas. e Alta estabilidad genética.
e Produccion diferencial de ésteres. e Alta tolerancia al bisulfito.
e Autolisis. e Baja formacion de espuma.
[ ]

Factor killer.
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2.4. Perspectiva en la region del Comahue

Como ya se menciono, en la region Norpatagonica, la elaboracion de sidra se realiza por
fermentacion espontdnea de los mostos de manzana, y en menor grado de pera, con la
consecuente variabilidad de calidad del producto. El uso de cultivos iniciadores de la
fermentacion alcohdlica desarrollados a partir de cepas de levaduras nativas de la region y
seleccionadas para tal fin, constituye una herramienta estratégica para la elaboracion de
productos de calidad controlada y diferencial. Ademas, siendo las fermentaciones conducidas
a bajas temperaturas se obtienen perfiles arométicos caracteristicos y mejorados ya que se

retienen compuestos relacionados con el flavour (Lambrecht y Pretorius, 2000).

Es importante resaltar que existen pocas levaduras criotolerantes en el mercado, con lo cual
las bebidas obtenidas con ellas en diferentes lugares del mundo presentan caracteristicas
similares en los compuestos derivados del metabolismo de la levadura. Esto motiva a evaluar
la potencialidad de cepas nativas seleccionadas de S. uvarum y S. eubayanus, para ser
utilizadas en la elaboracion de sidras a bajas temperaturas con caracteristicas organolépticas

diferenciales.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

eEvaluar las caracteristicas fisiologicas de cepas criotolerantes de Saccharomyces
uvarum y Saccharomyces eubayanus aisladas de la region patagonica de relevancia
para el desarrollo de cultivos iniciadores destinados a la elaboracién de sidras a
bajas temperaturas y con caracteristicas organolépticas diferenciales.

Objetivos especificos:

Estudiar el comportamiento fermentativo de cepas de Saccharomyces uvarum y
Saccharomyces eubayanus aisladas de la Patagonia y conservadas en la coleccion de
cultivos del PROBIEN en ensayos de laboratorio con mosto de manzana a baja
temperatura.

Aplicar y seleccionar modelos para el ajuste de las cinéticas de fermentacion y la
obtencion de parametros cinéticos que permitan comparar de manera apropiada el
comportamiento fermentativo de las cepas en estudio.

Evaluar en los productos fermentados los principales parametros fisicoquimicos de
relevancia para la elaboracion de bebidas fermentadas (etanol, azlcares residuales,
glicerol) y seleccionar cepas con las mejores caracteristicas.

Evaluar el comportamiento fermentativo y la produccion de compuestos aromaticos de
las cepas seleccionadas en dos mostos de manzana diferentes a baja temperatura.
Conservar las levaduras con las mejores caracteristicas en la coleccion de cultivos del

PROBIEN para su evaluacion a escala piloto en futuros ensayos.
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MATERIALES Y METODOS
1. MATERIAL BIOLOGICO

Se emplearon 19 cepas de Saccharomyces uvarum y 13 cepas de Saccharomyces eubayanus
previamente aisladas, identificadas y molecularmente caracterizadas en el laboratorio donde
se realiz6 esta tesis. Ambas especies de levaduras se obtuvieron de arboles de Araucaria
araucana y de chicha de manzana producida tradicionalmente (Tabla 4). Una cepa de
Saccharomyces cerevisiae obtenida de vino se utilizard con fines comparativos. Todas las
cepas se encuentran depositadas en la Colecciéon de Cultivos de la Patagonia Norte (NPCC -
North Patagonian Culture Collection, Neuquén, Argentina).

Tabla 4: Cepas de levaduras estudiadas y origen.

ESPECIE CEPAS (NUumero NPCC) ORIGEN FUENTES
S. eubayanus | 1282-1287,1291-1292,1294,1296-1297,1301-1302 | Araucaria araucana Rodriguez et.al. (2014)

1288-1290, 1293, 1298 Araucaria araucana Rodriguez et.al (2014)
S. uvarum

1309,1311,1314-1317,1320-1324,1328-1330 Chicha de manzana Rodriguez et.al (2017)
S. cerevisiae | 1178 (MMf9) Vino Lopes et al. (2002)

NPCC: North Patagonian Culture Collection, Neuquén, Argentina.

Adicionalmente se utilizaron dos cepas sensibles a toxinas: S. cerevisiae P351 (coleccion de
levaduras PROIMI) y Candida glabrata NCYC 388.

2. MEDIOS DE CULTIVO

e GPY - caldo (m/v): 0,5% extracto de levadura, 0,5% peptona, 2% glucosa.

e GPY -agar (m/v): 0,5% extracto de levadura, 0,5% peptona, 2% glucosa, 2% agar.

e Medio béasico - agar para ensayos de actividad proteasa (m/v): 0,67% YNB, 0,2%
glucosa, 2% agar, 1% leche desnatada.

e Medio bésico - agar para ensayos de actividad pectinasa (m/v): 0,67% YNB, 0,2%
glucosa, 2% agar, 1% pectina de manzana (pH 4,5).

e Medio bésico - agar para ensayos de actividad glucosidasa (m/v): 0,67% YNB, 0,2%
glucosa, 2% agar, 1mM pNPG.

e Medio basico - agar para ensayos de actividad xilosidasa (m/v): 0,67% YNB, 0,2%

glucosa, 2% agar, 1mM pNPX.
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Medio esculina - agar para ensayos de actividad glucosidasa (m/v): 0,67% YNB, 0,5%
esculina, 0,1% glucosa, 0,02% citrato de amonio férrico, 2% agar. (pH 5)
Medio YEPD-MB - agar para ensayos de actividad antagonista (m/v): 1% extracto de

levadura, 2% glucosa, 2% peptona, 2% agar, 0,0003% azul de metileno. (pH 4,6)

3. SOLUCIONES

Solucién de NaOH: 0,1 N (Para determinacion de acidez volatil y total)

Solucion de yodo: 0,02 N (Para determinacion de SO, libre y total)

Solucién de KOH: 1 N (Para determinacion de SO, total)

Solucién de Lugol (Para determinacion de actividad pectinasa)

Solucién pNPG 1mM (Para determinacion de actividad glucosidasa)

Solucién pNPX 1mM (Para determinacion de actividad xilosidasa)

Solucién tampoén Citrato - Fosfato: 0,5 M, pH 4,6. (Para determinacion de actividad

antagonista).

4. EQUIPAMIENTO

Microcentrifuga (marca Epperdorf modelo 5424 )
Centrifuga (marca Ecus)

Agitador orbital (marca Arcano)

Vortex/Mixer (marca Labnet)

Microscopio Nikon Eclipse 80i

Estufa con control de temperatura

Heladera para refrigeracion

Autoclave tipo chamberland (marca VZ 50Lts)
Espectrofotometro PG Instruments T60

Balanza (marca Radwag)

Refractometro

Cémara de flujo laminar vertical

Equipo de destilacion para medir etanol y acidez volatil

pH-metro (marca Oakton)
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5. MOSTOS

Se emplearon dos mostos: Granny Smith (°Brix: 12,5; azUcares totales: 132,3 g/L; acidez
total: 5,58 g/L; SO, total: 90 mg/L, SO, libre: 58 mg/L, pH: 3,54) y Royal Gala (°Brix: 11,9;
azucares totales: 125,7 g /L; acidez total: 4,73 g /L, SO, total: 112 mg/L; SO; libre: 70 mg/L,
pH: 3,56). Para las microfermentaciones el mosto Royal Gala se esteriliz6 a 120 °C durante
15 minutos en autoclave y para las fermentaciones en 1L, el mosto se sometio a vapor fluente
(100°C durante 15 minutos) a fin de reducir la carga microbiana sin modificar los compuestos

precursores de aromas de la sidra.

6. MICROFERMENTACIONES

Las fermentaciones a escala de laboratorio se llevaron a cabo en frascos de 50 mL
conteniendo 35 mL de jugo de manzana Royal Gala estéril, que se inocularon individualmente
con 2x10° células/mL de la respectiva cepa de levadura y se incubaron a 13°C sin agitacion.
Los ensayos se realizaron por triplicado; por lo tanto, se realizaron un total de 99
microfermentaciones. La evolucion de la fermentacién fue seguida diariamente por pérdida de
peso (desprendimiento de CO,) hasta peso constante durante dos medidas consecutivas. Cada
uno de los mostos fermentados fue centrifugado a 3000 rpm durante 5 minutos y el

sobrenadante limpido fue almacenado a 4°C hasta su analisis.

7. ESCALADO DE LAS FERMENTACIONES

Las fermentaciones se llevaron a cabo en frascos de 1 L conteniendo 750 mL de mostos de
manzana (Royal Gala o Granny Smith) , inoculados con una cepa de cada origen y especie
previamente seleccionadas de manera tal de obtener una poblacién inicial de 2x10°
células/mL. Los ensayos se realizaron por duplicado a 13°C. La evolucion de las
fermentaciones se controld6 mediante la medicién diaria de grados Brix (°Brix) por
refractometria. Las fermentaciones se detuvieron en forma simultanea, y el criterio de
detencion fue que al menos 2 cepas lleguen a valores constantes de °Brix. Los productos
fermentados fueron centrifugados a 3000 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante limpido

fue almacenado a 4°C hasta su analisis.
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8. MODELADO DE PARAMETROS CINETICOS

- Cinéticas de fermentacion a partir de liberacion de CO,: Los pardmetros cinéticos se
calcularon individualmente a partir de cada fermentacion usando la cantidad de CO; liberada
diariamente por el sistema y la ecuacién reparametrizada de Gompertz propuesta por
Zwietering et al. (1990), empleando para su modelado el paquete estadistico STATISTICA
7.0 y su opcion Quasi- Newton (StatSoft, Tulsa, OK, USA). El ajuste de la curva a los datos
experimentales se realizd mediante una regresion no lineal, minimizando la suma de las
desviaciones al cuadrado de los valores observados de la variable dependiente respecto a los
predichos por el modelo. La ecuacion reparametrizada de dicho modelo es:

Y =A=exp(—exp ((M)*(ﬂ—t)ﬁ-l) )

Donde Y= In (N¢/N,), N, es el peso inicial del sistema (g) y N;es el peso en el instante t (h);
A =1n (N / No) es la maxima produccion de CO, con N, como maximo asintdtico, pmax €S la
maxima velocidad de fermentacion (g/h) y A el periodo de tiempo necesario para iniciar la
fermentacion vigorosa (h). La Figura 5 muestra una curva de cinética de fermentacion tipica

con los parametros descriptos.
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Figura 5: Parametros cinéticos de una curva tipica de fermentacion.
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-Cinéticas de fermentacion a partir de la disminucién de °Brix: La disminucion de °Brix
durante las fermentaciones de 1L se ajustd a la funcion de decaimiento exponencial

previamente utilizada por Arroyo-Lépez et al. (2008):
Y=D+S§=e &2

Donde Y es el valor final de °Brix en el tiempo, t es el tiempo (h), D es un valor especifico
cuando t — oo, S es el valor estimado del cambio (diferencia entre la concentracién inicial y

final) y K es la constante cinética (°Brix/h).

9. PARAMETROS ENOLOGICOS

En las sidras obtenidas tanto a partir de las microfermentaciones como de las fermentaciones
a escala mayor (50 mL y 1 L, respectivamente) se evaluo el contenido de glucosa, fructosa,
etanol, glicerol, acidez total, acidez volatil y pH. La mayoria de los parametros enoldgicos
generales se determinaron segun los métodos propuestos por Ribereau-Gayon et al. (2003).
La concentracion de etanol se determind por destilacién y se expresé como grados de Gay
Lussac (°GL o % vl/v, solo evaluado para escala 1L). La acidez volatil se determind por
destilacion por arrastre con vapor de agua seguida de titulacién a la fenolftaleina con NaOH
0,1 N y se expresdé como acido acético (g/L). La acidez total se determind por titulacion con
peachimetro usando NaOH 0,1 N y expresada como acido tartarico (g/L). EI SO, libre se
determind por titulacién directa con yodo y el SO, total se determind por tratamiento con
KOH (1 N) seguido de titulacion con yodo. Las concentraciones de glucosa, fructosa y

glicerol se determinaron enziméaticamente utilizando kits comerciales de Megazyme.

10. DETERMINACION DE COMPUESTOS VOLATILES
En las sidras obtenidas a partir de las fermentaciones de 1L se evaluaron los compuestos
volatiles producto del metabolismo de las levaduras, incluyendo alcoholes superiores, ésteres,

acetaldehido, terpenos, fenoles volatiles, y acidos organicos.

La determinacion de alcohol isobutilico, acetato de etilo, 1-butanol, lactato de etilo y alcohol
isoamilico se realizd6 mediante cromatografia gaseosa en equipo GC 7890? (HS-GC-FID),

equipado con detector de ionizacién por llama (FID).
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La determinacion de 2-feniletanol, 1-propanol, butirato de etilo, 1-hexanol, hexanoato de
etilo, acetato de hexilo, alcohol alfa-terpineol, 4-etilfenol, 4-etilguaiacol, limoneno, linalol,
nerol, geraniol, acetato de isoamilo, acetato de isobutilo, acetato de 2 feniletilo, acetato de
bencilo, octanoato de etilo, decanoato de etilo, succinato de dietilo, alcohol bencilico y
acetaldehido se realiz6 mediante cromatografia gaseosa con microextraccion en fase sélida y
detector de espectrometria de masas (SPME-GC-MS).

La determinacion de &cidos organicos se realizd mediante analisis cromatografico por HPLC
con detector UV-Visible, segin Métodos Oficiales de Andlisis de la AOAC Internacional.
Para ello se utilizé un Sistema de Cromatografia Liquida Shimadzu compuesto por: Bomba
LC 20AT, Horno de columna CTO 6A, Controlador CBM 20A, Autoinyector SIL 10 A,
Detector de Arreglo de Diodos SPD-M10A con computadora con software de adquisicion de
datos LC Solution. Las muestras se filtraron a través de filtros de nylon de 0,45 um y se

inyectaron directamente (10 ul) en la columna cromatografica.

11. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
Se realizaron ensayos cualitativos de deteccion de actividad enzimética en medios sélidos
usando cultivos de levadura jovenes (cultivos de 24-48 h en GPY).

Actividad proteasa: Las placas de agar - leche desnatada, que contenian medio de agar basico
(m/v: 0,67% YNB, 0,2% glucosa y 2% agar) se suplementaron con leche desnatada en polvo
al 1% m/v, se inocularon con cultivos de levadura frescos y se incubaron a 26°C durante 3
dias. La aparicion de halos claros alrededor de las estrias de levaduras fue indicativa de

actividad proteolitica (Gonzélez et al., 2004).

Actividad pectinasa: La actividad pectinasa se evalu6 utilizando medio basico suplementado
con pectina de manzana al 1% m/v (pH 4,5). Las placas se incubaron a 26°C durante 5 dias.
La actividad enzimatica se evidencio mediante la formacion de una zona clara alrededor de
las colonias en contraste con un fondo marron purpura sobre placa de pectina después de la

adicion de solucién de Lugol (Fernandes-Saloméo et al., 1996).

Actividades glucosidasa: A tubos (1,5 ml) que contenian 500 ul de agar de medio basico se
les adiciond una solucion de P-nitrofenil-p-D-glucopiranosido (pNPG) y p-nitrofenil-p-D-

xilosido (pNPX) 1 mM, para evaluar las actividades de B-glucosidasa (BGl) y B-xilosidasa
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(BXy), respectivamente (Rodriguez et al., 2004). Los cultivos se incubaron a 26 °C durante 5
dias. Las cepas de levadura que presentan actividades enzimaticas desarrollaron una
coloracion amarilla en el medio de cultivo después de la adicion de solucion buffer de
Na,CO3z 250 mM (100 ul). También se ensayd el medio esculina - agar (m/v: 0,67% YNB,
0,5% esculina, 0,1% glucosa, 0,02% citrato de amonio férrico, 2% agar, pH 5) para confirmar
la actividad de BGI. En este caso, las cepas que muestran actividad BGl produjeron un halo de

color marrén oscuro alrededor de la colonia (Hernandez et al., 2003).

12. ACTIVIDAD ANTAGONISTA

La actividad antagonista se evalué utilizando la técnica en placa en medio YEPD - MB (m/v:
1% extracto de levadura, 2% glucosa, 2% peptona, 2% agar, 0,0003% azul de metileno)
bufferizada a pH 4,6 con una solucién de fosfato - citrato 0,5 M. Esta técnica se utilizo
tradicionalmente para evaluar el comportamiento killer en levaduras (Sangorrin et al., 2002).
Las cepas de coleccion S. cerevisiae P351 (coleccion de levaduras PROIMI) y Candida

glabrata NCYC 388 se usaron como levaduras sensibles al factor killer.

13. ANALISIS ESTADISTICO

Se efectud un ANOVA-analisis Post Hoc de Tukey (HSD - honest significant difference-) con
un nivel de significancia del 5% (0=0,05), para determinar si las diferencias en los parametros
fisiolégicos y cinéticos son estadisticamente significativas (utilizando el paquete estadistico
STATISTICA 7.0). La normalidad de los datos y la homogeneidad de la varianza en los
residuos se verificaron por los ensayos de Lilliefors y Bartlet, respectivamente. Asimismo se
realiz6 un analisis multivariado o andlisis de componentes principales (PCA -Principal
component analysis-) y un analisis de clusters (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean, UPGMA) sobre variables cinéticas y fisicoquimicas usando el programa
NTSYS (Numeral Taxonomic System, version 2.11) (Rohlf, 2000); para evaluar las
relaciones entre las cepas en estudio y detectar las principales variables que caracterizan su
actividad fermentativa (Rohlf, 2005).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. EVALUACION DE LAS LEVADURAS EN MICROFERMENTACIONES

Con el proposito de conocer el comportamiento fermentativo de cepas de
Saccharomyces, se llevaron a cabo microfermentaciones (50 ml) en mosto de manzana Royal
Gala estéril. Se utilizaron 19 cepas de S. uvarum y 13 cepas de S. eubayanus aisladas de
chicha de manzanas silvestres y de ambientes naturales como corteza y semillas de Araucaria
araucana; junto a una cepa vinica de S. cerevisiae. Las fermentaciones se llevaron a cabo a
13°C por triplicado. Se evaluaron las cinéticas de dichas fermentaciones y se determinaron los
principales parametros fisicoquimicos de las sidras obtenidas.

1.1. Cinéticas de fermentacion

Las fermentaciones se siguieron mediante medicion del peso de los fermentadores a lo largo
del tiempo. Debido a que el metabolismo de las levaduras produce CO5, el peso total de los
fermentadores disminuye y esta pérdida de peso puede representarse para obtener las cinéticas
de fermentacion de cada cepa. Las cinéticas obtenidas de este modo se ajustaron empleando el
modelo de Gompertz modificado. Para todos los casos el ajuste fue adecuado debido a que
siempre la proporcion de la variancia respecto de los datos experimentales explicada por el
modelo (r?) resultd ser mayor a 0,99. Del modelado de cada curva se obtuvieron los siguientes
parametros cinéticos: produccion total de CO, (A), velocidad méxima de fermentacion (umax)
y tiempo necesario para comenzar la fermentacion tumultuosa (A). A modo de ejemplo se
muestran la curva que modela la cinética de fermentacion de la cepa NPCC 1296 junto con

los datos experimentales y los parametros obtenidos del ajuste (Figura 6).

Se calculd el valor promedio y su respectivo desvio estandar para cada uno de los parametros
cinéticos (Tabla 5) y con ellos se graficaron las curvas modeladas del comportamiento
cinético medio para cada cepa (Figura 7).

Todas las microfermentaciones presentaron cinéticas normales y como regla general, todas las
cepas evidenciaron cantidades residuales de azlcares reductores totales (glucosa + fructosa)
menores a 0,6 g/L. Las fermentaciones alcoholicas realizadas a 13°C se dieron por concluidas
en promedio luego de 595 horas (aproximadamente 25 dias). Las principales diferencias entre
las cepas se observaron en los parametros cinéticos A (produccion maxima de CO;) y A
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(tiempo requerido, en horas, para iniciar la fermentacion vigorosa). Dichas diferencias se

pueden ver en las graficas de las cinéticas modeladas para cada cepa (Figura 7).

2,5
» VALORES EXPERIMENTALES
o 2' 0 e CUURVA MODELADA
)
[
AL
=
Q
O 1,0
§ A= 227
& Hmax= 01009
0,5
) A=41,715
r’=0,996
0,0
0 100 200 300 400 500 600

TIEMPO (h)

Figura 6: Cinética de fermentacidn obtenida con la funcién de Gompertz modificada a partir del modelado
de los valores experimentales para la cepa NPCC 1296. Siendo A: produccion total de CO; (@), umax: Velocidad
méxima de fermentacién (g/h), A: tiempo necesario para comenzar la fermentacién tumultuosa (h), r*:

coeficiente de correlacion.

Los valores mas bajos del parametro cinético A se observaron en las microfermentaciones
conducidas por S. uvarum y S. eubayanus, mientras que aquellas conducidas con S. cerevisiae
mostraron el valor méas elevado de este parametro cinético (71,97 + 0,58 h). Esta diferencia
podria estar relacionada con la dificultad de S. cerevisiae de fermentar a baja temperatura y su
dificultad de crecer en un mosto con una proporcion de fructosa mas elevada, tipica en mosto
de manzana pero no del mosto de uva de donde se aislo esta levadura. Se han sefialado
diferentes explicaciones para una utilizacion mejorada de la fructosa para diferentes especies
de Saccharomyces. En S. cerevisiae, se reportd que la elevada utilizacion de fructosa se debia
a la presencia de un transportador de hexosa mutado (Guillaume et al., 2007). En las especies
S. bayanus y S. pastorianus, se propuso la existencia de un simporte fructosa / H* en
coexistencia con el sistema de difusion facilitada para las hexosas normalmente presente en

las levaduras del género, como causa del eficaz transporte de fructosa (Gongalves et al.,
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2000). Llamativamente, Tronchoni et al., (2009) evidenciaron que S. uvarum, asi como S.
kudriavzevii, muestran una ligera preferencia por fructosa en relacion con S. cerevisiae, al
inicio de la fermentacion. Esta preferencia también podria estar ocurriendo en los ensayos de
este trabajo, siendo una posible explicacion para el A inferior de S. uvarumy S. eubayanus.

Tabla 5: Parametros cinéticos de las microfermentaciones en mosto de manzana Royal gala.

) ) Parametros cinéticos
Especie Origen [Cepa (n° NPCC)?
A(9) Hmax (9/h) A (h)
1282 2,30+0,01" 0,0060+0,0001% 46,20+0,01"™
1283 2,26+0,01 0,0080+0,0001" 46,02+2,41%°
1284 2,28+0,05™ 0,0070+0,0001%™ 45,31+2,60°
1285 2,30+0,12" 0,0070+0,0001%* 43,09+2,15®
1286 2,16+0,05 0,0060+0,0001% 47,35+8,82%°
1287 2,07+0,04° 0,0070+0,0001%™ 36,45+3,19%
S. eubayanus 1291 2,16+0,01° 0,0080+0,0001™ 43,19+0,09®
1292 2,41+0,03° 0,0070+0,0001* 39,09+1,98
Araucaria 1294 2,34+0,07¢ 0,0070+0,0010** 49,61+5,01®
araucana 1296 2,21+0,08"™ 0,0080+0,0001™ 43,18+2,08%
1297 2,27+0,01 0,0090+0,0001° 47,94+0,01°
1301 1,99+0,07° 0,0070+0,0010* 46,88+4,09®
1302 2,06+0,02° 0,0070+0,0001%™ 38,68+10,04%
1288 2,16+0,02° 0,0070+0,0001* 35,06+10,21%
1289 2,26+0,14 0,0070+0,0001% 52,90+0,03"
1290 2,21+0,01™ 0,0090+0,0010° 55,02+0,71"
1293 2,21+0,42" 0,0070+0,0010* 48,17+4,13®
1298 2,26+0,03 0,0070+0,0010* 47,94+0,001%
1309 2,06+0,01° 0,0080+0,0001™ 32,55+0,11%
1311 1,94+0,03° 0,0070+0,0001* 43,79+2,22%®
1314 2,07+0,02° 0,0070+0,0001% 27,70+4,20°
1315 2,0040,01° 0,0070+0,0001%™ 28,26+2,73°
S. uvarum 1316 1,98+0,01° 0,0080+0,0010™ 37,33+0,98%
1317 2,19+0,05° 0,0050+0,0001° 22,80+0,44°
Chicha 1320 1,98+0,01° 0,0070+0,0001%™ 29,91+7,13°%
1321 1,86+0,13° 0,0090+0,0010° 35,36+3,96%
1322 1,95+0,02° 0,0090+0,0001° 37,97+0,71®
1323 1,84+0,01° 0,0070+0,0001%™ 47,9945 45®
1324 1,97+0,02° 0,0070+0,0001%™ 38,2742 54
1328 1,96+0,01° 0,0070+0,0010% 29,42+0,81°
1329 2,04+0,03 0,0070+0,0001* 38,76+1,66™
1330 1,99+0,01° 0,0070+0,0001% 29,43+3,18°
S. cerevisiae Vino 1178 1,82+0,01° 0,0090+0,0010° 71,97+0,58°

# NPCC: North Patagonian Culture Collection, Neuquén, Argentina.

A: Produccion maxima de CO,, U Maxima velocidad de fermentacion, A: Tiempo necesario para el comienzo de
la fermentacién tumultuosa. R? mayor a 0,99 para todos los casos. Letras diferentes en los superindices en una
misma columna indican diferencias significativas (ANOVA y Test de Tukey, n=2).
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Figura 7: Cinéticas de fermentacién modeladas de las cepas a 13°C (como referencia se utilizé S. cerevisiae
NPCC 1178 en todas las gréaficas). A: S. eubayanus (A. a), B: S. uvarum (A. a.), C: S. uvarum (chicha).
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En lo que se refiere a la produccion de CO,, que se refleja en el valor del parametro A, los
mas elevados se evidenciaron para las cepas de S. uvarum y S. eubayanus de habitats
naturales (Figura 7A y B). Como dato llamativo se observa que el valor mas bajo de Pmsx.
correspondio a la cepa S. uvarum NPCC 1317, que a su vez presentd también el valor méas

bajo del pardmetro A (Tabla 5).

Los parametros cinéticos analizados son de gran importancia desde el punto de vista
industrial. Un mayor tiempo para comenzar la fermentacion tumultuosa (A) y una menor
velocidad de fermentacion (umsx) implican mayores costos econdmicos dado que ambos
factores impactan finalmente en el tiempo total de fermentacion. No obstante, en casos
especiales resulta necesario modificar el proceso tecnoldgico a fin de alterar los parametros
cinéticos, como por ejemplo, bajando la temperatura se bajan las velocidades de fermentacion
y asi se evita la pérdida de compuestos aromaticos por arrastre con el CO, desprendido
durante el proceso (Henschke, 1997; Pretorius, 2000). Por lo expuesto, existe un compromiso
entre el costo derivado del tiempo necesario para completar el proceso y los factores que

determinan la calidad resultante del producto.

1.2. Anélisis fisicoquimico

Resulta indispensable determinar las principales caracteristicas fisicoquimicas de los
productos fermentados para poder comparar los perfiles fermentativos de las diferentes cepas.

Los parametros fisicoquimicos obtenidos se muestran en la Tabla 6.

Aunque diversas publicaciones cientificas resaltan la capacidad fructofilica de S. uvarum, la
concentracion de fructosa residual en las sidras elaboradas con esta especie, y también con su
especie hermana S. eubayanus, no fueron diferentes de las obtenidas con S. cerevisiae. Como
se menciond anteriormente, todos los mostos alcanzaron la sequedad, evidenciando
concentraciones de azucares residuales (glucosa + fructosa) menores a 0,6 g/L. Quizéas seria
bueno a futuro evaluar la cinética de consumo de fructosa y glucosa durante la fermentacion a

fin de poner en evidencia esta posible fructofilia por parte de las cepas criotolerantes.

En base a la estequiometria de la fermentacion alcohdlica (Figura 8) y teniendo en cuenta que:
i) la concentracion de azucar inicial presente en el mosto de manzana Royal Gala fue de 125,7
g/L (ver materiales y métodos, seccion 5), ii) todas las cepas consumieron completamente el

azUcar Y iii) suponiendo que todo el azlcar se convierte en etanol y CO; (de acuerdo con la
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estequiometria de la reaccion, cosa que no es del todo cierta ya que parte se destina a la
produccién de metabolitos minoritarios), se esperaria obtener una sidra con una concentracion
final de etanol de 64,25 g/L y que la cantidad total de CO; liberado sea igual a 61,45 g/L.
Estos valores estequiométricos esperados sirven como referencia para calcular la cantidad

estimada de etanol a partir del valor de CO, producido por cada cepa (Tabla 6).

C.H;,0Oq » 2 CH;CH,OH + 2CO,
180 g/mol 46 g/mol 44 g/mol
Hexosas Etanol Didxido de carbono

Figura 8: Estequiometria de la fermentacién alcohdlica. Se desprecia la formacion de productos minoritarios

tales como glicerol, acidos organicos, ésteres, alcoholes superiores, entre otros.

Aungue no se encontraron diferencias significativas claras en la produccion de etanol entre
cepas de diversos origenes y especies, se pudo observar una mayor produccion de etanol
(basados en los datos estequiométricos obtenidos) en las cepas de ambientes naturales. El
valor mas bajo (7,01 £ 0,07% v/v) fue encontrado para S. uvarum NPCC 1323 (chicha) y el

mas elevado (8,90 £ 0,23% v/v) para S. eubayanus NPCC 1292 (Araucaria araucana).

Diversos investigadores (Castellari et al., 1994; Giudici et al., 1995; Eglinton et al., 2000;
Masneuf-Pomaréde et al., 2010) han reportado que especies criotolerantes, tales como
Saccharomyces bayanus y S. uvarum, se caracterizan por producir mayor cantidad de glicerol
y menor cantidad de acido acético y etanol que S. cerevisiae. Los resultados obtenidos
coinciden parcialmente con estos reportes, dado que las cepas criotolerantes produjeron
cantidades menores de &cido acético que S. cerevisiae (Tabla 6). Las cepas de S. uvarum
presentaron valores de acido aceético entre 0,17 + 0,01 g/L y 0,43 + 0,02 g/L y las cepas de S.
eubayanus presentaron valores entre 0,19 + 0,01 g/L y 0,31 £ 0,02 g/L, valores muy por

debajo del umbral de percepcion de este compuesto volatil que corresponde a 0,7 g/L.
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Tabla 6: Parametros fisicoquimicos de las microfermentaciones en mosto de manzana Royal gala.

Parametros fisicoquimicos

Especie Origen Eipsér;a Etanol* Glucosa | Fructosa Glicerol Acidez Acidez total oH
(%viv) (g/L) (g/L) (g/L) volatil (g/L) (g/L)

1282 8,36+0,03° <0,1 <0,5 2,97+0,01° | 0,23+0,04* | 5,13+0,09™ | 3,2%0,1°

1283 8,55+0,06°% <0,1 <0,5 2,93+0,04% | 0,2620,01% | 5,22+0,04™ | 3,3+0,1®

1284 8,61+0,15° <0,1 <0,5 3,55+1,02% | 0,30+0,01%| 5254001 | 3,2+0,1°

1285 8,43+0,28%¢ <0,1 <0,5 4,58+0,14° | 0,19+0,01® | 5,22+0,04™ | 3,3+0,1*

1286 8,01+0,19°° <0,1 <0,5 4,13+0,66% | 0,26+0,01% | 4,93+0,37® | 3,3+0,1%

1287 7,74+0,13%° <0,1 <0,5 4,770,77° | 0,25+0,01™ | 5,19+0,01™ | 3,2+0,2°

eub;nus 1291 8,23+0,01°° <0,1 <0,5 2,34+0,13® | 0,29+0,01%™ | 4,45+0,13" | 3,3+0,1*

1292 8,90+0,23° <0,1 <0,5 2,024¢0,06™ | 0,29£0,01% | 5,26+0,09® | 3,2+0,1°

Araucaria | 1294 | 8,73%0,01% <0,1 <05 | 3,32%0,23™ | 0,29+0,01%° | 4,48+0,097 | 3,2%0,1°

araucana 1296 8,42+0,27°% <0,1 <0,5 4,65+0,47% | 0,25+0,02"° | 4,86+0,18® | 3,2+0,1°

1297 8,53+0,09° <0,1 <0,5 3,1440,21%° | 0,31+0,01™ | 4,61+0,09% | 3,2+0,1°

1301 | 7,5240,32% <0,1 <05 | 3,230,37™ | 0,22+0,02% | 4,93+0,18% | 3,2%0,1°

1302 7,83+0,03"* <0,1 <0,5 1,7340,35° | 0,28+0,01°¢ | 4,38+0,23" | 3,3%0,1*

1288 8,11+0,04* <0,1 <0,5 3,43+0,67°° | 0,3120,01*° | 5,00£0,09" | 3,3%0,1%

1289 8,58+0,46° <0,1 <0,5 2,93£0,25% | 0,29+0,01%° | 5,21+0,02% | 3,2%0,1°

1290 8,43+0,05°% <0,1 <0,5 3,7840,38 | 0,29+0,01* | 4,25+0,14* | 3,3+0,1%

1293 8,18+1,47% <0,1 <0,5 1,98+0,24° | 0,26+0,01° | 4,2240,09° | 3,3+0,1®

1298 | 8,28+0,25" <0,1 <05 2,99+0,16® | 0,28+0,01° | 4,09%0,09° | 3,3+0,1®

1309 8,10+0,06* <0,1 <0,5 3,15+0,07%° | 0,26+0,01® | 4,89+0,03" | 3,5+0,1%

1311 7,45+0,12° <0,1 <0,5 4,37+0,38° | 0,26£0,01" | 6,42+0,21° | 3,3+0,1*

1314 8,04+0,15" <0,1 <0,5 3,53+0,06° | 0,26%0,01° | 6,40£0,03° | 3,3%0,1%

1315 7,73+0,01%° <0,1 <0,5 4,48+0,22% | 0,31%0,15"° | 5,63+0,05™ | 3,4+0,2

S. uvarum 1316 7,79+0,06™ <0,1 <0,5 4,53+0,37° | 0,30+0,01* | 5,08+0,08™ | 3,5+0,2*

1317 8,00+0,18* <0,1 <0,5 4,150,15% | 0,37£0,01° | 6,41%£0,08° | 3,2+0,1°

) 1320 | 7,66+0,01%* <0,1 <0,5 3,90+0,14" | 0,43+0,02* | 5,75+0,13" | 3,4£0,1*

Chicha 1321 7,51+0,14%° <0,1 <0,5 4,01+0,21" | 0,32+0,01™ | 5,00+0,07* | 3,5+0,1™

1322 7,56+0,03" <0,1 <0,5 2,87£0,13%° | 0,36%0,097 | 4,89+0,03° | 3,5%0,1"

1323 7,0120,07° <0,1 <0,5 3,79+0,21° | 0,17#0,01° | 5,49+0,05™ | 3,4+0,2°

1324 7,61%0,13% <0,1 <0,5 3,32+0,13% | 0,23+0,01® | 5,38+0,11% | 3,4+0,1°

1328 | 7,59+0,01% <0,1 <05 | 3,15+0,21% | 0,23%0,01% | 558+0,02° | 34+0,1°

1329 7,86+0,11°%° <0,1 <0,5 4,5740,16° | 0,29+0,01%° | 5,49+0,05™ | 3,4+0,1°

1330 7,70+0,03** <0,1 <0,5 4,39+0,39% | 0,23+0,01® | 5,36+0,13" | 3,5+0,1%

S. cerevisiae|  Vino 1178 7,040,087 <0,1 <0,5 3,54%0,16 | 0,51£0,01° | 4,99+0,18% | 3,4+0,1%

2 NPCC: North Patagonian Culture Collection, Neuquén, Argentina.
*Valor estequiométrico calculado en base al dato de produccion de CO,.
Letras diferentes en los superindices en una misma columna indican diferencias significativas (ANOVA y Test de Tukey,

n=2).
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En cuanto al pH, independientemente de la especie y origen de las cepas, los valores
estuvieron acotados entre 3,2 £ 0,1 y 3,5 £ 0,2 y no se observaron diferencias significativas

entre los mismos.

Debido a la gran cantidad de datos obtenidos en esta etapa, se decidio utilizar un método de
analisis multivariado a partir de las variables cinéticas y fisicoquimicas anteriormente
descriptas. Se utilizé el Andlisis de Componentes Principales (ACP), que es una herramienta
estadistica Gtil para identificar patrones de similitud o de diferencia entre cepas cuando estan
involucradas muchas variables. Se graficaron los dos primeros componentes principales, que
en conjunto describieron el 62% de la variabilidad total de los datos (Figura 9). En el andlisis,
la Componente Principal 1 (CP1) explico el 34% de la variabilidad total y describid
principalmente la variable A (produccién méxima de CO;), mientras que la CP2 explicd el
28% de la variabilidad total y describi6 principalmente la variable pmax. (méxima velocidad de

fermentacion) (Figura 9A).

El anélisis por grupos (o clusters) permitio evidenciar un grupo correspondiente a las sidras
obtenidas con cepas aisladas de habitats naturales (A. araucana), incluyendo tanto S. uvarum
como S. eubayanus. Este grupo se separ6 de los que reunieron a las sidras obtenidas con cepas
de ambientes artificiales (chicha de manzana para S. uvarum y vino para S. cerevisiae). La
proximidad, en términos de caracteristicas fisioldgicas, de éstas Ultimas cepas, podria indicar
cierto grado comun de domesticacion y consecuente adaptacion a las fermentaciones de la

especie S uvarum de origen fermentativo.

Finalmente, el analisis mostro un total de cuatro grupos de sidras bien definidas. El grupo |
qued6 compuesto por las sidras fermentadas con cepas de S. eubayanus y S. uvarum de A.
araucana; este grupo se caracterizd principalmente por fermentaciones con los mayores
valores de A (Figura 9A y C). El grupo Il incluyé todas las sidras elaboradas con las cepas de
S. uvarum de chicha de manzana (excepto la cepa NPCC 1317 incluida en el grupo I11) y se
caracterizo6 por las mayores concentraciones de glicerol y los mayores niveles de acidez total.
El grupo 11l incluyo Unicamente la sidra elaborada con la cepa NPCC 1317 S. uvarum de
chicha, y evidencio una alta acidez total. Finalmente, el grupo 1V sélo se conformé por la
cepa NPCC 1178 S. cerevisiae, caracterizada por la velocidad de fermentacion mas alta (pmax)
(Figura 9A y C). Estos grupos fueron confirmados por el analisis de UPGMA (Unweighted
Pair Group Method using Aritmetic averages) (Figura 9B).
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Figura 9: A: Andlisis de componentes principales (ACP) y de clusters, B: Analisis UPGMA, ambos obtenidos de los parametros cinéticos y fisicoquimicos de las
microfermentaciones a 13°C. Los valores en los ejes de la figura A indican los porcentajes de la variabilidad total que explica cada Componente Principal (CP). C: Proyeccion de
los autovectores en el plano CP1- CP2; la longitud de cada autovector es directamente proporcional al porcentaje de variabilidad del parametro involucrado que es explicada por los

primeros dos componentes principales.
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2. EVALUACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS Y ANTAGONISTA DE LAS
LEVADURAS

Otro aspecto fisiolégico relevante desde el punto de vista tecnoldgico es la capacidad de las
levaduras de presentar determinadas actividades enzimaticas relacionadas con la mejora del
aroma o la estabilizacion de las sidras. Entre estas actividades se pueden mencionar las
actividades proteasa, pectinasa, B-glucosidasa (BGl) y B-xilosidasa (BXy) (Pando Bedrifiana et
al., 2012).

En particular, el uso de pectinasas es una practica comdn en la industria de vino y sidra. Estas
enzimas mejoran la licuefaccion, el rendimiento de los zumos, la clarificacion, la filtrabilidad
y la liberacion de compuestos de color y sabor de las pieles de los frutos (Fleet, 2008; Martin
y Morata de Ambrosini, 2014; Ugliano, 2009). Las propiedades de sabor de estas bebidas
pueden potenciarse también mediante la actividad de glucosidasas que incluyen BGl y pXy,
que hidrolizan precursores glicosilicos no volatiles de los frutos liberando los compuestos
volatiles (Gunata et al., 1988; Paillard, 1990). Por ultimo, la turbidez causada por las
proteinas se considera una causa de inestabilidad en las bebidas, particularmente en vinos
blancos, pero también presente en los jugos de uva y manzana (Hsu et al., 1989). La actividad
proteasa hidroliza las proteinas en moléculas mas pequefias y solubles, favoreciendo la
clarificacion y estabilizacion de las bebidas, mientras ayuda a evitar fermentaciones

incompletas producto de una deficiencia de nitrégeno asimilable en el mosto.

Se sabe que S. cerevisiae no es una especie que se caracterice por su elevada capacidad de
producir enzimas extracelulares; sin embargo, sélo unos pocos reportes bibliograficos para S.
uvarum y ninguno en el caso de S. eubayanus han evaluado estas actividades en las especies

criotolerantes aqui estudiadas.

Por otro lado, es interesante resaltar la importancia de utilizar al menos dos tipos de sustratos
para los estudios de screening de BGl con el fin de minimizar el riesgo de obtener resultados
falsos negativos causados por la selectividad especifica del sustrato de la enzima segun lo

informado por Hernandez et al.(2003).

El screening enzimatico cualitativo evidencid, en general, las cuatro actividades ensayadas en
estas especies criotolerantes con la Gnica excepcion de la ausencia de actividad proteasa en S.

eubayanus (Tabla 7). Si bien la actividad proteasa no se detectd en las cepas de S. eubayanus,
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se evidencid en todas las cepas de S. uvarum de A. araucana Yy en 12 de las 14 cepas de S.
uvarum de chicha. Por el contrario, la actividad pectinasa se encontro en la mayoria de las

cepas de ambas especies S. eubayanus y S. uvarum (Tabla 7).

Tabla7: Actividades enzimaticas y antagonista de cepas de S. eubayanus y S. uvarum.

Actividad

Actividades enziméticas (sustrato)” antagonista®

Especie | Origen Cepa (n° NPCC)? Proteasa Pectinasa

(leche (pectina
desnatada) citrica)

1282 - +

1283,1284,1286,1287,1296
1285

1291,1292,1294
1297,1302

1301

1289

1288,1290
1293,1298 -
1309 - +
1316
1320,1321,1330
1317,1328,1329
1311,1314,1324
1323
1315
1322

BGI BGI BXy

(pPNPG) (esculina) (pNPX) Co Sc

+

S. eubayanus

BEAEAEAE:
eI RN

A. araucana

+

+
+

+

+

S. uvarum

Chicha

+
B N R A R B B B A R B s
,

+ |+ |+ ]+

+
|+ ]+
e

+ 4+ ]+

+
'

% NPCC: North Patagonian Culture Collection, Neuquén, Argentina.

b pNPG: p-nitrofenil-glucosidico, pNPX: p-nitrofenil-xilosidico; pGl: B-glucosidasa, pXy: p-xilosidasa.

¢ Cg: Candida glabrata, cepa de control sensible al factor killer; Sc: Saccharomyces cerevisiae cepa de control sensible al
factor killer

Independientemente de la especie y el origen, todas las cepas exhibieron actividad BGl en el
sustrato sintético p-nitrofenil-glucopiranésido (pNPG); dicha actividad no se detecto en el
mismo numero de cepas cuando se utilizo esculina como sustrato (Tabla 7). Con excepcion de
dos cepas de S. uvarum de chicha (NPCC 1315 y 1322), todas las cepas fueron capaces de
hidrolizar el sustrato sintético pNPX evidenciando actividad B-Xilosidasa (Tabla 7).

Finalmente, la actividad antagonista de una levadura que se utilizard como cultivo iniciador
también se considera un atributo tecnolégico relevante (Rainieri y Pretorius, 2000). Las cepas
gue poseen esta caracteristica seran capaces de inhibir el crecimiento de levaduras de S.
cerevisiae nativas, presentes en las fermentaciones espontaneas, mejorando su capacidad de
implantacion. En las cepas de levadura evaluadas, solo algunas cepas de S. eubayanus y S.
uvarum fueron capaces de inhibir el crecimiento de la cepa sensible de referencia de S.

cerevisiae (seis cepas de S. eubayanus y cinco de S. uvarum). Sin embargo, dos de ellas, S.
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eubayanus NPCC 1297 y 1302, tambien fueron activas contra la cepa sensible de Candida
glabrata (Tabla 7). Es importante resaltar que en este trabajo, se observo por primera vez en
S. eubayanus, la actividad antagonista particularmente eficaz contra S. cerevisiae, lo que
constituye una caracteristica relevante adicional de esta especie para considerar en la
elaboracion de sidra dado que como se menciond en la introduccion general, la mayor parte

de las levaduras presentes en fermentaciones espontaneas corresponden a este especie.

En base a los resultados anteriores, se selecciond una cepa de cada especie y origen, con la
mejor combinacion de caracteristicas fisioldgicas, para llevar a cabo un nuevo conjunto de
fermentaciones con el proposito de evaluar tanto su capacidad para conducir fermentaciones
exitosas utilizando diferentes mostos de manzana como su capacidad para producir
compuestos aromaticos volatiles deseables. Las cepas S. eubayanus NPCC 1292 de A.
araucana y S. uvarum NPCC 1314 de chicha se seleccionaron principalmente debido a su
combinacién de actividades enzimaticas y antagonistas, ya que presentaban caracteristicas
enologicas similares. La cepa S. uvarum NPCC 1290 aislada de A. araucana igualmente fue
seleccionada por su perfil enzimatico, asi como también por sus notables caracteristicas
cinéticas y fisicoquimicas en comparacién con las demas cepas del mismo origen (velocidad

de fermentacion répida y mayor produccion de glicerol).

3. EVALUACION DE LAS LEVADURAS SELECCIONADAS A MAYOR ESCALA
CON ENFASIS EN LA PRODUCCION DE COMPUESTOS AROMATICOS

Como se expuso previamente, la cepa de levadura que lleva a cabo la fermentacion no influye
Unicamente en las caracteristicas cinéticas del proceso y en los parametros fisicoquimicos de
la sidra obtenida, sino que también afecta significativamente el aroma y el sabor de la misma
mediante la produccidn de compuestos volatiles resultantes de su metabolismo secundario. En
esta etapa se analizd la influencia de las cepas seleccionadas principalmente sobre la

composicion de la fraccion de compuestos volatiles de las sidras con ellas obtenidas.

3.1. Cinéticas de fermentacion

Se realizaron fermentaciones en 1L a 13°C usando dos mostos de manzana diferentes: Granny

Smith (GS) y Royal Gala (RG). Todas las fermentaciones se inocularon individualmente con
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las tres cepas de levadura previamente seleccionadas, en ensayos por duplicado y la evolucion
de las fermentaciones se controlo diariamente mediante la disminucion de °Brix a lo largo de
la experiencia. La cepa S. cerevisiae NPCC 1178 aislada de una fermentacion de vino

regional, se utilizd como referencia en estos ensayos.

De acuerdo con los datos obtenidos de las mediciones de °Brix durante el proceso, todas las
cepas fueron capaces de completar el proceso fermentativo en un tiempo estimado de 15 dias.
En este caso, el ajuste con el modelo de Gompertz modificado para dichos datos no fue
apropiado, ya que las levaduras metabolizaron a mayor velocidad el azucar. Asi, las curvas de
disminucion de °Brix se ajustaron mejor a un modelo de decaimiento exponencial,
obteniéndose valores de R? entre 99,2 - 99,8%. Los pardmetros correspondientes a este ajuste
son: D, valor minimo de °Brix, S, diferencia entre los °Brix finales e iniciales y K, velocidad

de consumo del sustrato (Tabla 8).

Como cada experiencia se realiz6 por duplicado, se calculé el valor promedio y su respectivo
desvid estandar para cada uno de los parametros cinéticos (Tabla 8) y con ellos se graficaron
las curvas modeladas del comportamiento cinético medio para cada cepa (Figura 10).

Tabla 8: Parametros cinéticos obtenidos en las fermentaciones de 1L mediante la funcién de decaimiento
exponencial (Arroyo-Lo6pez et al. 2008) en ambos mostos de manzana.

, Mosto de manzana Royal Gala
Parametros —
cinéticos S. cerevisiae S. eubayanus S. uvarum S. uvarum
NPCC 1178 NPCC 1292 NPCC 1290 NPCC 1314
D (°Brix) 3,33+0,03 3,93+0,01° 3,68+0,04° 3,60+0,01°
S 9,42+0,04° 8,81+0,04° 9,30+0,05" 9,24+0,03"
K (°Brix/h) 0,0050+0,0005* | 0,0070+0,0003° | 0,0080+0,0002° 0,0080+0,0008°
Mosto de manzana Granny Smith
D (°Brix) 4,02+0,05 3,90+0,22 3,93+0,03 3,93+0,04
S 8,65+0,06 8,70+0,06 8,90+0,05 8,68+0,12
K (°Brix/h) 0,0080+0,0001° | 0,0060+0,0005* | 0,0080+0,0003" 0,0080+0,0006"

D es el valor cuando t tiende a oo (valor minimo de °Brix), S es el valor estimado de cambio (diferencia
entre °Brix finales e iniciales), y K es la constante cinética (velocidad de consumo de sustrato). Los
ajustes para todos los casos tratados presentaron R? entre 99.2 y 99.8%. Letras diferentes en los
superindices en una misma fila indican diferencias significativas para cada mosto (ANOVA y Test de
Tukey, n=2).
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Figura 10: Cinéticas de fermentaciones en 1L modeladas con la funcién de decaimiento exponencial. A: Mosto

Royal Gala. B: Mosto Granny Smith. (Los valores experimentales se muestran con puntos y los modelados con

linea continua)

La diferencia mas importante en los parametros cinéticos entre las cepas fue la velocidad de
consumo del sustrato (K). En el mosto de RG, ambas cepas de S. uvarum (NPCC 1290 de A.
araucana y NPCC 1314 de chicha de manzana) mostraron un valor K significativamente
mayor que el resto, mientras que la cepa S. cerevisiae NPCC 1178 mostré el valor méas bajo
(Tabla 8). Por el contrario, en el mosto de GS, S. eubayanus fue la cepa con el valor de K
significativamente mas bajo (Tabla 8). Con respecto a los dos parametros restantes del
modelo, no se observaron diferencias significativas de los mismos en ninguno de los mostos.
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3.2. Composicion quimica de las sidras

Las levaduras contribuyen al perfil aroméatico de las bebidas fermentadas, sintetizando de
novo un gran nimero de metabolitos volatiles y transformando compuestos aromaticamente
neutros presentes en el mosto en otros aromaticamente activos. Por esta razon, el uso de
levaduras seleccionadas es una herramienta fundamental para obtener sidras con perfiles

aromaticos especificos y diferenciales (Swiegers et. al., 2005).

El analisis fisicoquimico y de compuestos aromaticos permitio caracterizar las sidras
obtenidas con las levaduras estudiadas en funcion de las diferencias metabdlicas entre las
mismas (Tabla 9). Ademas, al no existir diferencias entre réplicas bioldgicas se puede atribuir
la variabilidad observada a diferencias metabdlicas entre las cepas. Para examinar los
principales grupos de compuestos se realizaron graficos de barra que permitieron comparar
mas claramente el desempefio de las cepas por mosto (Figura 11).

Nuevamente, la concentracion de fructosa residual en las sidras elaboradas con S. uvarum y
también con su especie hermana S. eubayanus, no fueron muy diferentes de las obtenidas con
S. cerevisiae. De hecho, al analizar la composicion quimica general de las sidras fermentadas
con las cepas de levadura seleccionadas, no se observaron diferencias significativas en las
concentraciones de la mayoria de los pardmetros, incluidos acetaldehido, etanol y azlcares
residuales (glucosa y fructosa) (Tabla 9). Las excepciones fueron los elevados niveles de
fructosa residual observados sélo en mosto GS fermentado con S. eubayanus (Figura 11) y los
altos valores de glicerol obtenidos con S. uvarum (en ambos mostos de manzana y con las dos

cepas evaluadas) y S. eubayanus s6lo en mosto RG (Figura 11).

De acuerdo con reportes bibliograficos en vino, S. uvarum produce concentraciones mas bajas
de etanol y mas altas de glicerol que S. cerevisiae (Castellari et al., 1994; Magyar y T6th,
2011; Sipiczki, 2002). No se ha reportado un comportamiento similar en S. eubayanus, pero
teniendo en cuenta su relacién filogenética con S. uvarum, junto con los estudios sobre S.
bayanus (hibrido entre S. uvarum y S. eubayanus) y S. pastorianus (hibrido entre S.
eubayanus y S. cerevisiae), es esperable que se encuentren caracteristicas metabolicas
similares entre S. uvarum y S. eubayanus. Como se mencion0, si bien no se encontraron
diferencias significativas en la concentracién de etanol en las microfermentaciones; en las
fermentaciones en mosto GS de 1L si se observd una menor produccion de este compuesto

para las tres cepas no-S. cerevisiae. El etanol es un componente importante del sabor y un
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producto de la via glicolitica de Embden-Meyerhof-Parnas cuya funcion principal es la
produccién de energia. Esta via también da lugar al &cido piravico, un precursor del &cido
acético y una serie de diferentes moléculas que estdn relacionadas con la complejidad
aromatica de las bebidas fermentadas.

El glicerol es también un producto derivado de la via glicolitica y se forma principalmente en
la fase temprana de fermentacion como respuesta al estrés osmotico (Nevoigt y Stahl, 1997) y
para mantener el balance redox en la célula durante el proceso fermentativo (Albers et al.,
1998, Valadi et al., 2004). También se ha asociado con una adaptacion de la levadura al
crecimiento a baja temperatura. En las bebidas fermentadas, este metabolito contribuye
positivamente a la calidad, proporcionando un ligero dulzor, suavidad, integridad y
reduciendo la astringencia del vino (Ishikawa y Noble, 1995, y Swiegers et al., 2005). Se ha
sefialado que la produccion de altos niveles de glicerol es una caracteristica tipica de S.
uvarum (Antonelli et al., 1999, Bertolini et al, 1996, Castellari et al., 1994, Gamero et al.,
2013, Giudici et al. 1995, Lopez-Malo et. al., 2013, Rainieri et al., 1999). Sin embargo,
algunos autores han encontrado que esta propiedad es muy variable entre las cepas de S.
uvarum (Magyar y Toth, 2011). Ademas, utilizando un medio sintético, Masneuf-Pomarede et
al. (2010) encontr6 alta variacién intraespecifica de la produccion de glicerol dentro de S.
uvarum, sin diferencias significativas interespecificas comparadas con S. cerevisiae. Los
resultados obtenidos en esta tesis confirman parcialmente estos informes; evidenciando una
alta variacion en la produccién de este compuesto entre las cepas, independientemente de su
origen. Un comportamiento similar se observd aqui por primera vez entre las cepas de S.
eubayanus, algunas de ellas produciendo las concentraciones mas altas y otras produciendo

las concentraciones mas bajas de glicerol en las sidras analizadas.

En cuanto al equilibrio entre el etanol y el glicerol en los productos fermentados, se encontrd
que incluso con diferencias en la produccién de etanol entre cepas, las cepas preseleccionadas
de S. eubayanus y S. uvarum produjeron mayores cantidades de glicerol que S. cerevisiae,
haciendo que estas cepas sean enologicamente interesantes. Una posible explicacion para una
alta produccion de glicerol sin disminucion de la generacion de etanol es la sintesis de
concentraciones bajas de acido acético (como se puede evidenciar experimentalmente en los
bajos niveles de acidez volatil en las fermentaciones de las no- S. cerevisiae en ambos

volimenes de 50 mL y 1L) con el fin de mantener el balance de masa en la célula.
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Tabla 9: Composicion quimica de las sidras (1L) fermentadas utilizando diferentes cepas de levaduras y diferentes mostos de manzana.

Mosto de manzana Royal Gala Mosto de manzana Granny Smith
COMPUESTO S. cerevisiae S. eubayanus S. uvarum S. uvarum S. cerevisiae S. eubayanus S. uvarum S. uvarum
NPCC 1178 NPCC 1292 NPCC 1290 NPCC 1314 NPCC 1178 NPCC 1292 NPCC 1290 NPCC 1314
Compuestos generales
Glucosa (g/L) 0,02+0,01 0,23+0,02 0,08+0,01 0,02+0,01 0,02+0,01 0,45+0,07 0,16+0,08 0,02+0,01
Fructosa (g/L) 1,00+0,04 0,85+0,01 0,11+0,01 0,05+0,00 3,5+0,34° 7,01£0,97° 3,2+0,98° 2,4740,52°
Etanol (% v/v) 7,83+0,07 7,66+0,17 7,91+0,03 7,98+0,01 7,44+0,01° 6,62+0,30® 7,24+0,01% 6,32+0,44°
Glicerol (g/L) 3,7340,21° 4,37+0,39% 4,76+0,05° 4,15%0,45™ 3,48+0,28 3,55+0,33 4,17+0,26 4,29+0,39
Acetaldehido (g/L) 17,15%2,05 9,85+0,77 12,1+6,08 12,05+0,35 16,30+2,26 15,15+4,45 12,50+0,71 8,80+0,57
SO, Libre (g/L) 35,0+4,2 45,040,1 35,0+4,2 43,047,1 11,542,1 13,0+0,1 13,0+0,1 13,0+0,1
SO, Total (g/L) 73,5+4,9° 101,5%2,1° 80,0+4,2° 80,0+4,2° 38,0£0,1 33,542,1 30,542,1 32,0£0,1
pH 3,46+0,01 3,3340,01 3,38+0,05 3,44+0,06 3,29+0,01 3,14+0,03 3,31£0,09 3,21£0,01
Acidos organicos
Acido acético (g/L) 0,20+0,01 0,10+0,01 0,10+0,01 0,20+0,02 0,10+0,01 0,10£0,02 0,10£0,01 0,15+0,07
Acido lactico (g/L) 0,10+0,01 0,10£0,01 0,30+0,01 0,20+0,01 ND ND ND ND
Acido mélico (g/L) 6,750,07 6,50+0,01 6,95+0,21 6,85+0,07 7,60+0,42° 9,50+0,14° 9,25+0,07" 8,85+0,35"
Acido shikimico 9,050,217 5,70+0,42° 13,0520,07° 13,30£2,40° 3,00£0,01° 3,00+0,01° 4,60£0,57" 6,35+0,21°
Total Acidos organicos (g/L) 7,06+0,09 6,71£0,11 7,36+0,23 7,26+0,10 7,70£0,42° 9,60+0,16° 9,35+0,08% 9,00+0,42%
Alcoholes superiores
1- Propanol 12,28+0,58 10,9740,16 14,71%1,10 15,15+1,86 10,63+1,08 8,68+0,45 10,0420,13 6,72+4,16
1- Butanol 2,1740,23 2,140,04 2,32+0,13 2,30+0,04 1,52+0,68 1,240,13 1,22+0,07 1,12+0,06
1- Hexanol 1,35%0,07 1,26+0,01 1,33%0,16 1,39+0,08 0,95+0,09 1,39+0,47 0,97+0,07 1,28+0,40
2-Feniletanol 3,09+0,31° 9,31£0,52" 10,89+1,83" 7,98+2,28 4,08+0,11° 12,7740,27° 15,92+0,86" 11,2940,26"
Alcohol bencilico 0,17+0,01° 0,07+0,01° 0,13+0,01* 0,11£0,03* 0,03+0,006* 0,02+0,01° 0,02+0,003* 0,03+0,0001°
Alcohol isoamilico 91,2+8,63" 133,70+4,24% 165,35+17,47° 119,05+15,91® 108,05+5,30° 165,85+7,28" 163,50+9,05" 165,30+14,28"
Alcohol isobutilico 24,701,13° 20,3+1,41° 30,95+1,34° 23,75x1,63° 16,00+0,01 19,80+1,84 18,30,14 22,45+6,86
Alcoholes superiores totales 134,96+10,94° 177,7545,33° 225,67+19,25" 169,71+18,05° 141,25+3,33° 209,75+8,74° 209,96+10,33" 208,17+17,05°

(Continda en la proxima pagina)
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Tabla 9: (Continuacion)

Esteres
Acetato de etilo 6,37+1,51° 6,000,11° 7,09+0,71° 14,12+1,63° 7,49+0,36 7,32+1,02 8,19+0,10 29,63+10,93
Acetato de 2-feniletilo 0,041+0,001 0,094+0,005 0,084+0,024 0,226+0,095 0,013+0,003° 0,110,01° 0,21+0,03% 0,41+0,12°
Acetato de bencilo (ug/L) 1,400,01® 0,74+0,03 0,86+0,07° 2,020,2° 2,0+0,9 0,60+0,07 0,40+0,03 0,80+0,07
Acetato de hexilo (ug/L) 13,5+6,36 7,540,7 45+0,7 22,0+6,0 4,0+1,0 3,0+0,7 10,0£1,0 4,0+0,9
Acetato de isoamilo 0,095+0,007 0,025+0,001° 0,025+0,001° 0,11+0,014° 0,060+0,001 0,05+0,007 0,05+0,01 0,06+0,03
Acetato de Isobutilo (pg/L) 5,4+0,4° 5,13+0,07° 5,00,3° 7,0£0,5° 4,0+0,2 5,00,1 5,0+0,3 7,042,0
Butirato de etilo 0,041+0,004 0,046+0,002 0,048+0,001 0,045+0,005 0,028+0,005°% 0,036+0,002" 0,042+0,002" 0,039+0,008"
Decanoato de etilo (pg/L) 13,5¢3,1%9 2,25+0,01° 7,0+1,0° 21,0+0,3° 13,0+0,8° 3,0£0,7° 15,0+0,8° 10,0+0,4%
Hexanoato de etilo 0,047+0,006% 0,032+0,001° 0,045+0,003% 0,056+0,004° 0,042+0,003 0,019+0,001 0,040+0,012 0,039+0,001
Lactato de etilo 1,41%0,08° 1,780,08™ 3,32+0,45° 2,41%0,78% 1,11+0,28 1,72+0,65 1,49+0,03 1,89+0,02
Octanoato de etilo (ug/L) 48,0+24,0 14,0+0,1 30,0+12,0 73,0+6,0 25,0+3,0° 2,0£0,2° 15,00,6 12,0£2,0°
Succinato de dietilo 0,015+0,003 0,020+0,003 0,036+0,011 0,044+0,009 0,018+0,004 0,031+0,001 0,047+0,007 0,021+0,024
Esteres totales 8,11+1,54* 8,03+0,02° 10,71+1,09* 17,13+0,74° 8,82+0,07° 9,30%1,65% 10,11+0,09* 32,12+11,02°

Terpenos (ug/L)
a- Terpineol 0,72+0,04 0,55+0,05 0,70+0,09 0,70+0,10 0,70+0,04 0,60+0,10 3,00+2,00 0,60+0,04
Limoneno 0,035+0,003 0,018+0,002 0,040+0,009 ND 0,040+0,002 0,188+0,020 ND 0,018+0,002
Linalool 10,0+1,0 7,0£1,0 8,0+1,0 10,0+1,0 6,0+0,7 4,0+3,0 8,010 4,0+3,0
Nerol ND ND ND ND 1,020,1 0,5+0,1 1,0£0,5 1,040,8
Geraniol 10,0+1,0° 6,310,3° 3,0£0,7 10,01,0° 10,0+1,0 5,0+1,0 9,0+0,4 3,0%1,0
Total Terpenos 21,7+2,0° 13,8+1,0° 11,7+1,0° 21,7+2,0° 17,7+1,0° 10,3+1,0° 21,0+1,0° 8,6+0,1°

Fenoles volatiles (ug/L)
4- Etilfenol 6,0£0,4 4,0+1,0 5,0+0,4 6,0+0,8 5,0%2,0 1,00,2 1,00,1 2,0+0,2
4- Etilguaiacol 5,0+0,1° 3,0£0,3° 4,0£0,4° 5,0+0,3" 1,0+0,7° 0,4+0,1° 0,3%0,1° 0,4+0,2°
Total Fenoles Volatiles 11,0+0,5 7,0+1,3 9,0+0,8 11,0+¢1,1 6,0+2,7 1,4+0,3 1,3+0,2 2,4+0,4

Los datos estan expresados en mg/L excepto en los casos indicados. ND: No detectado. Letras diferentes en los superindices en una misma fila indican diferencias significativas

entre valores obtenidos para un mismo mosto (ANOVA y Test de Tukey, n=2).
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La naturaleza y concentracién de &cidos organicos son también factores importantes que
influyen en las caracteristicas organolépticas de la fruta, es decir, en su sabor. Ademas, los
acidos orgénicos pueden tener un papel protector contra diversas enfermedades debido a su
actividad antioxidante (Silva et al., 2004). El &cido orgéanico principal en las sidras de
manzana es L (-)-malico, pero las variedades de manzana utilizadas en sidra comdnmente
contienen otros acidos como los &cidos shikimico, quinico, clorogénico y p-cumarilquinico
(Beech, 1972). Los acidos quinico y shikimico son muy importantes en el balance de sabor de
las sidras, afectando directamente la acidez y, como precursores, afectando también la
fraccion fenolica. Los resultados obtenidos indican que el &cido malico fue el méas abundante
en las sidras analizadas, aunque también se encontraron cantidades importantes de acido
shikimico. El contenido de é&cido malico fue significativamente mayor en las sidras
fermentadas con S. uvarum y S. eubayanus en mosto de manzana GS (Figura 11); éste
fendmeno podria relacionarse con la capacidad descrita de S. uvarum, probablemente presente
también en S. eubayanus, para sintetizar &cido malico en lugar de degradarlo (Castellari et al.,
1994; Giudici et al., 1995).

Las concentraciones de &cido shikimico fueron siempre superiores en las sidras obtenidas de
RG en relacion con las sidras de GS, independientemente de la cepa utilizada.
Interesantemente, tanto los mostos de RG como de GS fermentados con las dos cepas de S.
uvarum presentaron las concentraciones mas altas de este acido (Figura 11). Es sabido que el
acido shikimico, participa en la sintesis de fenilalanina, y ésta es el precursor de la sintesis de
2-feniletanol y acetato de 2-feniletilo (Dietrich y Pour-Nikfardjam, 2009). Tanto el alcohol
superior 2-feniletanol como el éster acetato de 2-feniletilo se encontraron, coincidentemente,
en las concentraciones significativamente mas altas en sidras elaboradas con las mismas dos
cepas de S. uvarum. Los datos informados anteriormente han indicado que la produccion de
estos compuestos es un rasgo tipico de S. uvarum (Antonelli et al., 1999, Gamero et al., 2013,
Masneuf-Pomarede et al., 2010, Stribny et al., 2015). En conjunto, los resultados obtenidos
podrian indicar que esta via metabolica podria ser una diferencia importante entre las tres

especies estudiadas en esta tesis.

Los alcoholes superiores son cuantitativamente los principales componentes volatiles de la
sidra (Herrero et al., 2006). Particularmente el alcohol isoamilico, es el alcohol superior mas

importante sintetizado por las levaduras durante la fermentacion. Con umbrales de dptimos
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entre 6 y 400 mg/L para sidra, otorga notas fuertes y picantes (causticas) y es el responsable

de los defectos aromaticos a concentraciones elevadas (Rous, Snow y Kunkee, 1983).
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Figura 11: Comparacion de parametros fisicoquimicos y compuestos volatiles mas relevantes de las sidras obtenidas con las
cepas seleccionadas. Letras diferentes en el extremo superior de la barra indican diferencias significativas entre valores
obtenidos para un mismo mosto (ANOVA y Test de Tukey, n=2).

Por otro lado, el 2-feniletanol es el responsable del aroma a rosas y miel, y se considera uno
de los alcoholes aromaticos mas importantes que contribuyen al sabor en bebidas
fermentadas. En este trabajo, independientemente del tipo de manzana evaluada, todas las
cepas de levaduras no-S. cerevisiae produjeron las concentraciones mas altas de alcoholes
superiores totales en las sidras. Estas diferencias con respecto a S. cerevisiae se debieron
especificamente a las concentraciones elevadas de alcohol isoamilico y 2-feniletanol (Figura
11). En particular, la cantidad de 2-feniletanol producida por S. eubayanus y S. uvarum fue al
menos dos veces superior a la producida por S. cerevisiae. Como se menciond previamente,
una de las propiedades enoldgicas especificas de S. uvarum es la alta produccién de alcoholes
superiores totales, especificamente del 2-feniletanol; sin embargo, este trabajo es el primer
informe sobre la misma capacidad de S. eubayanus. La capacidad de producir altos niveles de
alcohol 2-feniletilico se ha relacionado con una mayor capacidad para utilizar el nitrégeno
asimilable en el mosto, caracteristica que podria estar relacionada con la especie de levadura
(Mendes-Ferreira et al., 2009; Torrea et al., 2003).

Cabe destacar que en ningun caso la concentracion de alcoholes superiores totales supero el
valor umbral optimo de 350 mg/L, lo cual indicaria que estos compuestos han contribuido

positivamente a la complejidad aromatica de las sidras.
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Los ésteres constituyen un grupo de compuestos volatiles que confieren principalmente
aromas agradables a las bebidas fermentadas. La mayoria son ésteres de acetato de alcoholes
superiores y ésteres de etilo de &cidos grasos saturados de cadena corta. Entre estos
compuestos, uno de los més significativos que afectan el sabor en bebidas fermentadas es el
acetato de etilo. Asi como el etanol es el alcohol dominante en la sidra, el acetato de etilo
(producido a partir de acetil-CoA y etanol) es el éster mas abundante; y junto con el &cido
acetico contribuyen a la sensacion de acidez y rugosidad de esta bebida, sin embargo a altas

concentraciones pueden causar defectos aromaticos (Whiting, 1976).

Aunque, como Yya se expuso, la concentracién de acido acético fue baja, particularmente en las
fermentaciones realizadas con S. uvarum y S. eubayanus, la produccion de acetato de etilo fue
siempre la mas alta (dos o tres veces mayor que el resto para los mostos RG y GS,
respectivamente) en sidras elaboradas con S. uvarum NPCC 1314 aislada de ambiente
fermentativo (Figura 11), lo que le otorgd una concentracion de ésteres totales
significativamente mayor a las demas cepas. A su vez, fue la mayor productora de otros
ésteres como acetato de 2-feniletilo y acetato de isobutilo (en ambos mostos), junto con
octanoato de etilo y decanoato de etilo (particularmente en mosto de RG), (Tabla 9). Todos
estos ésteres se han relacionado con notas frutales y florales en bebidas fermentadas: el
acetato de isobutilo se asocia con el sabor a fruta, el octanoato de etilo con notas de manzana,
el decanoato de etilo con notas de pera y el acetato de 2-feniletilo con sabor florido (Huang et
al. 2001, Lambrechts y Pretorius, 2000). De acuerdo con estas observaciones, las sidras

obtenidas con S. uvarum 1314 mostraron la mejor combinacién de caracteristicas.

Los fenoles volatiles son conocidos por contribuir al off-flavours y los terpenos son los
compuestos mas relevantes en la contribucion al flavour de las bebidas fermentadas. En las
sidras base elaboradas con la variedad de cepas seleccionadas en esta tesis, no se observaron

diferencias significativas en la concentracion de estos compuestos minoritarios.

De los resultados en esta Tesis, se evidencia que las cepas criotolerantes seleccionadas de S.
uvarum y S. eubayanus son capaces de producir sidras con caracteristicas organolépticas
diferenciales, con lo cual poseen una gran potencialidad para ser utilizadas como cultivos

iniciadores para la elaboracion de sidras propias de la region Norpatagonica.
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CONCLUSIONES

+ En esta tesis, se evidencid por primera vez que el origen de las cepas influyé de manera
mas importante que las relaciones filogenéticas en las caracteristicas enologicas de las
cepas de S. uvarum y S. eubayanus. Las sidras elaboradas con cepas de S. uvarum y S.
eubayanus aisladas de A. araucana presentaron caracteristicas fisicoquimicas similares
entre si y diferentes a las presentadas por las cepas de S. uvarum de bebidas fermentadas.

+ Se confirmaron las caracteristicas metabolicas y enoldgicas de S. uvarum, evidenciadas en
cepas de diferentes origenes y caracterizadas por una alta produccion de glicerol, 2-
feniletanol y acetato de 2-feniletilo.

+ Se demostro que S. eubayanus presenta caracteristicas fisiologicas similares a S. uvarum y
se comprobo por primera vez la capacidad de esta especie para fermentar los jugos de
manzana produciendo sidras sin defectos, asi como también su capacidad para producir
moléculas antagonistas activas contra S. cerevisiae.

+ Se seleccionaron tres cepas con una excelente combinacion de propiedades, incluyendo
dos S. uvarum y una S. eubayanus para ser utilizadas en la produccion de sidra.

+ Los resultados obtenidos indican que el acido malico fue el acido mas abundante en las
sidras analizadas, siendo mayor en las sidras fermentadas con S. uvarum y S. eubayanus
en mosto de manzana GS.

+ Las concentraciones de acido shikimico fueron superiores en las sidras obtenidas de RG,
independientemente de la cepa utilizada. Interesantemente, los dos mostos fermentados
con las cepas de S. uvarum presentaron las concentraciones mas altas de este acido.

¢ Las cepas no-S. cerevisiae produjeron las concentraciones mas altas de alcoholes
superiores totales en las sidras, independientemente de la variedad de manzana evaluada.

+ No se observaron diferencias significativas en la concentracion de compuestos
minoritarios individuales, incluyendo terpenos y fenoles volatiles, en las sidras base

elaboradas con la variedad de cepas utilizadas.
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PERSPECTIVAS

+ Evaluar la capacidad de implantacion de las cepas seleccionadas en fermentaciones
realizadas en mostos no estériles y seleccionar las condiciones 6ptimas para su uso.

+ Evaluar la aptitud fermentativa a escala piloto y/o industrial de las cepas nativas
seleccionadas.

+ Realizar un andlisis sensorial de las sidras obtenidas comparandolas con sidras
fermentadas con cultivos iniciadores comerciales utilizados en fermentaciones por

sidreras de la region Norpatagonica.
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