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RESUMEN

Se estudio el efecto de la aireacion en la actividad fermentativa de Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2
en cultivo mixto con Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 con el objetivo de evaluar la produccién
de compuestos quimicos de importancia sensorial. Para ello se cultivaron ambas cepas en matraces
Erlenmeyer conteniendo jugo de manzana estéril sin aroma. Los compuestos quimicos producidos durante la
fermentacion en cultivo agitado (200 min') o estdtico (sin agitacion) fueron determinados por cromatografia
gaseosa y liquida. Los resultados mostraron que la agitacién durante el cultivo, disminuye la produccién de
glicerol (0.53+0.1 g/L) y &cido acético (94.0£10.0 mg/L) e incrementa la produccién de alcoholes superiores
(1.009 g/L) y etil acetato (122.0+£5.0 mg/L). Cultivos por lote realizados adicionalmente en biorreactor con un
flujo de aire de 25 I/h reportaron una tasa de crecimiento (y) y rendimiento de biomasa (Y, ) de 0.05 h'y
0.24 (g biomasa seca/g azucar) respectivamente. Al término del cultivo, no se observd presencia de dcido
acético y ademds las concentraciones de etanol y glicerol alcanzaron valores de 0.34+0.1 g/Ly 1.3+0.05 g/L
respectivamente. Los mejores resultados en términos de calidad organoléptica de la sidra en lo referente al
sabory olorse obtuvieron enla fermentacion en cultivo estdtico. El control de la aireacion es una herramienta
Util para controlar la actividad fermentativa de estas dos cepas en cultivo mixto.
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ABSTRACT

The influence of aerafion on the fermentative activity of Bretfanomyces infermedius RIVE 2-2-2 was studied in
a mixed culture with Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 in order to evaluate the production of chemical
compounds of sensory importance. To achieve this, the strains were cultured in Erlenmeyer flasks containing
sterilized and aroma-removed apple juice. The chemical compounds produced during fermentation under
shaking (200 min') or static culfivation were determined by gas and liquid chromatography. The results
showed that the stirring during culfivation diminishes the production of glycerol (0.53+0.1 g/L) and acetic acid
(?4.0£10.0 mg/L) and, on the other hand, increases the production of higher alcohols (1.009 g/L) and ethyl
acetate (122.0+5.0 mg/L). Additional batch cultivations carried out in a bioreactor with an air flow of 25 I/h
reported a growthrate (u) and a biomass yield (Y ) of 0.05 h' and 0.24 (g. dry biomass/g. sugar) respectively.
At the end of cultivation, no presence of acetfic acid was observed and furthermore, concentratfions of
ethanol and glycerol reached values of 0.34+0.1 g/L and 1.3+£0.05 g/L respectively. The best results in terms
of organoleptic quality of the cider regarding to taste and smell were obtained when fermented under
static cultivation conditions. The regulation of aeration during fermentation is a useful fool fo confrol the
fermentative activity of these fwo strains in a mixed culture.

Key Words: Higher alcohols, Brettanomyces intermedius, mixed culture, esters, Saccharomyces cerevisiae, cider.
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INTRODUCCION
rettanomyces  intermedius es una levadura

considerada contaminante y es frecuentemente
aislada de sidrerias y vinerias'?, asi como de
mostos y superficie de uvas®. B. intermedius puede
estar presente en cualquier etapa de la vinificacion*. Se le
considera responsable del deterioro de la calidad sensorial de
vinos, su actividad se hace presente luego de la fermentacion
alcohdlica y durante el anejamiento’. En estas condiciones
su crecimiento esta relacionado con el consumo de etanol
como fuente de energia'. La presencia de Brettanomyces no
es del todo indeseable en los procesos de fermentacion. Por
ejemplo, especies de Brettanomyces juegan un rol importante
en la produccion de algunos tipos de cervezas, ya que son
responsables del aroma que las caracteriza. Las cervezas
Belgas “lambica”, “gueuze” y “trappist” son especialmente
obtenidas mediante fermentacion espontdnea en donde
Brettanomyces intermedius es tipicamente encontrada®’.

Metabolismo de azicares en Brettanomyces
intermedius

Los azlcares fermentables son la fuente de energia mas
importante en el metabolismo de las levaduras. Saccharomyces
cerevisiae 'y Brettanomyces intermedius utilizan vias
metabolicas comunes para la degradacion de azlcares®.
Ambas son anaerobias facultativas “Crabtree positivas™.
Es decir, en medios de cultivo con altas concentraciones de
azlcar como glucosa y, en condiciones acrobias, la respiracion
se reprime y optan por fermentar'®!!. En mostos con altas
concentraciones de azucares se observa este efecto, conocido
como represion por catabolito (glucosa, sucrosa y fructosa)'
B. intermedius comparado con S. cerevisiae, utiliza glucosa
menos eficientemente y crece mucho mas lento'.

Brettanomyces intermedius a condiciones aerobias convierte
glucosa en etanol, acido acético y CO,. Mientras que en
condiciones anaerobias la tasa de fermentacion disminuye pero
no cesa por completo, efecto conocido como “Custer”!*1¢, El
oxigeno estimula la actividad fermentativa de Brettanomyces
contrariamente a lo observado en S. cerevisiae'>'". Debido a
que la fermentacion suministra poca energia, su crecimiento es
lento. A medida que la concentracion de oxigeno incrementa,
la produccion de acido acético también incrementa
mientras que la de etanol disminuye'®. Esta levadura es
fuertemente acidogénica, ha sido reportado que produce
altas concentraciones de acido acético (por lo menos 5g/L)
en condiciones aerobias!’. La formacién de acido acético
resulta del bloqueo de la via oxidativa del acetaldehido
debido a la insuficiente actividad de la acetil CoA sintetasa
requerida para la conversion de acido acético en acetil CoA".
Estudios realizados con B. intermedius en condiciones
aerobias y de limitacion de oxigeno han reportado la actividad
de las principales enzimas fermentativas, como la piruvato
decarboxilasa y el alcohol deshidrogenasa, estas enzimas

no son afectadas por la concentracion de oxigeno disuelto
como lo observado en levaduras "Crabtree negativas"”’. En
limitacion de oxigeno se ha reportado una baja actividad
de la acetaldehido deshidrogenasa, enzima involucrada en
la produccion de acido acético®. También se ha reportado
actividad de la glicerol 3P-deshidrogenasa involucrada en la
produccion de glicerol durante el crecimiento en condiciones
de limitacion de oxigeno®. Asi mismo, se ha reportado que
el rendimiento en etanol es similar a lo mostrado por S.
cerevisiae®.

En levaduras "Crabtree positivas" cultivadas en condiciones
aerobias, el piruvato se metaboliza preferentemente via la
piruvato decarboxilasa hasta acetaldehido y luego éste es
convertido en etanol por la etanol deshidrogenasa; esto se debe
a que presentan bajos niveles de enzimas respiratorias®'. En la
fermentacion aerobia el funcionamiento del ciclo de Krebs es
limitado y en condiciones anaerobias o de limitacion de oxigeno
opera como una via ramificada. La produccion de glicerol
en condiciones de limitacion de oxigeno estd relacionada
con la necesidad de reoxidar el NADH, generado durante la
glucolisis?®?. En la Figura 1 (adaptada por el autor) se presenta
en forma general el metabolismo que utilizaria Brettanomyces
intermedius en la degradacion de glucosa!>!18:202425,

Produccién de compuestos de importancia sensorial
En general, las levaduras durante la fermentacion convierten
los aziicares presentes en el medio en etanol, CO, y en
una variedad de compuestos volatiles y no volatiles que
contribuyen a la complejidad sensorial de las bebidas que
fermentan®*?’, Los ésteres representan el mayor grupo de
compuestos aromaticos en bebidas alcoholicas fermentadas®
y, son producidos mediante reaccion enzimatica dentro de la
célula. Las principales enzimas que catalizan las reacciones
son las acetiltransferasas®**. La sintesis de ésteres de acetato
en S. cerevisiae ha sido atribuido a la actividad de al menos
tres acetiltransferasas: alcohol acetiltransferasa (A ATasa),
etanol acetiltransferasa e isoamil alcohol acetiltransferasa’!.
El alcohol acetiltransferasa cataliza la reaccion: acetil CoA +
alcohol— CoA +acetil éster. La A ATasareaccionaconlaacetil-
CoA y dependiendo del grado de afinidad, con una variedad
de alcoholes®?. Asi, el etil acetato se produce principalmente a
partir de la acetil CoA y etanol®. Por otra parte, se ha reportado
que la actividad de la enzima éster sintasa (esterasa inversa)
en la sintesis de ésteres en S. cerevisiae es limitada. La via de
sintesis de ésteres en levaduras no-Saccharomyces difiere de
la via usada por S. cerevisiae, asi el etil acetato se sintetiza
preferentemente a partir del acido acético y etanol mediante
una reaccion inversa de la esterasa®3. El incremento de la
oxigenacion del medio reduce la produccion de etil acetato®.
Sin embargo, Rojas et al.* ha reportado menor produccion de
etil e isoamil acetato en condiciones de limitacion de oxigeno
comparado en condiciones aerobias. Mucho antes se reporto
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Figura 1. Metabolismo de Brettanomyces intermedius en funcidén a la concentracién de oxigeno en el medio. El grosor de
las lineas indica la intensidad del metabolismo. 1: Piruvato descarboxilasa, 2: alcohol deshidrogenasa, 3: acetaldehido
deshidrogenasa (constitutiva), 4: acetil CoA sintetasa (citoplasmatico), represién parcial o total por glucosa, 5: piruvato
deshidrogenasa (adaptada de Wijsman et al. (1984)%, Aguilar-Uscanga et al. (2003)'8, Galafassi et al. (2011)?°, Carrascosa
et al. (1981)%, Freer (2002)%°).

que la produccion de etil acetato requiere de la presencia de Las levaduras también producen diferentes concentraciones
pequeiias cantidades de oxigeno en el medio, y que su sintesis de alcoholes superiores. Altas concentraciones de estos
se inhibe en condiciones totalmente anaerobias**¥’. En general, compuestos afectan negativamente la calidad organoléptica
la biosintesis de ésteres es afectado por diversos factores de vinos, pero sin embargo, bajas concentraciones mas
como la aireacion del mosto, la temperatura de fermentacion, bien contribuyen a su complejidad®®. Las levaduras

la técnica de fermentacion y la cepa de levadura. no-Sacccharomyces  frecuentemente  producen  bajas
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concentraciones de alcoholes superiores comparado
con S. cerevisiae, pero hay una gran variabilidad entre
cepas®**. Los alcoholes superiores son formados a partir de
a-cetoacidos, los cuales derivan de la desaminacion de los
correspondientes aminoacidos (valina, leucina, isoleucina,
fenilalanina, etc.) a través de la via de Ehrlich o a partir
del metabolismo de la glucosa*. El crecimiento intenso de
levaduras esta relacionado con una excesiva produccion
de alcoholes superiores. Asi, factores que influyen en el
crecimiento celular como temperaturas altas de fermentacion
y la oxigenacion del medio promueven su produccion. Se ha
reportado la produccion de 2-feniletanol, isoamil alcohol por
B. intermedius®.

El presente estudio descriptivo experimental se realiz6 con la
finalidad de evaluar el efecto de la aireacion (oxigenacion)
del medio de cultivo en la actividad fermentativa de
Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2 en cultivo mixto con
Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 y la produccion de
compuestos volatiles de importancia sensorial. Asi mismo,
se cultivo Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2 en cultivo
puro en biorreactor con el objetivo de evaluar su actividad
fermentativa en condiciones de flujo de aire constante.

MarteriAL Y METopoO

Microorganismos

En los experimentos se utilizaron Brettanomyces
intermedius RIVE 2-2-2 y Saccharomyces cerevisiae RIVE
15-1-416 adquiridos de la coleccion de levaduras del Instituto
de Investigacion de Viticultura y Enologia, Bratislava—
Republica Eslovaca, y fue mantenido en agar extracto
de malta a 7°C con renovacion periddica cada tres meses.
Todos los ensayos y analisis en este estudio se realizaron
por triplicado.

Sintesis de compuestos de importancia sensorial
Preparacion de inéculo y condiciones de fermentacion

Jugo de manzana reconstituido hasta una concentracion de
solidos totales de 12.8% w/w y pH 3.8 y sin aroma se ha
utilizado en el presente estudio como medio de fermentacion.
El jugo fue proporcionado por Severofrukt a.s., Terezin,
Reptiblica Checa. La remocion del aroma se realizé durante
el proceso de concentracion en un evaporador provisto de
una columna de separacion de volatiles. Se utilizé jugo sin
aroma para evaluar la produccion de compuestos volatiles
por las levaduras en estudio y no interferir los resultados con
aquellos compuestos volatiles propios de la materia prima.
Las fermentaciones mixtas con Brettanomyces intermedius
RIVE 2-2-2 y Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416
se realizaron en cultivo estatico y agitado en matraces
Erlenmeyer de 0.5 L conteniendo 250 mL de cultivo. Las
fermentaciones en cultivo agitado se realizaron a 200
min"! durante ocho dias y, en cultivo estatico el tiempo de
fermentacion fue de 15 dias. Los experimentos se realizaron

a 28°C y la relacion de indculo fue de 1:1 para cada cepa.
Con la finalidad de comparar la produccion de compuestos
volatiles se realizaron fermentaciones con cultivo puro de
Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 en las mismas
condiciones.

La propagacion de las dos cepas de levadura (inéculo) se
realizo6 individualmente en 100 mL de jugo de manzana estéril
a 28°C durante 24 horas, los frascos se agitaron a 200 min™' en
un agitador orbital. Luego de centrifugar y separar las células,
los medios de fermentacion se inocularon con 1.0+0.1 gramos
de células en peso humedo.

Anadlisis sensorial y estadistico

El analisis sensorial de las cuatro bebidas fermentadas se
realizé mediante el método de rangos positivos de Buxbaum.
Este método se basa en la evaluacion de cuatro atributos
sensoriales (color, limpidez, olor y sabor), cada uno con rangos
de puntuacion fijos maximos (color=2, limpidez=2, olor=4,
sabor=12), que en total suman 20 puntos. Con la finalidad
de evaluar solamente el olor y sabor se ha omitido evaluar el
color y la limpidez otorgando a cada uno de ellos el puntaje
maximo. Las muestras fueron evaluadas por un panel de 6
jueces hombres entre 25 y 30 afios de edad. Se seleccionaron
aquellos con experiencia en evaluacion sensorial. El analisis
sensorial se ha realizado segiin Meilgaard et al**. Con la
finalidad de determinar si existe diferencia estadisticamente
significativa (P<0.01) entre las medias de los tratamientos
tanto en el olor y sabor se ha utilizado el analisis de varianza
(ANOVA). Para determinar cuéles tratamientos son diferentes
estadisticamente significantes (P<0.05) se ha utilizado la
prueba de rangos multiples de Duncan. El software SPSS 13.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) fue utilizado para el analisis
estadistico de los resultados.

Cultivo batch en biorreactor

Este experimento se realiz6 con la finalidad de evaluar
la influencia del oxigeno del aire en el metabolismo de
Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2, paralo cual se utilizo
jugo de manzana de la variedad Rubin con un contenido de
solidos totales de 13 % en peso y pH 3.8. Las manzanas fueron
adquiridas de la distribuidora de frutas y hortalizas Fruit-CZ,
Praga, Republica Checa. Luego de la extraccion, el jugo se
coloco en frascos de 10 L y se pasteurizo en un termostato a
6570 °C durante 12 horas (incluyendo el tiempo de enfriado)
con la finalidad de eliminar la flora microbiana y ademas todos
los compuestos volatiles varietales***. El jugo de manzana se
suplement6 con KH,PO, 1,2 g/L y (NH,),SO, 1,2 g/L como
fuente de fosforo y amonio para promover el crecimiento
de las células de 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 regulacion y medicion
micro-DCU-300 y ademas estuvo equipado con un agitador,
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medidor de pH, termémetro y un electrodo de medicion de
oxigeno disuelto. Los parametros considerados en el cultivo
se mantuvieron constantes a lo largo del proceso y fueron:
temperatura 18 °C, frecuencia de agitacion 300 min™ y flujo
de aire 25 I/h (0.2 moles O,/h). El tiempo de cultivo se dejo
hasta el incremento de la concentracion de oxigeno disuelto
en el medio a su valor inicial.

El indculo se propagd en un medio sintético con la siguiente
composicion: glucosa 8.0 g/L; peptona 10.0 g/L; KH,PO, 1.2
g/L; (NH,),SO, 1.2 g/L y extracto de levadura 10.0 g/L, el pH
se ajusto a 3.6. Un volumen de medio equivalente al 5 %v/v
del medio de cultivo se utilizo para la propagacion de células
y se llevo a cabo en un agitador orbital a 150 min' durante
48 horas a 28 °C, luego de ello se centrifugd y las células
obtenidas se inocularon en el biorreactor.

Métodos analiticos

Los compuestos volatiles producidos durante la fermentacion
(alcoholes superiores y ésteres) se analizaron en un
cromatografo de gases (Hewlett-Packard 5890II), equipado
con una columna HP5 (30 m x 0.32 mm) y un detector de
ionizacién de flama.

Las muestras fermentadas por triplicado se centrifugaron
y filtraron en una membrana de microfiltracion de 0.45 pm
de porosidad, luego se extrajeron los compuestos volatiles
mediante el método de microextraccion con diclorometano®.
Para la cuantificacion se utilizo el método del estandar interno.
Se determinaron los factores de respuesta del estandar interno
(1-hexanol) y de cada compuesto para la cuantificacion
del compuesto volatil en la muestra. 1 pL de cada extracto
conteniendo una concentracion conocida del estandar interno
se inyectd en el cromatografo.

El acido acético, succinico, malico, etanol, glicerol, fructosa
y glucosa se analizaron en un HPLC (Pump LCP 4000),
equipado con una columna Watrex 250 x 8 mm (Ostion LGKS
0800 H*) y un detector de indice de refraccion. En el analisis
se utilizo 0.005 M de H,SO, como fase movil 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. Para la
cuantificacion de compuestos se utilizé el método del estandar
externo.

La biomasa celular se determiné mediante gravimetria. Para
ello, las células se separaron por centrifugacion a 3000 min™'
durante 10 minutos, se lavaron tres veces con agua destilada,
luego se secaron a 110 °C durante 2 horas y finalmente se
pesaron. Ademas, se determinaron el coeficiente global
de rendimiento de biomasa Y, y la tasa de crecimiento
especifico (n) respectivamente®’.

DiscusiON DE RESULTADOS

Sintesis de compuestos de importancia sensorial
Durante la fermentacion alcoholica se produce etanol y otros
compuestos quimicos de importancia sensorial. En la Tabla I
se muestran las concentraciones de los compuestos producidos
en la fermentacion mixta entre Brettanomyces intermedius
RIVE 2-2-2 y Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 en
cultivo estatico y agitado, asi mismo se muestra con fines
de comparacion los principales compuestos encontrados en
sidras reportados en la bibliografia. Se ha observado una
mayor produccién de glicerol en cultivo estatico (2.5+0.6g/L)
comparado con el cultivo agitado (0.53+0.1g/L), y una ligera
menor produccion comparado con el cultivo puro esttico de S.
cerevisiae (2.9+0.8g/L). La mayor produccion de glicerol esta
confinada a la cepa de S. cerevisiae. Una mayor produccion
de glicerol es favorable para el perfil sensorial de la bebida
fermentada, ya que imparte un ligero sabor dulce®.

Con respecto a la produccion total de alcoholes superiores se
observa que en el cultivo agitado se produjo mayor cantidad
(1.009g/L) comparado con el cultivo estatico (516.2mg/L); la
mayor produccion se debe al efecto del oxigeno incorporado al
medio durante la agitacion. El oxigeno promueve una mayor
utilizacion de glucosa y aminoacidos, cuya degradacion
produce compuestos intermediarios (cetoacidos) de la sintesis
de alcoholes superiores®. Estudios publicados anteriormente
por el autor también reportaron la influencia de la agitacion del
medio en el incremento de alcoholes superiores por especies
de levaduras no-Saccharomyces®*!. Resultados interesantes
se obtuvieron en nuestro estudio al comparar el cultivo mixto
con el cultivo puro (Tabla I), asi se observd que, la cantidad
total de alcoholes superiores producido en el cultivo estatico
(556.1mg/L) no difiere mucho con la cantidad producida en
el cultivo mixto (516.2 mg/L), sin embargo, se observd lo
contrario en el cultivo mixto agitado donde se produjo hasta
tres veces mas la cantidad de alcoholes superiores que en el
cultivo puro agitado (315.4 mg/L).

Los ésteres imparten el aroma frutal en las bebidas
fermentadas, por esa razon su presencia determina en parte la
calidad sensorial. Etil acetato es el éster de mayor importancia
por su concentracion. Como se muestra en la Tabla I, la mayor
produccion de etil acetato se produjo en el cultivo mixto
agitado (122.0+5.0 mg/L). Nuestros resultados concuerdan
con lo reportado por Rojas et al*® quienes reportaron que la
aireacion (agitacion) del medio promueve una mayor sintesis
de etil acetato. Asi mismo, la tasa de formacion del etil acetato
estd relacionada con la disponibilidad del 4cido acético, etanol
y ademas de la actividad de la acetiltransferasa y éster sintasa
necesarios para su formacion?-*. Por el contrario, S. cerevisiae
tanto en el cultivo puro estatico como en el agitado produjo
menores cantidades (51.0£5.0 mg/L y 75.0+4.0 mg/L) de etil
acetato respectivamente. Se considera que el etil acetato en altas
concentraciones a las deseadas afecta negativamente la calidad
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[ compuostos | 33315 e RIVE e | RV et | Compuets mlades o
(mg/L) ‘ . - - - sidras fermentadas con
Agitado Estitico Agitado Estatico Saccharomyces cerevisiae
Glicerol * 0.53+£0.1 2.5+0.6 0.11+0.4 29+0.8 4.05+0.13%2.59 + 1.7
1-Propanol 50.0+5.0 43.0+6.0 6.0+£0.6 27.0+3.6 20.01 £0.35%27.3 £ 13.0°
1-Butanol 6.0+ 1.0 47+1.5 17.4+£2.0 8.6+1.8 6.99 +0.04% 6.1 £0.7¢
2-Butanol 2.0+ 1.0 25+0.5 2.0+0.5 1.5+0.5 -
2-Metil-propanol 274.0 £ 10.0 149.0+ 8.0 47.0£3.5 70.0 4.5 22.17 £ 0.08% 34.8 + 8.9°
3-Metil-butanol 273.0+£11.0 182.0 £ 8.0 123.0 £ 8.0 268.0£9.0 232.00 + 13.80¢
2-Metil-butanol 215.0+ 8.0 107.0+ 6.0 93.0+ 6.5 159.0+6.0 94.8+0.2% 173.0 £ 41.1"
2-feniletanol 189.0+6.0 28.0+4.0 27.0+3.0 22.0+3.0 7.8 £0.39% 131.5 + 55.3¢
Etil acetato 122.0+5.0 102.0 £ 8.0 75.0+4.0 51.0+5.0 231.06 +33.09% 114.6 = 35.5¢
Butil acetato n.d tr n.d 50+1.2 0.27 £0.02¢
Isoamilacetato n.d n.d n.d n.d 16.66 + 1.0¢
Etil decanoato 15.0£2.0 6.7+1.2 59+1.2 53+0.8 1.50 £0.09°
Acido acético 94.0 £10.0 333.0+11.5 51.0+£4.5 266.0 £8.5 [900.0 +140.0°% 282.93 +£16.9¢
Acido succinico* 1.61+0.2 09+0.14 1.32+0.2 0.77+0.22 200.0 + 30.0° 0.5 + 0.06¢
*g/L., tr.: trazas., n.d: no detectado., *Resultados obtenidos en este estudio. *Valores de sidras fermentadas con S.cerevisiae®. “Valores de
sidras analizadas en el afio 1998%. ¢Valores de sidras fermentadas con S.cerevisiae®. *Valores promedios®. *Contenido de alcoholes amilicos:

Q-Metil-butano1+2-Meti1-butan0162*63. Compuestos no reportados (-).

J

Tabla I. Compuestos de importancia sensorial producidos en cultivo mixto con Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2 y
Saccharomyces cerevisiae RIVE 15-1-416 cultivados en jugo de manzana a 28 °C en condiciones de cultivo estatico y agitado.

de los vinos confiriéndoles un olor y aroma desagradable®. Lo
mismo ocurre en sidras, una alta cantidad de etil acetato otorga
un intenso aroma y olor acético, lo cual se considera de baja
calidad®. Estudios han reportado la produccion de etil acetato
y etil decanoato por B. intermedius®.

El acido acético es otro metabolito importante para la
calidad sensorial de bebidas alcohdlicas fermentadas. Como
se observa en la Tabla I, la mayor produccion de acido
acético se produjo en el cultivo estatico (333.0+11.5 mg/L)
comparado con el cultivo agitado (94.0+10.0 mg/L). Similar
comportamiento se observo en el cultivo puro donde la
maxima produccion de acido acético se produjo en el cultivo
estatico (266.0+8.5 mg/L). Estos resultados son diferentes a lo
esperado ya que Brettanomyces spp., es conocido por producir
altas concentraciones de acido acético causando defectos
organolépticos en bebidas fermentadas®. Sin embargo, el
mismo autor también ha reportado que algunas cepas de
algunas especies de Bretanomyces no producen acido acético

en condiciones de limitacion de oxigeno. Por otra parte,
Aguilar-Uscanga et al.'® reportd una minima produccion de
acido acético (25 mg/L) en condiciones anaerobias.

Estudios realizados por otros autores con cultivos mixtos
reportaron que durante los primeros diez dias de la
fermentacion, S. cerevisiae es dominante y al final de
la fermentacion especies de Brettanomyces entre ellas
B. intermedius se vuelven dominantes y completan la
fermentacion cuando la concentracion de etanol es alta y el
azucar es residual®®. Abbott et al.>® también reportd que durante
los primeros dias de la fermentacion S. cerevisiae crece mas
rapido que B. intermedius, y s6lo cuando la concentracion
de acido acético es suficiente para afectar la actividad de S.
cerevisiae, B. intermedius crece mas rapido. Uscanga et al.*
reportd que en concentraciones relativamente altas de acido
acético disminuye el crecimiento y la actividad fermentativa
de S. cerevisiae. Esto explicaria en parte el por qué en cultivo
mixto no se ha observado una real influencia de Brettanomyces
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intermedius RIVE 2-2-2 durante la fermentacion en términos
de produccion de acido acético y otros metabolitos.

Las fermentaciones realizadas en matraces Erlenmeyer
agitados y tapados con algodon son consideradas como
microaerobias, debido a que presentan limitaciones en la
transferencia de oxigeno desde el exterior hacia el interior®”,
estas condiciones crean un medio cuasi anaerobio para
Saccharomyces cerevisiae y limitaria por otro lado la
formacion de acido acético por Brettanomyces intermedius.
Asi mismo, en fermentaciones no agitadas las células que
estan en el fondo del matraz donde las condiciones son
mas anaerobias, realizan una fermentacion anaerobia débil
y aquellas expuestas al oxigeno de la superficie realizan
una fermentacién aerobia en proporcion a la cantidad de
oxigeno disuelto en el medio. A medida que el oxigeno es
consumido, la actividad fermentativa de estas células decrece.
Asi, las células se adaptan lentamente a las condiciones
anaerobias del medio y la fermentacion anaerobia se establece
paulatinamente. En estas condiciones, la produccion de etanol
en aerobiosis sucede a una velocidad mas rapida comparada
con la fermentacion anaerobia.

La temperatura de fermentacion influye en su duracion, ya
que afecta el metabolismo de la levadura. Se han reportado
que fermentaciones realizadas a 30 °C con especies de
Brettanomyces terminaron entre 3—5 dias, mientras que a 24
°C requirieron de 57 dias®.

El analisis de varianza (ANOVA) aplicado a los resultados
de la prueba Buxbaum mostr6 diferencias estadisticamente
significativas (P<0.01) en todas las medias de los cuatro
tratamientos tanto enel olory el sabor. Asi mismo, los resultados
de la prueba Duncan mostraron diferencias significativas
(P<0.05) en el olor entre todos los tratamientos, excepto entre
las bebidas fermentadas estaticamente en cultivo mixto y puro.
En lo que se refiere al sabor, todos los tratamientos mostraron
diferencias estadisticas significativas. Con respecto a la
descripcion del aroma, los jueces describieron a las bebidas
con un aroma caracteristico a manzana, excepto para la bebida
fermentada con cultivo mixto en agitacion, refiriéndose a ésta
como a “medicinal” y algunas veces como a “condimentado”.

Cultivo batch en biorreactor

El oxigeno es el factor mas importante que determina la
actividad fermentativa en Brettanomyces spp. La Figura 2
muestra el transcurso del consumo de oxigeno, el crecimiento
celular y la variacion del pH durante 7 dias de cultivo en
condiciones aerobias. Como se observa, después de la 20**
hora la concentracion de oxigeno disuelto en el medio
disminuy6 hasta cero y asi permanecié hasta la 140** hora.
Esto significa que el oxigeno transferido al medio ha sido
consumido en su totalidad, sin embargo, este valor no da
informacion de la tasa de consumo de oxigeno. El oxigeno

es poco soluble en agua pura (9.1 mg/L, 20 °C) y a medida
que la temperatura o la viscocidad del medio se incrementa, la
solubilidad disminuye. La transferencia de oxigeno al medio
es crucial y depende de muchos factores, entre ellos; el flujo
de aire, la velocidad de agitacion, la composicion del medio,
la geometria del biorreactor, entre otros. Normalmente, el
oxigeno consumido es utilizado en la oxidacion de la glucosa,
pero también en vias no respiratorias como en la sintesis de
esteroles y acidos grasos insaturados que son componentes
esenciales de la membrana celular®. Ademas, se observo el
efecto de diauxia, que también ha sido reportado anteriomente
en levaduras del género Brettanomyces®. El crecimiento
diatixico se observa cuando se cultiva en medios que contienen
dos fuentes de aztcar (glucosa+sucrosa)®, siendo la glucosa
consumida en primer término. Cuando la glucosa y la fructosa
estan presentes en el medio, existe una competencia por su
utilizacion, sin embargo el consumo de glucosa se inicia de
inmediato seguido de la fructosa para después ser utilizados
ambos azlcares de manera casi simultanea®!, tratando de
explicar este fenomeno, se ha sugerido la competicion del
mismo transportador por estos dos azlicares.
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Figura 2. Cultivo batch de Brettanomyces intermedius RIVE
2-2-2 en biorreactor a 18 °C y con flujo de aire de 25 I/h.

Asi mismo, se ha observado el incremento gradual de
biomasa alcanzando un valor de 11.38 g biomasa seca/L al
final del cultivo (Tabla II). El azticar consumido es utilizado
en el crecimiento celular, en procesos como “maintenance”,
o en la formacion de productos de la fermentacion. En los
compuestos producidos se observan pequefias cantidades de
etanol (0.34+0.1 g/L), y ademas ausencia del acido acético.
Las bajas concentraciones de etanol se deben a que el oxigeno
limita su produccién contrariamente a la produccion del
acido acético. Sin embargo, la ausencia del acido acético
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/Concentraci()n inicial de compuestos (g/L) A
Azicares (fructosat+glucosa+sucrosa) ac. malico
129.05 5.02
Compuestos finales (g/L)
(glucosa+fructosa) etanol glicerol ac. acético ac. succinico  ac. malico
81.2 0.34+0.1 1.3+0.05 0.0 0.0 5.02
Alcoholes superiores y etil acetato producidos (mg/L)
2-metil 3-metil 2-metil Etil
1-propanol propil acetato propanol butanol butanol acetato
1.4+0.2 0.0 0.4+0.1 1.6+0.1 1.0+0.1 1.8+0.2
Aziicar utilizado (S), biomasa final (X), rendimiento (Y, , Y, ), tasa esp. crecimiento (n)
S X YX/S YE/S “
47.85 11.38 0.24 0.0 0.05
Y, g biomasa/g aziicar; Y ¢: g etanol/g aztcar; w: tasa especifica de crecimiento (h'); X: biomasa seca final (g/L); S: azicar total consumido

\(g/L).

J

Tabla Il. Compuestos utilizados y producidos por Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2 durante el cultivo batch a 18°C.

bajo estas condiciones es un fenomeno no esperado. Sin
embargo, Abbott et @l ha reportado que algunas especies
de Brettanomyces no producen acido acético cuando son
cultivados en medios con concentraciones altas de azucar y
bajo condiciones aerobias de cultivo. Por otro lado, se han
observado bajas concentraciones de l-propanol, 2-metil-
propanol, 3-metil-butanol, 2-metil-butanol y etil acetato.
La presencia de etil acetato (1.8+£0.2 mg/L) indica que se ha
producido acido acético durante el cultivo. Asi mismo, los
valores bajos de rendimiento de biomasa (0.24 g biomasa
seca/g azucar utilizado) indicaria que el catabolismo de la
glucosa ha sido fermentativo. Este resultado concuerda con
lo observado por Silva ef al.”® quien report6 valores similares
de rendimiento.

Ademas, se observd una tasa de crecimiento especifico
() de 0.05 h''. Valores bajos de tasa de crecimiento son
observados tipicamente en fermentaciones, asi Brettanomyces
intermedius RIVE 2-2-2 en presencia de azucar residual (81.2
g/L) muestra atin crecimiento y produccion de metabolitos
de la fermentacion. Por otro lado, no se ha observado una
disminucion del contenido de 4cido malico, lo que significa
que el oxigeno no estimula su consumo.

CONCLUSIONES
La agitacion durante el cultivo mixto con Brettanomyces
intermedius RIVE 2-2-2 y Saccharomyces cerevisiae RIVE

15-1-416 disminuye la producciéon de glicerol e incrementa
el balance total de alcoholes superiores y etil acetato. Asi
mismo, la agitacion parece no influir en la produccion de
acido acético por Brettanomyces intermedius RIVE 2-2-2, asi,
la mayor produccion de acido acético se observo en cultivo
estatico. En comparacion con el cultivo puro de S. cerevisiae
RIVE 15-1-15 se observo un efecto similar de la agitacion en
la produccién de compuestos de la fermentacion.

Por otra parte, en el cultivo en biorreactor no se ha observado
la produccion de acido acético al final del cultivo pero si
pequeiias cantidades de etanol, alcoholes superiores y etil
acetato. Los valores bajos de rendimiento (Y ) y tasa de
crecimiento especifico (p) estan correlacionados con su lento
crecimiento bajo estas condiciones. Finalmente, se requieren
estudios adicionales sobre la influencia de la aireacion en la
actividad fermentativa de Brettanomyces intermedius con la
finalidad de dilucidar su comportamiento en cultivos mixtos
con otras levaduras.

AGRADECIMIENTOS

Los autores agradecen al Instituto de Investigacion de
Viticultura y Enologia, Bratislava, Republica Eslovaca por
proporcionarnos las cepas de levadura usadas en este estudio.




junio, 2014

Estela-Escalante, W.D. et al.: Efecto de la aireacion durante la fermentacion de sidra 13

REFERENCIAS
1. Fugelsang, K.C., Osborn, M.M. & Muller, C.J. Brettanomyces

and Dekkera. Implications in winemaking. In: Beer and wine
production: analysis, characterization and technological
advances, (eds. Gump, B.H.), 110-131. (American Chemical
Society, Washington DC, 1993).

2. Morrissey, W.F., Davenport, B., Querol, A. & Dobson, A.D.W.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

The role of indigenous yeasts in traditional Irish cider
fermentations. Journal of Applied Microbiology 97, 647—
655 (2004).

Renouf, V. & Lonvaud-Funel, A. Development of an enrichment
medium to detect Dekkera/Brettanomyces bruxellensis,
a spoilage wine yeast, on the surface of grape berries.
Microbiology Research 162, 154—167 (2007).

Martorell, M., et al. Molecular typing of the yeast species
Dekkera bruxellensis and Pichia guillermondii recovered
from wine related sources. International Journal of Food
Microbiology 106, 79-84 (2006).

Dias, L., et al. Identification of yeasts isolated from wine-related
environments and capable of producing 4-ethylphenol. Food
Microbiology 20, 567-574 (2003).

Verachtert, H. & Dawoud, E. Microbiology of lambic-type beers.
Journal of Applied Bacteriology 57, R11-R12 (1984).

Martens, H., Iserentant, D. & Verachtert, H. Microbiological
aspects of a mixed yeast-bacterial fermentation in the
production of a special Belgian acidic ale. Journal of the
Institute of Brewing 103, 85-91 (1997).

Flores, C.L., Rodriguez, C., Petit, T. & Gancedo, C. Carbohydrate
and energy-yielding metabolism in non-conventional yeasts.
FEMS Microbiology Reviews 24, 507-529 (2000).

van Dijken, J.P. & Scheffers, W.A. Redox balances in the
metabolism of sugars by yeasts. FEMS Microbiology
Reviews 32, 199-224 (1986).

De Deken, R.H. The Crabtree effect and its relation to the petite
mutation. Journal of Genetic Microbiology 44, 157-165
(1966a).

De Deken, R.H. The Crabtree effect: a regulatory system in yeast.
Journal of Genetic Microbiology 44, 149-156 (1966b).

Verstrepen, K.J., ef al. Glucose and sucrose: hazardous fast-food
for industrial yeast? Trends in Biotechnology 22, 531-537
(2004).

Silva, P., Cardoso, H. & Geros, H. Studies on the wine spoilage
capacity of Brettanomyces/Dekkera spp. American Journal
of Enology and Viticulture 55(1), 6572 (2004).

Scheffers, W.A. & Wiken, T.O. The Custer effect (negative
Pasteur effect) as a diagnostic criterion for the genus
Brettanomyces. Antonie van Leeuwenhoek: Yeast Symposium
35, 31S-32S (1969).

Wijsman, M.R., van Dijken, J.P., van Kleeff, B.H.A. & Scheffers,
W.A. Inhibition of fermentation and growth in batch cultures
of the yeast Brettanomyces intermedius upon a shift from
aerobic to anaerobic conditions (Custers effect). Antonie van
Leeuwenhoek 50, 183—192 (1984).

Ciani, M., Maccarelli, F. & Fatichenti, F. Growth and fermentation
behaviour of Brettanomyces/Dekkera yeasts under different
conditions of aerobiosis. World Journal of Microbiology and
Biotechnology 19, 419—-422 (2003).

Ciani, M. & Ferraro, L. Role of oxygen on acetic acid production
by Brettanomyces/Dekkera in winemaking. Journal of the

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Science of Food and Agriculture 75, 489-495 (1997).

Aguilar-Uscanga, M.G., Delia, M.L. & Strehaiano, P.
Brettanomyces bruxellensis: effect of oxygen on growth and
acetic production. Applied Microbiology and Biotecnology
61, 157-162 (2003).

Geros, H., Azevedo, M.M. & Cassio, F. Biochemical studies on
the production of acetic acid by the yeast Dekkera anomala.
Food Technology and Biotechnology 38, 59—-62 (2000).

Galafassi, S., et al. Dekkera/Brettanomyces yeasts for ethanol
production from renewable sources under oxygen-limited
and low-pH conditions. Journal of Industrial Microbiology
and Biotechnology 38(8), 1079 — 1088 (2011).

Postma, E., Verduyn, C., Scheffers, W.A. & van Dijken, J.P.
Enzymic analysis of the Crabtree effect in glucose-limited
chemostat cultures of Saccharomyces cerevisiae. Applied
and Environmental Microbiology 55, 468—477 (1989).

Prior, B.A. & Hohmann, S. Glycerol production and
osmoregulation. In: Yeast Sugar Metabolism, (eds.
Zimmermann, F.K. & Entian, K.D), 313-337. (Technomic
Publishing, Lancaster, 1997).

Vriesekoop, F., Haass, C. & Pamment, N.B. The role of
acetaldehyde and glycerol in the adaptation to ethanol stress
of Saccharomyces cerevisiae and other yeasts. FEMS Yeast
Research 9(3), 365-371 (2009).

Carrascosa, J.M., Viguera, M.D., Nuiiez de Castro, I. & Scheffers,
W.A. Metabolism of acetaldehyde and Custers effect in the
yeast Brettanomyces abstinens. Antonie van Leeuwenhoek
47,209-215 (1981).

Freer, S.N. Acetic acid production by Dekkera/Brettanomyces
yeast. World Journal of Microbiological Biotechnology
18(3), 271-275 (2002).

Lambrechts, M.G. & Pretorius, 1.S. Yeast and its importance to
wine aroma-—a review. South African Journal of Enology and
Viticulture 21, 97-129 (2000).

Swiegers, J.H. & Pretorius, I.S. Yeast modulation of wine flavour.
Advances in Applied Microbiology 57, 131-175 (2005).

Suomalainen, H. Yeast esterase and aroma esters in alcoholic
beverages. Journal of the Institute of Brewing 87, 296-300
(1981).

Yoshioka, K. & Hashimoto, N. Ester formation by alcohol
acetyltransferase from brewer’s yeast. Agricultural and
Biological Chemistry 45,2183-2190 (1981).

Mason, A.B. & Dufour, J.P. Alcohol acetyltransferases and the
significance of ester synthesis in yeast. Yeast 16(4), 1287—
1298 (2000).

Lilly, M., Lambrechts, M.G. & Pretorius, [.S. Effect of
increased yeast alcohol acetyltransferase activity on flavor
profiles of wine and distillates. Applied and Environmental
Microbiology 66, 744—753 (2000).

Fujii, T., et al. Molecular cloning, sequence analysis, and
expression of the yeast alcohol acetyltransferase gene.
Applied and Environmental Microbiology 60, 2786-2792
(1994).

Rojas, V., ef al. Measurement of alcohol acetyltransferase and
ester hydrolase activities in yeast extracts. Enzyme and
Microbial Technology 30, 224-230 (2002).

Tabachnick, J. & Joslyn, M.A. Formation of esters of yeast. 1.
The production of ethyl acetate by standing surface cultures
of Hansenula anomala. Journal of Bacteriology 65, 1-9
(1953).




14

TIP Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol.

Vol. 17, No. 1

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Fredlund, E., Blank, L.M., Sauer, U. & Passoth, V. Oxygen and
glucose dependent regulation of central carbon metabolism
in Pichia anomala. Applied and Environmental Microbiology
70, 5905-5911 (2004).

Rojas, V., Gil, J.V,, Pinaga, F. & Manzanares, P. Studies on
acetate ester production by non-Saccharomyces wine yeasts.
International Journal of Food Microbiology 70, 283-289
(2001).

Davies, R., Falkiner, E.A., Wilkinson, J.F. & Peel, J.L. Ester
formation by yeast. 1. Ethyl acetate formation by Hansenula
species. Biochemical Journal 49, 58—60 (1951).

Romano, P. & Suzzi, G. Higher alcohol and acetoin production
by Zygosaccharomyces wine yeasts. Journal of Applied
Bacteriology 75, 541-545 (1993).

Romano, P., Suzzi, G., Comi, G. & Zironi, R. Higher alcohol and
acetic acid production by apiculate wine yeasts. Journal of
Applied Bacteriology 73, 126— 130 (1992).

Zironi, R., et al. Volatile metabolites produced in wine by mixed
and sequential cultures of Hanseniaspora guilliermondii
or Kloeckera apiculata and Saccharomyces cerevisiae.
Biotechnology Letters 15, 235-238 (1993).

Ouchi, K., Yamamoto, Y., Takagishi, M. & Akiyama, H.
Regulation of isoamyl alcohol formation via Ehrlich pathway
in Saccharomyces cerevisiae. Journal of Fermentation
Technology 58, 301-309 (1980).

Fugelsang, K.C. & Zoecklein, B.W. Population dynamics and
effects of Brettanomyces bruxellensis strains on Pinot noir
(Vitis vinifera L.) wines. American Journal of Enology and
Viticulture 54, 294-300 (2003).

Meilgaard, M., Civille, G.V. & Carr, B.T. Sensory Evaluation
Techniques. Chapter III, (3¢ edition), 22-35. (CRC Press,
Boca Raton, New York, 1999).

El-Nemra, S.E., Ismaila, [.A. & Askar, A. Aroma changes in
mango juice during processing and storage. Food Chemistry
30(4), 269-275 (1988).

Su, S.K. & Wiley, R.C. Changes in apple juice flavor compounds
during processing. Journal of Food Science 63(4), 688691
(1998).

Ortega, C., Lopez, R., Cacho, J. & Ferrerira, V. Fast analysis
of important wine volatile compounds: Development and
validation of a new method based on gas chromatography-
flame ionization detection analysis of dichloromethane
micro extracts. Journal of Chromatography A 923, 205-214
(2001).

van Hoek, P., van Dijken, J.P. & Pronk, J.T. Effect of specific
growth rate on fermentative capacity of Baker’s yeast.
Applied and Environmental Microbiology 64(11), 4226—
4233 (1998).

Nieuwoudt, H.H., Prior, B.A., Pretorius, I.S. & Bauer, F.F.
Glycerol in South African table wines: an assessment of
its relationship to wine quality. South African Journal of
Enology and Viticulture 23, 22-30 (2002).

Valero, E., et al. Higher alcohols and esters production
by Saccharomyces cerevisiae. Influence of the initial
oxygenation of the grape must. Food Chemistry 78, 57-61
(2002).

Estela, W., ef al. Study and analysis of metabolites of sensorial
importance produced by non-Saccharomyces yeasts. In:
27" World Congress on Vine and Wine and 82" General
Assembly of the International Office of Vine and Wine-OIV

51,

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

(Bratislava, Slovak Republic, 24-28 June 2002).

Estela, W., Rychtera, M., Melzoch, K. & Egoavil, E. Synthesis
of compounds of sensory importance by Saccharomyces and
non-Saccharomyces yeast during cider fermentation. In: 6°
Simposio internacional de alcoholes y levaduras (Bogota,
Colombia, 20-22 Junio 2007).

Lafon-Lafourcade, S. Wine and brandy. In: Biotechnology, Vol.
5 (eds. Rehm, H.J. & Reed, G), 81-163. (Verlag Chemie,
Weinheim, Federal Republic of Germany, 1983).

Williams, A.A. Flavour research and the cider industry. Journal
of the Institute of Brewing 80, 455-470 (1974).

Renouf, V., et al. Interactions between Brettanomyces
bruxellensis and other yeast species during the initial stages
of winemaking. Journal of Applied Microbiology 100, 1208—
1219 (2006).

Abbott, D.A., Hynes, S.H. & Ingledew, W.M. Growth rates
of Dekkera/Brettanomyces yeasts hinder their ability to
compete with Saccharomyces cerevisiae in batch corn mash
fermentations. Applied Microbiology and Biotechnology 66,
641-647 (2005).

Uscanga, M.G., Delia, M.L. & Strehaiano, P. Brettanomyces
bruxellensis effect of oxygen on growth and acetic acid
production. Applied Microbiology and Biotechnology 61(2),
157-162 (2003).

Tolosa, L., Kostov, Y., Harms, P. & Rao, G. Noninvasive
measurement of dissolved oxygen in shake flasks.
Biotechnology and Bioengineering 80(5), 594-597 (2002).

Gupta, A. & Rao, G.A. Study of oxygen transfer in shake flasks
using a non-invasive oxygen sensor. Biotechnology and
Bioengineering 84(3), 351-358 (2003).

Rosenfeld, E. & Beauvoit, B. Role of the non-respiratory
pathways in the utilization of molecular oxygen by
Saccharomyces cerevisiae. Yeast 20, 1115-1144 (2003).

Blondin, B., Ratomahenina, R., Arnoud, A. & Galzy, P.
Purification and properties of the B-glucosidase of a yeast
capable of fermenting cellobiose to ethanol: Dekkera
intermedia van Der Walt. Applied Microbiology and
Biotechnology 7, 1-6 (1993).

Barbin, P., et al. Diversity in spoilage yeast Dekkera/
Brettanomyces bruxellensis isolated from French red wine.
Assessment during fermentation of synthetic wine medium.
Journal of the Institute of Brewing 114(1), 6975 (2008).

Suérez Valles, B., et al. Analytical differentiation of cider
inoculated with yeast (Saccharomyces cerevisiae) isolated
from Asturian (Spain) apple juice. LWT Food Science and
Tecnology 38, 455-461 (2005).

Picinelli, A., et al. Chemical characterization of Asturian cider.
Journal of Agricultural and Food Chemistry 48, 3997—4002
(2000).

Jarvis, B., Forster, M.J. & Kinsella, W.P. Factors affecting
the development of cider flavour. Journal of Applied
Bacteriology 79, 55—18S (1995).

Wang, L., Xu, Y., Zhao, G. & Li, J. Rapid analysis of flavor
volatiles in apple wine using Headspace Solid-Phase
microextraction. Journal of the Institute of Brewing 110(1),
57-65 (2004).

Beeftink, H.H., van der Heijden, R.T.J.M. & Heijnen, J.J.
Maintenance requirements: Energy supply from simultaneous
endogenous respiration and substrate consumption. FEMS
Microbiology Letters 73(3), 203-209 (1990).




