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ARTÍCULO  ORIGINAL

RRRRRESUMENESUMENESUMENESUMENESUMEN

Se ha estudiado la actividad fermentativa de Saccharomycodes ludwigii  RIVE 16-1-5 con la finalidad de evaluar
su importancia en los procesos fermentativos. Los resultados mostraron que fermenta bien monosacáridos y
además sucrosa y maltosa. Su actividad fermentativa no es inhibida a concentraciones de hasta 200 mg/L de
metabisulfito de sodio en el medio. Además, produce etanol hasta 6.88±0,1% v/v. La agitación del medio de
cultivo incrementa la producción de alcoholes superiores (843.7 mg/L) y por el contrario disminuye la
producción de glicerol (0.18±0.2g/L) y ácido acético (56.0±8.5 mg/L). La producción de etil acetato en cultivo
agitado (130.0±8.0mg/L) fue mayor que en cultivo estático (sin agitación). Durante el cultivo batch en
biorreactor a condiciones aireadas la tasa de crecimiento µ alcanzó el valor de 0.11 h-1. La concentración de
oxígeno en el medio afectaría su metabolismo, así cantidades insuficientes de oxígeno provocan un
metabolismo respirofermentativo con la producción de etanol, alcoholes superiores, ésteres y ácido acético. El
control de la aireación durante la fermentación es una herramienta importante para controlar el balance entre
la actividad respiratoria y fermentativa. Finalmente, los mejores resultados en calidad sensorial en lo referente
al aroma, sabor y olor se obtuvieron en cultivo estático.
Palabras Clave: alcoholes superiores, cultivo por lote, etil acetato, fermentación alcohólica, Saccharomycodes ludwigii.

AAAAABSTRACTBSTRACTBSTRACTBSTRACTBSTRACT

The fermentative activity of Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 was studied in order to evaluate its
importance in fermentation processes. The results demonstrated that the strain ferments monosaccharides very
well, and also sucrose and maltose. Its fermentative activity was not inhibited even at sodium metabisulphite
concentrations of 200 mg/L in the culture medium. Furthermore, it was able to produce ethanol up to 6.88±0.1%
(v/v). Agitation of the culture medium enhances the production of higher alcohols (843.7mg/L), but diminishes
the production of glycerol (0.18±0.2 g/L) and acetic acid (56.0±8.5 mg/L). In addition, synthesis of ethyl acetate
in shaken culture (130.0±8.0 mg/L) was higher compared to that in static culture (without agitation). During
batch cultivation carried out under aerated conditions, the growth rate µ reached a value of 0.11 h-1. The oxygen
concentration in the medium would affect the yeast metabolism, thus insufficient amounts of oxygen would
provoke a respiro-fermentative metabolism with production of ethanol, higher alcohols, esters and acetic acid.
Aeration control during fermentation is an important tool to control the balance between the respiratory and
fermentative activity. Finally, the best results of sensory quality related to aroma, flavor and smell were obtained
in static culture.
Key Words: higher alcohols, batch cultivation, ethyl acetate, alcoholic fermentation, Saccharomycodes ludwigii.
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accharomycodes ludwigii es una levadura no-
Saccharomyces considerada muchas veces
contaminante en la producción de alimentos y bebidas
fermentadas, como en el caso de los vinos1,2. Estas

levaduras habitan lugares donde hay fuentes de azúcares
fermentables y sustancias nutritivas que les permita crecer,
como por ejemplo en jugos de fruta, frutas dañadas, néctar de
flores y en la superficie de los equipos utilizados en la producción
de vino3,4.

Las levaduras no-Saccharomyces durante la fermentación natural
convierten los azúcares en etanol, dióxido de carbono y en un sin
número de compuestos volátiles y no volátiles que contribuyen
a la composición química y sensorial de las bebidas que
fermentan5,6,7,8. Estas levaduras forman parte de la microflora que
predomina durante los primeros 2–3 días de la fermentación
alcohólica espontánea, sin embargo, debido a su sensibilidad al
etanol (5–6%v/v) su crecimiento declina rápidamente y
mueren9-11. Subsecuentemente, levaduras como Saccharomyces
cerevisiae que son más resistentes al etanol toman el control de
la fermentación y completan el proceso, la fermentación continúa
hasta el agotamiento de los azúcares o hasta que algún
componente esencial para el crecimiento se agote o hasta que
aparezca el efecto inhibidor  de los metabolitos producidos
durante la fermentación6,10,12. En general, se considera que las
levaduras no-Saccharomyces cumplen un rol importante en la
definición del perfil sensorial de vinos y también de otras bebidas
fermentadas5,13.

Metabolismo de azúcares en Metabolismo de azúcares en Metabolismo de azúcares en Metabolismo de azúcares en Metabolismo de azúcares en SaccharomycodesSaccharomycodesSaccharomycodesSaccharomycodesSaccharomycodes
ludwigiiludwigiiludwigiiludwigiiludwigii
Los azúcares fermentables son la fuente de energía más importante
en el metabolismo de levaduras. Saccharomycodes ludwigii al
igual que las demás levaduras utiliza vías metabólicas comunes
para la degradación de azúcares. Los azúcares para ser utilizados
deben ser transportados hacia el interior de la célula mediante
mecanismos de transporte específicos14-16. La velocidad de
utilización de azúcares está influenciada por la concentración y
el tipo de azúcar, la concentración de oxígeno disuelto en el
medio, la temperatura de fermentación y el pH, entre otros
factores17-19.

Una vez dentro de la célula, el azúcar es fosforilado y así entra
a la vía de la glucólisis, la cual termina en la formación de piruvato,
proceso llevado a cabo en el citosol20. Luego, el piruvato formado
puede ser incorporado, bien al metabolismo respiratorio o al
fermentativo, dependiento de la concentración de azúcar
(glucosa) y oxígeno disuelto en el medio17,21-23.

Existen pocas investigaciones desarrolladas sobre la actividad
fermentativa de Saccharomycodes ludwigii, sin embargo, se le
considera una levadura “Crabtree negativo” en correlación a su
carácter “petite negativo”24-26. Por otro lado, ha sido reportado

que manifiesta una deficiencia respiratoria dependiendo de la
concentración de oxígeno en el medio27. Las levaduras "Crabtree
negativas" presentan un metabolismo respiratorio aún cuando
la concentración de azúcar (glucosa) en el medio es relativamente
alta25. Esta característica ha servido para denominarlas levaduras
oxidativas.

En estas levaduras cultivadas en medios con altas
concentraciones de azúcar y en condiciones aerobias, el piruvato
se metaboliza preferentemente vía piruvato deshidrogenasa
hasta acetil-CoA y luego éste entra al ciclo de Krebs para su
oxidación completa17,28; esto se debe a que presentan bajos
niveles de piruvato descarboxilasa y una alta actividad de
enzimas respiratorias como la piruvato deshidrogenasa,
acetaldehído deshidrogenasa y acetil-CoA sintetasa29. La
ausencia de oxígeno en el medio es crucial y conduce a la
cesación del crecimiento de las levaduras "Crabtree
negativas"17,24. Sin embargo, ha sido reportado que a condiciones
anaerobias, Saccharomycodes ludwigii es capaz de crecer,
comportamiento similar a lo observado en Saccharomyces
cerevisiae30. Esta característica explicaría el por qué esta levadura
es habitualmente encontrada al final de la fermentación31.

Algunas investigaciones han reportado además la producción
de acetato, glicerol y etanol por estas levaduras; esto se debería
a una baja actividad de las enzimas respiratorias especialmente
la piruvato deshidrogenasa, acetaldehído deshidrogenasa y la
acetil-CoA sintetasa como resultado de la limitación de oxígeno
en el medio17, lo que a la vez conduce a una disminución de la tasa
de respiración y a la estimulación del metabolismo
respirofermentativo.

Así mismo, la producción de glicerol en medios con alta
concentración de azúcar, estaría conectado a un mecanismo de
adaptación que utiliza la levadura frente al estrés osmótico y así
prevenir su deshidratación. La formación de glicerol está acoplado
a la oxidación de NADH a NAD+, lo que causa un desbalance
redox en el citosol (NADH:NAD+), el cual es corregido con la
producción de ácido acético cuya síntesis reconvierte
nuevamente NAD+ a NADH32,33.

En la Figura 1 se presenta en forma general el metabolismo
respiratorio y respirofermentativo en levaduras "Crabtree
negativas" para la degradación de glucosa y/o fructosa, adaptado
de Fredlund et al.34,35 y  van Dijken et al.17.

A condiciones de limitación de oxígeno se estimularía el
metabolismo respirofermentativo17, así entonces el piruvato es
convertido en acetaldehído por la piruvato descarboxilasa y
luego puede ser reducido bien a etanol por la alcohol
deshidrogenasa18,36, u oxidado a ácido acético por la acetaldehído
deshidrogenasa NADP-dependiente37. El acetaldehído funciona
como receptor terminal de electrones cuya reducción por el
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NADH genera etanol18,38. En levaduras "Crabtree negativas" en
presencia de oxígeno, el acetaldehído es preferentemente oxidado
a acetato por la acetaldehído deshidrogenasa y luego convertido
en acetil CoA por la acetil-CoA sintetasa39,40. Sin embargo, la
acumulación de ácido acético bajo condiciones de limitación de
oxígeno resultaría de la insuficiente actividad de la acetil-CoA
sintetasa requerida para la oxidación completa del acetato39. Por
otro lado, la producción de glicerol estaría también ligada a la
necesidad de reoxidar el NADH generado durante la glucólisis41.

Efecto del etanol y sulfito en Efecto del etanol y sulfito en Efecto del etanol y sulfito en Efecto del etanol y sulfito en Efecto del etanol y sulfito en SaccharomycodesSaccharomycodesSaccharomycodesSaccharomycodesSaccharomycodes
ludwigiiludwigiiludwigiiludwigiiludwigii
El etanol inhibe la viabilidad de las células, la tasa de crecimiento

específico y la tasa específica de fermentación42-44. Se
considera que el etanol provoca la disminución del
contenido de esteroles en la membrana celular y esto
afecta el transporte de azúcares. Así mismo, se considera
que el etanol tendría un efecto inhibidor sobre la actividad
del sistema hexoquinasa, enzimas responsables de
transferir grupos fosfato de una molécula a otra en la
glucólisis44-46.

En general, la tolerancia al etanol depende en la habilidad
de la célula de levadura para exportar el etanol producido
hacia el exterior, un proceso que depende de la composición
y fluidez de la membrana citoplasmática47. Estudios han
reportado la capacidad de Saccharomycodes ludwigii de
tolerar altas concentraciones de etanol38,48. Tan es así que
se ha observado la producción de etanol en
concentraciones de hasta 12–14% v/v49.

El dióxido de azufre se ha utilizado desde hace mucho
tiempo como agente antimicrobiano durante la elaboración
de vinos y otras bebidas fermentadas. Este compuesto
inhibe el crecimiento de bacterias y ciertas levaduras, entre
ellas las no-Saccharomyces50,51. La capacidad inhibitoria
del SO

2
 está influenciada por el pH del medio. El pH

determina el equilibrio entre tres compuestos, el SO
2
,

HSO-
3
, y SO=

3
. El SO

2
 es el responsable del efecto tóxico

y su concentración en medio acuoso es favorecido por
valores bajos de pH, ya que provoca el desbalance del
equilibrio hacia este compuesto52.

Los sulfitos tienen actividad a nivel del metabolismo
energético, afectan la glucólisis. Bajas concentraciones
conducen a una rápida reducción del contenido de ATP
en las células de levadura a pH bajos. Las enzimas más
afectadas serían la gliceraldehído-3-fosfato
deshidrogenasa y la alcohol deshidrogenasa53,54. Así
mismo, el sulfito sería responsable de la inhibición de la
alcohol deshidrogenasa, enzima responsable de la
reducción del acetaldehído a etanol durante la
fermentación54.

Figura 1. Metabolismo típico de levaduras Crabtree negativas:Figura 1. Metabolismo típico de levaduras Crabtree negativas:Figura 1. Metabolismo típico de levaduras Crabtree negativas:Figura 1. Metabolismo típico de levaduras Crabtree negativas:Figura 1. Metabolismo típico de levaduras Crabtree negativas:
Respiratorio (––) y respirofermentativo (——). Las flechas gruesasRespiratorio (––) y respirofermentativo (——). Las flechas gruesasRespiratorio (––) y respirofermentativo (——). Las flechas gruesasRespiratorio (––) y respirofermentativo (——). Las flechas gruesasRespiratorio (––) y respirofermentativo (——). Las flechas gruesas
indican flujo preferencial y las flechas delgadas flujo limitado. 1:indican flujo preferencial y las flechas delgadas flujo limitado. 1:indican flujo preferencial y las flechas delgadas flujo limitado. 1:indican flujo preferencial y las flechas delgadas flujo limitado. 1:indican flujo preferencial y las flechas delgadas flujo limitado. 1:
Transporte de piruvato a la mitocondria, 2: Complejo piruvatoTransporte de piruvato a la mitocondria, 2: Complejo piruvatoTransporte de piruvato a la mitocondria, 2: Complejo piruvatoTransporte de piruvato a la mitocondria, 2: Complejo piruvatoTransporte de piruvato a la mitocondria, 2: Complejo piruvato
deshidrogenasa, 3: Piruvato descarboxilasa, 4: Alcoholdeshidrogenasa, 3: Piruvato descarboxilasa, 4: Alcoholdeshidrogenasa, 3: Piruvato descarboxilasa, 4: Alcoholdeshidrogenasa, 3: Piruvato descarboxilasa, 4: Alcoholdeshidrogenasa, 3: Piruvato descarboxilasa, 4: Alcohol
deshidrogenasa, 5: Acetaldehído deshidrogenasa, 6: Acetil CoAdeshidrogenasa, 5: Acetaldehído deshidrogenasa, 6: Acetil CoAdeshidrogenasa, 5: Acetaldehído deshidrogenasa, 6: Acetil CoAdeshidrogenasa, 5: Acetaldehído deshidrogenasa, 6: Acetil CoAdeshidrogenasa, 5: Acetaldehído deshidrogenasa, 6: Acetil CoA
sintetasa (citoplasmático), 7: Acetil CoA sintetasa (mitocondrial), 8:sintetasa (citoplasmático), 7: Acetil CoA sintetasa (mitocondrial), 8:sintetasa (citoplasmático), 7: Acetil CoA sintetasa (mitocondrial), 8:sintetasa (citoplasmático), 7: Acetil CoA sintetasa (mitocondrial), 8:sintetasa (citoplasmático), 7: Acetil CoA sintetasa (mitocondrial), 8:
Transporte de acetil CoA mediado por la vía carnitina. Formación deTransporte de acetil CoA mediado por la vía carnitina. Formación deTransporte de acetil CoA mediado por la vía carnitina. Formación deTransporte de acetil CoA mediado por la vía carnitina. Formación deTransporte de acetil CoA mediado por la vía carnitina. Formación de
ésteres, 9: Acetiltransferasa, 10: éster sintasa.ésteres, 9: Acetiltransferasa, 10: éster sintasa.ésteres, 9: Acetiltransferasa, 10: éster sintasa.ésteres, 9: Acetiltransferasa, 10: éster sintasa.ésteres, 9: Acetiltransferasa, 10: éster sintasa.

Producción de compuestos de importancia sensorialProducción de compuestos de importancia sensorialProducción de compuestos de importancia sensorialProducción de compuestos de importancia sensorialProducción de compuestos de importancia sensorial
por por por por por Saccharomycodes ludwigiiSaccharomycodes ludwigiiSaccharomycodes ludwigiiSaccharomycodes ludwigiiSaccharomycodes ludwigii
Las condiciones de cultivo que conducen al metabolismo
respirofermentativo en levaduras resultan en la producción de
compuestos de importancia sensorial, los cuales dependiendo
de sus concentraciones pueden influir positiva o negativamente
en la calidad organoléptica de las bebidas fermentadas. Estos
compuestos incluyen, el etanol, glicerol, ácido acético y además
un sin número de compuestos volátiles. Por ejemplo, de los 1000
compuestos volátiles encontrados en vinos, 400
aproximadamente son producidos por la actividad de levaduras55.
Entre los compuestos volátiles producidos están los ésteres,
alcoholes superiores, cetonas, aldehídos y ácidos orgánicos,
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fermentar glucosa a diferentes concentraciones de etanol en el
medio de cultivo, para ello se utilizó la técnica de tubos de
Durham y se observó visualmente la producción de CO

2
. El

etanol se adicionó asépticamente en concentraciones de 2.0%
v/v; 4.0% v/v; 6.0% v/v; 8.0% v/v; 10.0% v/v y 12.0% v/v luego
de la esterilización de los medios. Las fermentaciones se realizaron
durante 72 horas, el pH del medio fue ajustado a 4.5. La tolerancia
al metabisulfito de sodio (Na

2
S

2
O

5
) se determinó mediante la

capacidad de fermentar glucosa a diferentes concentraciones
de Na

2
S

2
O

5 
en el medio. El metabisulfito de sodio se adicionó

de acuerdo al pH del medio: 100 mg/L al medio de pH 3.3; 150
mg/L al medio de pH 3.65 y 200 mg/L al medio de pH 4.24. En la
evaluación de la fermentación se utilizaron tubos de Durham y
se observó visualmente la producción de CO

2
 hasta las 72 horas.

Todos los ensayos se realizaron a 28oC y por triplicado.

Producción de etanolProducción de etanolProducción de etanolProducción de etanolProducción de etanol
Para los ensayos de producción de etanol se adquirió jugo de
manzana concentrado, esterilizado por ultrafiltración y aroma
removido, de Severofrukt a.s., Terezin, República Checa. La
remoción del aroma se realizó durante el proceso de concentrado
en un evaporador provisto de una columna de separación de
volátiles. El jugo concentrado así como el aroma obtenido fue
entregado por separado al grupo de investigación. El jugo
concentrado se reconstituyó hasta una concentración de
azúcares totales de 12.8% w/w y pH 3.8 para utilizarlo como
medio de fermentación. Las ensayos se realizaron en frascos
Erlenmeyer de 1 L conteniendo 0.5 L de medio de cultivo. Las
fermentaciones se llevaron a cabo en cultivo estático y agitado
a 16oC y 28oC, respectivamente. Las fermentaciones en cultivo
agitado se realizaron en frascos agitados a 200 min-1 en un
agitador orbital. Las fermentaciones en cultivo estático se
consideraron terminadas cuando no se observó producción de
CO

2
 y aquéllas en cultivo agitado, el tiempo de cultivo fue el

equivalente al tiempo utilizado durante la fermentación en
cultivo estático.

El inóculo se propagó utilizando medio de cultivo de la misma
composición. Los frascos Erlenmeyer se agitaron a 200 min-1,
durante 48 horas, la temperatura de cultivo fue 28oC. El medio de
fermentación se inoculó con 14.0% v/v de inóculo. Finalmente,
el contenido de etanol producido se determinó mediante
picnometría. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Síntesis de compuestos de importancia sensorialSíntesis de compuestos de importancia sensorialSíntesis de compuestos de importancia sensorialSíntesis de compuestos de importancia sensorialSíntesis de compuestos de importancia sensorial
Preparación de inóculo y condiciones de fermentación
El jugo de manzana reconstituido y el aroma removido (explicado
anteriormente) se han utilizado como medio de fermentación.
Las fermentaciones se realizaron en cultivo agitado y estático
en frascos Erlenmeyer de 0.5 L conteniendo 250 mL de medio.
En las fermentaciones en cultivo agitado los frascos se agitaron
a 200 min-1 durante 8 días y en aquéllos en cultivo estático el
tiempo de fermentación fue de 15 días. Los experimentos se
realizaron a 28oC.

entre otros. La síntesis de ésteres es de mayor interés, ya que su
presencia determina el sabor, olor y aroma frutal de las bebidas
fermentadas56,57. Los ésteres representan el mayor grupo de
componentes aromáticos en bebidas alcohólicas fermentadas58,59;
son producidos mediante reacción enzimática dentro de la célula
de levadura, la enzima que cataliza la reacción es la acetiltransferasa
y/o la éster sintasa60-62. Los alcoholes superiores, por otra parte,
son formados a partir de α-cetoácidos, éstos pueden derivar de
los correspondientes aminoácidos (valina, leucina, isoleucina,
fenilalanina, etc.), por desaminación a través de la vía de Ehrlich
o a partir del metabolismo de la glucosa como precursores en la
síntesis de aminoácidos63,64. Estudios realizados con
Saccharomycodes ludwigii reportaron una elevada producción
de isobutanol, isoamil alcohol, etil acetato y ácido acético13,31,48,49.

Concentraciones de alcoholes superiores sobre 400 mg/L
contribuyen negativamente a la calidad organoléptica,
especialmente en vinos65. A excepción de 2-feniletanol el
cual presenta aroma floral66, y cuyo valor umbral de percepción
es 10 mg/L67, los demás alcoholes superiores imparten
características sensoriales desagradables65,66,68.

El presente estudio se realizó con la finalidad de contribuir al
entendimiento de la actividad fermentativa de Saccharomycodes
ludwigii RIVE 16-1-5 y su relación con la concentración de
oxígeno en el medio. Además, se discute la producción de
compuestos químicos de importancia sensorial como un potencial,
el cual puede ser ventajoso y aprovechable para la producción
de bebidas fermentadas con características sensoriales
particulares, en este caso, a partir de jugo de manzana.

MMMMMATERIALESATERIALESATERIALESATERIALESATERIALES     YYYYY M M M M MÉTODOSÉTODOSÉTODOSÉTODOSÉTODOS
MicroorganismoMicroorganismoMicroorganismoMicroorganismoMicroorganismo
Todos los experimentos se realizaron utilizando la cepa de
levadura Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 adquirido de
la colección de levaduras del Instituto de Investigación de
Viticultura y Enología, Bratislava–República Eslovaca, y fue
mantenido en agar extracto de malta a 7oC, con renovación
periódica cada 3 meses.

Fermentación de azúcaresFermentación de azúcaresFermentación de azúcaresFermentación de azúcaresFermentación de azúcares
En los ensayos de fermentación de azúcares se utilizó caldo tipo
Saboraud 2% como medio de cultivo base en el cual se sustituyó
sólo la fuente de carbono. La actividad fermentativa se determinó
visualmente mediante la producción de gas con la técnica de
tubos de Durham. Los ensayos se realizaron por triplicado a 28oC
durante 96 horas.

Tolerancia al etanol y al metabisulfito de sodioTolerancia al etanol y al metabisulfito de sodioTolerancia al etanol y al metabisulfito de sodioTolerancia al etanol y al metabisulfito de sodioTolerancia al etanol y al metabisulfito de sodio
Los ensayos de tolerancia al etanol y al metabisulfito de sodio
se realizaron utilizando medio sintético de la siguiente
composición: glucosa 50.0 g/L; KH

2
PO

4
 5,0 g/L; MgSO

4
.7H

2
O

0,4 g/L; (NH
4
)

2
SO

4  
2.0 g/L y extracto de levadura 1.0 g/L. La

tolerancia al etanol se determinó mediante la capacidad de
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La propagación del inóculo se llevó a cabo en 100  mL de jugo
de manzana estéril a 28oC durante 24 horas, los frascos se
agitaron a 200 min-1 en un agitador orbital. Las células se
separaron por centrifugación (3000 min-1 durante 10 minutos) y
se lavaron tres veces con solución fisiológica estéril. Los
medios de fermentación se inocularon con 1.0±0.1 g de células
en peso húmedo.

Análisis sensorial y estadístico
Se evaluaron atributos como sabor, aroma y olor usando una
escala hedónica de 5 puntos (1=me desagrada extremadamente,
y 5=me gusta mucho). Las muestras fueron evaluadas por un
panel entrenado conformado por 10 jueces hombres de entre 25
y 30 años de edad. La evaluación sensorial se realizó de acuerdo
a Meilgaard et al.69 Las puntuaciones de los panelistas se
presentaron como promedios aritméticos. Luego se utilizó la
prueba t-Student estándar para determinar la significancia
estadística (P<0.01) de las diferencias observadas entre los
resultados de los dos tipos de fermentación. El análisis estadístico
se realizó ayudado por el software Statistica v. 8.0.

Cultivo batch en biorreactorCultivo batch en biorreactorCultivo batch en biorreactorCultivo batch en biorreactorCultivo batch en biorreactor
Como medio de cultivo se utilizó jugo de manzana variedad
Rubin con un contenido de azúcares totales de 13% en peso y
un pH de 3.8. Las manzanas fueron adquiridas de la distribuidora
de frutas y hortalizas Fruit-CZ, Praga, República Checa. Luego
de la extracción, el jugo se vertió en envases estériles de 10 L y
se pasteurizó en un termostato a 65-70oC durante 12 horas
(incluyendo el tiempo de enfriado) con la finalidad de eliminar
la flora microbiana y además todos los compuestos volátiles
varietales70,71. El jugo de manzana se suplementó con KH

2
PO

4

1.2 g/L y (NH
4
)
2
SO

4
 1.2 g/L como fuente de fósforo y amonio para

promover el crecimiento de la levadura. Los cultivos se realizaron
en un biorreactor (BIOSTAT–B. Braun International, Alemania)
de 2 L conteniendo 1.5 L de medio de cultivo. El biorreactor
estuvo conectado a una unidad de regulación y medición micro-
DCU-300 y además estuvo equipado con un agitador, medidor
de pH, termómetro y un electrodo de medición de oxígeno
disuelto. Los parámetros considerados en el cultivo los cuales
fueron mantenidos constantes a lo largo del proceso fueron:
temperatura 18oC, frecuencia de agitación 300 min-1 y flujo de aire
25 L/h (0.2 moles O

2
/h). El tiempo de cultivo se dejó hasta el

incremento de la concentración de oxígeno disuelto en el medio
a su valor inicial.

El inóculo se propagó en 80 ml de medio sintético de la
siguiente composición: glucosa 8.0 g/L; peptona 10.0 g/L;
KH

2
PO

4 
1.2 g/L; (NH

4
)

2
SO

4
 1.2 g/L y extracto de levadura 10,0

g/L, el pH se ajustó a 3,6. La propagación de células se llevó a
cabo en un agitador orbital a 150 min-1 durante 48 horas a 28oC.
Las células se separaron por centrifugación (3000 min-1 durante
10 minutos), se lavaron tres veces con solución fisiológica
estéril y, finalmente, las células obtenidas se inocularon en el
biorreactor.

Métodos analíticosMétodos analíticosMétodos analíticosMétodos analíticosMétodos analíticos
Los compuestos volátiles producidos durante la fermentación
(alcoholes superiores y ésteres) se analizaron en un cromatógrafo
de gas (Hewlett-Packard 5890II), equipado con una columna HP5
(30 m x 0.32 mm) y un detector FID.

Las muestras fermentadas por triplicado se centrifugaron y
filtraron en una membrana de microfiltración de 0.45 mm de
porosidad, luego se extrajeron los compuestos volátiles mediante
el método de microextracción con diclorometano69. Finalmente,
1 µl de cada extracto se inyectó en el cromatógrafo.

El ácido acético, succínico, málico, etanol, glicerol, fructosa y
glucosa se analizaron en un HPLC (Pump LCP 4000), equipado
con una columna Watrex 250 x 8mm (Ostion LGKS 0800 H+) y un
detector RID. En el análisis se utilizaron 0.005 M de H

2
SO

4
 como

fase móvil a una tasa de flujo de 1 mL/min. Las muestras fermentadas
por triplicado, luego de ser filtradas y centrifugadas, se diluyeron
con agua desmineralizada (1:3) y se inyectaron al equipo.

La biomasa celular se determinó mediante gravimetría. Las
células se separaron por centrifugación a 3000 min-1 durante 10
minutos, se lavaron 3 veces con agua destilada luego se secaron
a 110°C durante 2 horas y, finalmente, se pesaron. El coeficiente
global de rendimiento de biomasa Y

X/S
 y la tasa de crecimiento (µ)

se determinaron de acuerdo a Van Hoek et al.73

RRRRRESULTADOSESULTADOSESULTADOSESULTADOSESULTADOS     YYYYY     DISCUSIÓNDISCUSIÓNDISCUSIÓNDISCUSIÓNDISCUSIÓN
Fermentabilidad de azúcares, tolerancia al etanolFermentabilidad de azúcares, tolerancia al etanolFermentabilidad de azúcares, tolerancia al etanolFermentabilidad de azúcares, tolerancia al etanolFermentabilidad de azúcares, tolerancia al etanol
y metabisulfito de sodioy metabisulfito de sodioy metabisulfito de sodioy metabisulfito de sodioy metabisulfito de sodio
Las levaduras difieren en su capacidad de fermentar azúcares,
esta característica es fundamental para definir su utilidad en
procesos fermentativos. Como se muestra en la Tabla I,
Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 es capaz de fermentar
glucosa, fructosa y manosa. Estos azúcares generalmente están
presentes en los jugos de fruta. La  fermentación de sucrosa y
maltosa es una característica importante, ya que indica que esta
cepa puede ser utilizada para fermentar mostos que contengan
estos azúcares, como por ejemplo, aquéllos preparados a base
de cereales.

El etanol tiene actividad inhibitoria, afecta la integridad y
estabilidad de la membrana citoplasmática y la actividad de
ciertas enzimas de la glucólisis44-46. Los resultados obtenidos
(Tabla I) muestran que Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-
5 es capaz de fermentar a concentraciones de etanol exógeno de
8% v/v, lo que sugiere que puede producir etanol en cantidades
equivalentes. Sin embargo, la actividad inhibitoria del etanol
exógeno es menor que el etanol producido por la célula, debido
a que el carácter impermeable de la membrana citoplasmática
impide que el etanol pueda penetrar fácilmente hacia el interior
de la célula74. La evaluación de la tolerancia al etanol es importante,
ya que nos indica el potencial de tolerancia y producción de
etanol de la cepa.
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La capacidad inhibitoria del SO
2
 está influenciada por el pH del

medio52. Como se observa en la Tabla I, la actividad fermentativa
de Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 no ha sido afectada,
inclusive a concentraciones de metabisulfito de sodio (precursor
de SO

2
) de hasta 200 mg/L. Los resultados de tolerancia al

Na
2
S

2
O

5 
encontrados en este experimento concuerdan con lo

reportado por Stratford et al.75, quienes manifestaron que
Saccharomycodes ludwigii es capaz de crecer en medio sintético
ajustado a pH 4, conteniendo concentraciones de Na

2
S

2
O

5
 por

encima de 500 mg/L.

La utilización de dióxido de azufre (SO
2
), en el caso de la

producción de vinos, está regulado debido a los posibles efectos
tóxicos que produce. La OIV (Organización Internacional de la
Viña y el Vino) recomienda dosis entre 150–400mg/L de sulfito,
dependiendo del tipo de vino76. La persistencia de esta levadura
en mostos sulfitados se debería a su capacidad de tolerar altas
concentraciones de este agente antimicrobiano.

Producción de etanolProducción de etanolProducción de etanolProducción de etanolProducción de etanol
Las levaduras oxidativas cultivadas bajo limitación de oxígeno
tienden a producir etanol debido a la interrupción de su actividad
respiratoria. La respiración y la fermentación suceden al mismo
tiempo, la concentración de oxígeno en el medio de fermentación
determina el balance entre el metabolismo respiratorio y
respirofermentativo. Sin embargo, en un metabolismo mixto la
generación de energía disminuye, y como resultado también la
tasa de crecimiento, para dar paso a la formación de compuestos
típicos de la fermentación alcohólica. En la Tabla II se muestran
las concentraciones de etanol producido por Saccharomycodes
ludwigii RIVE 16-1-5. Se ha observado una mayor producción
de etanol en cultivo estático (6.88%v/v) a 28oC. La agitación del
medio parece influir en la disminución de la producción de etanol
al menos en cultivos realizados a 28oC. Así mismo, la diminución
de la temperatura no afectó sustancialmente la producción de

etanol en cultivo agitado, por el contrario esto no sucedió en
cultivo estático donde la producción de etanol disminuyó de 6.88
a 4.44%. Si bien esta cepa produjo como máximo 6.88%v/v de
etanol, que es una cantidad suficiente para producir bebidas con
contenido medio de etanol (por ejemplo sidras), aún así no
produjo mayores cantidades, como fue reportado por  Ciani y
Maccarelli49 y Granchi et al.48. Además, este resultado confirma
que una cepa de levadura tolera la cantidad de etanol que es
capaz de producir (ver Tabla I). La disminución de producción
de etanol en cultivo agitado (al menos a 28oC) se debería al efecto
del oxígeno incorporado al medio durante la agitación. Esto
explica que Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 prefiere
oxidar la glucosa en presencia de oxígeno antes que fermentarla.

La temperatura juega un rol importante en la producción de
etanol y compuestos secundarios durante la fermentación. En la
producción de vinos blancos y cervezas, por ejemplo, se prefieren
temperaturas bajas de fermentación, ya que influyen
positivamente en la síntesis de componentes sensoriales57. En
ambos tipos de cultivo se observó una disminución de la
producción de etanol a 16oC. Para casos prácticos, la producción
de etanol podría ser controlada mediante la tasa de agitación
(aireación) y la temperatura.

glucosa
++

galactosa
–

fructosa
++

Tabla I. Fermentación de azúcares, tolerancia al etanol exógeno y al metabisulfito de sodio por Tabla I. Fermentación de azúcares, tolerancia al etanol exógeno y al metabisulfito de sodio por Tabla I. Fermentación de azúcares, tolerancia al etanol exógeno y al metabisulfito de sodio por Tabla I. Fermentación de azúcares, tolerancia al etanol exógeno y al metabisulfito de sodio por Tabla I. Fermentación de azúcares, tolerancia al etanol exógeno y al metabisulfito de sodio por Saccharomycodes ludwigii Saccharomycodes ludwigii Saccharomycodes ludwigii Saccharomycodes ludwigii Saccharomycodes ludwigii RIVERIVERIVERIVERIVE
16-1-5, cultivado en medio sintético a 2816-1-5, cultivado en medio sintético a 2816-1-5, cultivado en medio sintético a 2816-1-5, cultivado en medio sintético a 2816-1-5, cultivado en medio sintético a 28oooooC.C.C.C.C.

maltosa
++

Producción de CO
2
: intenso: +++, moderado: ++, débil: +

Concentración de azúcar, etanol y metabisulfito de sodio

Tipo de azúcar (2%)

sucrosa
+++

rafinosa
–

almidón
–

xilosa
–

manosa
+++

Fermentación en etanol exógeno (%v/v)

0%
+++

2%
+++

4%
+++

6%
+++

8%
+

10%
–

12%
–

Fermentación en Na
2
S

2
O

5
 (mg/L)

Control (sin Na
2
S

2
O

5
)

+++
100 mg/L (pH: 3.3 )

+++
150 mg/L (pH: 3.65)

+++

200 mg/L (pH: 4.24)
+++

Etanol producido
(%v/v)

6.26 ± 0.1
6.70 ± 0.1
4.40 ± 0.1
6.88 ± 0.1

Tabla II. Producción de etanol por Tabla II. Producción de etanol por Tabla II. Producción de etanol por Tabla II. Producción de etanol por Tabla II. Producción de etanol por Saccharomycodes ludwigiiSaccharomycodes ludwigiiSaccharomycodes ludwigiiSaccharomycodes ludwigiiSaccharomycodes ludwigii
RIVE 16-1-5 en cultivo estático y agitado en jugo de manzanaRIVE 16-1-5 en cultivo estático y agitado en jugo de manzanaRIVE 16-1-5 en cultivo estático y agitado en jugo de manzanaRIVE 16-1-5 en cultivo estático y agitado en jugo de manzanaRIVE 16-1-5 en cultivo estático y agitado en jugo de manzana
a 16a 16a 16a 16a 16oooooC y 18C y 18C y 18C y 18C y 18oooooC.C.C.C.C.

Tipo de cultivo

Agitado
Agitado
Estático
Estático

Temperatura de
fermentación

16oC
28oC
16oC
28oC
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Síntesis de compuestos de importancia sensorialSíntesis de compuestos de importancia sensorialSíntesis de compuestos de importancia sensorialSíntesis de compuestos de importancia sensorialSíntesis de compuestos de importancia sensorial
La variación de parámetros de cultivo que dan origen al
metabolismo fermentativo en levaduras, conducen a la
producción de etanol y otros compuestos químicos de importancia
sensorial. En la Tabla III se muestran las concentraciones de los
compuestos producidos por Saccharomycodes ludwigii RIVE
16-1-5 durante cultivo estático y agitado, así mismo se citan los
resultados obtenidos por otros autores con fines de comparación.
La mayor producción de glicerol se observó en cultivo estático
(3.5±0.2 g/L), comparado con el cultivo agitado (0.18±0.2 g/L).
Esta disminución se debe en parte a que el metabolismo aerobio
promueve la respiración celular, disminuyendo así la producción
de glicerol. La concentración de glicerol (3.5±0.2 g/L)
determinado en este estudio resultó ser menor a lo observado por
Granchi et al.48. Una mayor producción de glicerol sería favorable
para el perfil sensorial de la bebida fermentada, ya que impartiría
un ligero sabor dulce77.

Con respecto a la producción total de alcoholes superiores se
observa que en cultivo agitado se produjo mayor cantidad (843.7
mg/L) comparado al cultivo estático (568.5 mg/L), la mayor
producción se debería al efecto del oxígeno incorporado al medio
durante la agitación. El oxígeno promueve el metabolismo
respiratorio y, como consecuencia, un mayor flujo de glucosa y
aminoácidos, cuya degradación produce compuestos
intermediarios (cetoácidos) de la síntesis de alcoholes
superiores78,79,80. Otros factores que incrementan la producción

de alcoholes superiores incluyen la clarificación del mosto, la
madurez de la fruta, la variedad entre una misma especie de fruta
y la temperatura de fermentación, entre otros79,81-83. Estudios
realizados anteriormente por el autor también reportaron la
influencia de la aireación del medio en el incremento de alcoholes
superiores por especies de levaduras no-Saccharomyces84,85.
Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Granchi
et al.48 y Romano et al.13, quienes reportaron que
Saccharomycodes ludwigii produce altas concentraciones de
2-metil-propanol (isobutanol) y 3-metil-butanol (isoamil alcohol),
sin embargo, comparando con los resultados obtenidos por
Romano et al.13,31, concluimos que la producción de alcoholes
superiores depende grandemente de la cepa y del tipo de jugo
de fruta utilizado en la fermentación31.

Los ésteres imparten el aroma frutal en las bebidas fermentadas,
por esta razón su presencia determina en parte la calidad sensorial.
El etil acetado es el éster de mayor importancia por su
concentración. Como se muestra en la Tabla III, la mayor
producción de etil acetado por Saccharomycodes ludwigii RIVE
16-1-5 se observó en cultivo agitado (130.0±8.0mg/L). La tasa de
formación de etil acetato estaría relacionado con la disponibilidad
de ácido acético, etanol y, además, de la actividad de la enzima
necesaria para su formación86. Por otro lado, la concentración de
ácido acético en cultivo agitado resultó ser bajo (56.0±8.5mg/L),
lo que indicaría que la tasa de formación de etil acetato ha sido
suficientemente alta para convertir el ácido acético en etil acetato.

Compuestos
 (mg/L)

Glicerol *
1-Propanol
1-Butanol
2-Butanol
2-Metil-propanol
3-Metil-butanol
2-Metil-butanol
2-Feniletanol
Etil acetato
Butil acetato
Isoamil acetato
Etil decanoato
Ácido acético
Ácido succínico*

Tipo de cultivo de
Saccharomycodes

 ludwigii RIVE 16-1-5a

Compuestos producidos
por Saccharomycodes

ludwigii en la fermentación
 de jugo de uva

6.8b

(<20; 20–40; >40)c; 35d; 13b

9.7b

–
(<100; 100–250; >250)c; 48b;150d

(<100;100–280; >280)c; 133b;170d

(<80; 80–170; >170)c; 44.5b

–
(<50; 50–200; >200)c; 144b; 350d

–
–
–

(<300; 300–750; >750)c; 600b

–

Compuestos producidos
por Saccharomycodes

ludwigii en jugo de
feijoac

–
25
–
–
35
60
25
–
25
–
–
–

2,0
–

Sidras producidas
con Saccharomyces

cerevisiae

4.05±0.13e

20.01±0.35e

6.99±0.04e

–
34.8±8.9f

232.0±13.8g

173±41.1h

131.5±55.3f

231.06±33.09e

0.27±0.02i

16.66±1.0i

1.50±0.09i

282.93±16.9i

0.5±0.06f

Agitado

0.18 ± 0.20
17.0 ± 5.0
8.7 ± 0.8
26.0 ± 2.0

240.0 ± 10.0
278.0 ± 8.0
152.0 ± 4.0
122.0 ± 5.0
130.0 ± 8.0

nd
nd
nd

56.0 ± 8.5
0.99 ± 0.10

Estático

3.5 ± 0.2
21.0 ± 2.0
4.5 ± 0.5

tr
105.0 ± 5.0
303.0 ± 8.0
102.0 ± 3.0
33.0  ± 3.0
24.0 ± 5.0

nd
nd

14.1 ± 0.8
303.0 ± 10.0
0.8 ± 0.15

*g/L, tr: trazas., nd: no detectado., aResultados obtenidos en este estudio. bValores obtenidos en jugo de uva sintético48. cValores promedios
encontrados en 19 cepas31. dValores aproximados encontrado en 25 cepas13. eValores de sidras fermentadas con Saccharomyces cerevisiae87. fValores
de sidras colectadas en el año 199888. gValores de sidras fermentadas con Saccharomyces cerevisiae89. hContenido de alcoholes amílicos: 3-metil-
butanol+2-metil-butanol87,88. iValores encontrados en sidras90. Compuestos no reportados (–).

Tabla III. Compuestos de importancia sensorial producidos por Tabla III. Compuestos de importancia sensorial producidos por Tabla III. Compuestos de importancia sensorial producidos por Tabla III. Compuestos de importancia sensorial producidos por Tabla III. Compuestos de importancia sensorial producidos por Saccharomycodes ludwigii Saccharomycodes ludwigii Saccharomycodes ludwigii Saccharomycodes ludwigii Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5, cultivado en jugo deRIVE 16-1-5, cultivado en jugo deRIVE 16-1-5, cultivado en jugo deRIVE 16-1-5, cultivado en jugo deRIVE 16-1-5, cultivado en jugo de
manzana a 28manzana a 28manzana a 28manzana a 28manzana a 28oooooC en cultivo estático y agitado, además compuestos producidos por distintas cepas en otros substratos.C en cultivo estático y agitado, además compuestos producidos por distintas cepas en otros substratos.C en cultivo estático y agitado, además compuestos producidos por distintas cepas en otros substratos.C en cultivo estático y agitado, además compuestos producidos por distintas cepas en otros substratos.C en cultivo estático y agitado, además compuestos producidos por distintas cepas en otros substratos.
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Lo contrario se ha observado en cultivo estático donde la
concentración de ácido acético es relativamente alta
(303.0±10.0 mg/L), mientras que la concentración de etil
acetato llegó hasta 24.0±5.0 mg/L.  En general, se considera
que el oxígeno afecta de manera inversa la síntesis de
ésteres, desde que promueve la formación de acetil CoA
(co-substrato), la cual es utilizada en la síntesis de
componentes celulares91-93. Esto es razonable en el caso de
levaduras "Crabtree negativas" desde que no presentan
represión del crecimiento por la glucosa. Sin embargo, la
mayor formación de etil acetado en cultivo agitado con
Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 involucraría otros
factores propios de la cepa. Por otra parte, se ha observado
una deficiencia en la producción de ésteres diferentes a etil
acetato en ambos tipos de cultivo, lo que representaría una
desventaja para su aplicación en la producción de bebidas
fermentadas. Cepas con baja producción de etil acetato
(<50 mg/L) fueron también reportadas por Romano et al.31.

consumo de oxígeno, el crecimiento celular y la variación del pH
durante 6.6 días de cultivo de Saccharomycodes ludwigii RIVE
16-1-5. El oxígeno es el factor más importante que determina el
balance entre la actividad respiratoria y respirofermentativa en
esta levadura. A concentraciones inferiores a la concentración
crítica, la tasa de respiración depende de la concentración de
oxígeno, por el contrario a concentraciones superiores es
independiente98. En presencia de oxígeno como subtrato, la
relación entre la tasa de crecimiento y concentración de oxígeno
en el medio sigue la cinética de Michaelis Menten98. La
concentración crítica de oxígeno para levaduras es muy baja, en
el orden de 0.12 mg/L a 20oC.

Como se observa en la Figura 2 luego de la 30va hora la
concentración de oxígeno disuelto en el medio cayó a cero y así
permaneció hasta la 280va hora. Esto significa que el oxígeno
transferido al medio es consumido en su totalidad, sin embargo,
este valor no da información de la tasa de consumo de oxígeno.
El oxígeno es poco soluble en agua pura (9.1 mg/L a 20oC) y a
medida que la temperatura y la viscosidad del medio incrementa
la solubilidad disminuye. La tranferencia de oxígeno al medio es
crucial y depende de muchos factores, entre ellos, el flujo de aire,
la velocidad de agitación, la composición del medio y la geometría
del biorreactor, entre otros. El oxígeno consumido es utilizado
mayormente en la oxidación de glucosa, pero también en vías no
respiratorias como en la síntesis de esteroles y ácidos grasos
insaturados que son componentes esenciales de la membrana
celular99.

El agotamiento rápido del oxígeno indica que esta cepa manifiesta
un intenso metabolismo aerobio, pero que probablemte
experimenta limitación de oxígeno, en este caso se recomienda
trabajar a concentraciones de saturación o exceso de oxígeno si
se desea bloquear al máximo la actividad fermentativa. En este
caso la producción de etanol se acercaría a cero.

Figura 2. Cultivo batch de Figura 2. Cultivo batch de Figura 2. Cultivo batch de Figura 2. Cultivo batch de Figura 2. Cultivo batch de Saccharomycodes ludwigii Saccharomycodes ludwigii Saccharomycodes ludwigii Saccharomycodes ludwigii Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 enRIVE 16-1-5 enRIVE 16-1-5 enRIVE 16-1-5 enRIVE 16-1-5 en
biorreactor a 18biorreactor a 18biorreactor a 18biorreactor a 18biorreactor a 18oooooC y con flujo de aire 25 L/h.C y con flujo de aire 25 L/h.C y con flujo de aire 25 L/h.C y con flujo de aire 25 L/h.C y con flujo de aire 25 L/h.
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Así mismo, se ha observado la formación de ácido succínico
tanto en cultivo agitado (0.99±0.10  mg/L) como estático (0.8±0.15
mg/L). Este ácido contribuye a la acidez total de la bebida. En
presencia de oxígeno, el ácido succínico se produce normalmente
como un intermediario del ciclo de Krebs o bien por la actividad
de las enzimas relacionadas al ciclo de Krebs cuya síntesis no
sería inducida por el oxígeno94.

Los cultivos agitados en frascos Erlenmeyer presentan
limitaciones en la transferencia de oxígeno95,96, esto provocaría
un metabolismo respirofermentativo mixto en Saccharomycodes
ludwigii RIVE 16-1-5, con la consecuente variabilidad en la
producción de productos de la fermentación. Los factores que
influyen en la transferencia de oxígeno incluyen la relación
volumen del frasco Erlenmeyer/volumen del medio de cultivo,
diámetro del cuello del frasco e inclusive el tipo y las características
del tapón97.

El análisis estadístico de los resultados de aroma, sabor y olor
reportaron diferencia significativa (P<0.01) entre los dos tipos
de bebidas fermentadas. Además, los resultados de los jueces
han descrito a la bebida fermentada en agitación de inferior
calidad sensorial. En términos generales se ha descrito a la
bebida fermentada estáticamente como más aromática
relacionándola como “característico a manzana” y a “plátano
maduro”, probablemente debido a la presencia de etil decanoato.
Además, se ha descrito como más suave y ligeramente ácido
comparado a la bebida fermentada en agitación. Sin embargo, a
esta última se le relacionó como muy “picante” y de sabor
“medicinal”, debido probablemente a la proporción de alcoholes
superiores y etil acetato, y en la mayoría de los puntajes se definió
como “2=me disgusta”.

Cultivo batch en biorreactorCultivo batch en biorreactorCultivo batch en biorreactorCultivo batch en biorreactorCultivo batch en biorreactor
En la Figura 2 se muestran los resultados del transcurso del
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En la Figura 2 se observa un incremento gradual de biomasa
alcanzando un valor de 15.6 g/L al final del cultivo (Tabla IV).
Estequiométricamente este valor es inferior a lo esperado, esto
sugiere que la fuente de carbono no solamente habría sido
utilizado para el crecimiento, sino en algún otro proceso como en
“maintenance”100, o en la formación de productos de la
fermentación. Sin embargo, en los compuestos residuales (Tabla
IV) al final del cultivo no reporta etanol, y bajos niveles de glicerol
(0.21±0.05 mg/L) y ácido acético (0.10±0.03 mg/L). Hay evidencia
de que el metabolismo no ha sido enteramente oxidativo, ya que
hay presencia de compuestos volátiles (1-propanol, propil acetato,
etil acetato) típicos de la fermentación alcohólica y, además, por
la baja producción y rendimiento de biomasa (0.12 g de biomasa/
g de azúcar). Probablemente, el etanol producido durante el
cultivo habría servido como fuente de carbono al agotarse los
azúcares fermentables. Al final del cultivo, el incremento del
porcentaje de oxígeno disuelto estaría relacionado con el
agotamiento de la fuente de azúcar que afectaría la actividad
metabólica de la población microbiana.

Así mismo, no se ha observado una variación significante del pH
(de 3.62 a 3.46) al final del proceso. La variación del pH está
asociado con el proceso de crecimiento celular y la actividad
metabólica como la principal causa del intercambio de protones
en el medio. Otra característica importante es la disminución
considerable del contenido de ácido málico bajo estas
condiciones (desde 5.02 g/L hasta 1.8±0.5 g/L). Desde el punto
de vista práctico, ser deben evitar concentraciones de oxígeno
que conducen principalmente al metabolismo respiratorio, por la
baja producción de etanol y componentes volátiles.
Adicionalmente, se ha realizado el análisis sensorial al producto

final, los jueces la definieron como una bebida desagradable y
sin cualidades aromáticas.

CCCCCONCLUSIONESONCLUSIONESONCLUSIONESONCLUSIONESONCLUSIONES
Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 presenta una gran
capacidad para fermentar monosacáridos y disacáridos
comúnmente encontrados en jugos de frutas, característica que
la hace ventajosa y aprovechable para la producción de bebidas
fermentadas. Su tolerancia al SO

2
 es particularmente interesante,

ya que concentraciones de hasta 200 mg/L no afectan su
actividad fermentativa. También sería útil considerar esta
característica para su aislamiento. Así mismo, su capacidad de
producir etanol hasta 6.88% v/v la hace adecuada para producir
bebidas con contenido alcohólico bajo y medio. Sin embargo, la
producción de etanol puede ser controlada mediante la tasa de
agitación y la temperatura.

Por otro parte, la aireación promueve una mayor producción de
alcoholes superiores (843.7 mg/L) y etil acetato (130.0±8.0 mg/L)
y una disminución de glicerol (0.18±0.20 g/L). La deficiencia en
la producción de otros ésteres diferentes a etil acetato es una
desventaja. Debido a esta característica se recomienda controlar
la tasa de agitación (aireación) para optimizar y balancear la
producción de compuestos sensoriales. La naturaleza de la cepa,
así como el tipo de fruta y el proceso tecnológico utilizado en la
obtención del jugo, también influyen en la producción de
compuestos de importancia sensorial.

El suministro constante y controlado de oxígeno (0.2 moles/h)
desvía el metabolismo respirofermentativo hacia el respiratorio,
sin embargo, el oxígeno disuelto bajo estas condiciones no

fructosa
70.95

glucosa
22.6

sucrosa
35.5
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ácido málico
5.02

Y
X/S

: g de biomasa/g azúcar; Y
E/S

: g de etanol/g de azúcar; µ: tasa de crecimiento (h-1); X: biomasa seca final (g/l); S: azúcar total
consumido (g de azúcar/L).

Concentración inicial de componentes (g/L)

Compuestos finales (g/L)

fructosa
0.17±0.04

glucosa
1.2±0.2

etanol
0.0

glicerol
0.21±0.05

ácido acético
0.10±0.03

ácido sucínico
0.67± 0.05

ácido málico
1.8±0.5

Alcoholes superiores y etil acetato producidos (mg/L)

1-propanol
1.2±0.4

propil acetato
11.0±2.0

2-metil propanol
0.8±0.2

2-metil butano
0.7±0.1

3-metil butanol
0.9±0.2

etil acetato
1.0±0.2

Azúcar utilizado (S), biomasa final (X), rendimiento (Y
X/S

, Y
E/S

), tasa de crecimiento (µ)

S
127.7

X
15.7

Y
X/S

0.12

µ
0.11

Y
E/S

0.0
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provoca un metabolismo enteramente oxidativo. La concentración
de oxígeno es el factor clave que determina la formación de
compuestos en la fermentación alcohólica al menos en esta cepa
de levadura. Finalmente, desde el punto de vista sensorial, la
fermentación en cultivo estático con Saccharomycodes ludwigii
RIVE 16-1-5 es la mejor alternativa para producir una bebida
fermentada a partir de jugo de manzana de mejor aceptación y
calidad sensorial.
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