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RESUMEN

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 monosacaridos y
ademas sucrosa y maltosa. Su actividad fermentativa no es inhibida a concentraciones de hasta 200 mg/L de
metabisulfito de sodio en el medio. Ademas, produce etanol hasta 6.88+0,1% v/v. La agitaciéon del medio de
cultivo incrementa la produccién de alcoholes superiores (843.7 mg/L) y por el contrario disminuye la
produccién de glicerol (0.18+0.2g/L) y acido acético (56.0+8.5 mg/L). La produccion de etil acetato en cultivo
agitado (130.0+8.0mg/L) fue mayor que en cultivo estatico (sin agitacién). Durante el cultivo batch en
biorreactor a condiciones aireadas la tasa de crecimiento p alcanzé el valor de 0.11 h''. La concentracién de
oxigeno en el medio afectaria su metabolismo, asi cantidades insuficientes de oxigeno provocan un
metabolismo respirofermentativo con la produccién de etanol, alcoholes superiores, ésteres y acido acético. El
control de la aireacion durante la fermentacion 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 estético.
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ABSTRACT

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 p 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.
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INTRODUCCION
accharomycodes ludwigies una levadura no- que manifiesta una deficiencia respiratoria dependiendo de la
Saccharomycesconsiderada muchas veces concentracionde oxigenoen el métioas levaduras "Crabtree
contaminante en la produccién de alimentos y bebidasnegativas" presentan un metabolismo respiratorio alin cuando
fermentadas, como en el caso de los vihdsstas la concentracién de azlcar (glucosa) en el medio es relativamente
levaduras habitan lugares donde hay fuentes de azUcaredta®. Estacaracteristica ha servido paradenominarlas levaduras
fermentables y sustancias nutritivas que les permita crecerpxidativas.
como por ejemplo en jugos de fruta, frutas dafiadas, néctar de
floresy enlasuperficie de los equipos utilizados enlaproducciérEn estas levaduras cultivadas en medios con altas
de ving4. concentraciones de azUcary en condiciones aerobias, el piruvato
se metaboliza preferentemente via piruvato deshidrogenasa
Laslevaduras n&accharomyceturante lafermentacion natural  hasta acetil-CoA y luego éste entra al ciclo de Krebs para su
convierten los azlcares en etanol, didxido de carbonoy en un sioxidacion completd? esto se debe a que presentan bajos
namero de compuestos volatiles y no volatiles que contribuyemiveles de piruvato descarboxilasa y una alta actividad de
a la composicién quimica y sensorial de las bebidas quesnzimas respiratorias como la piruvato deshidrogenasa,
fermentah®’8 Estas levaduras forman parte de lamicroflora que acetaldehido deshidrogenasa y acetil-CoA sint&taka
predomina durante los primeros 2-3 dias de la fermentaciérausencia de oxigeno en el medio es crucial y conduce a la
alcohdlica espontanea, sin embargo, debido a su sensibilidad @lesacién del crecimiento de las levaduras "Crabtree
etanol (5-6%v/v) su crecimiento declina rapidamente y negativas'”?% Sinembargo, ha sido reportado que a condiciones
muereit, Subsecuentemente, levaduras c&accharomyces  anaerobiasSaccharomycodes ludwigés capaz de crecer,
cerevisiagque son mas resistentes al etanol toman el control deeomportamiento similar a lo observado ®accharomyces
lafermentaciony completan el proceso, lafermentacién continliacerevisiaé’. Esta caracteristica explicaria el por qué estalevadura
hasta el agotamiento de los azlcares o hasta que algues habitualmente encontrada al final de la fermentécion
componente esencial para el crecimiento se agote o hasta que
aparezca el efecto inhibidor de los metabolitos producidosAlgunas investigaciones han reportado ademas la produccion
durante la fermentacié#'2 En general, se considera que las de acetato, glicerol y etanol por estas levaduras; esto se deberia
levaduras nd&accharomycesumplen un rol importante en la  a una baja actividad de las enzimas respiratorias especialmente
definicion del perfil sensorial de vinos y también de otras bebidada piruvato deshidrogenasa, acetaldehido deshidrogenasa y la

fermentadas=, acetil-CoA sintetasa como resultado de la limitacion de oxigeno
enelmedi#, lo que alavez conduce aunadisminuciénde latasa

Metabolismo de azlcares en Saccharomycodes de respiracién y a la estimulaciéon del metabolismo

ludwigii respirofermentativo.

Los azlcares fermentables son la fuente de energiamas importante

en el metabolismo de levadur&accharomycodes ludwigil Asi mismo, la produccién de glicerol en medios con alta

igual que las demas levaduras utiliza vias metabdlicas comunesoncentracién de azUcar, estaria conectado a un mecanismo de
paraladegradacion de azUcares. Los azlcares para ser utilizadadaptacién que utiliza la levadura frente al estrés osmético y asi
deben ser transportados hacia el interior de la célula mediantprevenir su deshidratacion. Laformacion de glicerol esta acoplado
mecanismos de transporte especifithsLa velocidad de  ala oxidacion de NADH a NADIo que causa un desbalance
utilizacion de azucares esté influenciada por la concentracién yedox en el citosol (NADH:NAD), el cual es corregido con la
el tipo de azlcar, la concentracion de oxigeno disuelto en eproducciéon de acido acético cuya sintesis reconvierte
medio, la temperatura de fermentacion y el pH, entre otrosnuevamente NADa NADH?®233,
factoresd’ s
En la Figura 1 se presenta en forma general el metabolismo
Una vez dentro de la célula, el azlcar es fosforilado y asi entraespiratorio y respirofermentativo en levaduras "Crabtree
alaviadelaglucdlisis, la cual termina en laformacion de piruvatonegativas" parala degradacién de glucosa y/o fructosa, adaptado
proceso llevado a cabo en el citédluego, el piruvato formado  de Fredlundet al4*®y van Dijkeret al’.
puede ser incorporado, bien al metabolismo respiratorio o al
fermentativo, dependiento de la concentracién de azlca’A condiciones de limitacion de oxigeno se estimularia el
(glucosa) y oxigeno disuelto en el médis metabolismo respirofermentatifpasi entonces el piruvato es
convertido en acetaldehido por la piruvato descarboxilasa y
Existen pocas investigaciones desarrolladas sobre la actividatbego puede ser reducido bien a etanol por la alcohol
fermentativa d&accharomycodes ludwigiiin embargo, se le  deshidrogena$®® u oxidado a acido acético por la acetaldehido
considera una levadura “Crabtree negativo” en correlacién a suleshidrogenasa NADP-dependiéntel acetaldehido funciona
caracter “petite negativé?%. Por otro lado, ha sido reportado como receptor terminal de electrones cuya reduccion por el
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Figura 1. Metabolismo tipico de levaduras Crabtree negativas:

Respiratorio (—) y respirofermentativo (——). Las flec
indican flujo preferencial y las flechas delgadas flujo

has gruesas
limitado. 1:

Transporte de piruvato a la mitocondria, 2: Complejo piruvato

deshidrogenasa, 3: Piruvato descarboxilasa, 4:

deshidrogenasa, 5: Acetaldehido deshidrogenasa, 6:

Alcohol
Acetil CoA

sintetasa (citoplasméatico), 7: Acetil CoA sintetasa (mitocondrial), 8:
Transporte de acetil CoA mediado por la via carnitina. Formacién de

ésteres, 9: Acetiltransferasa, 10: éster sintasa.

especifico y la tasa especifica de fermentdefanSe
considera que el etanol provoca la disminucién del
contenido de esteroles en la membrana celular y esto
afecta el transporte de azlcares. Asi mismo, se considera
gue el etanol tendria un efecto inhibidor sobre la actividad
del sistema hexoquinasa, enzimas responsables de
transferir grupos fosfato de una molécula a otra en la
glucdlisis'*e,

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 lacompaosicion
y fluidez de la membrana citoplasmatic&studios han
reportado la capacidad &accharomycodes ludwigle
tolerar altas concentraciones de et&#ib[Tan es asi que

se ha observado la producciéon de etanol en
concentraciones de hasta 12-14%%/v

El diéxido de azufre se ha utilizado desde hace mucho
tiempo como agente antimicrobiano durante la elaboracion
de vinos y otras bebidas fermentadas. Este compuesto
inhibe el crecimiento de bacteriasyy ciertas levaduras, entre
ellas las nd&saccharomycé&%°. La capacidad inhibitoria

del SQ esta influenciada por el pH del medio. El pH
determina el equilibrio entre tres compuestos, €), SO
HSO,, y SG,. EI SQ es el responsable del efecto toxico

y su concentracion en medio acuoso es favorecido por
valores bajos de pH, ya que provoca el desbalance del
equilibrio hacia este compue3to

Los sulfitos tienen actividad a nivel del metabolismo
energético, afectan la glucdlisis. Bajas concentraciones
conducen a una rapida reduccién del contenido de ATP
en las células de levadura a pH bajos. Las enzimas mas
afectadas serian la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa y la alcohol deshidrogetidsaAsi
mismo, el sulfito seria responsable de la inhibicion de la
alcohol deshidrogenasa, enzima responsable de la
reduccién del acetaldehido a etanol durante la
fermentaciopt.

NADH genera etan8t*® En levaduras "Crabtree negativas" en Produccién de compuestos de importancia sensorial
presencia de oxigeno, el acetaldehido es preferentemente oxidag@r Saccharomycodes ludwigii

a acetato por la acetaldehido deshidrogenasay luego convertidoas condiciones de cultivo que conducen al metabolismo
en acetil CoA por la acetil-CoA sintetds¥ Sin embargo, la
acumulacion de &cido acético bajo condiciones de limitacién decompuestos de importancia sensorial, los cuales dependiendo
oxigeno resultaria de la insuficiente actividad de la acetil-CoAde sus concentraciones pueden influir positiva o negativamente
sintetasa requerida para la oxidacion completa del a€eRxio
otro lado, la produccién de glicerol estaria también ligada a lacompuestos incluyen, el etanol, glicerol, &cido acético y ademas
necesidad de reoxidar el NADH generado durante la gluéblisis un sin nimero de compuestos volatiles. Por ejemplo, de los 1000
compuestos volatiles encontrados en vinos, 400

Efecto del etanol y sulfito en Saccharomycodes

ludwigii

respirofermentativo en levaduras resultan en la produccién de

en la calidad organoléptica de las bebidas fermentadas. Estos

aproximadamente son producidos por la actividad de lev&turas
Entre los compuestos volatiles producidos estan los ésteres,

El etanol inhibe la viabilidad de las células, latasa de crecimientalcoholes superiores, cetonas, aldehidos y acidos organicos,
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entre otros. La sintesis de ésteres es de mayor interés, ya que feumentar glucosa a diferentes concentraciones de etanol en el
presencia determina el sabor, olor y aroma frutal de las bebidamedio de cultivo, para ello se utilizé la técnica de tubos de
fermentade$>". Los ésteres representan el mayor grupo deDurham y se observo visualmente la produccion dg €D
componentes aromaticos en bebidas alcohdlicas fermefitddas etanol se adicion6 asépticamente en concentraciones de 2.0%
son producidos mediante reaccién enzimatica dentro de la célula/v; 4.0% v/v; 6.0% v/v; 8.0% v/v; 10.0% v/vy 12.0% v/v luego
delevadura, laenzimaque catalizalareaccion es la acetiltransferasie la esterilizacion de los medios. Las fermentaciones se realizaron
y/o la éster sinta&¥2 Los alcoholes superiores, por otra parte, durante 72 horas, el pH del medio fue ajustado a4.5. Latolerancia
son formados a partir @ecetoacidos, éstos pueden derivar de al metabisulfito de sodio (N8,0,) se determind mediante la
los correspondientes aminoacidos (valina, leucina, isoleucinacapacidad de fermentar glucosa a diferentes concentraciones
fenilalanina, etc.), por desaminacion através de la via de Ehrlictde NaS,0,en el medio. El metabisulfito de sodio se adiciono
0 a partir del metabolismo de la glucosa como precursores en lde acuerdo al pH del medio: 100 mg/L al medio de pH 3.3; 150
sintesis de aminoacidd$’ Estudios realizados con mg/L almediodepH 3.65y200mg/L almediodepH4.24.Enla
Saccharomycodes ludwigiportaron una elevada produccion evaluacion de la fermentacion se utilizaron tubos de Durham y
deisobutanol, isoamil alcohol, etil acetato y acido acéfiets+? se observo visualmente la produccion dg ka3ta las 72 horas.
Todos los ensayos se realizaron @28 por triplicado.
Concentraciones de alcoholes superiores sobre 400 mg/L
contribuyen negativamente a la calidad organoléptica,Produccién de etanol
especialmente en vinBs A excepcién de 2-feniletanol el Para los ensayos de produccién de etanol se adquirié jugo de
cualpresenta aroma flofd]y cuyo valor umbral de percepcién manzana concentrado, esterilizado por ultrafiltraciéon y aroma
es 10mg/L%, los demas alcoholes superiores imparten removido, de Severofrukt a.s., Terezin, Republica Checa. La
caracteristicas sensoriales desagradalstés remocion del aroma se realizé durante el proceso de concentrado
en un evaporador provisto de una columna de separacion de
El presente estudio se realiz6 con la finalidad de contribuir alvolatiles. El jugo concentrado asi como el aroma obtenido fue
entendimiento de la actividad fermentativ&decharomycodes  entregado por separado al grupo de investigacién. El jugo
ludwigii RIVE 16-1-5 y su relacién con la concentracién de concentrado se reconstituyd hasta una concentracién de
oxigeno en el medio. Ademas, se discute la produccién deazlcares totales de 12.8% w/w y pH 3.8 para utilizarlo como
compuestos quimicos de importancia sensorial como un potenciainedio de fermentacion. Las ensayos se realizaron en frascos
el cual puede ser ventajoso y aprovechable para la produccié&rlenmeyer de 1 L conteniendo 0.5 L de medio de cultivo. Las
de bebidas fermentadas con caracteristicas sensorialefermentaciones se llevaron a cabo en cultivo estatico y agitado

particulares, en este caso, a partir de jugo de manzana. a16Cy 28C, respectivamente. Las fermentaciones en cultivo
agitado se realizaron en frascos agitados a 200 arinun

MATERIALES Y METODOS agitador orbital. Las fermentaciones en cultivo estatico se

Microorganismo consideraron terminadas cuando no se observé produccion de

Todos los experimentos se realizaron utilizando la cepa deCO, y aquéllas en cultivo agitado, el tiempo de cultivo fue el
levaduraSaccharomycodes ludwidRilVE 16-1-5 adquiridode  equivalente al tiempo utilizado durante la fermentacién en
la coleccién de levaduras del Instituto de Investigacion decultivo estatico.

Viticultura y Enologia, Bratislava—Republica Eslovaca, y fue

mantenido en agar extracto de malta’@, €on renovacion  Elindculo se propagé utilizando medio de cultivo de la misma

perioédica cada 3 meses. composicion. Los frascos Erlenmeyer se agitaron a 200 min
durante 48 horas, latemperatura de cultivo fa€ 28 medio de
Fermentacién de azilcares fermentacion se inoculd con 14.0% v/v de inéculo. Finalmente,

En los ensayos de fermentacion de azUcares se utilizé caldo tipel contenido de etanol producido se determind mediante
Saboraud 2% como medio de cultivo base en el cual se sustituypicnometria. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
solo lafuente de carbono. La actividad fermentativa se determin6

visualmente mediante la produccion de gas con la técnica d8intesis de compuestos de importancia sensorial
tubos de Durham. Los ensayos se realizaron por triplicad@a 28 Preparacion de indculo y condiciones de fermentacion

durante 96 horas. Eljugo de manzanareconstituido y elaromaremovido (explicado
anteriormente) se han utilizado como medio de fermentacion.
Tolerancia al etanol y al metabisulfito de sodio Las fermentaciones se realizaron en cultivo agitado y estatico

Los ensayos de tolerancia al etanol y al metabisulfito de sodicen frascos Erlenmeyer de 0.5 L conteniendo 250 mL de medio.
se realizaron utilizando medio sintético de la siguiente Enlas fermentaciones en cultivo agitado los frascos se agitaron
composicion: glucosa 50.0 g/L; KPO, 5,0 g/L; MgSQ.7H,0 a 200 mirt durante 8 dias y en aquéllos en cultivo estatico el
0,49/L; (NH,),SO, 2.0 g/L y extracto de levadura 1.0 g/L. La tiempo de fermentacion fue de 15 dias. Los experimentos se
tolerancia al etanol se determind mediante la capacidad deealizarona2&.
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La propagacion del in6culo se llevé a cabo en 100 mL de jugaMétodos analiticos

de manzana estéril a 3 durante 24 horas, los frascos se Los compuestos volatiles producidos durante la fermentacion
agitaron a 200 mihen un agitador orbital. Las células se (alcoholes superioresy ésteres) se analizaron enun cromatografo
separaron por centrifugacion (3000 rhilurante 10 minutos)y  de gas (Hewlett-Packard 5890l1), equipado con una columna HP5
se lavaron tres veces con solucion fisiologica estéril. Los(30 mx0.32 mm)y un detector FID.

medios de fermentacion se inocularon con 1.0+£0.1 g de células

en peso humedo. Las muestras fermentadas por triplicado se centrifugaron y
filtraron en una membrana de microfiltracion de 0.45 mm de
Andlisis sensorial y estadistico porosidad, luego se extrajeron los compuestos volatiles mediante

Se evaluaron atributos como sabor, aroma y olor usando unal método de microextraccién con diclorometértnalmente,
escala hedénica de 5 puntos (1=me desagrada extremadamenigJl de cada extracto se inyecté en el cromatégrafo.
y 5=me gusta mucho). Las muestras fueron evaluadas por un
panel entrenado conformado por 10 jueces hombres de entre 25l acido acético, succinico, malico, etanol, glicerol, fructosa y
y 30 afios de edad. La evaluacion sensorial se realizé de acuerdpucosa se analizaron en un HPLC (Pump LCP 4000), equipado
a Meilgaardet al®® Las puntuaciones de los panelistas se conunacolumnaWatrex250x8mm (Ostion LGKS 08Q§ kin
presentaron como promedios aritméticos. Luego se utilizé ladetector RID. En el analisis se utilizaron 0.005 M g&®jcomo
pruebat-Studentestandar para determinar la significancia fase mévilaunatasadeflujode 1 mL/min. Las mudstragntadas
estadisticaH<0.01) de las diferencias observadas entre los portriplicado, luego de serfiltradas y centrifugadas, se diluyeron
resultados de los dos tipos de fermentacion. El andlisis estadistiooon agua desmineralizada (1:3) y se inyectaron al equipo.
se realizé ayudado por el software Statistica v. 8.0.
La biomasa celular se determin6é mediante gravimetria. Las
Cultivo batch en biorreactor células se separaron por centrifugacion a 3000 chirante 10
Como medio de cultivo se utilizé jugo de manzana variedadminutos, se lavaron 3 veces con agua destilada luego se secaron
Rubin con un contenido de azUcares totales de 13% en pesog110°C durante 2 horasy, finalmente, se pesaron. El coeficiente
unpHde 3.8. Las manzanas fueron adquiridas de la distribuidorglobal de rendimiento de biomasg,y la tasa de crecimiento ()
de frutas y hortalizas Fruit-CZ, Praga, Republica Checa. Luegcse determinaron de acuerdo a Van Hee#l.”
de la extraccién, el jugo se vertié en envases estérilesde 10 Ly
se pasteuriz6 en un termostato a 6%7@urante 12 horas RESULTADOS Y DISCUSION
(incluyendo el tiempo de enfriado) con la finalidad de eliminar Fermentabilidad de azicares, tolerancia al etanol
la flora microbiana y ademas todos los compuestos volatilesy metabisulfito de sodio
varietale$’™. El jugo de manzana se suplementé conR®) Las levaduras difieren en su capacidad de fermentar azlcares,
1.2g/Ly(NH),S0, 1.2 g/L como fuente de fésforoy amoniopara esta caracteristica es fundamental para definir su utilidad en
promover el crecimiento de lalevadura. Los cultivos se realizarorprocesos fermentativos. Como se muestra en la Tabla |,
enun biorreactor (BIOSTAT-B. Braun International, Alemania) Saccharomycodes ludwidiilVE 16-1-5 es capaz de fermentar
de 2 L conteniendo 1.5 L de medio de cultivo. El biorreactor glucosa, fructosa y manosa. Estos azlcares generalmente estan
estuvo conectado a una unidad de regulaciéon y medicién micropresentes en los jugos de fruta. La fermentacion de sucrosa y
DCU-300y ademas estuvo equipado con un agitador, medidomaltosa es una caracteristica importante, ya que indica que esta
de pH, termémetro y un electrodo de medicion de oxigenocepa puede ser utilizada para fermentar mostos que contengan
disuelto. Los parametros considerados en el cultivo los cualegstos azlcares, como por ejemplo, aquéllos preparados a base
fueron mantenidos constantes a lo largo del proceso fueronde cereales.
temperatura €, frecuencia de agitacion 300 mirflujo de aire
25 L/h (0.2 moles @h). El tiempo de cultivo se dejo hasta el El etanol tiene actividad inhibitoria, afecta la integridad y
incremento de la concentracion de oxigeno disuelto en el medi@stabilidad de la membrana citoplasmatica y la actividad de
a su valor inicial. ciertas enzimas de la glucoli&i®. Los resultados obtenidos
(Tabla I) muestran qu@accharomycodes ludwidriIVE 16-1-
El in6culo se propag6 en 80 ml de medio sintético de la5 es capaz de fermentar a concentraciones de etanol exdgeno de
siguiente composicion: glucosa 8.0 g/L; peptona 10.0 g/L; 8% v/v, lo que sugiere que puede producir etanol en cantidades
KH,PQ,1.2gL;(NH,),SO,1.2g/Lyextractode levadura 10,0 equivalentes. Sin embargo, la actividad inhibitoria del etanol
g/L, el pH se ajust6 a 3,6. La propagacion de células se llevo &xdgeno es menor que el etanol producido por la célula, debido
cabo en un agitador orbital a 150 rhiturante 48 horas a8 a que el caracter impermeable de la membrana citoplasmatica
Las células se separaron por centrifugacién (3000 durante impide que el etanol pueda penetrar faciimente hacia el interior
10 minutos), se lavaron tres veces con solucion fisioldgicade lacélul&. La evaluacion de latolerancia al etanol esimportante,
estéril y, finalmente, las células obtenidas se inocularon en ela que nos indica el potencial de tolerancia y produccion de
biorreactor. etanol de la cepa.
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Concentracién de azlcar, etanol y metabisulfito de sodio

Tipo de azucar (2%)
glucosa | galactosa| fructosa maltosa sucrosa rafinosa almidén xilosa manosa
++ — ++ ++ +++ — — — +++

Fermentacion en etanol exdgeno (%ov/v)

0% 2% 4% 6% 8% 10% 12%
+++ +++ +++ +++ + - -

FermentaciénenNgS,0,(mg/L)

Control (sin NgS,0,) 100 mg/L (pH: 3.3) 150 mg/L (pH: 3.65) 200mg/L (pH:4.24)
+++ +++ +++ +

Produccion de CQintenso: +++, moderado: ++, débil: +

J

Tabla I. Fermentacién de azicares, tolerancia al etanol exégeno y al metabisulfito de sodio por Saccharomycodes ludwigii RIVE
16-1-5, cultivado en medio sintético a 28°C.

La capacidad inhibitoria del S@stéa influenciada por el pH del  etanol en cultivo agitado, por el contrario esto no sucedié en
medid? Como se observaenlaTablal, la actividad fermentativacultivo estatico donde la produccion de etanol disminuy6 de 6.88
deSaccharomycodes ludwi@iVE 16-1-5 no ha sido afectada, a 4.44%. Si bien esta cepa produjo como maximo 6.88%v/v de
inclusive a concentraciones de metabisulfito de sodio (precursoetanol, que es una cantidad suficiente para producir bebidas con
de SQ) de hasta 200 mg/L. Los resultados de tolerancia alcontenido medio de etanol (por ejemplo sidras), aun asi no
Na,S,0, encontrados en este experimento concuerdan con Igrodujo mayores cantidades, como fue reportado por Cianiy
reportado por Stratforét al”, quienes manifestaron que Maccarellf®y Granchit al*®, Ademas, este resultado confirma
Saccharomycodes ludwigis capaz de crecer en medio sintético que una cepa de levadura tolera la cantidad de etanol que es
ajustado a pH 4, conteniendo concentraciones g8 0jgpor capaz de producir (ver Tabla I). La disminucién de produccion
encimade 500 mg/L. de etanol en cultivo agitado (al menos#28e deberia al efecto

del oxigeno incorporado al medio durante la agitacion. Esto
La utilizacion de dioxido de azufre (§Oen el caso de la  explica queSaccharomycodes ludwidRIVE 16-1-5 prefiere
produccion de vinos, esta regulado debido a los posibles efectosxidar la glucosa en presencia de oxigeno antes que fermentarla.
téxicos que produce. La OIV (Organizacién Internacional de la
Vifiay el Vino) recomienda dosis entre 150—-400mg/L de sulfito, La temperatura juega un rol importante en la produccién de
dependiendo del tipo de vifioLa persistencia de esta levadura etanol y compuestos secundarios durante la fermentacion. Enla
en mostos sulfitados se deberia a su capacidad de tolerar alt@soduccion de vinos blancosy cervezas, por ejemplo, se prefieren

concentraciones de este agente antimicrobiano. temperaturas bajas de fermentacion, ya que influyen
positivamente en la sintesis de componentes sensgriales
Produccién de etanol ambos tipos de cultivo se observd una disminucion de la

Las levaduras oxidativas cultivadas bajo limitacién de oxigenoproduccion de etanol a%®. Para casos practicos, la produccion
tienden a producir etanol debido alainterrupcién de su actividadde etanol podria ser controlada mediante la tasa de agitacion
respiratoria. La respiracion y la fermentacion suceden al mismqaireacién) y la temperatura.

tiempo, la concentracion de oxigeno en el medio de fermentacion

determina el balance entre el metabolismo respiratorio y

respirofermentativo. Sin embargo, en un metabolismo mixto la[ Tipodecultivo | Temperaturade | Etanolproducido )
generacion de energia disminuye, y como resultado también I fermentacion (Yoviv)

tasa de crecimiento, para dar paso a la formacién de compuestgs

tipicos de la fermentacién alcohdlica. En la Tabla Il se muestrar Agitado 16C 6.26+0.1

las concentraciones de etanol producidoSamcharomycodes Agitado 28C 6.70+0.1
ludwigii RIVE 16-1-5. Se ha observado una mayor produccion Estatico 16C 4.40+0.1

de etanol en cultivo estatico (6.88%v/v) &28 a agitacion del Estatico 28C 6.88+0.1

medio parece influir en la disminucién de la produccion de etano - —
almenos en cultivos realizados &28Asi mismo, ladiminucion ~ 12bla 1l. Produccién de etanol por Saccharomycodes ludwigii

, ) ., RIVE 16-1-5 en cultivo estitico y agitado en jugo de manzana
de la temperatura no afecté sustancialmente la produccion dg 16°c y 18°C.
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Sintesis de compuestos de importancia sensorial de alcoholes superiores incluyen la clarificacion del mosto, la
La variacion de parametros de cultivo que dan origen almadurez de lafruta, lavariedad entre una misma especie de fruta
metabolismo fermentativo en levaduras, conducen a lay la temperatura de fermentacién, entre ét%€ Estudios
produccién de etanol y otros compuestos quimicos de importanciaealizados anteriormente por el autor también reportaron la
sensorial. En la Tabla Ill se muestran las concentraciones de lomfluencia de la aireacion del medio en elincremento de alcoholes
compuestos producidos pSaccharomycodes ludwidRIVE superiores por especies de levadurasSaccharomycés®.
16-1-5 durante cultivo estatico y agitado, asi mismo se citan lofNuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Granchi
resultados obtenidos por otros autores con finesde comparaciéet al*® y Romanoet al!?, quienes reportaron que

La mayor produccion de glicerol se observo en cultivo estaticoSaccharomycodes ludwigiroduce altas concentraciones de
(3.51£0.2 g/L), comparado con el cultivo agitado (0.18+0.2 g/L). 2-metil-propanol (isobutanol) y 3-metil-butanol (isoamil alcohol),
Esta disminucién se debe en parte a que el metabalisrobio sin embargo, comparando con los resultados obtenidos por
promueve larespiracion celular, disminuyendo gstiduccion Romanoet al**3 concluimos que la produccion de alcoholes
de glicerol. La concentracion de glicerol (3.5+0.2)g/  superiores depende grandemente de la cepa y del tipo de jugo
determinado en este estudio resulté ser menor alo observado pde fruta utilizado en la fermentacin

Granchgtal*®. Una mayor produccién de glicerol seria favorable

para el perfil sensorial de la bebida fermentada, ya que impartirid.os ésteres imparten el aroma frutal en las bebidas fermentadas,

un ligero sabor duléé por estarazon su presencia determina en parte la calidad sensorial.
El etil acetado es el éster de mayor importancia por su
Con respecto a la produccion total de alcoholes superiores seoncentracion. Como se muestra en la Tabla Ill, la mayor

observa que en cultivo agitado se produjo mayor cantidad (84 3. produccion de etil acetado f@accharomycodes ludwiliVE

mg/L) comparado al cultivo estatico (568.5 mg/L), la mayor 16-1-5se observé en cultivo agitado (130.0+8.0mg/L). Latasade
produccion se deberia al efecto del oxigenoincorporado al mediformacion de etil acetato estaria relacionado con la disponibilidad
durante la agitacion. El oxigeno promueve el metabolismode 4cido acético, etanol y, ademas, de la actividad de la enzima
respiratorio y, como consecuencia, un mayor flujo de glucosa ynecesaria para su formaciéfPor otro lado, la concentracion de
aminoacidos, cuya degradacion produce compuestosacidoacético en cultivoagitado resulté serbajo (56.0+8.5mg/L),
intermediarios (cetoacidos) de la sintesis de alcoholedo que indicaria que la tasa de formacion de etil acetato ha sido
superiore¥ %82 Otros factores que incrementan la produccién suficientemente alta para convertir el &cido acético en etil acetato.

r

Compuestos Tipo de cultivode Compuestos producidos  |Compuestos producidds Sidras producidas ]
(mg/L) Saccharomycodes por Saccharomycodes por Saccharomycodes | con Saccharomyces
ludwigii RIVE 16-1-5 ludwigii en la fermentacion ludwigii en jugo de cerevisiae
Agitado Estético dejugodeuva feijoac
Glicerol* 0.18+0.20 3.5+0.2 6.8 — 4.05+0.13
1-Propanol 17.0+5.0 21.0+2.0| (<20;20-40;>40)35,13 25 20.01+0.35
1-Butanol 8.7+0.8 45+0.5 9.7 - 6.99+0.04
2-Butanol 26.0£2.0 tr - - -
2-Metil-propanol | 240.0+10.0 105.0+5.0 (<100;100-250; >256%8;150' 35 34.8+8.9
3-Metil-butanol | 278.0+8.0  303.0+8.0| (<100;100-280;>28)133;170' 60 232.0+13.8
2-Metil-butanol | 152.0+4.0 102.0+3.0[ (<80;80-170;>170)44.8 25 173+41.1
2-Feniletanol 122.0+5.0 33.0+3.0 - — 131.5455.8
Etil acetato 130.0+8.0 24.0+5.0| (<50;50-200;>200)144; 350" 25 231.06+33.09
Butil acetato nd nd - — 0.27+0.02
Isoamil acetato nd nd - - 16.66+1.0
Etil decanoato nd 14.1+0.8 - — 1.50+0.09
Acido acético 56.0+8.5 303.0+10.0 (<300;300-750;>75060C¢ 2,0 282.93+16.9
Acido succinico{ 0.99+0.10 0.8+0.15 - - 0.5+0.06
*g/L, tr: trazas., nd: no detectadéResultados obtenidos en este estutalores obtenidos en jugo de uva sintéfictvalores promediop
encontrados en 19 cepla¥/alores aproximados encontrado en 25 cépsalores de sidras fermentadas 8accharomyces cerevisfaéd/alores
de sidras colectadas en el afio 2898alores de sidras fermentadas &atcharomyces cerevistaé&Contenido de alcoholes amilicos: 3-mdtil-
butanol+2-metil-butan®® Valores encontrados en sidfasCompuestos no reportados (-).

Tabla Ill. Compuestos de importancia sensorial producidos por Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5, cultivado en jugo de
manzana a 28°C en cultivo estatico y agitado, ademas compuestos producidos por distintas cepas en otros substratos.
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Lo contrario se ha observado en cultivo estatico donde I4
concentracion de acido acético es relativamente alta
(303.0£10.0 mg/L), mientras que la concentracion de etil e
acetatollegé hasta 24.0+5.0 mg/L. Engeneral, se considerg
gue el oxigeno afecta de manera inversa la sintesis d
ésteres, desde que promueve la formacion de acetil CoA
(co-substrato), la cual es utilizada en la sintesis de
componentes celularfé$® Esto esrazonable en el caso de
levaduras "Crabtree negativas" desde que no presentah
represion del crecimiento por la glucosa. Sin embargo, la|
mayor formacion de etil acetado en cultivo agitado con
Saccharomycodes ludwi&iVE 16-1-5 involucraria otros
factores propios de la cepa. Por otra parte, se ha observadc
unadeficienciaenlaproduccion de ésteres diferentes a etfl

acetato en ambos tipos de cultivo, lo que representaria unfg e %p02  ——pH + biomasa \
desventaja para su aplicacion en la produccién de bebidag
fermentadas. Cepas con baja produccion de etil aCetat@igura 2. Cultivo batch de Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 en
(<50 mg/L) fueron también reportadas por Ronetiad?’. biorreactor a 18°C y con flujo de aire 25 L/h.

120

¢ o 4 ev e s o0

1%

% de oxigeno disuelto (%p0O 2)

pH, biomasa celular seca (g/L)

100 150 200 250 300
Tiempo (h)

Asi mismo, se ha observado la formacion de acido succinicaconsumo de oxigeno, el crecimiento celulary la variaciéon del pH
tanto en cultivo agitado (0.99+0.10 mg/L) como estético (0.8+0.15durante 6.6 dias de cultivo 8accharomycodes ludwigiVE
mg/L). Este acido contribuye a la acidez total de la bebida. Enl6-1-5. El oxigeno es el factor mas importante que determina el
presencia de oxigeno, el &cido succinico se produce normalmentealance entre la actividad respiratoria y respirofermentativa en
como un intermediario del ciclo de Krebs o bien por la actividad esta levadura. A concentraciones inferiores a la concentracion
de las enzimas relacionadas al ciclo de Krebs cuya sintesis noritica, la tasa de respiracion depende de la concentracién de
seria inducida por el oxigetio oxigeno, por el contrario a concentraciones superiores es
independient& En presencia de oxigeno como subtrato, la
Los cultivos agitadogn frascos Erlenmeyer presentan relacion entre latasade crecimientoy concentracion de oxigeno
limitaciones en la transferencia de oxigéffpesto provocaria  en el medio sigue la cinética de Michaelis Mefiteha
un metabolismo respirofermentativo mixtdSarcharomycodes  concentracion critica de oxigeno para levaduras es muy baja, en
ludwigii RIVE 16-1-5, con la consecuente variabilidad en la el orden de 0.12 mg/L a ZD.
produccién de productos de la fermentacién. Los factores que
influyen en la transferencia de oxigeno incluyen la relacion Como se observa en la Figura 2 luego de 14 Bora la
volumen del frasco Erlenmeyer/volumen del medio de cultivo, concentracion de oxigeno disuelto en el medio cayé a cero y asi
diametro del cuello delfrasco e inclusive el tipoy las caracteristicapermanecié hasta la 28Mora. Esto significa que el oxigeno
del tapof’. transferido al medio es consumido en su totalidad, sin embargo,
este valor no da informacién de la tasa de consumo de oxigeno.
El andlisis estadistico de los resultados de aroma, sabor y oldEl oxigeno es poco soluble en agua pura (9.1 mg/CG) 30a
reportaron diferencia significativ®€0.01) entre los dos tipos  medida que latemperaturay la viscosidad del medio incrementa
de bebidas fermentadas. Ademas, los resultados de los juecéssolubilidad disminuye. La tranferencia de oxigeno al medio es
han descrito a la bebida fermentada en agitacion de inferiocrucial y depende de muchos factores, entre ellos, el flujo de aire,
calidad sensorial. En términos generales se ha descrito a Il velocidad de agitacion, lacomposicién delmedioy lageometria
bebida fermentada estaticamente como mas aromaticalel biorreactor, entre otros. El oxigeno consumido es utilizado
relacionandola como “caracteristico a manzana” y a “platanomayormente en la oxidacién de glucosa, pero también en vias no
maduro”, probablemente debido a la presencia de etil decanoatwespiratorias como en la sintesis de esteroles y acidos grasos
Ademas, se ha descrito como mas suave y ligeramente acidmsaturados que son componentes esenciales de la membrana
comparado a la bebida fermentada en agitacion. Sin embargo, eelulaf®.
esta Ultima se le relacioné como muy “picante” y de sabor
“medicinal”, debido probablemente ala proporcion de alcoholesEl agotamiento rapido del oxigeno indica que esta cepa manifiesta
superioresy etil acetato, y enlamayoria de los puntajes se definidn intenso metabolismo aerobio, pero que probablemte

como “2=me disgusta”. experimenta limitacion de oxigeno, en este caso se recomienda
trabajar a concentraciones de saturacion o exceso de oxigeno si
Cultivo batch en biorreactor se desea bloquear al maximo la actividad fermentativa. En este

En la Figura 2 se muestran los resultados del transcurso delaso la produccion de etanol se acercaria a cero.
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En la Figura 2 se observa un incremento gradual de biomasénal, los jueces la definieron como una bebida desagradable y
alcanzando un valor de 15.6 g/L al final del cultivo (Tabla V). sin cualidades aromaticas.
Estequiométricamente este valor es inferior a lo esperado, esto
sugiere que la fuente de carbono no solamente habria sid€ONCLUSIONES
utilizado para el crecimiento, sino en algtn otro proceso como erSaccharomycodes ludwigRIVE 16-1-5 presenta una gran
“maintenance™, o en la formaciéon de productos de la capacidad para fermentar monosacaridos y disacaridos
fermentacién. Sinembargo, enlos compuestos residuales (Tableominmente encontrados en jugos de frutas, caracteristica que
IV) alfinal del cultivo no reporta etanol, y bajos niveles de glicerol la hace ventajosa y aprovechable para la produccion de bebidas
(0.21+0.05mg/L) y &cido acético (0.10+0.03 mg/L). Hay evidencia fermentadas. Su tolerancia al @S particularmente interesante,
de que el metabolismo no ha sido enteramente oxidativo, yaquga que concentraciones de hasta 200 mg/L no afectan su
hay presencia de compuestos volatiles (1-propanol, propil acetat@ctividad fermentativa. También seria Util considerar esta
etil acetato) tipicos de la fermentacién alcohdlica y, ademas, pocaracteristica para su aislamiento. Asi mismo, su capacidad de
labaja producciény rendimiento de biomasa (0.12 g de biomasagproducir etanol hasta 6.88% v/v la hace adecuada para producir
g de azucar). Probablemente, el etanol producido durante dbebidas con contenido alcohdlico bajo y medio. Sin embargo, la
cultivo habria servido como fuente de carbono al agotarse loproduccion de etanol puede ser controlada mediante la tasa de
azlcares fermentables. Al final del cultivo, el incremento del agitacién y la temperatura.
porcentaje de oxigeno disuelto estaria relacionado con el
agotamiento de la fuente de azUcar que afectaria la actividaéor otro parte, la aireacién promueve una mayor produccion de
metabdlica de la poblacién microbiana. alcoholes superiores (843.7 mg/L) y etilacetato (130.0+8.0 mg/L)

y unadisminucién de glicerol (0.18+0.20 g/L). La deficienciaen
Asimismo, no se ha observado una variacién significante del pHa produccién de otros ésteres diferentes a etil acetato es una
(de 3.62 a 3.46) al final del proceso. La variacion del pH estadesventaja. Debido a esta caracteristica se recomienda controlar
asociado con el proceso de crecimiento celular y la actividada tasa de agitacion (aireacion) para optimizar y balancear la
metabdlica como la principal causa del intercambio de protonegroduccién de compuestos sensoriales. La naturaleza de la cepa,
en el medio. Otra caracteristica importante es la disminuciénasi como el tipo de fruta y el proceso tecnolégico utilizado en la
considerable del contenido de acido malico bajo estasobtenciéon del jugo, también influyen en la produccion de
condiciones (desde 5.02 g/L hasta 1.8+0.5 g/L). Desde el punt@ompuestos de importancia sensorial.
de vista practico, ser deben evitar concentraciones de oxigeno
gue conducen principalmente al metabolismo respiratorio, por l2El suministro constante y controlado de oxigeno (0.2 moles/h)
baja produccion de etanol y componentes volatiles. desvia el metabolismo respirofermentativo hacia el respiratorio,
Adicionalmente, se harealizado el analisis sensorial al productsin embargo, el oxigeno disuelto bajo estas condiciones no

s \

Concentraciéninicial de componentes (g/L)

fructosa glucosa sucrosa acidomalico
70.95 22.6 35.5 5.02
Compuestosfinales (g/L)
fructosa glucosa etanol glicerol acido acético | &cido sucinico| &cidomalico
0.17+0.04 1.2+0.2 0.0 0.21+0.05 0.10+0.03 0.67+0.05 1.8+0.5
Alcoholes superioresy etil acetato producidos (mg/L)
1-propanol propil acetato | 2-metilpropanol |  3-metil butanol 2-metil butano etil acetato
1.240.4 11.0£2.0 0.8+0.2 0.9+0.2 0.740.1 1.0£0.2

Az(car utilizado (S), biomasa final (X), rendimiento (Y., Y,o), tasa de crecimiento (u)

S X Y Y H

XIS E/S

127.7 15.7 0.12 0.0 011

Y, 9 de biomasa/g azlcar, Y g de etanol/g de azlcar; u: tasa de crecimiertp ¥h biomasa seca final (g/l); S: azucar total
consumido (g de azlcar/L).

J

Tabla IV. Compuestos utilizados y producidos por Saccharomycodes ludwigii RIVE 16-1-5 durante el cultivo batch en biorreactor
a 18°C.




junio, 2011

Estela-Escalante, W. et al.: Actividad fermentativa de Saccharomycodes ludwigii

21

provoca un metabolismo enteramente oxidativo. La concentracion

de oxigeno es el factor clave que determina la formacién del5.

compuestos en la fermentacién alcohdlica al menos en esta cepa

de levadura. Finalmente, desde el punto de vista sensorial, 1&6-

fermentacion en cultivo estatico c®accharomycodes ludwigii
RIVE 16-1-5 es la mejor alternativa para producir una bebida, ;
fermentada a partir de jugo de manzana de mejor aceptacién y
calidad sensorial.
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