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RESUMEN
Querétaro cuenta con condiciones agroecoldgicas adecuadas para la

produccion de manzana. Sin embargo, la baja calidad del fruto propicia pérdidas
econdémicas importantes. Para lograr un mejor aprovechamiento se propone la
elaboracion de la sidra, bebida alcohdlica obtenida de la fermentacion del jugo de
manzana. El objetivo del trabajo fue determinar las caracteristicas fisicas, quimicas
y sensoriales, asi como el tipo de compuestos volatiles presentes en sidras
elaboradas con dos cultivares de manzana a partir de levaduras nativas
seleccionadas en la region productora de Querétaro. Se evalud el comportamiento
fermentativo de las cepas y se realizaron los analisis fisicos y quimicos de las sidras
tranquilas. Para un segundo experimento se selecciond la cepa 436.4 para la sidra
base, y se probaron cuatro levaduras para la segunda fermentacion, midiendo la
evolucion de la presién en la botella. Al final de la fermentacion se realizaron los
analisis fisicos y quimicos de las sidras espumosas, junto a una evaluacion sensorial
de los tratamientos y el andlisis de compuestos volatiles mediante Cromatografia de
gases (CG). Las sidras tranquilas elaboradas con las levaduras nativas mostraron
comportamientos fermentativos comparables a los de la cepa K1-V1116, y
superiores a los obtenidos con la microbiota nativa, con menor AV (MM7 y 436.4
con 0.07 y RY5 con 0.08 g acido acético L") que K1-V1116 en ambas variedades.
Para la evolucion de la presion, ‘Red Delicious’ obtuvo mayores valores (de 3.1 atm
para MM7 a 4.0 atm con RY5) que ‘Golden Delicious’ (de 2.6 atm en 436.4 a 3.1
atm en K1-V1116), conun incremento de al menos 2 °GL en ambas variedades. En
la evaluacién sensorial en ‘Golden Delicious’ se obtuvieron diferencias (P<0.05) en
“fresco”, sobresaliendo K1-V1116 (SR=32.5) contrastando con RY5 (SR=14.5),
mientras que MM7 resulto menos “amargo” (SR=15.5). En ‘Red Delicious’ hubo
diferencias en olor a nivel “floral” y “fresco”, asi como en calidad gustativa en “dulce”,
destacando en las tres RY5 (SR=32, SR=30.5 y SR=32.5, respectivamente).
Finalmente, no se observaron diferencias en la produccion de compuestos volatiles
mayoritarios entre tratamientos. Se concluye que las cepas nativas seleccionadas
cuentan con potencial para ser usadas como cultivos iniciadores.

Palabras clave: manzana, Saccharomyces sp., sidra espumosa, compuestos
volatiles y analisis sensorial.



SUMMARY
Querétaro has adequate agroecological conditions for the production apple.

However, the low quality of the fruit leads to significant economic losses. In order to
obtain a better profit, cider making, an alcoholic beverage obtained from
fermentation of apple must is proposed. The objective of the work was to determine
the physical, chemical and sensory characteristics, as well as the type of volatile
compounds present in ciders made with two apple cultivars from selected native
yeasts in the Querétaro producing region. Fermentative behavior of the strains'was
evaluated and physical and chemical analyses of the quiet ciders.-In.a second
experiment, strain 436.4 was selected to obtain the base cider, and four yeasts were
tested for the second fermentation, measuring the evolution of the pressure in the
bottle. At the end of the second fermentation, physical and chemical analyses of the
sparkling ciders were realized; also a sensory evaluation and analysis of the volatile
compounds by gas chromatography (GC). Quiet ciders obtained with the native
selected yeast showed fermentative behaviors comparable with the strain K1-
V1116, but higher than those obtained with the native microbiota. Moreover, native
strains also produced less volatile acidity (MM7 and 436.4 with 0.07 and RY5 with
0.08 g acetic acid L") than the strain K1-V1116 in both apple varieties. For the
evolution of the pressure, 'Red Delicious' had higher values (from 3.1 atm for MM7
to 4.0 atm with RY5) than 'Golden Delicious' (2.6 atm in 436.4 to 3.1 atm in K1-
V1116), with an increase of at least 2 °GL in both varieties. In the sensory evaluation
in 'Golden Delicious' there are differences (P<0.05) in “fresh”, standing out K1-V1116
(SR=32.5) contrasting with RY5 (SR=14.5), where obtained MM7 was less “bitter”
(SR=15.5) In 'Red Delicious' there were differences in odor at the “floral” and “fresh”
level, as well as in taste quality in “sweet” were obtained, standing out in the three
RY5 (SR=32, SR=30.5 and SR=32.5, respectively). Finally, no differences were
observed in the production of major volatile compounds between treatments. It is
concluded that the selected native strains have the potential to be used as starter
cultures.

Key words: apple, Saccharomyces sp., sparkling cider, volatile compounds and
sensory analysis.
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. INTRODUCCION

México ocupa el 20° lugar en produccién de manzana en el mundo siendo
las principales variedades cultivadas: ‘Golden Delicious’, ‘Red Delicious’, ‘Gala’,
‘Rome Beauty’ y ‘Starking Delicious’(SAGARPA, 2017c). Dentro del territorio
nacional, el estado de Querétaro cuenta con climas y suelos favorables para la
produccion de manzana, principalmente en los municipios de San Joaquin,
Cadereyta, Amealco y Pinal de Amoles (Flores-Lui et al., 2017). Sin embargo, la
presencia de accidentes climatologicos y un deficiente manejo pos cosecha del
fruto, propicia pérdidas econdémicas importantes. La basqueda de alternativas para
el aprovechamiento industrial de esta fruta que no logré posicionarse en el mercado
como fruta fresca es una opcidn para resolver esta problematica. Siendo la sidra
espumosa tipo champafia una excelente alternativa, dadas las caracteristicas de la
manzana. La sidra espumosa es una bebida alcohoélica que se produce mediante
una segunda fermentacion en botella de la sidra base, la cual genera efervescencia
en la bebida al momento del servido. Ambas fermentaciones son llevadas a cabo
comunmente por levaduras del género Saccharomyces (Arthey & Ashurst, 1996;
Qin et al., 2018), las cuales tendran un efecto importante en la calidad de la sidra.
Las levaduras que realizan la primera fermentacion pueden provenir del ambiente
(nativas), o bien ser afiadidas deliberadamente al mosto (cepas seleccionadas),
mientras que aquellas que realizan la segunda fermentacion son inoculadas en la
sidra base. Los principales criterios para su seleccion son: tolerancia a la presion,
al alcohol, los sulfitos y a las bajas temperaturas, asi como alta capacidad
fermentativa y el disponer de elevada capacidad de floculacion o aglutinacién
(Herrero et al., 2010). Ademas de transformar los azlUcares en alcohol, las levaduras
liberan diferentes compuestos al medio extracelular que mejoran las caracteristicas

de la sidra, principalmente su perfil aromatico (Lobo et al., 2005).

Por otra parte, se sabe que el perfil sensorial de la sidra va a variar en
funcién del cultivar de manzana. Alberti et al. (2016) encontraron que sidras

elaboradas con las variedades ‘Gala’ y ‘Lis Gala’ contenian 24 a 52 % mas de
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concentracion de compuestos volatiles que las de la variedad ‘Fuji Suprema’. Dentro
de los principales compuestos volatiles presentes en la sidra se encuentran los
ésteres que aportan aromas afrutados y florales. Otros compuestos volatiles
producidos durante el envejecimiento son los alcoholes superiores, aldehidos,
acidos grasos y terpenos que, aunque se encuentren en concentraciones mas
bajas, llegan a tener gran relevancia a nivel sensorial (Le Quéré at el., 2006). Por
ejemplo, en las sidras, las altas concentraciones de alcoholes, particularmente el 2-
feniletanol, contribuyen de manera importante al sabor tipico de la bebida (“floral”)
(Beech 1972), mientras que el propanol, el butanol y el isobutanol aportan el olor
tipico de una bebida alcohdlica, mientras que el alcohol amilico y el alcohol
isoamilico aportan un aroma a “mazapan” o “platano”. Por otra parte, los terpenoides
son compuestos aromaticos que definen caracteristicas varietales en frutas,
produciendo aromas descritos como “rosa” y “floral” (Swiegers & Pretorius 2005).

Los aromas de la sidra pueden ser evaluados por métodos sensoriales o
bien por métodos instrumentales, a través de técnicas cromatograficas que permiten
la separacién y la cuantificacion de los compuestos volatiles (Qin et al., 2018).

En nuestro laboratorio se esta trabajando en la seleccion de levaduras
nativas para la elaboracion de sidra espumosa de manzana, basandose en criterios
clasicos de seleccion. Sin embargo, hasta ahora no se ha estudiado la influencia de
las levaduras seleccionadas sobre la presencia de los principales compuestos
volatiles en distintas variedades de manzana, por lo que el objetivo del presente
trabajo es determinarlas caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales, asi como el
tipo de compuestos volatiles presentes en sidras elaboradas con dos cultivares de
manzana a partir de levaduras nativas seleccionadas en la region productora de

Querétaro.



Il. REVISION BIBIOGRAFICA
2.1. Generalidades del manzano

2.1.1. Antecedentes y distribucion

2.1.1.1. Origen

El manzano (Malus domestica Borkh) es uno de los cultivos mas
importantes del mundo, domesticado y establecido desde hace miles de afos en
Asia y Europa. La distribucion del genero Malus se cree que se originé en los
Himalaya, india, Pakistan, las montafias del Caucésico, Asia menor y Asia central,
en este Ultimo se encuentra su antepasado M. sieversii, nativo de las regiones del
oeste de China y la antigua Union Soviética (Juniper at el., 1998).

Se cree que las antiguas rutas comerciales que unian a China con el Medio
Oriente y Europa facilitaron la dispersion de M. sieversii hacia el este y el oeste,
desde su origen en Asia Central (Harris et al., 2002; Velasco et al., 2010),
propiciando la dispersion de frutas y semillas (Harris et al., 2002; Hancock et al.,
2008). Como resultado de este movimiento, los hibridos podrian haber ocurrido al
este con especies nativas de China (M. baccata , M. mandshurica y M. prunifolia) y,
al oeste, con especies europeas (M. orientalis y M. sylvestris) ( Juniper et al., 1998;
Hancock et al., 2008).

Por otro lado, se ha encontrado evidencia arqueologica e histérica de los
frutos de manzana, que sugiere que ya se cultivaba durante la edad neolitica y la
época de bronce en toda Europa. Historiadores del Imperio Persa sugieren que las
manzanas fueron ampliamente distribuidas desde 500 A.C., desde la época en la
gue Alejandro el grande conquistd Persia en los afios 300 A.C., y donde también los
griegos estaban familiarizados con el arte de injertar. En los inicios del primer siglo
D.C gracias al ascenso del imperio Romano, el cultivo del manzano fue ampliamente
distribuido. Para el afio 1200 los cultivos de manzano eran cada vez mas populares
en toda Europa. En 1826 la Real sociedad de Horticultura de Inglaterra ya habia
reconocido al menos 1200 variedades, y hacia 1900 se convirti6 en uno de los
periodos mas populares de cultivos de manzana (Harris et al., 2002; Hancock et al.,
2008).



Mientras tanto en América, M. domestica fue introducida por primera vez
por sacerdotes espafioles en misiones de Chile y California en el siglo XVI, ademas
de en zonas templada de América central y del sur, 100 aflos después, desde
Iberoamérica, el manzano emigré a América del Norte y posteriormente a Africa y
Australia (CFIA, 2014).

2.1.1.2. Importancia

a) Mundial

El cultivo de manzano se desarrolla comercialmente en 98 paises del
Mundo; China es el primer productor mundial con un total de 31 millones de
toneladas de manzana, mientras que la Unién Europea mejor6é su produccién en
40 % respecto a 2018, con un total de 14.0 millones de toneladas, en Estados
Unidos (EE.UU.) se pronostica una produccion de 5.0 millones de toneladas,
seguido de Turquia (2.3 millones de toneladas), India (2.3 millones de toneladas),
Chile (1.4 millones de toneladas), Rusia (1.3 millones de toneladas), Sudafrica
(840,000 toneladas).

En cuanto a México, se visualiza una produccion de 660,000 toneladas de
manzana en el afio en curso, a consecuencia de las malas condiciones climéticas
principalmente en el estado de Chihuahua. Continuando con los paises de mayor
produccion, en Nueva Zelanda se espera una produccion total de 560,000 toneladas
de Manzana y en Argentina de 590,000 toneladas (USDA, 2019).

En general entre 2018 y 2019 se proyecta una disminucién en la produccion
mundial de manzana de 5.7 millones de toneladas métricas del anterior afo, esto
debido a los cambios en las condiciones climaticas en China afectando el mercado

de importaciones y exportaciones (USDA, 2019).

b) Nacional
El Manzano ocupa en México el primer lugar en superficie establecida entre
los frutales de clima templado, con mas de 67,000 ha, aportando 1 % de la

produccién mundial. Este se cultiva en 23 estados de la republica (SAGARPA,



2017b). En México, pese a los importantes incrementos en su productividad en el
periodo de 2003 a 2016, en que la produccién fue de 716,931 toneladas, en 2016
s6lo se cubrié 77.26 % de consumo nacional (Tabla 2.1), el restante corresponde a

importaciones provenientes de Estados Unidos y Chile (SIAP, 2017).

Tabla 2.1. Produccién, consumo e importaciones de manzana en México

Produccion 714,149 Ton
Consumo nacional 927.95 Mt
Importaciones 284,110 Ton

(SIAP & SAGARPA, 2017)

De acuerdo con el cierre 2016, la produccion total de manzana alcanzo6 un
valor de 4.666 mil millones de pesos, en una superficie cosechada de 54,248 ha.
Chihuahua aport6 81.8 % del volumen nacional recolectado, seguido a distancia por
Durango y Puebla con 5.9 % y 5.2 %, respectivamente (Tabla 2.2) (SIAP, 2017).

Tabla 2.2. Principales entidades productoras de manzana en México

Posicion Entidag Volumen (Ton) Variacion %
Federativa (2012-2017)
1 Chihuahua 586,227 184
2 Puebla 36,773 7.8
3 Durango 32,652 -46.6
4 Coahuila 22,653 -38.4
5 Veracruz 9,431 2.3
6 Nuevo Ledn 3,967 -38.6
7 Zacatecas 3,411 -6.6
8 Hidalgo 3,270 -19.9
9 Chiapas 3,238 -14.1
10 Sonora 2,395 47.7
otros 7,105 0.4

(SAGARPA, 2018; SIAP, 2018)



c) Regional

El estado de Querétaro cuenta con clima y suelo favorables para la
produccion de manzana, principalmente en laderas de las zonas altas o serranas
Los principales municipios productores se muestran en la Tabla 2.3 (Flores-Lui et
al., 2017).

Tabla 2.3. Produccion de manzana de los municipios del estado de Querétaro

Superficie o . Rendimiento
o Superficie Produccion _
Municipio plantada obtenido
cosechada (ha) (ton)
(ha) (ton ha't)
San Joaquin 200 199 280 1.407
Cadereyta de
139 139 97 0.7
Montes
Pinal de
50 35 80 23
Amoles '
Amealco 32 19 53 28
(SIAP, 2018)

Las variedades introducidas en primera instancia fueron: ‘Rayada’ y
‘Rosada’ (hace mas de 200 afos), lo que ha resultado en nuevos tipos que difieren
en adaptacion, y posteriormente se hizo la introduccién de variedades tales como
‘Golden Delicious’, ‘Red Delicious’, ‘Jonathan’ y ‘Rome Beauty’. Las principales
variedades que se cultivan en la actualidad son ‘Golden Delicious’, ‘Red Delicious’
y ‘Rayada’, las cuales presentan grandes atributos de calidad, pero a la vez serias
limitaciones en su comercializacion, debido a dafios por granizo, rofia, mosca de
manzana, heladas durante la floracién o por maduracion tardia (Fernandez-Montes
et al., 2010).

Ademas, otro de los principales problemas al que se enfrenta la produccion
de manzana en Querétaro es la falta de tecnologia, ya que durante muchos afos
se ha trabajado de manera rastica, no existiendo una politica de apoyo al sector.
Todo lo anterior propicia que ésta se comercialice deficientemente y a bajos precios.
Entre las alternativas para mejorar la calidad y el precio de la fruta destaca la
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introduccién, evaluacion y seleccion de materiales genéticos, la elaboracion de
materiales industrializados y el almacenamiento de productos a bajas temperaturas
(SAGARPA, 2016).

2.1.2. Botéanica

2.1.2.1. Taxonomia

El manzano pertenece a la familia Rosaceae, subfamilia Pomoideae,
género Malus y especie M. domestica Borkh; en la actualidad, se considera que
tiene como principal ancestro a M. sieversii con influencia de M. sylvestris (Hancock
et al., 2008).

2.1.2.2. Morfologia

El manzano se caracteriza por ser un frutal caducifolio, aunque en pocas
ocasiones puede ser siempre verde; es un arbol de una altura entre 1.5y 7 m
(dependiendo del portainjerto) y un ancho en la copa de 1.0 a 4.5 m. Presenta hojas
ovaladas, elipticas, lanceoladas, oblongas, lobuladas o aserradas. Las yemas son
ovoides con pequefas escamas que sobresalen y las yemas mixtas contienen entre
cinco y ocho flores y un numero similar de hojas, la flor central en la mayoria de los
casos es mas grande y precoz que las laterales. Una flor contiene cinco sépalos,
cinco pétalos, cinco pistilos y unos 20 estambres. Las flores son blancas a rosas o
carmin, y se organizan en corimbos (Figura 2.1) (Cardenas-Hernandez & Fischer,
2013).
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Figura 2.1. Anatomia de la flor del manzano

El fruto es un pomo, que se caracteriza por tener un ovario infero con un
endocarpio lignificado, es una fusion entre ovario y receptaculo, y las semillas nacen
en cinco carpelos formados de tejidos del mesocarpio y receptaculo. El fruto es
oblongo, cénico u oblicuo, con didmetro entre 2 a 13 cm, presenta varias
tonalidades: verdes, amarillas y rojas (Figura 2.2). Segun el cultivar, algunos
maduran en solo 70 dias, mientras otros necesitan 180 dias o mas (Cardenas-
Hernandez & Fischer, 2013). En promedio, las manzanas alcanzan la madurez

alrededor de 120 a 150 dias después de la floracién.
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Figura 2.2. Anatomia de la manzana



2.1.2.3. Fisiologia

El Manzano es un &rbol que responde a diversos cambios estacionales, lo
qgue induce a diversas respuestas fisioloégicas que le permiten sobrevivir a una
estacion determinada y prepararse para las variaciones climaticas que se presentan
(Fernandez-Montes et al., 2010).

Todos estos procesos estan regulados por hormonas (auxinas, citocininas,
giberelinas, etc.) generadas por la propia planta. El periodo de floracion se inicia con
la apertura de las yemas de flor, de la cual se pueden observar distintas fases
(estados fenoldgicos), desde que comienza el hinchamiento de la yema de flor hasta
la maduracioén del fruto. Su duracion depende de la variedad y de la climatologica.
Cuando concluye la floracion comienzan a caer las flores no-fecundadas y se
produce el cuajo de la manzana. Continta la diferenciacion de los botones florales
para el afio siguiente, seguido de la brotacion y evolucion de las yemas de madera,
que da lugar al desarrollo vegetativo. De manera general hay dos periodos de
crecimiento activo (primavera y verano) con una parada intermedia de la actividad.
La primer brotacion ocurre en primavera, de febrero a mayo, después hay una
parada de crecimiento de los brotes, y a finales de junio y hasta otofio se produce
el segundo crecimiento. Hasta finales de invierno, o principio de la primavera,
comienza el desborre o hinchamiento de yemas nuevamente (Figura 2.3) (Coque-
Fuertes et al., 2012).

Figura 2.3. Estados fenoldgicos del manzano; a) hinchamiento de la yema de flor,
b) apertura de yema, c) capullo de la flor, d) floracién, e) conjunto de frutas, f)
desarrollo del fruto. g) maduracion, h) cosecha



2.1.3. Habitat

En general, M. domestica es considerada como la especie mejor adaptada
a regiones templadas, en areas con alta intensidad de luz, dias calidos y noches
frias. Tiene un rango de adaptacion mas al norte que muchos otros cultivos frutales
debido a su floracién relativamente tardia y resistencia al frio (Hancock, 2008).
También se cultiva en menor medida en areas semidridas, subtropicales y
tropicales, donde el riego, la altitud y diversas estrategias agricolas se utilizan para
superar las limitaciones climéticas (Stanivukovi¢ et al., 2017). Jackson(2003) ha
estudiado los rangos de temperatura con el que se puede lograr altos rendimientos
de produccién de manzanas, con temperaturas minimas en invierno de -17 °Cy
temperaturas maximas de verano de 30 °C, y lugares como Egipto con temperaturas
minimas de invierno de 1 °C y maximas en verano de 43 °C (Jackson, 2003), de los
gue se pueden obtener cultivos de calidad.

La tolerancia climatica varia significativamente entre los cultivares de
M. domestica. El tiempo hasta la madurez varia con la temperatura (las
temperaturas mas calidas reducen el tiempo-de maduracion) de modo que varia
para un cultivar dado de un lugar a otro; sin embargo, las clasificaciones de
variedades "tempranas" o "tardias" entre si son bastante consistentes (Jackson,
2003). M. domestica puede cultivarse en una amplia variedad de tipos de suelos,
pero se desempefia de manera Optima en suelos profundos, bien drenados, con un
pH de 6 a 7 y con alto contenido de materia organica. Los suelos arenosos producen
un crecimiento menos vigoroso y requieren mas riego, ya que tienen menos materia
organica y son propensos a la lixiviacion. Los suelos arcillosos son mas altos en
materia organica y producen un crecimiento mas vigoroso, pero proporcionan un
drenaje pobre y son menos adecuados para el crecimiento de las raices (Ashebir et
al., 2010; AAFC, 2011).

2.1.4. Variedades

Las variedades de manzano se clasifican de acuerdo con el color de su
epidermis, precocidad y caracteristicas como intensidad y tipo de color. Se estima
gue existen entre 5,000 y 20,000 variedades de manzana, aunque el namero de
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variedades que se utilizan a nivel comercial es reducido (FIRCO, 2017). La eleccion
varietal es un factor importante para la viabilidad de cualquier explotacion frutal.
Entre las variedades de mesa que se encuentran en el mercado se pueden
distinguir: ‘Gala’, ‘Granny Smith’, ‘Elstar’, ‘Jonagold’, ‘Fuji’, ‘Braeburn’, ‘Golden
Delicious’, ‘Gala’, ‘Reineta Blanca de Canada’ y ‘Reineta Encarnada’, éstas deben
contar con caracteristicas que condicionan su calidad como son: el tamano,
apariencia y sabor. En cuanto a las manzanas sidreras, éstas suelen ser mas
pequefias, amargas y mas astringentes que las manzanas de mesa, ademas de
tener cierta similitud con las manzanas de la especie M. sylvestris (Cornille et al.,
2012). Las variedades de manzana de sidra por su denominacion de origen
protegida (DOP) del principado de Asturias son: ‘Coloradona’, ‘Collaos’, ‘Dela riega’,
‘Durona de Tresali’, ‘Raxao’, ‘Regona’, ‘Panquerina’; ‘Carrié’, ‘Fuentes’, ‘Prieta’,
‘Perezosa’, ‘Solarina’, ‘Limén Montes’ y ‘Perico’ (Coque-Fuertes et al., 2012). Estas
muestran algunas ventajas para elaborar sidra, por ejemplo, pueden presentar
elevados contenidos de azucar (hasta 15 %), tienen un elevado intervalo de acidez
(0.1 a 1 % de acido malico), como se clasifican en la Tabla 2.4 en funcion de la
acidez y taninos, por otro lado, su estructura fibrosa facilita la extraccion e
incrementa el rendimiento en maosto, en algunos casos presentan elevados
contenidos de taninos y la maduracién complementaria que experimentan, cuando
son separadas del arbol, facilita la conversion del almidén en azucar sin que exista

una pérdida importante de firmeza (Lea & Piggott, 2003).

Tabla 2.4. Clasificacion de variedades de sidra en funcién del contenido de acidos

y taninos
Caracteristica de la Acidez Taninos
variedad sidrera (g H2S04 LY (g &cido tanico L)

Amargo <3.29 >2.00

Acido >4.80 <1.45

Dulce <3.29 <1.45
Dulce-amargo <3.29 1.45a2.00
Acido-amargo >4.80 1.45 a 2.00

acidulado 3.29a4.80 <1.45
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(Lea & Piggott, 2003; Blanco-Gomis & Mangas-Alonso, 2010)

Las condiciones que determinan la calidad en la elaboracion de sidra son el
rendimiento en el mosto, los azlcares solubles y totales, la acidez total, los

compuestos fenolicos y las pectinas (Coque-Fuertes et al., 2012).

2.1.5. Composicion del fruto

2.1.5.1. Composicion Nutrimental
La manzana es ampliamente usada en la alimentacion, ya sea en fresco,

deshidratada o procesada. Los principales componentes de la manzana se

muestran en la Tabla 2.5 (USDA, 2018).

Tabla 2.5. Composicion quimica nutrimental de la manzana por cada 100 g

Componente Unidad Cantidad
Agua g 85.56
Proteina g 0.26
Grasas g 0.17
Carbohidratos g 13.81
Fibra g 2.4
Azlcares totales g 10.39
Calcio, Ca mg 6
Magnesio, Mg mg 5
Hierro, Fe mg 0.12
Fosforo, P mg 11
Potasio, K mg 107
Vitamina C mg 4.6
Vitamina A, 1U U 54

(USDA, 2018)

Otros compuestos bioactivos (que tienen impacto sobre el metabolismo

humano) como los flavonoides y mas concretamente los flavonoles: quercetina,
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kamferol e isoramnetina y el glutation, son importantes por sus posibles efectos
beneficiosos sobre la salud. Por otra parte, el acido malico (0.3 a 1 %) es el principal
acido organico presente en la manzana, y en menores proporciones el acido citrico,
isocitrico, succinico, fumarico, quinico y siquimico. Por lo que se refiere a los
aminoécidos principales, 90 % del total de la fraccion aminoacidica esté constituida
por los acidos aspartico y glutamico, la asparagina, la serina y la glutamina, siendo
la asparagina y el &cido aspartico los aminoéacidos (Herrero et al., 2010).

2.1.5.2. Compuestos Volatiles

Se ha identificado una mezcla compleja de compuestos volatiles en el
mosto de la manzana, en su mayoria han sido los ésteres (de 78 a 92 %) (acetatos
de butilo, 2-metilbutilo, pentilo y hexilo; propanoatos de etilo, butilo y hexilo;
butanoatos de etilo, propilo, butilo y hexilo; 2-metilbutanoatos de metilo, etilo,
propilo, butilo y hexilo; y hexanoatos de butilo, isoamilo y hexilo) (Dixon & Hewett,
2000; Lea & Piggott, 2003). El propionato. de etilo, acetato de butilo y el
2-metilbutirato de etilo proporcionan un aroma tipico de manzana, en particular, este
altimo; otros compuestos volatiles como el acetato de hexilo y 1-butanol aportan
notas dulces y afrutadas, la trans-B-damascenona contribuye con notas dulces,
perfumadas y afrutadas (Lea & Piggott, 2003). Dixon & Hewett (2000), Fuhrmann &
Grosch (2002) y Tobergte & Curtis (2013), mencionan que otros compuestos
aromaticos significativos son los siguientes: aldehidos (acetaldehido, 3-(metiltio)-
propionaldehido,. hexanal, trans-2-hexenal, cis-3-hexenal, trans-2-octenal, cis-2-
nonenal y trans-2-nonenal), alcoholes (1-butanol, 1-hexanol y trans-2-hexenol), etc.

Estos compuestos aromaticos se forman a través de diferentes rutas
metabolicas donde intervienen los acidos grasos, aminoacidos y carbohidratos. Los
acidos grasos son importantes precursores de compuestos volatiles. A partir de
estos sustratos, las rutas metabdlicas que conducen a la formacién de aromas son:
la B-oxidacion, la a-oxidacion, la lactonizacion de hidroxiacidos y la oxidacion
catalizada por la lipoxigenasa (Dixon & Hewett, 2000).

La mayoria de los compuestos aromaticos se encuentran en proporciones

variables en las distintas variedades de manzana, pero no parece haber un
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compuesto caracteristico clave para ninguna de ellas. A pesar de esto, existen
grandes diferencias sensoriales en sabor y aroma entre las variedades (Arthey &
Ashurst, 1996).

Los compuestos volatiles de las manzanas ha sido clasificados segun el
tipo y cantidad de ésteres o alcoholes, patrén de produccién de aroma, color de
epidermis o aldehidos. Las variedades han sido clasificadas de acuerdo al tipo y
cantidad de éster: ésteres de acetato (‘Calville Blanc’, ‘Golden Delicious’), ésteres
del tipo de butanoato (‘Belle de Boskoop’, ‘Canada Blanc’, ‘Richared’), ésteres de
tipo propanoato (‘Reinette du Mans’, ‘Richared’, ‘Starking’) y ésteres etandlicos
(‘Starking’). Se ha encontrado que variedades de epidermis_amarilla producen
principalmente ésteres de acido acético y variedades de epidermis roja producen en
sSu mayoria ésteres de acido butirico. Se han encontrado altas concentraciones de
acetato de hexilo y acetato de butilo en variedades como; ‘Cox's Orange Pippin’,
‘Elstar’, ‘Golden Delicious’, ‘Jonagold’ y ‘Jublie-Delbar’, mientras que en las
variedades ‘Granny Smith’, ‘Nico’, ‘Paulared’, y ‘Summerred’ se cuantifican altas
concentraciones de butanoato de etilo. Las variedades ‘Boskoop’ y ‘Jacques Lebel’
han sido caracterizadas por compuestos del tipo; a-famesene y 2-metilbutanoato de
hexilo. En cuanto a la concentracion de aldehidos, en las manzanas ‘Cox's Orange
Pippin’ y ‘Jonathan’ se han encontrado cuatro a cinco veces mas que en la ‘Golden
Delicious’, de compuestos como hexanal y 100 veces mas de trans-2-hexenal.
Adicionalmente, también difieren en concentraciones de otros compuestos volatiles
como el 4-metoxililbenceno (un compuesto aromatico similar a especias,) que puede

constituir hasta 0.27 % de volatiles en algunas variedades (Dixon & Hewett, 2000).

2.2. La sidra

2.2.1. Definicién

La palabra sidra proviene del vocablo hebreo ‘shekar’ el cual designa toda
bebida alcohdlica diferente del vino, ‘shekar’ es el antecesor directo de la palabra
latina Sicera que designa Unicamente el jugo fermentado de manzana. La sidra es

una bebida alcohdlica, generalmente de baja graduacion con un rango que va desde
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1.2 a 8.5 % en alcohol, la cual se obtiene de la fermentacién del jugo de manzana
(SAGARPA, 2016; AICV, 2017).

La sidras desde un punto de vista nutricional, 100 cc., aporta sélo 4 g de
alcohol, 6 g de hidratos de carbono y 52 cal siendo una fuente rica en vitaminas y
minerales como el potasio, zinc, magnesio, fosforo y sodio, también es rica en
antioxidantes naturales, que ayudan a reducir los efectos negativos de los radicales
libres (SAGARPA, 2016).

2.2.2. Importancia

a) Mundial

La sidra es conocida en numerosas partes del mundo, principalmente en
Europa, de donde es originaria, el término “sidra” engloba una gran diversidad de
productos derivados de la fermentacién del mosto de-manzana. En 2018, a nivel
comercial 55.1 % de las ventas totales de la sidra se realiz6 dentro de la Union
Europea; con una produccion anual de 981.3 millones de litros de sidra y perada,
dentro del cual, 525.4 millones proceden del Reino Unido, 127 millones de Francia,
81.4 millones de Irlanda, 80 millones de Alemania y 78 millones de Espafa (D.O.P
Sidra de Asturias, 2017), América del Norte aport6 10.9 %, Africa, 13.3 %, Australia,
7.8 %, este de Europa 7.0 %, América latina 4.6 % y Asia tan solo 1. 2 % de las
ventas totales (AICV, 2019).

b) Nacional

En México se producen las variedades de manzana: ‘Golden Delicious’,
‘Red Delicious’, ‘Gala’, ‘Rome’, ‘Starking’, ‘Red Chief’ y “Top Red’, los estados que
destacan en rendimiento son Chihuahua y Durango. Dichas variedades también son
usadas para la produccion de sidra (SAGARPA, 2016). Actualmente las regiones de
mayor produccion de sidra en México se ubican en los estados de Puebla, Hidalgo,
y Chihuahua (SAGARPA, 2018).
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2.2.3. Tipos de sidra
Existen diferentes tipos de sidra (Tabla 2.6), y los paises tradicionalmente

productores de ésta, como Gran Bretafla y Francia, tienen sus propias

especialidades. Por ejemplo; la sidra francesa a menudo se produce de una manera

mas natural sin aditivos y tratamientos modernos (Heikefelt, 2011).

Tabla 2.6. Tipos de sidra

Clasificacion

General

Clasificacion
en base a

dulzor.

Sidra dulce

Sidra de hielo

Sidra
achampada o

gasificada

Seca
Semiseca

Dulce

Mosto que sale directamente de exprimir la
manzana tras la recoleccion y -que no ha
fermentado.

Obtenida a partir de ‘mosto de manzana
congelada naturalmente, por lo que tiene una
mayor concentracion de azlcares y mas
grados alcohdlicos al eliminar parte del liquido.
Es un producto de reciente creacion que no
requiere verter de la botella a la copa, tiene una
graduacion de alcohol de unos 6 a 8 grados.
En su elaboracion estd sometida a un proceso
de filtrado que elimina impurezas y sedimentos
<30 g aztcar L.

30 a 50 g azlcar L.

>50 g azlcar L. Limite maximo 80 g L.

(Gutiérrez et al., 2016)

2.2.4.Proceso de elaboracidon de sidra tranquila

Para la elaboracion de la sidra natural tradicional es preciso tener en cuenta

los aspectos que se describen en la Figura 2.4 ( Herrero et al., 2010; D.O.P Sidra

de Asturias, 2018).
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Figura 2.4. Elaboracion de sidra tranquila tradicional

a) Recepcion y lavado del fruto. Se deben asegurar condiciones
sanitarias e higiénicas 6ptimas de la manzana (Gutiérrez et al., 2016).

b) Triturado de la manzana. El fruto esté constituido por la epidermis, la
pulpa, las semillas y el tallo interior. El triturado supone la fragmentacion mecéanica
del mismo, produciendo la ruptura de los tejidos celulares y la liberacién del mosto
contenido en las vacuolas de las células que componen la pulpa del fruto. El mosto
obtenido en esta etapa suele denominarse mosto flor o primer mosto (Herrero et al.,
2010). Este mosto presenta una densidad variable, que oscila entre 1.040 a 1.060
y esta constituido por 75 a 85 % de agua y azUcares, sustancias acidas (acido
malico, citrico, etc.), tanino, pectina, nitrégeno, minerales, vitaminas (C, B2, A, D,
B3, etc.) y enzimas en disolucién (D.O.P Sidra de Asturias, 2017; SAGARPA,
2017a).

c) Maceracion prefermentativa. Consiste en dejar reposar el mosto
durante 12 a 24 h, lo que favorece el desarrollo de aromas y compuestos fendélicos
y mejora el rendimiento en mosto (Gutiérrez et al., 2016). Esta etapa influye en las
caracteristicas organolépticas del producto final, las variables que definen una
maceracion adecuada son la temperatura y el tiempo. La temperatura debera ser
como maximo de 10 °C, siendo el intervalo 6ptimo entre 7 a 8 °C, ya que en este
rango se consigue reducir apreciablemente la solubilidad de los polifenoles y la
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actividad de las polifenoloxidasas, sin que se limite la solubilidad y difusion de los

compuestos aromaticos en el medio azucarado (Herrero et al., 2010).

d) Prensado de la pulpa. El prensado es una operacion mecanica que
permite la extraccion del mosto que todavia permanece en la pulpa. Finalizada la
etapa de prensado, se conducira este mosto hasta el depdsito cerrado que contiene
el mosto flor con el fin de proceder a continuacion, y si se considera conveniente, a
la clarificacion prefermentativa. Con esto se consigue la homogeneizacion del

volumen total del mosto obtenido en cada carga (Herrero et al., 2010).

e) Sulfitado. Ejerce una acciéon diferencial sobre las poblaciones de
levaduras, si bien esta actividad va a depender de la concentraciéon empleada, del
pH del mosto y de la presencia de compuestos que se unen al SO2. Se considera,
en general, que las poblaciones de levaduras no-Saccharomyces son mas sensibles
a la accion inhibitoria de este compuesto (Duefas et al., 2002). Ademas de eliminar
microorganismos nativos, el sulfitado inhibe la accién de enzimas oxidantes que
pueden perjudicar la calidad de la sidra y prepara la clarificacion estatica del mosto
cuando se someta a esta operacion (Flanzy, 2003).

f)  Inoculacion. La inoculacién de cepas de levaduras seleccionadas
reduce el desarrollo de cepas autéctonas que puedan tener un efecto negativo sobre
la calidad de la fermentacién. Para ello se afiade una poblacién de levaduras secas
activas; esto_permite disponer de una importante poblacion de levaduras, lo que

produce unrapido arranque y desarrollo de la fermentacién (Hidalgo, 2002).

g) Fermentacion. Lafermentacion es una sucesion de transformaciones
bioquimicas de los componentes del mosto llevados a cabo por levaduras, bacterias
lacticas y bacterias acéticas (Martinez, 2005). Los dos procesos microbiologicos
principales en la fermentacion de la sidra son la fermentacién alcohdlica y la

fermentacion malolactica.
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- Fermentacién alcoholica (FA)

A la primera fase del proceso de fermentacion de la sidra se le suele
denominar fermentacién primaria o tumultuosa. Se caracteriza porque la llevan a
cabo levaduras del género Saccharomyces, que transforman los azucares (fructosa
y glucosa, principalmente) del mosto en etanol y CO2 mediante el proceso
microbiolégico de la FA. EI CO2 producido arrastra materiales en suspension y forma
gran cantidad de espuma. Posteriormente, la velocidad del consumo de azucares'y
liberacion del CO:2 se ralentiza hasta llegar al final del proceso (Gutiérrez et al.,
2016).

- Maduracion o fermentacion malolactica

El proceso méas importante durante la fase de maduracion es la fermentacion
malolactica (FML), la cual ocurre después de que la fermentacién alcohdlica (FA)
ha terminado y cuando la poblacién nativa de bacterias acidolacticas (LAB) ha
aumentado, ésta consiste en la transformacion del acido malico en acido lactico,
con desprendimiento de COz2, por accion de un grupo de bacterias lacticas que
poseen la enzima malolactica, este proceso permite reducir la acidez de la sidra
pero, ademas, mejora las caracteristicas sensoriales como la complejidad de los
aromas Yy favorece la estabilidad microbiologica del producto final. Las bacterias
responsables de esta transformacion pertenecen, en su mayoria, a los géneros
Oenococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Lactobacillus, reduce la acidez de la
sidra pero, ademas, mejora las caracteristicas sensoriales como la complejidad de
los aromas y favorece la estabilidad microbiologica del producto final (Mufioz et al.,
2014; Mendoza et al., 2017)

h) Trasiego. Se efectua al final de la fase fermentativa y persigue la
separacion de las borras de fermentacion de la sidra para garantizar su estabilidad
fisicoquimica y microbioldgica. El trasiego consiste en el cambio de la sidra de un
tonel a otro para separar las borras. Esta operacion persigue tres objetivos
(Martinez, 2005):
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- El primero eliminar los residuos (borras) producidos en el proceso
fermentativo con el fin de clarificar la sidra y garantizar una adecuada
estabilidad.

- El segundo mezclar la sidra de los distintos toneles con el fin de
homogeneizar el producto.

- Evitar alteraciones indeseables causadas por microorganismos, capaces de
metabolizar compuestos que darian lugar a productos secundarios

responsables de caracteristicas organolépticas inaceptables parala sidra

2.2.5. Elaboracion de sidra espumosa por el método “champenoise”

La sidra espumosa se caracteriza por presentar abundante espuma en el
momento de ser servida y consumida. La elaboracion de la sidra se lleva a cabo a
través de dos fermentaciones alcohélicas (Figura 2.5). La primera de ellas daréa lugar
a la sidra base, que se obtiene por fermentacién total del mosto de manzana a
presion atmosférica; existen diversos métodos para la elaboracion de bebidas
espumosas como el método de transferencia o transfer, el método Charmat y uno
de los métodos mas utilizados es el “Champenoise” o tradicional.

En el método Champenoise, la segunda fermentacion se realiza en botella,
donde tiene lugar la toma de espuma una vez afiadido a la sidra de base el
denominado licor de “tirage” (Arthey & Ashurst, 1996; D.O.P Sidra de Asturias,
2018).
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sobre las lias | ~ licor de % espumosa.
expedicion

Figura 2.5. Elaboracién de sidra espumosa (Herrero et al., 2010; D.O.P Sidra de
Asturias, 2018).

a) Sidra base. La elaboracion de la sidra base sigue el mismo protocolo
que en el caso de la sidra natural, recomendandose que la concentracion de
azlcares residuales no exceda de 5 g L. Hay que hacer especial énfasis en el
proceso de maduracion de la sidra, que se desarrolla una vez finalizada la
fermentacién alcohdlica y es consecuencia de la actividad de un grupo complejo de
microorganismos, como levaduras y bacterias lacticas y acéticas (Blanco-Gomis &
Mangas-Alonso, 2010).

b) Clarificacion. Es una etapa que se lleva a cabo desde que se obtiene
el mosto hasta el término de la fermentacion, dentro de las cual esta implicado los
trasiegos: el primero se realiza con el mosto previo a la primera fermentacion , el
segundo después de concluido la fermentacién alcohdlica y el tercero después de
una segunda fermentacion en la elaboracion de las bebidas espumosos (Flanzy,
2003). Estas etapas del proceso pueden ser asistido por una clarificacion quimica,
gue consiste en afadir proteinas al mosto, generalmente gelatina. Esta proteina, al
pH del mosto, esta cargada positivamente, por tanto, interaccionar con las particulas
negativas insolubilizandolas; por otra parte, dado que es una molécula rica en

residuos de prolina puede también interactuar con los polifenoles del mosto dando
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lugar a la formacién y sedimentacion de floculos que producen su clarificaciéon (Lea
& Raymond, 1990; Herrero et al., 2010).

Esta etapa suele ser importante ya que, el perfil aromatico de la sidra
también estd condicionado por la tecnologia de clarificacion prefermentativa.
Asimismo, la utilizacién de la precipitacion via enziméatica reduce el contenido de los
alcoholes superiores (amilicos, isobutanol y 2-feniletanol), el caprilato de etilo y el
3-metiltio-1-propanol e incrementa el de acetato de etilo (Mangas et al., 1996;
Herrero et al., 2010).

c) Segundafermentacion. Durante esta fermentacién se lleva a cabo la
aplicacion del “licor de tiraje” a la sidra base; éste consiste de una-mezcla de azlcar
disuelto en una pequefia porcién de la sidra base, junto al cultivo de levaduras. Este
jarabe se mezcla con el total de la sidra. Las levaduras que consumen el azucar
durante la segunda fermentacion se van a multiplicar formando un depdésito y van a

liberar el gas carbdnico que incrementara la presién en la botella (Flanzy, 2003).

d) Maduracién. Es el tiempo que la sidra permanece en los toneles o
depositos, previo a su embotellado. Durante esta etapa se realizan controles
sistematicos de acidez total, volatil y pH, como indicadores de su evolucion. El
proceso mas importante durante la fase de maduracién es la fermentacion
malolactica (FML), que consiste en la transformacion del acido malico en &cido
lactico, con desprendimiento de COz, por accién de un grupo de bacterias lacticas
que poseen la enzima malolactica (Herrero et al., 2010).

Para eliminar los sedimentos de la fermentacion y que el liquido quede
completamente claro, se colocan las botellas con el cuello hacia abajo y en un

angulo de unos 45 grados en los pupitres (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Sidra de segunda fermentacion

b) Deglelle. Este proceso se lleva a cabo para eliminar los sedimentos
acumulados en el cuello de la botella. Previamente, el producto se enfria de 4 a
10 °C y, a continuacion, el cuello de la botella es introducido en una disolucion de
cloruro de calcio o de glicol a -15 °C, lo que permite que se congele el sedimento y
una pequefia proporcién de liquido. La presidn que existe en el interior de la botella
permite expulsar el sedimento congelado cuando ésta se destapa (Herrero et al.,
2010).

c) Licor de expedicidon. La expulsion de las lias de fermentacion en la
operacion de deguelle origina una merma de volumen. Con el fin de recuperar dicho
volumen se afiade el licor de expedicién. El principal componente es el azlcar, que
permite edulcorar el producto, equilibrar la acidez, enmascarar la astringencia, el
amargor y modificar ligeramente el sabor. La concentracion de azucar afadido
define el tipo de bebida espumosa asi, por ejemplo, entre 0 y 15 g L! se define la
categoria “Brut”, distinguiéndose las subcategorias “Extra Brut”’, con menos de 6 g
Lty “Brut Nature”, con menos de 3 g L!; entre 12 y 20 g L la clase “Extra Seco”;
entre 17y 35 g L “Seco”; entre 33 y 50 g L! “Semiseco” y por encima de 50 g L
“Dulce” (Ferrer, 2016).

La Figura 2.7 ilustra el proceso de obtencion de sidra espumosa por el

método champenoise.
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Figura 2.7. Fase dos de la elaboracion de sidra por el método champenoise
(Pando, 2011).
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2.2.6. Calidad sensorial de la sidra espumosa

La caracterizacion de productos alimenticios basada en evaluaciones
sensoriales juega un papel importante en el control de calidad para todos los
productos, entre los que destacan los alimentos y las bebidas (alcohdlicas o no) que
en gran medida se ingieren por placer, por lo tanto, deben cumplir con requisitos
sensoriales bien definidos 'y, de no hacerlo, no pueden salir al mercado con la
certificacion deseada (Anton, 2015).

Los términos de descripcion y valoracion en las sidras engloban vocablos
comunes a otras bebidas y productos alimenticios como: el color, la turbidez, la
acidez, el equilibrio, etc. Por ejemplo, la espuma es una de las caracteristicas mas
importantes de la sidra, debido a que es el primer atributo que perciben los
consumidores y que consta de: espuma inicial, area/caracteristicas de la espuma,
namero de sitios de nucleacion, tamafio de burbuja y collar de la espuma. Muchos
estudios han conducido a las proteinas, polisacaridos y acidos grasos como
importantes moléculas en la constitucion y estabilizacion de la espuma (Cabranes,
et al., 1996).

24



2.2.6.1. Caracteristicas visuales

Alrededor de 80 % de la informacion que recibimos del entorno nos llega
por via visual y, aproximadamente, 40 % de ella es cromatica. Esto explica la
repercusion que tiene la apariencia en la percepcion, asi como su interaccién en la
evaluacion de otras propiedades del alimento. Ademas del color, la transparencia 'y
la turbidez pueden ser también importantes. La transparencia se refiere a la
resistencia de un cuerpo a ser atravesado por la luz, mientras que la turbidez se
debe a la difusion de la luz en el seno del cuerpo. Por tanto, un cuerpo turbio sera
poco transparente, porque la difusion de luz en su seno reduce la cantidad de luz
que lo atraviesa. En el caso de ciertos productos como-la cerveza, los vinos
espumosos o gasificados y las sidras, algunas otras cualidades de la apariencia
también son importantes para su calidad (Herrero et al., 2010). Por ejemplo; el color
de la sidra, que debe ser claro, se debe a la presencia de pigmentos presentes en
las manzanas, clorofilas, carotenoides y compuestos fendlicos. Estos ultimos son
incoloros en su gran mayoria, pero se oxidan facilmente dando tonos amarillos,
dorados, marrones, etc., segun avanza el grado de oxidacion (Anton, 2015).

También cabe recalcar que la espuma es una de las caracteristicas mas
importantes de la sidra espumosa. La formacién y la estabilidad han sido
consideradas como las principales caracteristicas que definen el fenébmeno
espumante. Asimismo, la composicion quimica juega una influencia en las
caracteristicas de la espuma. Principalmente amino&cidos y polisacéridos que al
interaccionar modifican sus propiedades en consecuencia la formacién y estabilidad
de la espuma (Bishop, 1975). Algunos acidos no volatiles, como los acidos tartarico
y malico, también tienen una influencia positiva en formaciéon de espuma, mientras
que etanol, acidez volatil y el dioxido de azufre total tienen una contribucion
negativa a este factor de calidad (Valles et al., 2007). Es por ende que se aprecia
como primer atributo de calidad, englobados en variables sensoriales como, la
cantidad de espuma, el empalme (la estabilidad de la espuma), la formacién de
burbujas, la persistencia de la espuma en la superficie del liquido, etc. (Herrero et
al., 2010).
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2.2.6.2. Caracteristicas aromaéaticas

En la sidra se pueden encontrar distintos compuestos aromaticos en

funcion de factores tales como la variedad de manzana, el aifo de cosecha, las

practicas culturales, la fase prefermentativa, la fermentacion y las condiciones de

conservacion del producto. Estos se clasifican segun su origen, distinguiéndose
(Anton, 2015):

d)

f)

9)

Aromas varietales. Provenientes del fruto y dependientes esencialmente de la
variedad, el portainjerto y de factores agroecologicos (fertilizacién, condiciones
climaticas, maduracion, etc.).

Aromas prefermentativos. Formados desde la recoleccion hasta la fermentacion
alcohdlica, y que incluyen la molienda, maceracion, prensado y tipo de
clarificacion de los mostos.

Aromas fermentativos. Debidos a las levaduras y bacterias involucradas en la
transformacién de los mostos, asi como a las condiciones que rigen el proceso
fermentativo (pH, temperatura de fermentacion, nutrientes, etc.).

Aromas posfermentativos. Constituidos por los compuestos volatiles que se
forman durante la maduracién de la sidra en el tonel, o con posterioridad, durante
el embotellado.

Una de las técnicas mayormente usadas para el estudio de estos
perfiles aromaticos es la cromatografia, en particular la de gases (Arias-Abrodo
et al., 2010). Por ejemplo Wang et al. (2016) por medio de cromatografia de
gases (HS-SPME-GC-MS) encontré que en vinos comerciales los ésteres eran
los componentes volatiles predominantes, asi como; B-damascenona, 3-
metilbutil acetato, etil hexanoato y 3-MHA. Especificamente, se descubrié que
la B-damascenona es uno de los compuestos aromaticos clave asociados con
los caracteres “frutales” en el vino rosado. Mientras que tioles como el 3-MH y 3-
MHA, se han considerado compuestos aromaticos claves con notas “afrutadas”

y “citricas”.
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2.2.6.3. Caracteristicas gustativas

Las sensaciones olfativas y gustativas que produce un alimento llevan a
una repuesta conjunta que definiran la calidad del producto. En el caso de la sidra,
los sabores caracteristicos son el dulce, acido y el amargo. La importancia de estos
dos sabores, por ejemplo, ha permitido la clasificacién de las sidras francesas e
inglesas en grupos dependiendo de su acidez total, asociada al sabor acido y por el
contenido de taninos, asociado al amargo, sin tener en cuenta la concentracion de
azUcares. Asi, sidras con poca acidez (<4.5 g L'1) y con pocos taninos (<2 g L) son
clasificadas como dulces (Lea et al., 1990). En el caso de las sidras naturales, los
rangos de dulzor son menores y en general son secas. Los maximos responsables
de las sensaciones acidas son los acidos malico, quinico, lactico, dihidrosiquimico,
citramalico y succinico, que estaran en mayor o menor cantidad, dependiendo del
desarrollo de la fermentacién alcohdlica y malolactica. La acidez de ciertas sidras
también se debe a la presencia del acido acético en cantidades por encima de su
umbral de percepcion (Herrero et al., 2010; Antén, 2015).

2.3. Levaduras

2.3.1. Generalidades
Entre los factores que van a determinar las caracteristicas organolépticas

de las sidras, los microorganismos tienen un papel prominente. Estos afectaran a la
materia prima, al desarrollo de la fermentacion y, en definitiva, a la calidad de la
sidra, ya que metabolizan los azlcares y otros componentes del mosto para producir
un gran numero de productos finales (Herrero et al., 2010).

Las levaduras son microorganismos eucariontes, definidos como hongos
microscépicos, unicelulares, pueden reproducirse tanto asexualmente por
gemacion, como sexualmente mediante la formacion de ascosporas. Sus
condiciones Optimas de desarrollo se encuentran entre 25 y 30 °C con un maximo
de 47 °C, pH de 4 a 4.5, y en general los azlcares son su fuente energética (Faria-
Oliveira et al., 2013).

27



2.3.2. Caracteristicas genéticas
Las cepas de levaduras pueden ser haploides, aneuploides o poliploides.

Una cepa haploide contiene aproximadamente de 12 a 13 mega bases (mb) de ADN
nuclear organizado en 16 cromosomas, cuyos tamafios varian entre 250 y 2.000
kilo bases (kb). Muchas de las cepas de Saccharomyces spp. usadas en el
laboratorio son haploides o diploides, con longitudes cromosémicas definidas
(Pando et al.,, 2010). Sin embargo, las cepas vinicas son predominantemente

diploides, aneuploides y ocasionalmente poliploides (Pretorius, 2000).

2.3.3. Morfologia
Las células de las levaduras presentan caracteristicas estructurales y

funcionales de las células eucariotas. Estan constituidas de una pared celular rigida,
que les permite soportar la elevada presion osmética extracelular, periplasma y
membrana plasmatica, que rodea al citoplasma celular. EI medio intracelular
contiene diferentes organulos, cuya organizacion es mantenida por un
citoesqueleto. El citosol contiene numerosas enzimas, entre ellas las responsables
de la fermentacion alcohdlica (Lea & Raymond, 1990; Herrero et al., 2010).

La vacuola es el organelo clave implicado en el trafico intracelular de
proteinas. Su principal actividad es la ruptura proteolitica no especifica de proteinas.
Ademas, constituye un reservorio de aminoacidos basicos, polifosfatos y ciertos
iones metalicos y estd implicada en la homeostasis de las concentraciones idnicas
citoplasmaticas y en la osmoregulacion. Las mitocondrias de la levadura contienen
su propio material genético y su maquinaria de transcripcién y traduccién. Son
estructuras dinamicas cuyo tamafio, forma y nimero varia ampliamente de acuerdo
con el tipo de cepa, fase del ciclo celular, concentracion de glucosa, presencia de
sustratos no fermentables y disponibilidad de esteroles y &cidos grasos. En los
mostos predomina la actividad fermentativa frente al metabolismo respiratorio,
incluso en condiciones de aerobiosis, debido a que la presencia de glucosa en el

medio reprime la sintesis de enzimas respiratorias (Faria-Oliveira et al., 2013).
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2.3.4. Fisiologia
La mayoria de las especies de levadura (incluida S. cerevisiae) generalmente

existen en una etapa diploide. Estos microorganismos involucrados durante la
fermentacién pueden producir una amplia variedad de compuestos, que dan
atributos sensoriales tipicos (Johansen et al., 2019).

Los rasgos mas deseables de las levaduras incluyen la degradacién rapida.y
completa de azucares en etanol y CO:2 (Figura 2.8), para proporcionar metabolitos y
compuestos aromaticos que impactan positivamente el equilibrio sensorial delvino
o sidra dando como resultado la produccion de cantidades considerables de ésteres
(Id et al.,, 2017), sin producir compuestos indeseables. Asi como, numerosos
subproductos fermentativos (glicerol, acidos carboxilicos, aldehidos, alcoholes
superiores, ésteres, compuestos de carbonilo, compuestos de azufre, etc.),
procedentes de la degradacion de azlcares, aminoacidos y &cidos grasos. Por
ejemplo, en la vinificacion, los componentes principales de las uvas deben incluir
azucares (glucosa principal azucar metabolizado 'y fructosa, presentes en altas
concentraciones, 180 a 300 g L™), acidos organicos (tartarico y malico), cationes
minerales (especialmente potasio), compuestos de nitrogeno y lipidos (fitosteroles)
(Marsit & Dequin, 2015). Ademas, la actividad humana ha dado forma a la genética
de la poblacion de levaduras para obtener levaduras con propiedades adaptativas

para su uso en varios procesos de fermentacién industrial (Brice et al., 2018).
e Lo |
((CH20),, = 5n CoHgO + 3n CO;y)
Figura 2.8.Reaccion de la fermentacion alcohdlica (Jansen et al., 2017)

Desde una perspectiva mas particular, la fermentacion es un proceso redox
influenciado por el equilibrio NAD*/NADH. La mayor parte de NAD* se reduce
durante la glucdlisis, reaccion catalizada por la enzima gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa. Por ende, es esencial reciclar NAD*y oxidar NADH; de lo
contrario, el flujo glucolitico disminuye, lo que puede conducir al agotamiento de la
carga de energia ATP que podria ser letal para la célula. La mayor parte del NADH

producido durante la glucdlisis se oxida posteriormente durante la formacion de
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etanol. Ademas del etanol, la produccién de varios metabolitos, como el glicerol y el

acido acético, esta relacionada con el equilibrio redox (Goold et al., 2017).

2.3.5. Levaduras encontradas en mostos y sidra
La fermentacion del mosto de manzana es un proceso microbiolégico

complejo que implica la evolucién secuencial de varias especies de levaduras,
bacterias lacticas y acéticas (Beech, 1972). Entre éstas, las levaduras tienen una
influencia dominante, dado que realizan la fermentacion alcohdlica (Herrero et al.,
2010). En cuanto a la microbiota encontrada en la manzana madura, hay que
destacar la presencia de varios géneros de levaduras, tales como Rhodotorula,
Candida, Metschnikowia pulcherrima y Kloeckera/Hanseniaspora (Beech, 1972).
Las principales levaduras que se pueden encontrar en la sidra son del
género Saccharomyces, predominantemente del tipo diploide o aneuploide y
ocasionalmente poliploides (Pretorius, 2000). En la elaboracién de la sidra natural,
la fermentacién espontanea y durante el desarrollo del proceso de elaboracion
intervienen estirpes de levaduras procedentes de la manzana, asi como del
equipamiento de bodega (Beech, 1972). Un estudio de sidras no pasteurizadas y
mostos de sidra obtenidos de diferentes sidrerias de las regiones del noroeste de
Francia encontr6 15 especies de levadura de 208 aislados seleccionados. La
principal especie en este estudio fue S. bayanus que representa 34.5 % de los
aislamientos, seguida por S. cerevisiae, Lachancea cidri, Dekkera anomala y
Hanseniaspora valbyensis que representan 16 %, 15 %, 10.5% y 6.5 % de los
aislamientos, respectivamente. Las proporciones de cada una de las otras 10
especies, como, Candida oleophila, C. sake, C. stellate, C. tropicalis, H. uvarum,
Kluyveromyces marxianus, Metschnikowia pulcherrima, Pichia delftensis, P.
misumaiensis y P. nakasei, nunca excedieron el 3.5 % del total de aislamientos. La
diversidad de levadura fue mayor en los mostos de sidra que en las sidras
embotelladas (Id et al., 2017). Se hizo la misma observacion en sidras naturales de
Asturias (Espafia), los aislamientos indicaron que las especies Saccharomyces

presentes fueron S. cerevisiae y S. bayanus aparentemente, donde S. bayanus fue
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la especie predominante al inicio y mitad de la fermentacion, mientras que S.
cerevisiae se hizo cargo del proceso en las etapas finales (Suarez et al., 2007)

Se observa una gran similitud en la sucesién de levaduras entre los
procesos de fermentacién de sidras y vinos. Durante las etapas iniciales de la
fermentacion alcoholica se desarrollan principalmente especies no-Saccharomyces,
siendo mayoritarias las levaduras apiculadas del tipo Hanseniaspora/Kloeckera, que
se caracterizan por un bajo poder fermentativo y poca tolerancia al etanol.
Posteriormente, durante la fase mas activa de la fermentacion, se imponen las
levaduras del género Saccharomyces que tienen una gran capacidad fermentativa.
Con respecto a las levaduras del género Saccharomyces, las especies S. cerevisiae
y S. bayanus son consideradas como las mas importantes del proceso fermentativo
(Herrero et al., 2010; Id et al., 2017). Es importante destacar que las poblaciones de
levaduras fluctian de un afio de produccion a otro. Estas variaciones constituyen

una "microbiota transitoria" (Pando, 2011).

2.3.6. Contribucién de las levaduras en la fermentacién
Durante la fermentacién alcohdlica se producen muchos subproductos

como ésteres, alcoholes superiores y compuestos fendlicos como metabolitos
secundarios. Los ésteres proporcionan principalmente notas afrutadas y florales; los
alcoholes superiores proporcionan "sabores de fondo"; mientras que los
compuestos fendlicos. pueden generar notas aromaticas interesantes o
desagradables. Los ésteres son los principales compuestos volatiles en la sidra
detras del etanol (Valappil et al., 2009). Se caracterizan por una alta presencia de
acetato de etilo, que puede representar hasta 90 % de los ésteres totales (Lilly et
al., 2000; Xu et al., 2006). La mayoria de los ésteres son responsables de las
caracteristicas afrutadas de las sidras, de los cuales pueden considerarse dos
grupos importantes: los ésteres de acetato y los ésteres etilicos (Mangas et al.,
1996). Los primeros son el resultado de la esterificacion de acetil-CoA y un alcohol.
El segundo grupo, los ésteres etilicos, estan compuesto de etanol y un acido graso
de cadena media (Saerens et al. 2010). En particular, los acetatos de hexilo,

isoamilo, 2-feniletilo y el caprilato de etilo aportan aromas “afrutados”, y el acetato
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de 2-feniletilo, contribuye al aroma general con notas “florales” (Le Quéré et al.,
2006). Sin embargo, una cantidad excesiva de acetato de etilo puede conducir a un
desagradable olor a solvente (Id et al., 2017).

Los alcoholes superiores que tienen un umbral olfativo de hasta 300 mg L
1, a pesar de que constituyen una cantidad menor de las sustancias totales (Vidrih
& Hribar, 1999), se derivan directamente del metabolismo de las levaduras. Estos
se generan durante la fermentacion a partir de oxoacidos que se originan de los
aminoacidos y el metabolismo del azucar (Blanco-Gomis & Mangas-Alonso, 2010).
En las sidras, estan mayoritariamente representadas por ‘isopentanoles
(2-metilbutanol y 3-metilbutanol) seguidos de isobutanol, propanol, butanol,
hexanol, 2-feniletanol y tirosol. Aunque constituyen una cantidad relativamente baja
de los compuestos totales, los alcoholes superiores pueden influir en gran medida
en las caracteristicas sensoriales (Id et al., 2017).

La tercera clase de productos secundarios, son los compuestos fendlicos,
gue también tienen efectos importantes sobre las propiedades organolépticas de las
sidras de manzana. Estos compuestos derivados de la materia prima tienen un
impacto principalmente en el color, el amargor y la astringencia. Se sabe que las
procianidinas de alto peso molecular en las sidras contribuyen a la astringencia,
mientras que los compuestos mas pequefios contribuyen al sabor amargo.
Simultaneamente, influyen en la dulzura y la acidez, resaltando aun mas su
importancia en el desarrollo general del sabor. Ademas de los compuestos fendélicos
no volatiles, los fenoles volatiles formados principalmente por la descarboxilacion
enzimatica durante la fermentacién contribuyen al aroma (Id et al., 2017), seguido
de aldehidos como el succinato de dietilo, acidos grasos y los terpenos que se

aprecian en concentraciones relativamente bajas (Qin et al. 2018).

2.3.7. Criterios de seleccion
El uso de cepas aisladas es una estrategia interesante para mantener la

calidad y la reproducibilidad de las bebidas fermentadas. Esto es especialmente
cierto cuando se aplica el método champenoise. El cultivo y la seleccidén de cepas

de levadura se cree que es mas efectivo que el uso de cepas comerciales, ya que
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estas cepas endémicas estan potencialmente mejor aclimatadas a las condiciones
ambientales que las cepas comerciales (Suarez-Valles et al., 2008).

Las levaduras que se utilizan para la elaboracion de sidras espumosas
deben presentar atributos como: tolerancia a la presion, al alcohol, los sulfitos y a
las bajas temperaturas, tener alta capacidad fermentativa, disponer de elevada
capacidad de floculacién o aglutinacion, no ser productoras de aromas indeseables,
presentar un efecto positivo sobre la carbonatacion, entre otras (Herrero et al., 2010;
Eleutério dos Santos et al., 2016).
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OBJETIVOS
General

Determinar las caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales, asi como el
tipo de compuestos volatiles presentes en sidras elaboradas con dos cultivares de
manzana a partir de levaduras nativas seleccionadas en la region productora de

Querétaro.

Especificos

e Evaluar el comportamiento fermentativo de distintas cepas de levaduras
durante la fermentacion del mosto de dos variedades de manzana.

e Determinar las caracteristicas fisicas y quimicas de las sidras espumosas
obtenidas con distintas cepas de levaduras en dos cultivares de manzana.

e Evaluar la calidad sensorial de las sidras espumosas obtenidas con
distintas levaduras.

e Determinar el perfil de los compuestos aromaticos en las sidras

espumosas obtenidas mediante cromatografia de gases (CG).
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1. MATERIALES Y METODOS
3.1. Sitio experimental
El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de
Fermentaciones y Fisiologia de Frutas de la Facultad de Quimica de la Universidad

Autonoma de Querétaro.

3.2. Material bioldgico

Se utilizaron manzanas de los cultivares ‘Red Delicious’ y ‘Golden Delicious’
provenientes de huertos comerciales del estado de Querétaro. Las principales
caracteristicas de las variedades se detallan en la Tabla 3.1. Asi mismo, se
emplearon tres cepas de levaduras (RY5, MM7 y 436.4) aisladas de distintas
variedades de manzana de un huerto localizado en Amealco, Querétaro, México
(Ledn, 2019), y como cepa de referencia, se empled Saccharomyces cerevisiae K1-
V1116.

Tabla 3.1. Caracteristicas fisicas de dos variedades de manzana

Variedad Maduracion Color Destino
‘Golden Delicious’ intermedia amarillo Fruto de mesa e
industrial.
‘Red Delicious’ intermedia rojo estriado Fruto de mesay e
industrial.

(Mendoza-Gonzalez et al., 2008)

3.2. Preparacion de in6culo de levaduras

Los cultivos de levaduras que se encontraban almacenados a -20 °C en
caldo nutritivo dextrosa para levaduras (NYDB) fueron activados en agar nutritivo
dextrosa para levaduras (NYDA) en placas e incubados durante 72 horas a 25 +
1 °C. Una colonia de este cultivo se transfiri6 a medio NYDB y se incub6 durante 72
horas a 25 + 1 °C; posteriormente, el medio se centrifugd a 12,000 rpm por 10
minutos, se eliminé el sobrenadante y se ajusté a una concentracion de 108 UFC
mL1. Finalmente, las células se lavaron con solucién salina isoténica (SSI) a 0.85
% (Sandoval et al., 2011). Previamente, para estimar la tasa de crecimiento de los

microorganismos en el medio nutritivo, y asi preparar el in6culo con
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aproximadamente 106 UFC mL de la cepa de levadura seleccionada, se realizaron
pruebas preliminares de cuenta viable con algunas cepas seleccionadas adaptado
de la metodologia de Sandoval et al. (2011).

3.3. Evaluacion del efecto de las levaduras en la primera fermentacion

Se seleccionaron manzanas sanas de ambos cultivares y se lavaron y
desinfectaron con hipoclorito de sodio (50 ppm). El jugo se obtuvo usando un
extractor TURMIX estandar, se filtro con manta de cielo estéril, se sulfitd con
metabisulfito de potasio (K2S20s) (6 g HL?) y se desfangd mediante el trasiego del
jugo claro después de mantenerlo a 3 °C durante 24 horas. Se determind la acidez
total titulable, solidos solubles totales y pH. 500 mL de mosto preclarificado se
repartio6 en matraces de 1 L (Figura 3.1), los cuales se inocularon de manera
independiente con cada cepa de levadura; la fermentacion se llevo a cabo a 20 °C
hasta llegar a una densidad menor a 0.996 g cm=3(9 * 1 dia). Durante este proceso
se determind el comportamiento fermentativo de las distintas cepas de levadura
(inciso 3.6). La sidra obtenida al final de la fermentacidon se sometié a andlisis fisicos

y quimicos (Miranda, 2013).

Figura 3.1. Primera fermentacion en matraces de 1 L para la obtencion de sidra
tranquila

3.4. Evaluacion de las cepas de levaduras en la segunda fermentacion
Un volumen de aproximadamente 16 L de jugo de manzana de las dos
variedades se colocé en sendos contenedores de vidrio de 20 L, los cuales se

inocularon con la cepa seleccionada en el experimento anterior con el fin de obtener
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la sidra base. Para la segunda fermentacion se utilizé el método champenoise. La
sidra tranquila (producto de la primera fermentacién) obtenida se dejo reposar
durante una semana a 3 + 1 °C y se clarific6 con albimina (27.5 mL HL™Y);
posteriormente se deposito en botellas de PET de 250 mL de capacidad (Figura 3.2)
y se adicion6 el licor de tiraje (levadura 106 UFC mL'y sacarosa 25 g L?). La
segunda fermentacion se llevo a cabo a 15 + 1 °C durante aproximadamente 28
dias. La fermentacidbn se monitoreo midiendo la presion interna de la botella,
empleando un mandmetro AUTOTEC (Soto-Herrera et al. 2008). Durante la
fermentacién se analizaron los distintos tipos de azucares, acidos organicos y
nitrégeno total y al finalizar la segunda fermentacion se analizaron las variables

quimicas, fisicas, sensoriales y compuestos volatiles de las sidras.

Figura 3.2. Dispositivos en las botellas para el monitoreo de la evolucién de la
segunda fermentacion de las diferentes cepas de levadura para la obtencion de

sidra espumosa

3.5. Andlisis de las sidras obtenidas

3.5.1. Comportamiento fermentativo de las cepas de levaduras
Para evaluar el comportamiento de las distintas cepas de levaduras en la

primera fermentacion, se midié diariamente la pérdida de peso de los matraces que
contenian 500 mL de mosto de manzana hasta obtener un peso constante (Miranda,
2013). Con ello se calculé la energia fermentativa (EF) la cual se obtuvo a partir de
las pesadas, la cual se expresa en g de CO2 desprendido cada 48 horas, y nos
proporciona una medida de la velocidad de fermentacion de la levadura en el medio
probado (CEE, 1990).
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3.5.2. Analisis fisicos y quimicos
3.5.2.1. Densidad

La densidad se medio en funcion de la masa por unidad de volumen de la
Sidra 0 mosto a 20 °C mediante un picndmetro Pyrex de 25 mL de capacidad (OIV,
2018). Expresandose en gramos por mililitro (g mL™).

p-p
v20°c

p20°c=

p= picnometro vacio
m= masa del aire
p’= peso del picnémetro con muestra

p=densidad mg L?

3.5.2.2. pH
Se evalud mediante un potencidmetro CONDUCTRONIC pH10 calibrado con

soluciones amortiguadoras de 4 y 7 de acuerdo a la OIV (2018).

3.5.2.3. Solidos solubles totales (°Bx)

Se tomd una gota del mosto de manzana, el cual se depositaba en un
refractdmetro Atago, modelo SPR-N. Los resultados obtenidos se reportaron como
°Brix, basado en lo reportado por Moran (2014).

3.5.2.4. Anhidrido sulfuroso total (Método de Ripper)

Previo al experimento se preparé una solucion de almidén, en donde se
mezclaron 0.5 g de almidén en 50 mL de agua, se llevaron a ebullicibn agitando
continuamente y se calent6é durante 10 min. Se agregaron 20 g de cloruro de sodio,
se enfrid y llevé a 100 mL.

El anhidrido sulfuroso libre se determiné en la sidra por valoracion directa con
Yodo. El anhidrido sulfuroso combinado se determina por valoracion iodométrica

después de hidrdlisis alcalina.
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SO:2 Libre. Se colocaron 50 mL de sidra en un matraz Erlenmeyer al cual se
le agregaron 3 mL de H2S04, 30 mg de EDTA y 5 mL de una solucion de almidon al
2.0 %. Posteriormente se titul6 con una solucion de yodo 0.02 M, hasta obtener el
vire a color marrén-violeta. La concentracion de SO: libre en mg L? fue calculada

como sigue:

SO: libre (mg L™1) = 32(n)

Para el SO2 combinado, a esa misma solucién se le adicionaron 8 mL de
NaOH 4 M, se agitd y dejo reposar durante 5 min. Agitando. manualmente se
adicionaron 10 mL de H2SO4 e inmediatamente se titula con una solucién de yodo
0.025 M. n’ fueron los mL de yodo gastados.

A la misma solucién 20 mL de NaOH 4 M, se agit6 y dejo reposar durante
5 min. Posteriormente, se agregaron 200 mL de agua helada y con constante
agitacion se agregaron 30 mL de H2SOa. Se tituld el SO liberado con solucion de

yodo 0.025 M. n” fueron los mL de yodo utilizados

A partir de lo obtenido se calcul6 mediante la siguiente ecuacion.
SO,total (mgL™Y) = 32(n+n' +n")

Si se requeria calcular SO, Combinado. Este se obtiene mediante la

diferencia del total menos el libre de acuerdo al método de la OIV (2018).

3.5.2.5. Acidez total titulable

El contenido de acidez del mosto y sidra se determiné mediante la titulacion
de la muestra con una solucion de hidroxido de sodio 0.1 M. En un vaso de
precipitados se colocaron 50 ml de Sidra (10 mL de mosto y 40 mL agua destilada
y se agité por 5 minutos con la ayuda de un agitador magnético para eliminar el
dioxido de carbono presente en la sidra. Posteriormente, a cada solucion se le midio
el pH y se comenzo a titular con la solucion de NaOH valorada. La titulacion terminé
cuando se alcanz6 un pH de 8.2 (OlV, 2016).
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La acidez se expresa en g L de acido malico utilizando la siguiente
férmula:

Ecuacion para la acidez titulable:

_VNaOH xMNaOHxFma x1000
Vm

AT

En donde:
AT = Acidez total expresada en gramos de acido malico por litro de sidra
VNaoH = Volumen de la solucion de sosa utilizada.
MnaoH = Molaridad de la solucion de sosa utilizada
Fma = Factor del acido malico (0.067)

Vm =Volumen de la muestra

3.5.2.6. Acidez volatil

La acidez volatil se determiné al final de la fermentacion por el método
descrito por Garcia-Tena: en un matraz bola de 50 mL se colocaron 11 mL de la
muestra de sidra previamente se elimind el didoxido de carbono presente mediante
agitacidon mecanica y perlas de ebullicién. Se recogieron los primeros 5.1 mL del
destilado y enseguida los siguientes 3.2 mL. Ambos destilados se titularon con una
solucién de NaOH (0.02 N) usando fenolftaleina como indicador (dos a tres gotas),
hasta un vire a rosa pélido.(OlV, 2016).

El nimero de mililitros gastados para valorar los 3.2 mL nos daré el valor
de la acidez volatil real segun la férmula:
Acéticoreal (gL™1) = (mL gastados)(0.366)
Para encontrar la acidez volatil aparente, los mililitros gastados para valorar
5.1 mL se sustituyen en la siguiente férmula:

Acético aparente (g L™1) = (mL gastados)(0.122) + acético real

3.5.2.7. Azlcares reductores totales

Se evalué mediante el método de Fehling Causse Bonnans Primeramente
se hizo una valoracion del reactivo Fehling-Causse Bonnans (FCB). Para ello, en
un matraz Erlenmeyer se colocaron 10 mL del reactivo FCB, 30 mL de agua
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destilada y tres perlas de ebullicion. Se calenté hasta ebullicion y se comenzé a
agregar desde la bureta una solucion patrén de azucar (1.25 g glucosa anhidra
aforada a 250 mL con agua destilada) mediante un goteo controlada. Cuando la
coloracién azul del reactivo disminuy6 de intensidad alcanzando un tono celeste
verdoso, se agregaron 20 pL de azul de metileno y se continu6 con el agregado de
solucién patrén lentamente. La primera gota que torné a amarillo oro, indic6 el punto
final. Se realizé esta valoracion por triplicado. Deben gastarse alrededor de 5 a 7
mL de la solucién patrén para decolorar 10 mL de reactivo FCB.

A 50 mL de la sidra (eliminando el CO2) se le adicionaron 8 mL de solucién
de acetato de plomo al 25 % y 0.5 g carbdn activado, la cual se filtraron con papel
Whatman no. 2. La finalidad de este paso fue obtener una sidra incolora para poder
utilizarlo en la titulacion.

Se llend la bureta con la sidra incoloro y se titularon los 10 mL del reactivo
FCB del mismo modo en que se procedi6 para la valoracion.

Los célculos se realizaron de acuerdo a la siguiente formula:
100 mL aztcar — 0.5 g dextrosa
mlL gastados en la valoracion — X, (Factor Fehling)
mlL gastados en titular la sidra — X{(Factor Fehling)

mL gastados en la valoracion — X, = 10 = g aztcar L™!

3.5.2.8. Andlisis de azucares mediante HPLC

El contenido de azUcares (sacarosa, glucosa y fructosa) y acidos organicos
(acido malico y acido acético) presentes en el mosto hasta la obtencion de la sidra
espumosa, se determind mediante el andlisis por HPLC de Lorenzini et al. (2019)
con ligeras modificaciones, utilizando un equipo de HPLC SHIMADZU con dos
detectores IR para la determinacion de azucares, glicerol, etanol y UV para acidos
organicos. Las muestras que se analizaron para la variedad ‘Golden Delicious’
fueron, mosto sin inocular, a las 24 horas, al tercer, séptimo y noveno dia de la
primera fermentacion (sidra base), luego de la adiccion del licor de tiraje y

embotellado, se tomaron muestras a los 8, 23 y 30 dias (término de la segunda
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fermentacién), mientras que la variedad ‘Red Delicious’ de igual manera se tomaron
desde el mosto, a las 24 horas, tercer, quinto y octavo dia de la primera
fermentacion, posterior a ello, las muestras que se analizaron de la segunda
fermentacion fueron siguiendo el mismo muestreo de ‘Golden Delicious’, con la
finalidad de tener un mejor seguimiento de los compuestos quimicos. Antes del
andlisis, las muestras se filtraron a través de un filtro de membrana de acetato de
celulosa de 0.45 um (Pall corpation GN-6) y se desgasificaron mediante ultrasonido.
La determinacién de acidos organicos y azucares se llevé a cabo usando-un sistema
de cromatografia liquida a alta presion (Cromatografo de liquidos, Shimadzu, LC-
2030C, Prominence i, Japon), equipado con una columna Aminex HPC-87H, un
detector UV a 210 nm para acidos organicos, un detector IR para-azucares, glicerol
y etanol, un automuestreador ajustado en 20 uL de-volumen de inyeccion y
temperatura de 25 °C. Se utiliz6 una solucion 5mM de acido sulfarico, grado HPLC,
Sigma-Aldrich (St. Louis, Mo, EEUU); a un flujo de 0.5 mL min. Las muestras
fueron filtradas con una membrana de 0,45 pm. La identificacion de los acidos
organicos se realiz6 por medio de los tiempos de retencion. La cuantificacion se
realiz6 mediante la curva estdndar para cada &cido organico y azucar. La
separacion del azlcar se realizd por elucion isocratica utilizando como fase movil
de H2S04 con un caudal de 0.5 ml min-t. La fase mévil se filtr6 a través de un filtro
de membrana de 0.45 pm y se desgasificé. La identificacién de los compuestos se
realiz6 sobre la base del tiempo de retencién de los picos y sus espectros UV en

comparacién con las curvas de calibracion de glucosa, fructosa y sacarosa.

3.5.2.9. Grado alcohadlico

El porcentaje de alcohol etilico se determiné por el método de destilacion
directa. Una muestra de 50 mL de sidra, medida con un matraz aforado, se agito
para eliminar el dioxido de carbono y fue vertida en un matraz de destilacion junto
con 2.5 mL de Ca(OH)2 con una concentracion 2M, de la cual se destilé 3/4 partes
(38 a 40 mL). La mezcla hidroalcohdlica a 20°C se aforé a 50 mL con agua destilada
en el mismo matraz aforado y se evaluo la densidad con un picnémetro de 25 mL
de acuerdo a la OIV (2017).
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3.5.2.10. Determinacion de nitrégeno total

Se pesan 100 mg de la muestra de sidra, las cuales se depositan en capsulas
TIN LECO de 0.8 de diametro y 20 mm de longitud. Posteriormente la determinacion
del porcentaje de nitrégeno total se realiz6 a través de una muestra de combustién
en el analizador elemental LECO CHN628 no dispersivo, equipado con un detector
infrarrojo. En este equipo, las muestras se queman en oxigeno con pureza
(99.9999%) vy flujo de 10 L por minuto (Ipm) a una temperatura de 950 °C. Las
muestras se disparan en una atmosfera de oxigeno con pureza (99.99 %) y flujo de
5 Ipm a una temperatura de 1350 °C (Henrique et al., 2019).

3.5.3. Evaluacion sensorial
Se llevé a cabo una capacitacion para evaluacion sensorial dirigida a diez

jueces, los cuales firmaron un formato de consentimiento (Anexo 7.1). Esta se
centrd en la caracterizacion de sidras espumosas tomando como referencia Qin et
al. (2018) con ligeras modificaciones (Anexo 7.2). La evaluacion sensorial considera
atributos relacionados con el aspecto visual, olfativo (aroma y olor) y gustativo,
mediante una escala heddnica no estructurada (Yang et al., 2018).

La evaluacion sensorial fue llevada a cabo el laboratorio de analisis sensorial
en el Centro académico de desarrollo e innovacion de productos (CAIDEP) del
parque Biotecnoldgico de la Universidad Autonoma de Querétaro. Dicha evaluacion
se fracciono en dos secciones en el mismo dia, donde en la sesion 1, se evaluaron
las sidras espumosas elaboradas con la variedad ‘Golden Delicious’; seguido de ello
se dej6 un descanso de aproximadamente 30 minutos para evaluar las sidras
espumosas elaboradas con la variedad ‘Red Delicious’.

Para ambos productos se tomé una botella de cada muestra y se les asigno
un codigo numero (Tabla 3.2). La botellas se abrieron en presencia de los panelistas
y se vertieron aproximadamente 15 mL de la sidra en copas tipo cofiac para que los
panelistas pudieran apreciar la calidad visual, seguido del olor con la copa en
reposo, aroma con la copa en agitacion y finalmente, se evalu6é gustativamente,

evaluando un total de 28 atributos en las sidras espumosas (Anexo 7.3). La
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evaluacion de la sidra se realizd en un horario de 11:00 am de la mafiana a 1:00 pm
de la tarde.

Tabla 3.2. Formato de codificacion de las muestras de sidra espumosa

Variedad Levadura Numeracion aleatoria

‘Golden Delicious’ K1-V1116 6224
436.4 5683

MM7 3831

RY5 9265

‘Red Delicious’ K1-V11116 3749
436.4 6455

MM7 5770

RY5 5961

3.5.4. Determinacion de los principales compuestos voléatiles mediante
cromatografia de gases
Las muestras de sidra espumosas utilizadas para el andlisis de compuestos

volatiles fueron elaboradas de acuerdo al apartado 3.4, con la excepcion de
fermentarse de manera independiente en tubos falcon de 50 mL de capacidad
perfectamente sellados con cinta para evitar el escape de CO2 con forme avanzaba
la fermentacion, posteriormente se almacenaron en un congelador a temperatura y
luz controlada para evitar cualquier alteracion del producto hasta su posterior
utilizacion.

Previamente al analisis, las muestras a evaluar de sidra espumosa fueron
sometidas a cuatro. metodologias de extraccion: a) extraccion liquido-liquido en
discontinuo . con disolvente, b) extraccion liquido-liqguido en discontinuo con
disolvente y sales, c¢) Microextracion por desmezcla, d) Extraccién en fase sélida,
esto con la finalidad de obtener la mejor separacion de los componentes volatiles
de acuerdo a lo reportado por Cedron (2004).

Tras haber evaluado las diferentes metodologias, se seleccion6 como la
mas eficiente la extraccion liquido-liquido en discontinuo con disolvente (ELLd), la
cual consistié en poner en un embudo de decantacién 25 mL de sidra espumosa, la
cual contiene los compuestos de interés, posteriormente se agregé 10 mL de
diclorometano, con agitacion manual de 5 min., la cual permitio separar la muestra

en dos fases, una organica y otra acuosa (Figura 3.3), de ello se tomo
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aproximadamente 1 mL de la fraccion organica para ser inyectada en el
cromatografo de gases.

25 ml de sidra |
espumosa

4

CG-FID.
T N
10 mL de .

. e — —
Diclorometano ~ Fase
- organica

Fase —
| acuosa

.

Figura 3.3. Esquema de trabajo en ELLd.

El analisis de los compuestos volatiles a evaluar fue de acuerdo a lo
reportado por Suarez-Valles et al. (2005) y Cedron (2004) con ligeras
modificaciones. Los componentes volatiles fueron evaluados en ocho sidras
espumosas (variedad ‘Golden Delicious’ y ‘Red Delicious’) mediante un
cromatografo de gases de la Marca SHIMADZU 2010 plus. Las condiciones del

equipo se muestran en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Condiciones del equipo de cromatografia

Variables Condiciones
Temperatura del detector 220 °C
Columna DBWAX-Agilent
Gas portador Nitrégeno
Flujo de gas total 14 mL mint
Dilucion 10
Flujo de Columna 1 mL min*

(Cedron, 2004)
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3.6. Disefio de los experimentos

Se emple6 un disefio experimental completamente al azar con tres
repeticiones, donde los tratamientos fueron las distintas cepas de levaduras vy, las
variables repuestas, fueron los atributos fisicos, quimicos, sensoriales vy
compuestos volatiles de la sidra. Los datos obtenidos fueron sometidos a analisis
de varianza de Fisher (ANDEVA) de una viay se realiz6 una comparacion de medias
usando la prueba de medias de Tukey (p<0.05), mientras que para el analisis
sensorial este se sometid a la prueba de Friedman (p<0.05). Se utilizaron los

programas estadistico Minitab 18 y R version 3.4.1.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluacién de las distintas levaduras en la primera fermentacién

4.1.1. Caracteristicas fisicas y quimicos del mosto

En la Tabla 4.1 se observa que la densidad, el contenido de sdlidos solubles
(°BX) y el pH obtenidos en el mosto de ‘Red Delicious’ (1.050 g cm=,13.9 y 3.97,
respectivamente), son superiores a los de ‘Golden Delicious’ (1.040 g cm3,11.8 y
3.74, respectivamente). La eleccion varietal, la composicion y la madurez de la fruta
influyen en el contenido de azlcar en el mosto y por lo tanto influirdn en el-nivel final
de etanol (Id et al., 2017), por ejemplo, se ha observado que el nivel promedio de
sélidos solubles en jugos de manzana de 86 cultivares es de 11.4 °Bx, que va de
8.1 a 14.2 °Bx, ademas, los jugos de fines de temporada (senescentes) se
caracterizan por valores mas altos de sélido solubles y-contenido de azucar, lo que
esta relacionado con un perfil mas dulce, por lo tanto tendra una influencia sobre el
proceso fermentativo (laccarino et al. 2019). Tradicionalmente las sidras se han
elaborado con variedades de manzanas especificas (sidreras), pero éstas tienden
a ser limitadas en ciertos paises o regiones, por lo que actualmente esté creciendo

el uso de manzana de mesa en la elaboracion de sidras (Girschik et al., 2017).

Tabla 4.1. Densidad, Acidez total titulable (ATT), pH y sélidos solubles (°Bx) de los

mostos de manzana para la elaboracion de sidra tranquila

Variable ‘Golden Delicious’ ‘Red Delicious’
Densidad (g cm3) 1.04+0.00* 1.05+0.00*
Acidez total titulable
_ _ 4.45+0.06* 4.45+0.07*
(g Lt de &cido malico)
pH 3.74 3.97
Soélidos solubles 11.8+0.30* 13.93+0.11*
(°Brix) (96.9 gL'deazicar) (124 gL*de azucar)

*Medias provenientes de tres repeticiones * desviacion estandar.
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4.1.2. Evolucién de la densidad durante la fermentacién para la elaboracién
de sidra tranquila en dos cultivares de manzana

En la Figura 4.1 se observa que, como es esperado, la densidad de los
mostos disminuye a través del tiempo. La fermentacion llevada a cabo por todas las
levaduras inoculadas es mas rapida en ‘Golden Delicious’ que en ‘Red Delicious’.
Dentro de cada variedad de manzana las levaduras tienen un comportamiento
similar, asimismo, la fermentacion producida por la microbiota nativa resultd mas
lenta que con las levaduras inoculadas, siendo esto mas notorio en ‘Golden
Delicious’. Lo anterior se debe a que en las fermentaciones realizadas por levaduras
seleccionadas se tienen concentraciones iniciales elevadas del inoculo, ademas de
gue éstas son mas competitivas, lo que les permite dominar el medio fermentativo.
En contraste, en las fermentaciones espontaneas participa una gran diversidad de
microorganismos, incluyendo levaduras oxidativas y fermentativas, homo vy
heterofermentativas, bacterias acido lacticas y bacterias acéticas, lo que puede
conducir a una atipica fermentacién y una calidad organoléptica compleja (Suarez-
Valles et al., 2005).
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Figura 4.1. Evolucion de la densidad de los mostos de dos cultivares de manzana

en funcion de la cepa de levadura (A) ‘Golden Delicious’; (B) ‘Red Delicious’

En la Tabla 4.2 se observa que, tanto la cepa comercial de referencia
K1-V1116, como las nativas seleccionadas, muestran presencia de gas carboénico
en ambas variedades 48 horas después de iniciada la fermentacién, en contraste
con la microbiota nativa, lo que indica una buena competitividad de las cepas
seleccionadas (Estela-Escalante et al., 2011). Tanto su velocidad y eficiencia
fermentativa se ven influenciadas por factores, como el contenido de azucar, la
temperatura, el tiempo de almacenamiento y el pH (Venkatachalam et al., 2018).
Por ende, muchas bodegas vinicolas han preferido el uso de cepas seleccionadas

autdctonas, como una estrategia enoldgica para obtener beneficios como la
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autenticidad y tipicidad propias de las fermentaciones realizadas por cepas nativas
de S. cerevisiae. Siendo mejor adaptadas a las practicas enolégicas, las practicas
agricolas y el medio ambiente de la region productora del vino, persistiendo
facilmente y predominando sobre otras cepas de levadura de la microbiota natural,

contribuyendo a las propiedades sensoriales tipicas locales (de Celis et al., 2019).

Tabla 4.2. Energia fermentativa (EF) acumulada de los mostos de manzana de

dos cultivares en funcion de la cepa de levadura

‘Golden Delicious’ ‘Red Delicious’

Levadura

(g CO2 (g CO2 (g CO2 (g CO2 (g CO2 (g CO2 (g CO2 (g CO2
48 h'1) 96 h1) 144 ht) 192 h?) 48 h'1) 96 ht) 144 h1) 192 hY)

K1-V1116  10.83+2.3% 20.17+0.32 24.67+0.3* 39.67+0.3°  8.50+0.5* = 20.67+0.7% 25.50+0.5* 39.67+6.3%

MM7 7.33+0.3%*  18.33+0.6® 24.33+0.8% 39.66+0.6* 7.50+0.5* 17.33+0.3* 21.00+3.0* 39.67+1.4%

436.4 8.00+0.5%  19.00+0.5* 24.50+0.5* 39.30+0.5* 7.50+0.5* 17.83+0.8® 22.67+0.8* 39.30+0.7%

RY5 6.98+3.5*  19.66+0.32 24.50+0.5%  40.50+0.5*  9.33+0.3* 19.00+0.0* 23.17+0.6* 40.50+1.8%

Testigo 0.17+0.3° 1.1740.3° 13.50+1.5° 19.83+1.5"°  0.00+0.0° 6.33:0.0" 13.17+0.6° 31.00+1.8°

*Medias provenientes de tres repeticiones + desviacion estandar. Valores con la misma letra dentro

de columnas, son estadisticamente iguales (Tukey, P<0.05).

4.1.4. Caracteristicas fisicas y quimicas de la sidra tranquila
En'la Tabla 4.3 se puede observar que las sidras de los dos cultivares

elaboradas con las distintas cepas mostraron valores de azucares residuales < 10
g L%, lo que corresponde a sidras secas. Sin embargo, en ‘Red Delicious’ el
contenido de azlcar de la sidra obtenida con la microbiota nativa es superior al del
resto de los tratamientos después de 10 dias de fermentacion, lo cual podria
deberse a un paro de la fermentacién alcohdlica (Id et al., 2017) probablemente
influenciado por la composicion y concentracion de nutrientes o la disponibilidad de
nitrégeno (Kemp et al., 2014), ademas este proceso de fermentacion se caracteriza

por los bajos rendimientos de etanol y una eficiencia de fermentacion de alrededor
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del 30 al 40 %, asi como por concentraciones variables de azucares residuales
(Nufiez-Guerrero et al., 2016). Durante la fermentacion del jugo de manzana, la tasa
y el contenido de etanol, azlcares, taninos, ésteres, metanol y acidos volatiles son
algunas de las caracteristicas de calidad que pueden verse afectadas por la cepa
especifica de levadura (Kanwar & Keshani, 2016), es por ello que la eleccion de la
cepa debe estar sujeta a través de varios factores que permitan hacer la seleccion

adecuada en base a las necesidades del productor.

Tabla 4.3. Azucares residuales (AR), grado alcohdlico (GA) y acidez total titulable
(ATT) de sidras tranquilas elaboradas con cuatro cepas de levadura en dos

cultivares de manzana

Variedad ‘Golden Delicious’ ‘Red Delicious’
AR* GA ATT AR GA ATT
(g azlcar L) (°GL) (g acido (g-azdcar L) (°GL) (g acido

Levadura malico L4) malico L)
K1-V1116  1.36x0.12 7.6+0.92 4.45+0.12 1.41+0.1¢ 5.80+2.92 3.50+0.32
MM7 1.39+0.02 7.6+0.02 4.49+0.22 2.34+0.3¢ 7.43+1.82 3.66+0.12
436.4 1.21+0.12 6.5+1.32 4.050.12 2.50+0.2¢ 8.51+0.82 3.50+0.12
RY5 1.13+0.12 7.0+0.62 4.25+0.32 3.22+0.4b 8.66+1.62 3.66+0.22
Testigo 1.39+0.22 7.6+0.22 4.29+0.42 7.07+0.32 6.50+0.52 3.86+0.18*

*(AR) AzUcares residuales; (GA) grado alcohdlico; (ATT) acidez total titulable y (AV) acidez volatil.
Medias provenientes de tres repeticiones * desviacién estandar. Valores con la misma letra dentro

de columnas, son estadisticamente iguales (Tukey, P<0.05).

En cuanto al contenido de alcohol, no se presentaron diferencias entre
cepas en ninguno de los cultivares (P<0.05), obteniéndose para ‘Red Delicious’
valores que van de 5.8 °GL con K1-V1116 hasta 8.7 °GL con RY5 y para ‘Golden
Delicious’ de 6.5 °GL con 436.4 hasta 7.6 °GL con K1-V1116, lo que muestra que

las cepas nativas seleccionadas pueden considerarse aptas para llevar a cabo una
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fermentaciéon alcohdlica completa. Tomando en cuenta los datos anteriores, se
advierte que el rendimiento para K1-V1116 de 21.76 g AZ °Et?, el cual contrasta
con lo que sefala la ficha técnica de la cepa comercial (16 a 17 g de azlcar por
cada 1 °GL producido) (Lallemand, 2019), mientras que para RY5 el rendimiento
fue de 14.51 g AZ °Et siendo superior al del resto de la cepas para ‘Red Delicious’.
Mientras que para la ‘Golden Delicious’, la cepa 436.4 obtuvo un rendimiento de
14.91 g AZ °Etly K1-V1116 de 12.75 g AZ °Et%, obteniendo asi un contenido mayor
de alcohol, demostrando asi una elevada conversion de azucares.

Por lo que respecta a la ATT se detectd una concentracion similar para todas
las sidras, en donde ‘Golden Delicious’ obtuvo valores que van de 4.0 a 4.5 g acido
malico L1y que corresponden sensiblemente al valor obtenido en el mosto inicial.
En el caso de ‘Red Delicious’ la ATT va de 3.5 a 3.9 g acido malico L1, siendo éstos
menores a los obtenidos en el mosto inicial (Tabla 4.1), esto podria deberse a que
después de la fermentacion alcohdlica suele ocurrir un proceso de maduracion
(fermentacién malolactica) en el que las bacterias acido lacticas (LAB) convierten el
acido malico en &cido lactico y diéxido de carbono (Id et al., 2017). La ATT obtenida
en todos los casos se encuentra dentro de los limites que establece la NOM-199-
SCFI-2017 (3.5y 7.5 g L't &cido malico) (SEGOB, 2017).

Por otra parte, en la Tabla 4.4 se advierte una mayor AV con la microbiota
nativa en ambos cultivares (0.40 y 0.57 g acido acético L para ‘Golden Delicious’
y ‘Red Delicious’, respectivamente), lo cual resulta Iégico si consideramos que en el
medio fermentativo no hubo una levadura predominante que limitara el desarrollo
de microorganismos productores de acido acético (Suarez-Valles et al., 2005). Entre
los tratamientos con levaduras inoculadas, la mayor AV fue obtenida con K1-V1116,
tanto en ‘Red Delicious’ (0.21 g acido acético L*) como en ‘Golden Delicious’ (0.12
g acido acético L) (P<0.05), de acuerdo a lo que se establece en la NOM-199-
SCFI-2017 (<1.2 g &cido acético L), todas las sidras entraron dentro de lo
establecido como bebida de calidad en cuanto acidez volatil. Debido que a niveles
altos es considerado un factor de calidad negativa. Sin embargo, su presencia del

acido aceético también es importante, gracias a que sirve como precursor de los
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ésteres de acetato, que son responsables del caracter afrutado de muchos vinos
(Luo et al., 2013).

Tabla 4.4. Acidez volatil (AV)y SO:2 total de la sidra tranquila de los mostos de

manzana de dos cultivares en funcién de la cepa de levadura

Variedad ‘Golden Delicious’ ‘Red Delicious’
Levadura | AV* | SO:total | AV | SO:ztotal
(g &cido acético L 1) (mg LY (g &cido acético L) (mg L)
K1-V1116 0.12+0.0"" 66.13+4.9° 0.21+0.0b 102.40+14.72
MM7 0.07+0.0¢ 87.47+3.72 0.07+0.0¢ 74.67+2.4°
436.4 0.07+0.0¢ 83.20+14.02 0.07+0.0¢ 54.40+6.4°
RY5 0.08+0.0¢ 67.20+3.2P 0.08+0.0° 59.73+3.4P
Testigo 0.48+0.02 57.60+5.5P 0.57+0.02 55.4616.7°

*(AV): acidez volatil; (SO2): anhidrido sulfuroso.
Medias provenientes de tres repeticiones + desviacion estandar. Valores con la misma letra dentro

de columnas, son estadisticamente iguales (Tukey, P<0.05).

En cuanto al SO: total, se observan los valores de entre 87.47 (MM7) y
66.13 (K1-V1116) mg L* de-anhidrido sulfuroso total para ‘Golden Delicious’,
mientras que para la ‘Red Delicious’ los valores van desde 102.40 (K1-V1116) y
54.40 (436.4) mg L1 de anhidrido sulfuroso total, este resultado se sabe que
procede tanto de la forma combinada como su forma activa que juntos conformaran
al SO:2 total, dependiendo directamente del pH (Ribereau-Gayon et al., 2006). De
acuerdo a_lo que establece la NOM-199-SCFI-2017 de 300 mg L* de anhidrido
sulfuroso total, todas las sidras estuvieron dentro de lo establecido por la norma
(SEGOB, 2017). Adicionalmente, las levaduras también influiran en el contenido ya
que suelen tener mecanismos para soportar la presencia de SOz los cuales implican
reduccion de azufre o sobreproduccion de acetaldehido (Balakrishnan et al., 2012).

El anhidrido sulfuroso (SO2) es usa en la industria vinicola debido a sus
caracteristicas antisépticas, inhibiendo el desarrollo de bacterias y levaduras
apiculadas, ademas de ser antioxidante. La accion del sulfitado se vera influenciada

por el pH, por su naturaleza y concentracion, capaz de interactuar con el sulfuroso,
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formando lo que se le denominado el sufuroso combinado; este aumento combinado
generalmente oscila entre 10 y 50 mg L en los mostos (Blouin et al., 2003; Herrero
et al., 2010) .

Con base en los resultados anteriores se decidio utilizar la cepa 346.4 para
la elaboraciéon de la sidra base en la evaluaciéon de levaduras en la segunda

fermentacion.

4.2. Evaluacion de las distintas levaduras en la segunda fermentacion
4.2.1. Caracteristicas fisicas y quimicas de los mostos utilizados

En la Tabla 4.5 se observa que la densidad, sélido solubles (°Bx) y el pH
fueron mayores para ‘Red Delicious’ (1.064 g cm3, 14.1 y 4.85, respectivamente)
que para ‘Golden Delicious’ (1.058 g cm3, 12.5 y 4.72, respectivamente). Sin
embargo, los valores de ATT fueron menores a los obtenidos en el experimento
anterior para las dos variedades (Tabla 4.1), estas diferencias pueden estar
influenciadas por un error en la medicidén del equipo para la obtencién del pH aunado
a la falta de homogenizacion del NaOH con el mosto y al error del analista al no
haberse percatado. Las diferencias. obtenidas en los mostos de los dos
experimentos podrian deberse ‘a que se trata de lotes diferentes obtenidos a
distintos tiempos: en el caso de este Ultimo, los valores corresponden al de
manzanas con un mayor grado de madurez (mas azUcares, menos acidez), un
proceso de desarrollo irreversible que involucra atributos bioquimicos y fisiologicos.
Ya que jugos producidos a partir de cultivares tardios, aportando un alto contenido
de azlcares, mientras que las manzanas de temporada temprana son jugos con

baja concentracion de azucares (Venkatachalam et al., 2018).
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Tabla 4.5. Densidad, Acidez total titulable (ATT), pH y sdlido solubles (°Bx) de los

mostos de manzana para la elaboracion de sidra espumosa

Variables ‘Golden Delicious’ ‘Red Delicious’
Densidad (g cm-®) 1.058 1.064
Acidez total titulable
, , 2.98+0.1* 2.03+0.1*
(g L de acido malico)
pH 4.72 4.85
12.5+0.06* 14.1+0.10*

Sélido solubles (°Brix) ] ]
(109.0 g Lt de aztcar) (126.2 g L* de azlcar)

*Medias provenientes de tres repeticiones * desviacion estandar.

4.2.2. Evaluacion de la sidra de base

4.2.2.1. Evolucién de la densidad durante la fermentacion en dos cultivares de
manzana

En la Figura 4.2 se observa que la fermentacioén llevada a cabo por la cepa
436.4, medida por la densidad de los mostos, disminuye como esperado a través
del tiempo, habiendo comportamientos muy similares para ambas variedades. El
comportamiento de esta levadura durante la fermentacion es comparable al que se
obtuvo en el experimento anterior (Figura 4.1), con un tiempo de diez dias de
fermentacién aproximadamente, un grado alcohdélico fluctuante entre 6.5 a 8.5 °GL
(‘Golden Delicious’ 7.5 y ‘Red Delicious’ 7.8 °GL), azucares residuales
correspondientes a fermentaciones completas y baja acidez volatil. Se sabe que S.
cerevisiae ~domina la fermentacion alcohodlica. Debido a su sobresaliente
comportamiento fermentativo y la estabilidad continua de la fermentacion, es por
ello, que se ha elegido tradicionalmente para realizar cultivos iniciadores para sidras
y vinos (Su et al., 2019).
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Figura 4.2. Evolucion de la densidad de mostos de manzana de dos cultivares con
la cepa 436.4 (roja) ‘Red Delicious’; (amarilla) ‘Golden Delicious’

4.2.2.2. Caracteristicas fisicas y quimicas de las sidras bases

En el Tabla 4.6 se puede observar que las sidras tranquilas de los dos
cultivares elaboradas con la cepa 436.4 obtuvieron valores de azucares residuales
<10 g L, que corresponden a sidras secas y a fermentaciones alcohélicas
completas. En cuanto al contenido de alcohol, ‘Red Delicious’ present6 un valor de
7.86 °GL con un rendimiento de 16.06 gAz °Et™, lo que corresponde sensiblemente
al grado alcohdlico que se puedo obtener con la cepa comercial K1-V1116, mientras
que con ‘Golden Delicious’ (7.50 °GL), el rendimiento de conversion fue de 14.53
gAz °Et?, siendo ligeramente mayor a lo esperado de alcohol 6.81 °GL si se
compara con el rendimiento de la cepa comercial (16 a 17 g de azUcar para producir
1 °GL). Estas diferencias en la produccion de alcohol, no es sélo la dependencia
Unica del nivel de azucar presente en el jugo y si no también que pueden existir
otras variables, como por ejemplo la vitalidad celular de la levadura, que juegan un
papel determinante en la optimizacion de los procesos de fermentacion (Guevara et
al., 2012). Si bien el contenido de alcohol en la sidra depende del nivel de azucar
del jugo de fruta, este puede variar del 1 al 12 % en alcohol (Johansen et al., 2019).
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De acuerdo a la bibliografia, para alcanzar 1 % de alcohol en el vino se necesita 17
g L de azlcar en condiciones normales de produccion, pero si la temperatura es
menor esta puede ser de 16 g L™! de azlcar para producir 1 % de alcohol (Kemp et
al., 2015).

Tabla 4.6. Contenido de azUlcares, grado alcohdlico, acidez total titulable (ATT),
acidez volatil (AV) y anhidrido sulfuroso total de sidras de base elaboradas con la

cepa 436.4 en dos cultivares de manzana

Variable ‘Golden Delicious’ ‘Red Delicious’
AzUcares residuales
) 0.65+0.00 1.38+0.03
(g azucar L)
Densidad
0.99+0.00 0.99+0.00
(g cm3)
Etanol
7.50+0.32 7.86+0.83
°GL
Acidez total titulable
. . 6.67+0.62 5.86+0.14
(g L't de acido malico)
pH 3.87+0.07 3.85+0.00
Acidez Volatil
. . 0.15+0.00 0.11+0.00
(g &cido acético L1)
Anhidrido sulfuroso total
81.66+6.78 49.60+2.26

(mg SO2 L)

Medias provenientes de tres repeticiones + desviacion estandar.

Encuanto ala ATT, ‘Golden Delicious’ obtuvo un valor de 6.67 g acido malico
L1y en el caso de ‘Red Delicious’ la ATT fue de 5.86 g acido malico L%, siendo en
ambos casos los valores obtenidos superiores a los del mosto inicial (Tabla 4.1), sin
embargo cabe aclarar que los valores generados en el mosto inicial no son los
esperados al ser bajos, como ya se mencion6 esto pudo haberse causado a una
mala medicion por el equipo y la falta de homogenizacion del NaOH al momento de
la medicion. Generalmente, la ATT se relaciona con la capacidad de amortiguacion
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gue mantiene el pH durante la fermentacién, modificando asi acido o alcali en la
sidra y cuando esta ATT es baja en comparacion con el mosto, es posible debido a
su consumo para mantener el pH (Venkatachalam et al., 2018). La ATT obtenida en
ambos casos se encuentra dentro de los limites que establece la NOM-199-SCFI-
2017 (SEGOB, 2017).

Con lo que respecta a SOz total, ampliamente usado en diferentes etapas de
la vinificacion y el almacenamiento por sus propiedades antisépticas y para prevenir
la oxidacion de los fendlicos, que afecta negativamente las propiedades sensoriales
y el valor nutricional del producto (Nardini & Garaguso, 2018), el valor obtenido para
‘Golden Delicious’ fue de 81.66 mg L, mientras que en ‘Red Delicious’ fue de 49.60
mg L1, cabe resaltar que la concentracién que se obtienen en esta Ultima variedad
puede estar influenciada por la composicion del mosto donde el SO: tiene que
intervenir de manera importante contra la oxidacion de los componentes presentes
e inactivacidon de enzimas (Oliveira et al., 2011) y la-presencia de una posible mayor
actividad microbiana; sin embargo, ambos valores se encuentra por debajo de los
limites que marca NOM-199-SCFI-2017 de 300 mg L de anhidrido sulfuroso total
(SEGOB, 2017). Es de importancia que este compuesto no sobrepase los limites
legales establecidos, debido al riesgo para la salud humana que este pueda
provocar. Para el caso de los vinas tintos y blanco no puede exceder 150 y 200 mg
L, respectivamente, siendo suficientes para inhibir la microbiota nativa (Guerrero
& Cantos-Villar, 2015).

Finalmente, la-AV para ‘Golden Delicious’ fue de 0.15 g acido acético L'y
para ‘Red Delicious’ de 0.11 g acido acético L, respectivamente. Si comparamos
los resultados-con el lote anterior usado para la produccién de sidra tranquila (0.07
g acido acético L1) (Tabla 4.4), podemos constatar que éste fue ligeramente
superior. Hay que recordar que Saccharomyces puede producir &cido acético, lo
que explica la presencia de este compuesto en las sidras bases, pero también,
valores superiores de acido acético a menudo indican la presencia de otras
especies, como bacterias acéticas (Dzialo et al., 2017). La NOM-199-SCFI-2017

establece un limite legal de 1.2 g acido acético L.
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4.2.3. Evaluacién de la calidad quimicay fisica de la sidra espumosa

4.2.3.1. Evolucion de la presion de la botella

La toma de espuma se llevd a cabo en aproximadamente un mes. La
velocidad de este proceso depende generalmente de la cepa de levadura y de la
temperatura ambiente donde se almacenan las botellas para dicha etapa
(Buxaderas & Lopez-Tamames, 2012). En la Figura 4.3 se observa que la presion
en la botella obtenida por las distinta cepas de levadura se incrementa conforme
transcurre el tiempo, pero ésta es mayor en ‘Red Delicious’ (valores de 3.1-atm para
MM7, hasta 4.0 atm para RY5) que en ‘Golden Delicious’ (de 2.6 atm en 436.4 hasta
3.1 atm en K1-V1116) después de 30 dias. En cada una de las variedades las
distintas cepas de levaduras muestran comportamientos similares. Cabe recordar
que en la segunda fermentacién se afiade licor de tirage, el cual consiste de una
concentracion conocida de azucar y un inéculo de levadura (Saccharomyces), con
la finalidad alcanzar una presion de gas carbonico en botella de entre 5y 6 atm.
Ledn (2019) probd que 30 g L de azlcar y una concentracion de 108 UFC mL de
cada cepa durante seis semanas, podia generar para MM7 (3.72 atm) mas de 3 atm
de presion, seguida de K1-V1116 (3.63 atm) y RY5 (3.61 atm), como las mas altas,
en el caso de este experimento se us6 una concentracion de azlcar de 25 g Lty
una concentracion de cada cepa 106 UFC mL™! ya en el mosto de manzana de cada
variedad.

Para el caso de nuestro experimento la cepa 436.4 obtuvo la presion mas
baja, esto puede deberse a factores tales como la fuga de CO2 de la botella en el
proceso de la segunda fermentacion, el segundo aspecto a considerar es que la
adiccion de azucar y la medicion de la presion interna de la botella fue realizada de
forma manual, lo que puedo provocar un error experimental por parte del analista,
sin embargo, se ha observado que los compuestos fendlicos, tienden a suprimir el
metabolismo de la levadura durante la segunda fermentacion, lo que puede
influenciar en las caracteristicas de la bebidas espumosas, asi como una baja
temperatura provocando una mayor solubilidad del gas (Kemp et al., 2014). En la
industria vinicola generalmente se utilizan 22 a 24 g L'! de azlcar en el licor de

tiraje, aunque en bodegas comerciales puede ser de 22 a 23 g L para evitar un
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exceso de presion y generar una transferencia de CO2 desde el interior de la botella
hacia el exterior de 0.12 a 0.68 mL por dia. Esto es importante, debia a que el CO:2
es responsable de la carbonatacion natural de las bebidas fermentadas y la
produccion adecuada de gas, siendo posiblemente el criterio de aceptacidon mas

importante para seleccionar la levadura en una segunda fermentacion (Dzialo et al.,
2017).
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Figura 4.3. Evolucién de la presion en la botella de sidras espumosas de manzana
de dos cultivares en funcion de la cepa de levadura (A) ‘Golden Delicious’; (B)

‘Red Delicious’
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4.2.3.2. Caracteristicas fisicas y quimicas de la sidra espumosa

En la Tabla 4.7 se observa que la concentracion de azlcares residuales se
encontré en todos los tratamientos dentro de lo establecido por la NOM-199-SCFI-
2017 para sidra gasificada (10 g L de azucar), clasificAndose en la categoria de
sidras secas (<10 g L. En el caso de ‘Golden Delicious’ la menor concentracion
se obtuvo en la sidra inoculada con la cepa de referencia K1-V1116 (2.68 g L?)
contrastando con la sidra elaborada con la cepa 436.4 (7.41 g L) donde
ciertamente hubo una menor degradacion de los azlUcares agregados para la
segunda fermentacion. Un comportamiento similar fue observado por Soto-Herrera
et al. (2008) al usar 20 g L de azlcar, teniendo hasta 6.68 g L'* de azlcares
residuales con la levadura K1-V1116, por efecto probable de la baja capacidad de
fermentacion de la levadura. Mientras que en ‘Red Delicious’, nuevamente destaco
la sidra elaborada con la cepa K1-V1116 con 2.92 g L* de azucares residuales,
contrastando con la de la cepa MM7 (5.97 g L™1). Sin embargo el uso de cepas
aisladas de S. cerevisiae es una estrategia interesante para mantener la calidad y
la reproducibilidad de las bebidas fermentadas, asegurando las propiedades
sensoriales y el mantenimiento tipico de los productos fermentados producidos en

la regidn (Suéarez-Valles et al., 2008).
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Tabla 4.7. Contenido de azucares (AR), grado alcohdlico (GA) y acidez total
titulable (ATT) de sidras espumosas elaboradas con distintas cepas en dos

cultivares de manzana

‘Golden Delicious’ ‘Red Delicious’
Levadura
AR
GA ATT AR GA ATT
(g azGcar 6L) (9 .écido (g azucar ¢GL) (9 -écido
L) mélico L) L) malico L)

K1-v1116  2.68+0.2>*  9.83%1.1a 5.34+0.1° 2.92+0.4° 10.59+1.02 4.38+0.32

MM7 7.21+0.72 9.42+1.32 5.99+0.02 5.97+0.62 10.93+2.22 4.91+0.32

436.4 7.41+1.12 9.85+2.82 5.70+0.2° 5.10+0.42 10.50+1.82 4.53+0.32

RY5 6.68+0.62 10.50+1.4* 5.92+0.1% 3.0310.1° 11.13+0.92 5.00+0.52

Medias provenientes de tres repeticiones + desviacion estandar.

*Valores con la misma letra dentro de columnas, son estadisticamente iguales (Tukey, P<0.05)

En lo que respecta al grado alcohdlico, se presenta un incremento en los
tratamientos de al menos 2 °GL aproximadamente con respecto a la sidra de base.
Suarez-Valles et al. (2008) reportan que sidras base contenian 6.3 % (vv1), tras ser
sometidas a una segunda fermentacion (14 dias) alcanzaron de 7.4 a 7.5 % (w2).
Al haber agregado tan so6lo 25 g L* de azlcar en el licor de tirage, se esperaba un
aumento no mayor a 1.5 °GL (considerando que por cada 16 a 17 g de azucar
genera 1 °GL). Esto pudo deberse a un homegenizado desproporcionado de azucar
al ser de manera manual que influyo probablemente en la concentracion de azucar
en la botella. Considerando que se agregaron 25 g L' de azlcar, los grados
alcohélicos no coinciden con el grado alcoholico potencial y lo reportado por Leon-
Teutli (2019) en que dichas cepas alcanzaron como maximo los 8.89 °GL. De
acuerdo a lo que establece la norma para sidras espumosas (NOM-199-SCFI-2017)
estas deberan tener valores entre 3 y 6 % de alcohol, por o que nuestro estudio
sobrepasa los limites maximos, por efecto de la adicidon de azucares a la sidra
tranquila, lo cual es positivo si lo que se busca es un grado alcohdlico alto en este

tipo de bebidas.
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De manera general, tanto en ‘Golden Delicious’ como en ‘Red Delicious’,
RY5 mostré la mayor produccion de alcohol (10.50 y 11.13 °GL, respectivamente)
con un rendimiento de 12.76 gAz °Et'y 13.57 gAz °Et?, probablemente a que esta
cepa es capaz de hidrolizar mejor la sacarosa (Figura 4.4), siendo estadisticamente
igual entre los tratamientos.

Con respecto a la ATT, en ‘Golden Delicious’ se obtuvieron 5.99 g L' acido
malico en MM7 y de 5.34 g L acido malico en K1-V1116; mientras que en ‘Red
Delicious’ el maximo valor fue de 5.00 g L' &cido malico en RY5, sin diferencias con
las otras levaduras. En general, los valores de ATT obtenidos en la sidra espumosa
son inferiores a los de la sidra base, lo cual podria explicarse por la conversion del
acido malico en acido lactico (fermentacion malolactica) realizada espontaneamente
por bacterias lacticas, lo que disminuye la acidez/pungencia y ademas contribuye
positivamente a la estabilidad de la sidra (Picinelli et al., 2000). Recordemos que la
primera fermentacion se llevo a cabo para la sidra base con la cepa 436.4 mientras
gue en la segunda se utilizaron diferentes cepas (436.4, RY5, MM7 y K1-V1116).

En cuanto a la acidez volatil (Tabla 4.8), se observa que las sidras
espumosas tuvieron un ligero aumento en relacion a las sidras tranquilas producidas
por todas las cepas; cabe sefialar que la formacién de acido acético puede ocurrir
en todas las etapas de produccion de la sidra como resultado de la metabolizacion
de diferentes sustratos (Picinelli et al., 2000). En el caso de ‘Golden Delicious’ K1-
V1116 obtuvo los mayoresvalores (0.31 g acido acético L1), contrastando con 436.4
(0.13 g 4cido acético L), partiendo de una sidra base con una acidez volatil de 0.15
g &cido acético L. Los valores obtenidos pueden considerarse normales, ya que se
sabe que las-levaduras fermentativas son capaces de producir trazas de acido
acético (Dzialo et al., 2017). Valores mayores estarian indicando la presencia de
microrganismos productores de dicho compuesto, tales como bacterias acéticas o
levaduras del género Candida (Id et al., 2017). Cabe recordar que este compuesto
es considerado como un factor indeseable en la calidad del producto. Por ejemplo,
en el vino, 0.2 a 0.4 g acido acético L es aceptable, pero por encima de 1.2 a 1.3
g acido acético L, se considera una picadura acética (Dzialo et al., 2017). En

cuanto a las sidras elaboradas con ‘Red Delicious’ K1-V1116 nuevamente presento
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el mayor valor (0.12 g acido acético L'1), MM7 (0.11 g acido acético L), RY5 (0.11
g acido acético L) y 436.4 (0.11 g acido acético L?), sin diferencias con los otros

tratamientos.

Tabla 4.8. Acidez volatil (AV) y SO:2 total de la sidra espumosa de manzana de

dos cultivares en funcion de la cepa de levadura

Variedad ‘Golden Delicious’ ‘Red Delicious’
AV AV
Levadura o o SOztotal (mg L) » SO:ztotal (mg L)
(g &cido acético L) (g &cido acético L)

K1-V1116 0.31+0.02 124.80+3.22 0.12+0.02 84.27+1.9°
MM7 0.27+0.12 129.10+18.82 0.11+0.0P 106.67+14.82
436.4 0.13+0.1° 112.00+9.62 0.11+0.0° 104.53+10.32
RY5 0.15+0.0P 117.30+22.72 0.11+0.0P 102.40+6.42

Medias provenientes de tres repeticiones + desviacion estdndar. Valores con la misma letra dentro

de columnas, son estadisticamente iguales (Tukey, P<0.05).

Por otro lado, los valores de anhidrido sulfuroso total se encontraron entre
129.10 (MM7) y 112.00 (436.4) mg L™ para la variedad ‘Golden Delicious’, mientras
que para ‘Red Delicious’ éstos van desde 106.67 (MM7) a 84.27 mg L (K1-V1116),
de acuerdo a estos valores ambas sidras se encuentran en los niveles sefialados
por la NOM-199-SCFI-2017 de 300 mg L* de anhidrido sulfuroso total (SEGOB,
2017). Sin embargo estos fueron mayor al obtenido por la sidra tranquila (Tabla 4.6),
esto es debido a que previo a la segunda fermentacion se afiadié un segundo
sulfitado con una concentracion de 3 g HL? de metabisulfito de potasio, como
prevencién para control de microorganismos, mientras se efectuaba la clarificacion

de la sidra tranquila.
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4.3. Determinacion de acido maélico, acido acético, azucares (sacarosa,
glucosay fructosa) y glicerol en la sidra por HPLC a partir del mosto hasta el

término de la segunda fermentacion.

4.3.1. ‘Golden Delicious’

En la Figura 4.4 se muestran los analisis realizados mediante HPLC durante
la fermentacion para la obtencién de la sidra espumosa. Referente al &cido malico,
en la figura 4.4. A se observa un descenso subito durante los primeros 40 dias, lo
cual muy probablemente se debe a la realizacion espontdnea de una fermentacion
malolactica parcial llevada a cabo por bacterias acidolacticas presentes de manera
natural en la sidra (Id et al., 2017)., asi como las misma levaduras del género no-
saccharomyces. Las cepas presentan niveles comparables hasta el final de la
fermentacion 436.4 (4.0 g L), K1-V1116 (4.8 g L'Y), MM7 (4.7gL1) yRY5 (4.1 g
L1), los cuales son inferiores a los del mosto inicial (7.9 g L= de acido malico en el
mosto). Siendo el acido malico el principal acido organico presente en la manzana,
su concentracién es muy variable (0.3 a 1 %)y dependera fundamentalmente de la
variedad, el estado de madurez y las condiciones ambientales durante el
crecimiento y almacenamiento del fruto (Herrero et al., 2010), de acuerdo a lo que
ya se ha reportado para manzana de mesa éste se puede encontrar en
concentraciones promedio de 8.8 g L™* en jugos, cultivadas en 12 paises y diferentes
regiones de Europa, y 7.4 g L™ en jugos obtenido de cultivares de manzana

polacos/franceses (laccarino et al., 2019).
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En la Figura 4.4. B correspondiente al acido acético, se puede observar que
a medida que evoluciona la fermentacion, la cepa MM7 (0.23 g L) presenta una
mayor concentracion de este compuesto y en menor proporciéon RY5 (0.15 g L),
siendo los valores muy similares a los obtenidos por los métodos descritos por la
OlIV (2018a) con MM7 y RY5 (0.26 y 0.15 g acido acético L1, respetivamente) (Tabla
4.8), el acido acético es responsable del sabor a vinagre en las muestras de sidra,
y se sintetiza mediante la oxidacién del acetaldehido por fermentacion alcohdlica o
malolactica (Venkatachalam et al., 2018).

En la Figura 4.4. C la sacarosa presentd mayor variabilidad en su evolucién,
en funcién de la cepa de levadura, donde RY5 (2.71 g L) observa una tendencia
mas marcada a hidrolizar este azUcar respecto a 436.4 (16.80 g L), a medida que
avanzaba la fermentacion, se puede apreciar a los nueve dias de la primera
fermentacion (sidra tranquila) una concentracion de 24 g L, posterior a esta etapa
recordemos que se hace la adicciéon del licor de tirage (25 g L de azlcar y la
levadura) para la inducciéon de una segunda fermentacion en botella, de acuerdo a
ello se tendria hasta 69 g L tan sélo de sacarosa, si se contempla lo que ya estaba
presente en la sidra tranquila mas lo afiadido, lo que supondria hasta un incremento
de 4 °GL si se toma como referencia que por cada 16 a 17 g L! de azlcares se
puede producir 1 °GL (Johansen et al.,, 2019). La disminucion en las
concentraciones de sacarosa durante la fermentacion se debe a la hidrolisis de este
disacarido por la enzima invertasa expresada por la levadura en especial por S.
cerevisiae, y que da como resultado los azucares simples glucosa y fructuosa (Yang
et al., 2015). Berni et al. (2019) determiné que la variedad ‘Golden Delicious’, puede
presentar 20.44 g L de glucosa, 69.14 g L de fructosay 17.34 g L de sacarosa,
mientras gue nuestro valores se encontraron para glucosa 11.80 g L, fructosa
74.05 g L'y en mayor proporcién a lo reportado para sacarosa 45.38 g L.

En las Figuras 4.4. D y 4.4. E, correspondientes a glucosa y fructosa
respectivamente se puede ver la tendencia de estos azlcares a disminuir en todas
las cepas conforme avanza la fermentacién de los mostos, como consecuencia del

consumo por las levaduras, se sabe que las levaduras Saccharomyces son capaces
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de degradar tanto la glucosa como la fructosa, aunque la glucosa se degrada mas
en las primeras etapas de la fermentacion (Goold et al., 2017).

Finalmente en la Figura 4.4. F, correspondiente a glicerol, se ve claramente
gue a medida que los azucares se transforman en alcohol, también se denota la
presencia de dicho compuesto como resultado de la produccién de este metabolito

por las levaduras (Cordente et al., 2012), no habiendo diferencias entre éstas.

4.3.2. ‘Red Delicious’

En la Figura 4.5 se observa la evolucion desde los mostos hasta el término
de la fermentacion para la variedad ‘Red Delicious’, en la Figura 4.5. A,
correspondiente a acido malico, se observa una clara disminucion de este
compuesto, presentandose valores similares en todaslas cepas hacia el final de la
fermentacion: 436.4 (3.1 g L), K1-V1116 (3.3 g L), MM7 (3.6 gL1') yRY5(3.5¢g
L), siendo concentraciones menores a las obtenida por la metodologia descrita por
la OIV (4.53, 4.38, 4.91 y 5 g L1, respectivamente) (Tabla 4.7), estas variables
pueden estar influenciadas por ser diferente lote de manzanas. Es importante
recalcar que estas fermentaciones se realizaron de manera independiente en tubos
falcon de 50 mL, partiendo de un mosto con una concentracion inicial de 7.8 g L
de acido malico. Como ya se sabe, éste es el principal acido en el jugo de manzana
y la sidra, una caracteristica es su fuerte sabor, una alta concentracion que imparte
un sabor aspero, este compuesto puede ser parcial o totalmente degradado por las
levaduras durante la fermentacion. También puede ser sintetizado en las células de
las levaduras a traves de la fijacion de COz con piruvato para formar oxaloacetato
(Zuo et al., 2019).
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En la Figura 4.5. B, correspondiente a acido acético, se observa que las

cepas presentaron un comportamiento muy variable, con una tendencia mas
pronunciada para MM7 (0.19 g L), sequida de RY5 (0.17 g L), 436.4 (0.17 g L)
y en menor concentracion la cepa comercial K1-V1116 (0.14 g L1). La produccion
de acido acético puede dar como resultado la formacion de compuestos volatiles
desagradables como el acetato de etilo que presenta un aroma a esmalte de ufias
(Moreno-Arribas y Polo, 2005), por ello es importante que se encuentre dentro de
69



los limites establecido por la NOM-199-SCFI-2017. Ademas de los aromas
indeseables, los altos niveles de acido acético son toxicos para la levadura y pueden
provocar fermentaciones alcohdlicas incompletas.

En la Figura 4.5. C, correspondiente a glicerol, todas las cepas evidenciaron
un comportamiento similar en la produccién de este metabolito alrededor de 4 g L
de glicerol similar también para ‘Golden Delicious’ aunque ligeramente inferior con
una concentracion de 3.8 g L, derivado de la fermentacion alcohélica, siendo el
principal aliciente de la glucosa (Goold et al., 2017).

En la Figura 4.5. D, correspondiente a sacarosa se advierte un descenso con
todas las levaduras evaluadas (436.4, MM7, K1-V1116 y RY5) hasta llegara2 g L
1 de concentracion de dicho azlcar, esto se contrasta de manera clara con la
variedad ‘Golden Delicious’, donde se pudo observar enla Figura 4.4 C hay mayor
variabilidad entre las cepas que va desde 16.8 (436.4) a2.71 g L* (RY5) de azlcar,
el cual tiene un efecto directo en la produccion de-alcohol, influenciado ya sea por
la variedad, su composicion nutrimental y estado de madurez de la manzana (Rita
et al. 2011).

Mientras tanto en la figura 4.5. E, correspondiente a glucosa la cepa 436.4
obtuvo los menores valores al final de la fermentacién (0.43 g Lt), contrastando con
las otras tres cepas (MM7, RY5'y K1-V1116) que se ubicaron alrededor de 5 g L%,
mientras que para la variedad ‘Golden Delicious’ en la figura 4.4. E se ve una
tendencia a disminuir muy similar en todas las cepas alrededor de 5a 6 g L%, siendo
la glucosa la primera en degradarse por las levaduras (Goold et al., 2017).

Finalmente en la Figura 4.5. F, correspondiente a fructosa, la cepa 436.4 fue
nuevamente la que mayor consumo de este azlcar presentd (1.32 g L7).
Contrastando con ‘Golden Delicious’ en la figura 4.4. C, se observo que las cepas
tuvieron un comportamiento similar entre 19 a 22 g L' (436.4 y RY5,
respectivamente) pero con mayor concentracion al final de la segunda fermentacion.

Se ha reportado que en los mostos iniciales las concentraciones tanto de
glucosa como de sacarosa son bastante variables, fluctuando de 5.4 a 20.7
(promedio 12.0) g L™t y de 8.5 a 63.2 (promedio 33.5) g L™, respectivamente

(laccarino et al., 2019). Mientras que en manzanas de variedad sidrera se ha
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encontrado juegos que contenian de 100 a 150 g L?! de azucares totales
fermentables (fructosa, glucosa y sacarosa) (Sukhvir & Kocher, 2019), nuestra
variedad mostré un total de azucares de 147 g L't, muy similar en concentracién de
azucares de los jugos de variedades sidreras espafiolas, lo que significativamente
impactara en la produccion de etanol y metabolitos por efecto de la fermentacion
alcohdlica llevada a cabo por las diversas levaduras.

4.4 Determinacion de Nitrogeno total durante la segunda fermentacion

En la Figura 4.6 se presenta el contenido de nitrdgeno total para las
variedades ‘Golden Delicious’ y ‘Red Delicious’, con las cepas 436.4 (0.09 % y 0.07
%), RY5 (0.09 % y 0.06 %), K1-V1116 (0.08 % y 0.07 %) y MM7(0.08 % y 0.07 %),
respectivamente. En ambas variedades se present6 una tendencia a disminuir muy
similar entre tratamientos. Partiendo de mostos para la variedad ‘Red Delicious’ con
una concentracion total de 0.08 %, mientras que ‘Golden Delicious’ se obtuvo hasta
0.12 %, El jugo de manzana generalmente contiene poco nitrogeno (<0.35 %)
(Sukhvir & Kocher, 2019). Por ejemplo, un mosto de manzana de una densidad de
1.059 g cm debera contener un minimo de 80 mg L de nitrégeno asimilable (YAN)
(Mangas-Alonso, 1999), la concentracibn y composicién de nitrégeno pueden
afectar la cinética de fermentacion de la sidra y la formacion de compuestos
aromaticos volatiles por la levadura (Boudreau et al., 2018), asi como la produccién
de compuestos azufrados'y carbamato de etilo (producto téxico), estrechamente
vinculado a la composicién nitrogenada del mosto. Ya que a través de la via de
Ehrlich las levaduras pueden recolectar y utilizar el nitrégeno esencial segun sea
necesario (Dzialo et al., 2017). Esto es evidente al observar la Figura 4.6 donde se
ve menos.presencia de nitrégeno con forme evoluciona la fermentacion para la

obtencién de las sidras espumosas.
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Figura 4.6 Porcentaje de Nitrégeno total conforme evoluciona la fermentacion de

los mostos de manzana A) ‘Golden Delicious’; B) ‘Red Delicious’

4.5 Andlisis Sensorial de las sidras espumosas

4.5.1. ‘Golden Delicious’

En la Tabla 4.9 se muestra la suma de rangos de las 28 variables analizadas
en las sidras espumosas realizadas con ‘Golden Delicious’, donde los tres aspectos
principales evaluados fueron: visual, olfativo y gustativo.

En el aspecto visual no se presentan diferencias en ninguna de las cuatro
variables analizadas (“espalme”, “pegue”, “aguante” y “sedimentos”) (P<0.05), estas
caracteristicas son de relevancia para el analisis sensorial de las sidras. De acuerdo
a la literatura, el “espalme” es la desaparicion rapida y completa de la espuma al
servido en la copa, el “pegue” es la pelicula que se forma alrededor de la copa
después del servido, aguante es la presencia de las burbujas formada desde el
fondo del liquido hacia la superficie y los sedimentos se reconoce como la presencia
de particulas resuspendidas en la sidra que provocan turbidez y generalmente estan
depositadas en el fondo (Herrero et al., 2010). Leon-Teutli et al. (2019) reportd que
las cepas K1-V1116 y MM7 (SR= 35.5y 33.5, respectivamente) destacaron a nivel
visual, lo que contrasta con nuestros resultados. Suarez-Valles et al. (2008) al
evaluar levaduras seleccionadas de la region contra una cepa comercial de S.

cerevisiae como cultivos para la segunda fermentacion, encontraron que la cepa
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comercial obtuvo la menor puntuacién a nivel visual. Recordemos que la espuma,
la efervescencia y el collar son muy solicitados por el consumidor durante la
degustacion de una bebida espumosa, por lo que nuestras cepas seleccionadas
(436.4, RY5 y MM7) al menos obtienen valores comparables al de la cepa comercial
K1-V1116, por lo que no se descarta el que pudieran ser usadas como cultivos
iniciadores para mejorar la calidad espumosa de las sidras. Por lo que respecta a
las propiedades espumosas de los vinos, se han establecido correlaciones positivas
entre las proteinas y la espumosidad y/o estabilidad de la espuma, influenciado por
diversas variables (variedad, condiciones de elaboracién, cepa, etc.) (Cilindre et al.,
2010). Leodn-Teutli et al. (2019) encontraron que la levadura MM7 destaco por la
calidad visual de sus sidras, a pesar de no haber diferencia (P<0.05) entre nuestros
tratamientos. MM7 fue la de mayor puntuacion (“espalme” SR=30.0,” pegue” SR=
32.5y “aguante” SR=30.0).
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Tabla 4.9. Suma de rangos (SR) en la prueba de Friedman para la evaluacion
sensorial de sidras espumosas elaboradas con cuatro cepas de levaduras en

‘Golden Delicious’

Variables evaluadas K1-v1116 436.4 RY5 MM7 P
Visual
Espalme 20.0 23.0 27.0 30.0 >0.3234
Pegue 22.5 20.5 24.5 32.5 >0.1586
Aguante 22.5 23.5 24.0 30.0 >0.5174
Sedimentos 24.0 235 26.5 26.0 >0.9415
Olor (reposo)
Intensidad 26.0 225 28.5 23.0 >0.6965
Vinagre/acético 33.0 24.0 21.0 22.0 >0.138
Frutal 30.5 25.0 23.5 21.0 >0.3964
Floral 27.0 215 28.0 23.5 >0.6288
Dulce 30.0 24.0 20.5 25.5 >0.4205
Lacteo 315 22.0 24.0 22.5 >0.1916
Especies 22.0 24.0 31.0 23.0 >0.2499
Sulfhidrico 23.0 27.0 21.5 28.5 >0.4867
Fresco 31.0 25.0 19.0 25.0 >0.2165
Aroma (agitacion)
Vinagre/acético 27.0 28.0 18.5 26.5 >0.2702
Frutal 25,5 21.0 22.0 315 >0.2432
Floral 215 25.5 215 315 >0.2463
Dulce 29.5 22.0 22.0 26.5 >0.4836
Lacteo 24.5 28.0 25.5 22.0 >0.7546
Especies 275 23.0 28.0 215 >0.4656
Sulfhidrico 26.5 29.5 20.5 23.5 >0.3706
Fresco 325 27.5 14.5 25.5 <0.0103
Calidad Gustativa
Dulce 22 19 25.5 335 >0.0617
Acido 28.5 23.5 26.5 215 >0.6203
Amargo 30 25 29.5 15.5 <0.0418
Astringente 23 30.5 27 295 >0.2108
Espumoso 26 25 24.5 245 >0.9928
Persistencia posgusto 29 18 30 23 >0.1054
Calidad posgusto 20 22.2 27.5 30 >0.2853
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Medias provenientes de 10 repeticiones (jueces), para cuatro tratamientos (cepas de

levaduras) tomando un valor P<0.05.

En el aspecto del olor (en reposo), tampoco se encontraron diferencias
significativas (P=0.05) entre las distintas levaduras. En términos generales los
aromas como “frutales”, “florales”, “neutrales”, “rancias” o “lacteo”, “Sulfhidricos”,
etc., potencialmente influiran en el perfil de sabor y lo mas importante en los
consumidores (Cordente et al., 2012). Es por ello, que la eleccion del inéculo de
levadura dependera de su capacidad relativa para producir ésteres (notasafrutadas
y florales), alcoholes superiores (sabores de fondo), compuestos fendlicos (notas
aromaticas interesantes o desagradables) y acidos grasos volatiles (Cordente et al.,
2012; Id et al., 2017)

Por lo que respecta al aroma (en agitacion), de las ocho variables evaluadas
Gnicamente se tienen diferencias (P<0.05) en “fresco™ (aroma a hierbas aromaéticas),
sobresaliendo K1-V1116 (SR=32.5) contrastando con RY5 (SR=14.5). Los
resultados anteriores coinciden sensiblemente con Ledn-Teutli et al. (2019), donde
RY5 obtiene un valor muy pobre (SR = 10.0) en el aspecto olfativo.

En cuanto a la calidad gustativa, solo se observaron diferencias estadisticas
(P<0.05) para la variable “amargo” que denota una sensacién desagradable
percibida principalmente en la parte posterior y los lados de la lengua, que
generalmente se muestra con ciertos alcaloides vegetales como la cafeina y la
quinina (Lea & Arnold, 1978), donde K1-V1116 (SR=30) fue la de mayor puntuacioén,
contrastando con MM7 (SR=15.5), esta ultima resulto ser agradable al paladar al
ser la menos aspera, siendo los principales responsables los taninos (Herrero et al.,
2010),-es por ello que los polifenoles juegan un papel importante en la afectacion
de la calidad de la sidra, ya que estan relacionados con el color, el amargor y
astringencia, cuyo equilibrio define la sensacion general de la bebida en la boca
(Lea & Piggott, 2003). De forma general, nuevamente este resultado es similar a los
de Leon-Teutli et al. (2019), en la que destaca a MM7 como la mejor cepa nativa en
el analisis sensorial de la sidras espumosas elaborados con la variedad ‘Golden

Delicious’.
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Los resultados obtenidos muestran que las cepas seleccionadas pueden
producir sidras espumosas de calidad y aceptabilidad equiparables con las
producidas con cepas comerciales, sin embargo es importante seguir evaluado
cepa como la RY5 (S. paradoxus), ya que aun no es muy destacable en
fermentaciones, una especie rara cuyo éxito depende de las especies microbianas
mucho més abundantes que la rodean, siendo asi de origen mayormente ambiental
(Kowallik et al., 2015).

4.5.2. ‘Red Delicious’
Para la variedad ‘Red Delicious’ en el aspecto visual s6lo se obtienen diferencias

en “espalme” (cualidad que se presenta en el servido) (P<0.05), destacando MM7
(SR=34), quien contrasta con 436.4 (SR=18), est4 propiedad, como ya se mencion6
anteriormente, estq asociado a las proteinas y polifenoles totales, que pueden
ejercer un impacto positivo en la espumosidad de las sidras (Lobo et al., 2005).
Con respecto al olor (copa en reposo), solamente se encuentran diferencias
a nivel “floral” y “fresco”, destacando en ambos casos RY5 (SR=32 y SR=30.5,
respectivamente). El primer aroma se asocia a compuestos volatiles como el 2-
feniletil etanol o el acetato de 2-feniletilo (Le Quéré et al., 2006). Muchos estudios
reportan que los compuestos de: éster son los principales contribuyentes del olor
“dulce”, “floral” y “afrutado” en la sidra, y éstos se forman principalmente a través de
la esterificacion de alcoholes con acidos grasos a lo largo de las etapas de
fermentacién y post-fermentacién (Venkatachalam et al., 2018). Por su parte el
“fresco” (aromas de hierbas aromaticas) también difiere en funcion de la levadura,
sélo que en este caso destacO RY5, caso totalmente opuesto a lo ocurrido en
‘Golden Delicious’, donde resulté la menos favorecida. De acuerdo a la bibliografia,
existen varios factores que influyen en la sintesis de estos compuestos aromaticos,
entre los cuales se encuentran la madurez, clima, condiciones de almacenamiento
y variedad, esta ultima puede influir en el contenido y su concentracién de aromas
(Salas-Salazar & Olivas-Orozco, 2009). Del mismo modo, en el Aroma (copa en
agitacion), no se detectaron diferencias significativas en ninguna de las variables

evaluadas.
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Tabla 4.10. Suma de rangos (SR) en la prueba de Friedman para la evaluacion
sensorial de la calidad de sidras espumosas elaboradas con cuatro cepas de

levaduras en ‘Red Delicious’

Variables evaluadas K1-v1116 436.4 RY5 MM7 P
Visual
Espalme 19.0 18.0 28.5 34.0 <0.0099
Pegue 215 24.0 26.5 28.0 >0.6787
Aguante 20.5 30.0 21.0 28.5 >0.2123
Sedimentos 30.0 28.0 215 20.5 >0.2407
Olor (reposo)
Intensidad 23.0 23.0 27.0 27.0 >0.8109
Vinagre/acético 25.0 26.5 28.5 20.0 >0.4666
Frutal 28.5 21.0 315 19.0 >0.0915
Floral 315 18.0 32.0 18.5 <0.0108
Dulce 28.0 29.0 27.0 16.0 >0.0808
Lacteo 235 225 28.0 26.0 >0.7417
Especies 325 22.0 19.5 26.0 >0.0866
Sulfhidrico 28.0 235 30.5 18.0 >0.0942
Fresco 28.0 23.5 30.5 18.0 <0.0067
Aroma (agitacion)
Vinagre/acético 20.5 235 31.5 24.5 >0.2548
Frutal 27.5 26.0 25.0 21.5 >0.7534
Floral 28.0 31.0 23.0 18.0 >0.1086
Dulce 30.0 25.0 27.0 18.0 >0.1968
Lacteo 235 25.5 25.5 25.5 >0.9757
Especies 23.5 27.5 22,5 26.5 >0.7462
Sulfhidrico 28.0 19.5 30.0 22.5 >0.2080
Fresco 28.0 29.0 215 215 >0.3916
Calidad Gustativa
Dulce 175 29.5 32.5 20.5 <0.0248
Acido 325 17.0 25.0 25.5 >0.0628
Amargo 29.0 195 25.0 26.5 >0.4011
Astringente 335 225 25.0 19.0 >0.0693
Espumoso 27.0 225 25.0 25.5 >0.8785
Persistencia posgusto 30.0 24.0 20.5 25.5 >0.4158
Calidad posgusto 27.5 23.0 26.5 23.0 >0.8013
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Medias provenientes de 10 repeticiones (jueces), para cuatro tratamientos (cepas de levaduras)

tomando un valor P<0.05.

Finalmente en la calidad gustativa, RY5 (SR=32.5) resulto ser estadisticamente
diferente (P<0.05) a la cepa comercial K1-V1116 (SR=17.5) en la variable evaluada
como “dulce”. Esta suele deberse a moléculas organicas, generalmente, de algin
grupo funcional tipo alcohol, aldehido o amino, siendo, por lo general, mas dulces
cuantos mas grupos alcohol posean, particularmente el glicerol; por eso, los
azucares Yy los polialcoholes son los maximos representantes de las sustancias
dulces, siendo la referencia habitual la sacarosa (Herrero et al., 2010). En este caso
las diferencias obtenidas en “dulce” podrian ser atribuidas a la sintesis de algun
alcohol, quizés el glicerol por la levadura, se ha observado que imparte dulzura en
un umbral de aproximadamente 5.2 g L2 en el vino blanco, pero se necesitarian mas
de 28 g L 1 para hacerse notar en términos de viscosidad y sensacion en la boca
(Goold et al., 2017), ya que la concentracion de azlcares en las sidras obtenidas,
particularmente con esta cepa, no sobrepasan los limites detectables (<5 g L)
(Herrero et al., 2010), sin embargo si-hablamos de azucares en particular la fructosa
fluctu6 al final de la fermentacién en 14.92 g L, lo que supondria un impacto en la
bebida. Por ejemplo, en concentraciones que generalmente oscilan entre 5y 12 g
L1 en el vino de mesa, el glicerol tiene un efecto aparente en la dulzura, para la cepa
RY5 este se ubicé en-3.51 g L de glicerol, lo que supondria un menor impacto de
acuerdo a lo demostrado en los vino. Recordemos también que esta especie (S.
paradoxus) no es muy conocida para llevar a cabo fermentaciones, sin embargo en
la variedad ‘Red Delicious’ mostré tener mejores resultados en variables que
denotan de manera positiva la aceptacion de la sidra espumosa.

De acuerdo a la evaluacion sensorial efectuada, se puede observar que la
aceptacion de las sidras dependera claramente de las sensaciones que estas
variables o caracteristicas producen y, en general, aquello que no genera
sensaciones positivas no se acepta. Por ende la respuesta, es de extrema

importancia para la calidad del producto.
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4.6. Determinacion de los compuestos Aromaticos

4.6.1. ‘Golden Delicious’

En la Figura 4.7 correspondiente a los cromatogramas de las sidras
elaboradas con las distintas cepas de levaduras (436.4, K1-V1116, MM7 y RY5, A,
B, C y D respectivamente) no se encontraron diferencias cualitativas entre los
tratamientos, ya que en todos los casos se pueden ver los principales compuestos
volatiles posteriores a la fermentacion alcohdlica en las sidras espumosas

artesanales.
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Figura 4.7. Cromatogramas de los compuestos volatiles en la sidra espumosa
elaborados con cuatro cepas seleccionadas, asi como en mosto.
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A) 436.4; B) K1-V1116; C) MM7; D) RY5 y E) mosto sin inocular, para la variedad ‘Golden

Delicious’, con los siguientes compuestos; pico 8=acetato de metilo; pico 9=metanol; pico

12=etanol; pico 17=2-butanol; pico 19=1-propanol; pico 21= 2-metil-1-propanol; pico 24=2-
pentanol; pico 25=1-butanol; pico 27=3-metil-1-propanol; pico 29=1-pentanol; pico 36-36=lactato de

etilo y pico 56=2-feniletil etanol.

Sin embargo, si comparamos los cromatogramas con el correspondiente al
del mosto (Figura 4.7. E), se puede ver que los nuevos compuestos generados
como producto de las fermentaciones son acetato de metilo, lactato de etilo, acetato
de etilo y 2-feniletil etanol (Figura 4.7. A, B, Cy D). Los principales alcoholes que se
encuentran en las bebidas alcohdlicas generalmente son, 1l-propanol (aroma
alcohdlico), 1-butanol, isobutanol, 2-fenil etanol y alcohol isoamilico (Dzialo et al.,
2017). Sin embargo, al igual que en las sidras espumosas, los compuestos
predominantes en el mosto de la manzana, son principalmente los alcoholes y
ésteres (Salas-Salazar & Olivas-Orozco, 2009); pero muy pocos de estos
compuestos pueden causar un impacto en la calidad tanto de la fruta como de la
sidra. Se ha reportado que los compuestos volatiles predominantes que tienen un
impacto organoléptico en ‘Golden Delicious’ son compuestos como el butanol y 1-
hexanol asociados con la sensacion “Dulce” pero también puede contribuir con
connotaciones herbaceas negativas, el origen de este compuesto esta relacionado
con la actividad de la lipoxigenasa y/o aireacion del mosto (Tufariello et al., 2011),
otros compuestos comao etil butirato o 2-metil butirato aportan aromas “Frutales”. De
manera particular, se han reportados compuestos tales como 1-propanol, 2-metil-1-
propanol, 1-butanol, 4-metil-2-pentanol, 2-metil-1-butanol y 1-hexanol, conformando
el grupo de los alcoholes. Y esteres tales como el acetato de etilo, propionato de
etilo, 1-butil propionato, entre otros, muchos de ellos en cantidades trazas. En el
caso de nuestro mosto, se encontraron compuestos tales como el metanol, 1-
butanol, 2-metil-1-propanol, 3-metil-1-butanol, 1-propanol, 1-pentanol y 2-pentanol,
como se observa en la Figura 4.7. E, en proporciones muy pequefias, estos pueden
constituir un 28% de la fraccion voléatil, si se contrasta con los diferentes

tratamientos de las sidras espumosas (Lopez et al., 1997).
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De acuerdo a ello, en los cromatogramas se pueden observar los siguientes
compuestos volatiles de relevancia encontrados en las sidras espumosas; acetato
de etilo, metanol, 1-propanol, 2-metil-1-propanol (isobutanol), 1-butanol, alcoholes
amilicos (2-metil-1-butanol o 3-metil-1-butanol), 2-butanol, 2-pentanol (amilalcohol),
lactato de etilo, acetato de metilo, y 2-feniletil etanol, siendo algunos de ellos
derivados de origen varietal y otros propios de la fermentacién alcoholica (Figura
4.7. A, B, Cy D). Estos compuestos ya han sido identificados en sidras elaborados
con manzana de variedades sidreras, asi como en sidras de las regiones europeas
(Alberti et al., 2016; Lobo, Antén-diaz et al., 2016; Qin et al., 2018). Los alcoholes
superiores son los que se encuentran generalmente en mayores concentraciones
(20 % de la fraccidon aromética) (Antdén, 2015), productos de la intervencion de
enzimas, sustratos y diversas rutas metabdlicas; dentro de los principales sustratos,
se ha visto que son los amino&cidos son quienes. intervienen en la produccion de
alcoholes, por ejemplo, el 2-metil-1-butanol o-3-metil-1-butanol es derivado de la
transformacioén de la leucina (Salas-Salazar & Olivas-Orozco, 2009). Esto es gracias
a que los aminoacidos se asimilan facilmente por las levaduras Saccharomyces sp.,
donde son transportados a la célula de levadura a través de varios sistemas, que
ocurren durante las fases log o exponencial del crecimiento de la levadura (Alberti
et al., 2016).

Las concentraciones obtenidas de los principales compuestos volatiles se
resumen en la Tabla 4.11 entre los compuestos encontrados de mayor
concentracion, destaca el metanol (150 mg L para K1-V1116 y en menor con 23.59
mg L para MM7), mientras que en el mosto se encontré en una concentracion de
71.10 mg L1, -su contenido en la sidra dependera del cultivar y estado de madurez
del fruto; este compuesto es el producto de la acciébn que ejerce la enzima
pectinmetilesterasa (PME) de la levadura sobre los grupos metoxilos (Rodriguez-
Madrera et al., 2007).

El segundo compuesto de mayor abundancia fue 3-metil-1-butanol (152.33
mg L con K1-V1116, 143.42 mg Lt con RY5 y en menor concentracion 130.12 mg
Lt con MM7), seguido del 1-butanol (30 mg L* K1-V1116), en particular este

compuesto no parece moverse de concentracion del mosto (32 mg L) a la sidra,
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asi como el 2-butanol (0.129 mg L* con RY5 contrastando con 0.099 mg L con
MM7), 3-metil-1-propanol ( 13.46 mg L con K1-V1116) y el compuesto mas
destacable el 2-feniletil etanol (70.57 con K1-V1116 y en menor concentracion 59.65
mg Lt con MM7), los cuales aportan complejidad al aroma (al igual que el metanol),
mientras que el 1-butanol esta relacionado con aromas a platano, ya detectado en
sidras austriacas, siendo un aroma primario de las manzanas y el 2-feniletil etanol
se asocia con notas a “rosas”, este compuesto es de relevancia en la bebidas
alcohdlicas, caracteristico de las fermentaciones a través de la ruta-de Ehrlich
(Picinelli et al., 2000), otros compuestos propios de la fermentacién también fueron
el 2-hexanol, 1-heptanol o el 2-octanol (siendo las mas altas concentraciones para
RY5 con 0.099, 0.058 mg L* y 0.380 mg L' con K1-V1116, respectivamente).

Tabla 4.11. Compuestos volatiles de la sidra espumosa para la variedad ‘Golden

Delicious’

Compuesto 436.4 K1-V1116 MM7 RY5 Mosto  Unidades
Metanol 121.36 150.40 2359 12491 71.10 mg L*
1-Butanol 27.77 30.94 26.63 28.74 32.09 mg L
2-Butanol 0.123 0.118 0.099 0.129 0.104 mg L
1-Propanol 8.810 9.750 8.430 9.140 6.770 mg L
2-Metil-1-propanol 12.18 13.46 12.05 12.40 0.550 mg L?
3-Metil-1-butanol 134.70 152.33 130.12 143.42 7.21 mg L
Acetato de etilo 9.71 28.54 20.79 7.29 *ND mg L?
Acetato de metilo 2.50 13.67 2.83 2.90 ND mg L?
2-Feniletil etanol 60.89 70.57 59.65 66.73 ND mg L?
1-Hexanol 7.403 8.289 6.762 7.403 ND mg L
2-Hexanol 0.085 0.095 0.082 0.099 ND mg L*
1-Heptanol 0.055 0.057 0.046 0.058 ND mg L*
2-Heptanol 0.197 0.258 0.137 0.259 0.101 mg L
2-Octanol 0.229 0.380 0.153 0.328 ND mg L
3,3-Dimetil-2-butanol  285.06 313.93 275.41 291.83 ND pg Lt
1-Pentanol 180.11 200.56 364.69 181.66 163.68 pg Lt
2-Pentanol 227.54 243.21 211.23 224.86 149.42 pg Lt
Lactato de etilo 373.28 423.57 371.66 423.42 ND pg Lt
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Estos resultados son obtenidos de una sola replica. *ND= no detectado

En cuanto al acetato de etilo, la mayor concentracion se produce con la cepa
de referencia K1-V1116 (28.54 mg L') y en menor concentraciéon para RY5 (7.28
mg L), éste se ha reportado como uno de los ésteres de acetato mas importantes
que afecta el aroma de los vinos jévenes de manzana, una fragancia agradable del
tipo “frutal” (Peng et al., 2015). Su contribuciéon al perfil sensorial depende de su
contenido y de la composicion global de las sidras, asociado con aromas frutales y
frescos, aunque en concentraciones elevadas aporta olores no. deseables
(pegamento o disolvente) (Braga et al., 2013; Lobo et al., 2016). Seguido del Acetato
de metilo con K1-V1116 con mayor concentracion (13.67 mg L) en contraste con
las cepas seleccionadas 436.4, RY5 y MM7 (alrededor de 2 mg L™t). Por otra parte,
el lactato de etilo se encontr6 en K1-V1116 en concentraciones de 423.57 ug L™,
sin embargo las cepas 436.4, MM7 y RY5 también presentaron concentraciones
similares a la cepa de referencia 373.28, 371.66 y423.42 ug L, respectivamente),
también es un éster que suelen aportar aromas afrutados, generalmente estos
esteres se producen en muy bajas concentraciones (Dzialo et al., 2017).

Sin embargo, generalmente los alcoholes superiores (2-metil-1butanol,
alcohol isoamilico y 2-fenil etanol) pueden impartir un efecto muy deseado en el
sabor del producto, a pesar de un umbral sensorial mas alto, que puede diferir en
varios érdenes de magnitud con sus ésteres de acetato correspondientes (Dzialo et
al., 2017). Si se asocia con los resultados obtenido en la evaluacion sensorial,
Unicamente destaco la cepa comercial K1-V1116 en la variable “fresco” dentro del
aroma (copa_en agitacién) esta caracteristica podria atribuirse también a
compuestos como el 2-heptanol y 1-heptanol (0.258 y 0.057 mg L7,
respectivamente para dicha cepa) aunque por otra parte estos valores resultaron
similares a los obtenidos con las otras cepas, como con RY5 que se obtuvieron
valores de 0.259 y 0.058 mg L™, respectivamente; sin embargo, ésta fue
significativamente opuesta a la sidra elaborada con la cepa de referencia en los
analisis sensoriales, destacando como la menos “fresco”, esta diferencia también

se ve influenciado por la habilidad que tienen los jueces en percibir el aroma. Y lo
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mas importante, dado que esta cepa no ha sido muy estudiada en los procesos
fermentativos, es evidente que se debe seguir sujeta a investigacion debido a su
similitud con S. cerevisiae y al potencial fermentativo que ha demostrado tener.

4.6.2. ‘Red Delicious’

En la Figura 4.8 se pueden observar los cromatogramas de la variedad ‘Red
Delicious’. Al igual que en ‘Golden Delicious’ (Figura 4.7) cualitativamente no se
aprecia diferencias de compuestos en funcion de las levaduras (436.4, K1-V1116,
MM7 y RY5). De manera general en las Figura 4.8. A, B, C y D, se puede ver
principalmente la presencia de algunos de los alcoholes propios de las bebidas
alcoholicas como producto de la fermentacion, tales como el 2-butanol, 1-propanol,
2-metil-1-propanol, 2-hexanol, 1-heptanol y 2-feniletil etanol, este dltimo uno de los
principales alcoholes aromaticos derivado de la via metabdlica de la L-fenilalanina
(Sun et al., 2013). Mientras que de origen varietal (Figura 4.7. E), son metanol, 1-
butanol, 1-propanol, 1-pentanol, 2-pentanol, 3-metil-1-propanol y 3-metil-1-butanol,
encontrandose posteriormente en las sidras espumosas.

Es importante destacar, que al igual que en la variedad ‘Golden Delicious’,
es claro que los productos como el acetato de metilo, lactato de etilo, acetato de
etilo y 2-feniletil etanol estan relacionados con la fermentacion alcohdlica, sin
embargo, los principales compuestos alifaticos tales como el metanol, 1-propanol,
1-pentanol, 2-pentanol, 1-butanol, 2-metil-1-propanol y 3-metil-1-butanol, se
encuentran presentes en el mosto de manzana (Figura 4.8. E), aunque en
concentraciones - inferiores; ya que éstos también pueden aumentar sus
concentraciones considerablemente después de la fermentacién alcohdlica
derivado del metabolismo de la levadura. De manera cualitativa, entre tratamientos
se presentaron todos los compuestos mayoritarios comunmente encontrados en las
sidras espumosas de cada uno de los tratamientos 436.4, MM7, RY5 y K1-V1116
(Figura 4.8. A, B, C y D, respectivamente). Por otra parte, fue evidente que la
variedad influye en la composicién de los componentes volatiles, compuestos tales
como el 2-butanol no se encontré para esta variedad en el mosto, asi como la

intensidad de los picos, ya que estos se muestran en menor proporcion con respecto
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a la variedad ‘Golden Delicious’ (Figura 4.7), pero si mayor presencia al final de la
fermentacién (sidra espumosa) con los diferentes tratamientos (436.4, MM7, RY5 y

K1-V1116), aunque siendo menor la presencia en RY5 (Figura 4.8. D).
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Figura 4.8. Cromatogramas de los compuestos volatiles en la sidra espumosa

elaborados con cuatro cepas seleccionadas, asi como en mosto.
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A) 436.4; B) K1-V1116; C) MM7; D) RY5 y E) mosto sin inocular, para la variedad ‘Red Delicious’,
con los siguientes compuestos; pico 8=acetato de metilo; pico 9=metanol; pico 12=etanol; pico
17=2-butanol; pico 19=1-propanol; pico 21=2-metil-1-propanol; pico 24= 2-pentanol; pico 25=1-
butanol; pico 27=3-metil-1-propanol; pico 29=1-pentanol; pico 36-36=Ilactato de etilo y pico 56=2-

feniletil etanol.

En la Tabla 4.12 se pueden ver las diversas concentraciones de los
principales compuestos volatiles mayormente presentes en la sidra espumosa.
Tales como los alcoholes isoamilicos (2-metil-1-butanol o 3-metil-1-butanol),
metanol, 1-butanol, 1-propanol, 1-hexanol, 1-pentanol, 2-pentanol o el 2-feniletil

etanol.

Tabla 4.12 Compuestos voléatiles de la sidra espumosa para la variedad ‘Red

Delicious’

Compuesto 436.4 K1-vi116 MM7 RY5 Mosto  Unidades
Metanol 300.01 432.52 281.67 . 40.44 13.36 mg L+
1-Butanol 6.840 6.610 6.280 5.760 6.600 mg L%
2-Butanol 0.192 0.225 0.189 0.073 ND mg L
1-Propanol 27.70 22.87 24.49 22.46 6.99 mg L%
2-Metil-1-propanol 31.38 31.09 29.32 27.02 1.36 mg L™
3-Metil-1-butanol 298.16 307.57 290.08 257.74 8.43 mg L™
Acetato de etilo 15.03 130.57 26.24 7.89 1.78 mg L
Acetato de metilo 16.93 17.35 14.44 10.65 *ND mg L?
2-Feniletil alcohol 89.71 91.41 90.94  81.04 ND mg L*
1-Hexanol 3.020 3.562 3.244 2.921 ND mg L?
2-Hexanol 0.378 0.418 0.347 0.090 ND mg L?
1-Heptanol 0.333 0.371 0.314 0.261 ND mg L
2-Heptanol 1.183 1.310 1.171 0.274 0.189 mg L
1-Octanol ND ND 0.285 ND ND mg L
2-Octanol 0.833 1.298 1.274 0.331 0.067 mg L
3,3-Dimetil-2-butanol 558.61 451.33 476.05 417.55 ND pg Lt
1-Pentanol 228.41 261.43 234.15 127.58 124.35 pg Lt
2-Pentanol 446.46 357.34 377.87 329.29 349.99 pg Lt
Lactato de etilo 345.28 361.43 322.21 302.47 ND pg Lt

Estos resultados son obtenidos de una sola replica. *ND= no detectado.
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Con respecto a los alcoholes, se puede apreciar que la maxima
concentracion obtenida corresponde al metanol, particularmente con 432.52 mg L-
1, seqguido de 3-metil-1-butanol (alcohol isoamilico) con 307.57 mg L con la cepa
de referencia K1-V1116, respectivamente. Y 2-metil-1-propanol con alrededor de
30 mg L (436.4, K1-V1116 y MM7, respectivamente). Estos Ultimos se forman por
la desaminacién y descarboxilacion de aminoacidos y posee un aroma a malta o
tostado en la sidra, (Xiao et al., 2015). En contraste, el alcohol con menor
concentracion fue el 2-butanol con 0.225 mg L con K1-V1116, mientras que el 1-
butanol no aparenta tener cambios durante la fermentacion manteniéndose
alrededor de 6 mg L%, tanto en el mosto como en la sidra. Sin embargo
concentraciones de alcoholes alifaticos por debajo de 300 mg Lt agregan un nivel
deseable de complejidad en la bebida tales como el vino. Las concentraciones
totales de alcohol en el vino, pueden variar de 140 a 420 mg L influenciado por el
proceso tecnolégico y la cepa de levadura (Tao et al., 2008). Cuantitativamente los
principales alcoholes superiores, establecidos en bebidas, principalmente en el vino,
son isobutanol (9.2 mg L1), feniletil etanol (6.1 mg L) y alcohol isoamilico (1.41 mg
L'1) (Belda et al., 2017). Mientras que alcoholes con concentraciones superiores a
400 mg L pueden tener un efecto perjudicial, mientras que a niveles 6ptimos
imparten caracteres frutales agradables en bebidas como el vino (Xiao et al., 2015).
Por otra parte, los acetatos de metilo y etilo obtuvieron los mayores valores con la
cepa K1-V1116 (17.35.mg Lt y 130 mg L, respectivamente). Mientras que en la
variedad ‘Golden Delicious’ tanto el acetato de metilo y acetato de etilo fueron
menores (13.67 mg Ly 28.54 mg L™, respectivamente), se sabe que esta cepa de
referencia (K1-V1116), es una de las mayores productoras de aromas florales, por
compuestos tales como los ésteres (acetato de isoamilo, acetato de hexilo, acetato
de feniletilo) (Lallemand, 2019). Los cuales se sintetizan principalmente durante la
fermentacién mediante precursores enzimaticos de la fruta y por etanolisis del
AcylCoA, que se forma durante la sintesis o degradacion de acidos grasos
(Tufariello et al., 2012). Sus concentraciones estan influenciadas por la cepa de
levadura, la fermentacion, temperatura y contenido de azlcar. Tanto los ésteres

como los acetatos tienen una importancia clave en el aroma aportando distintas
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notas sensoriales: dulce afrutado o dulce balsamico (Tufariello et al., 2012;
Campbell-Sills et al., 2016). Sin embargo, si estan presentes en cantidades
demasiado altas, pueden enmascarar los aromas varietales, por ejemplo se ha
encontrado que pueden disminuir la complejidad del vino (los vinos que contienen
mas de 90 mg L de acetato de etilo 0 200 mg L de ésteres totales se consideran
defectuosos) (Belda et al., 2017).

Finalmente, la cepa RY5 fue la que menor concentracion de los compuestos
volatiles obtuvo, tales como el metanol, 2-butanol, acetato de etilo y acetato de
metilo obtuvo (40.44, 0.073, 7.89 y 10.65 mg L™, respectivamente). Si comparamos
estos resultado con los obtenidos en el andlisis sensorial en olor y aroma, present6
mejores calificaciones en variables como dulce, floral y fresco, esto puede ser
gracias a que las bajas concentraciones de los alcoholes y esteres hacen
contribucion positiva en la matriz basica de los sabaores y aromas de la bebida (Belda
et al., 2017). También esas caracteristicas pueden estar estrechamente
relacionados con la presencia de compuestos como el 1-heptanol y 2-heptanol
(0.274 y 0.261 mg L1, respectivamente) gue al igual que los anteriores presentaron
menor concentracion en RY5 que en otros tratamientos. Por otra parte, el
compuesto 1-octanol Gnicamente se encontré en la cepa MM7 y no detectado en
los demas tratamientos (436.4, MM7 y K1-V1116) en esta variedad, compuesto

normalmente encontrada en vinos, cervezas y bebidas espirituosas.
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V. CONCLUSIONES

Seleccidn de cepas para la primera fermentacion

La velocidad de fermentacion de las cepas seleccionadas fue muy similar a
la de la cepa comercial (K1-V1116) y superior a la obtenida por la microbiota
nativa. Las cepas seleccionadas muestran una velocidad de fermentacién
comparable con la de la cepa comercial.

Las caracteristicas fisicas y quimicas de las sidras tranquilas elaboradas con
las cepas seleccionadas fueron similares a las de la cepa de referencia y
superior a la obtenida por la microbiota nativa, aunque obtuvieron menor AV,
mostrando buena eficiencia fermentativa y alto grado alcohdlico, superior a
la NOM-199-SCFI-2017.

Seleccién de cepas en la segunda fermentacién

La variedad ‘Red Delicious’ incrementa mas la presion que Golden, tras 30
dias de fermentacion en botella.

El incremento en la presion es diferencial en funcién del tipo de levadura,
siendo K1-V1116 quien genera mayor presion en ‘Golden Delicious’ y RY5
en ‘Red Delicious’.

Todas las sidras espumosas obtuvieron fermentaciones completas,
clasificAndose como sidras secas dentro de lo establecido por la NOM-199-
SCFI-2017 (=10 g L de azucar), siendo la sidra obtenida por la cepa
comercial K1-V1116 la de menor contenido de azUcares residuales en ambas
variedades.

Se presenta un incremento en el grado alcohélico durante la toma de espuma
de aproximadamente 2 °GL con respecto a la sidra de base.

Los valores de ATT y AV fueron iguales para la variedad ‘Red Delicious’ entre
levaduras mientras que para ‘Golden Delicious’ la mayor AV se obtuvo con
la cepa comercial K1-V1116. Estos valores contrastan con los obtenidos por
HPLC donde la cepa MM7 produjo la mayor AV, tanto en ‘Golden Delicious’
como en ‘Red Deliciuos’.
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Las distintas cepas de levaduras mostraron comportamientos similares en la
evolucion de fructosa, glucosa, glicerol, acido malico y sacarosa desde el

mosto hasta la obtencion de la sidra tranquila.

Anélisis Sensorial

En ‘Golden Delicious’ no se presentaron diferencias significativas en el
aspecto visual entre cepas de levaduras, mientras que en aroma (en
agitacion), sobresalié K1-V1116 en “fresco”. En el aspecto gustativo, la sidra
espumosa elaborada con MM7 resulté ser la menos “amarga’.

En la variedad ‘Red Delicious’ destaco MM7 en “espalme”, mientras que en
olor (en reposo, a nivel “floral” y “fresco”), en calidad gustativa (“dulce”),
destaca RY5.

Compuestos voléatiles

El analisis de compuestos volatiles permitié identificar compuestos tales
como; acetato de metilo, metanol, 2-butanol, 1-propanol, 2-metil-1-propanol,
2-pentanol, 1-butanol, 3-metil-1-propanol, 1-pentanol, lactato de etilo y 2-
feniletil etanol, en ambas variedades.

Mientras que los compuesto que se encontraron como productos exclusivos
de la fermentacion para ‘Golden Delicious’ fueron; Acetato de etilo, acetato
de metilo, 2-fenietil etanol, 2-hexanol y 1-heptanol. Destacando en su
mayoria la cepa comercial K1-V1116, sin embargo, también las cepas
seleccionadas generaron concentraciones importantes, aunque ligeramente
menores a la cepa comercial.

‘Red Delicious’ genero los mismos compuestos que ‘Golden Delicious’ al
finalizar la fermentacién con excepcién del 1-octanol, sin embargo en este
caso la cepa RY5 destac6 como la que menor concentracion de los
componentes volatiles obtuvo entre los diferentes tratamientos (K1-V1116,
MM7 y 436.4).

De manera general, se puedo observar que ‘Red Delicious’ destacé por
obtener mayor presencia de los compuestos volatiles respecto a ‘Golden
Delicious’, lo que impacta en las caracteristicas aromaticas de las sidras

espumosas, asi como su calidad sensorial.
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Recomendaciones para futuros trabajos de investigacién

Respecto a los resultados obtenidos en el desarrollo del trabajo, las cepas
seleccionadas (K1-V1116, RY5, MM7 y 436.4) se sugieren en las
fermentaciones tanto de sidra tranquila como sidra espumosa, gracias a su
potencial enoldgico. Sin embargo, es importante seguir evaluando de manera
mas puntual la cepa RY5 que permitan visualizar de mejor manera como esta
constituido su metabolismo en los procesos fermentativos.

También es recomendable llevar a cabo analisis mas detallados de los
metabolitos involucrados (aminoacidos o minerales) que derivan en la
produccion de compuestos volatiles. Asi como establecer mejores
procedimientos de deteccion de estos metabolitos.

Es altamente recomendable continuar con la utilizacion de estas cepas
seleccionadas, pero ahora se sugiere el analisis de cultivos mixtos, que
puedan potenciar la calidad del producto.

Por otra parte, es importante trabajar con el desarrollo de una metodologia
que permita producir a mayor escala las cepas seleccionadas para
fermentaciones mas grandes, asi como el estudio de la asociacion con
pequefios productores para la produccién de sidras espumosas con las
cepas obtenidas en la region de Querétaro.

Una vez conocido mas a detalle las caracteristicas de las cepas, es
importante 'empezar a trabajar con otros microorganismos que
indirectamente intervienen en las fermentaciones, tales como las levaduras
n-Saccharomyces y bacterias acidolacticas (BAL), que aun se desconoce la

interaccion de trabajar en conjunto con las cepas de la region.
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VIl. ANEXOS
Anexo 7.1. Formato de Consentimiento Informado para Participantes de la
Evaluacion Sensorial.
“En el presente formato intenta explicar las cuestiones relativas que se
efectuaron a los datos de cada participacion en el analisis sensorial de sidras

espumosas y asi como la explicacion para poder realizar el estudio”.

Informacion del andlisis sensorial:

Desde el Laboratorio de Fermentaciones y Fisiologia de Poscosecha
ubicado en la Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro,
direccion; Centro Universitario, Cerro de las Campanas s/n C.P. 76010. Santiago de
Querétaro, Qro. México, se prepard la evaluacion de una bebida fermentada
producida por microorganismos seleccionados naturalmente del fruto, que no
resultan dafinos al ser humano. La bebida ‘cumple con los requerimientos de
inocuidad, de acuerdo a los andlisis microbiolégicos de calidad sanitaria que se
efectuaron en el laboratorio para la evaluacién y control de riesgos microbianos
(LECRIMA) y no contiene aditivos perjudiciales a la salud

La presente investigacion fue dirigida por; Dr. Ramén Alvar Martinez
Peniche (alvar@uag.mx/ Ext.5574) y la alumna Gabriela Moguel Antonio
(gmoguel29@alumnos.uag.mx/ Tel.442-578-7790) con direccién; calle Miguel
Hidalgo s/n Mz. 3 Lt. 56, colonia Colinas de Menchaca 22, Querétaro, Qro.

El Objetivo de esta investigacion fue determinar la calidad y aceptabilidad

sensorial del producto por un panel de jueces.

Declaracion de consentimiento:

Si usted accede a participar en esta capacitacion de Evaluacion
sensorial, se le pedira participar en un entrenamiento de evaluacion Sensorial que
sera impartido para estos fines, asi como responder o completar encuestas. Esto
tomara aproximadamente cinco semanas (dos dias por semana) con una hora de

su tiempo.
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Se recomienda a los panelistas que eviten el uso de materiales que tengan
olores fuertes, tales como jabones, lociones y perfumes, antes de participar en los
paneles; asimismo, deberan abstenerse de comer, beber o fumar por lo menos 30
minutos antes del inicio de una prueba sensorial

La participacion de esta Evaluacion sensorial es estrictamente
voluntaria y no se usara para ningun otro propésito fuera de esta investigacion. Si
tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer preguntas en cualquier
momento durante su participacion en él. La informacidén que se recoja sera unica y
exclusiva para el analisis sensorial de la calidad de la Sidra Espumosa elaborada
de forma tradicional, dicho producto se obtendrd bajo los procedimientos de la
NOM-251-SSA1-2009 y NOM-142-SSA1/SCFI-2014, que garanticen la seguridad e
inocuidad del mismos, destinado para pruebas sensoriales.

Acepto participar voluntariamente en este proyecto de investigacion,
conducido por; Dr. Ramén Alvar Martinez Peniche (alvar@uaqg.mx/ Ext.5574) y la
alumna Gabriela Moguel Antonio (gmoguel29@alumnos.uaq.mx/ Tel.442-578-
7790). He sido informado (a) del el objetivo de esta investigacion es determinar la
calidad y aceptabilidad sensorial del producto por el consumidor.

Me han indicado también que tendré que realizar un entrenamiento para la
evaluacion sensorial de la sidra espumosa y responder encuestas, lo cual tomara
aproximadamente una hora.

Reconozco que la informacién que yo provea en el transcurso de este
proyecto de investigacion es con mi consentimiento, con fines de informacion
estadistica ‘para calificar la calidad y aceptacibn de la bebida fermentada,
garantizando la confidencialidad de los datos proporcionados por el participante. He
sido informado de que puedo hacer preguntas de duda o aclaracion sobre el
proyecto en cualquier momento.

Tomando todo ello en consideracion y en tales condiciones, CONSIENTO
participar en el analisis sensorial y que los datos que se deriven de mi participacion

sean utilizados para cubrir los objetivos especificados en el documento.

Nombre y firma del participante Nombre y firma del responsable
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ANEXO 7.2. Programa de Evaluacién Sensorial.

La evaluacion de la calidad sensorial de la sidra es una tarea compleja, que
involucra factores, como el olor, el sabor, o su aspecto visual, y subjetivos como, la
tipicidad, aquello que define a la sidra sobre su origen o modo particular de
elaboracion o de consumo (Anton-Diaz, 2015).

Siguiendo las etapas para el entrenamiento de Evaluacion Sensorial, se
propuso los siguientes puntos;

a) Evaluacidn
El objetivo del entrenamiento fue mejorar la habilidad individual para
reconocer e identificar los atributos sensoriales, asi como. familiarizarse con la
metodologia del analisis sensorial, realizando pruebas y el uso de un vocabulario

adecuado, con la finalidad de determinar la calidad y aceptabilidad del producto.

b) Seleccidn de los participantes

La prueba sensorial requirié de jueces criterios: olfativo, gustativo, visual y
aceptabilidad en general de la sidra-espumosa; de acuerdo a estos atributos, en lo
visual se evalué pardmetros del comportamiento en vaso como empalme, pegue,
aguante, la olfativa (Olor y aroma) y en la fase gustativa, la calidad general de la
bebida acuerdo con Qin et al. (2018) y Yang et al. (2018), elaborada en el
Laboratorio de Fermentaciones y Fisiologia de Poscosecha ubicado en la Facultad
de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro; por lo cual se impartio un
curso de entrenamiento avalado por; Dr. Ramon Alvar Martinez Peniche
(alvar@uaqg.mx/ Ext.5574) y la alumna Gabriela Moguel Antonio
(gmoguel29@alumnos.uaqg.mx/ Tel.442-578-7790) de la Universidad Autbnoma de
Querétaro, direcciéon; Centro Universitario, Cerro de las Campanas s/n C.P. 76010.
Santiago de Querétaro, Qro. México.
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c) Reclutamiento de los panelistas

Se selecciond 10 jueces pertenecientes a la Maestria Ciencia y Tecnologia
de Alimentos, asi como estudiantes de licenciatura de la facultad de quimica en la
institucion. Para facilitar el reclutamiento de los miembros del panel, todos los
candidatos llenaron un cuestionario indicando cuales son sus preferencias, ademas
de mencionar todo tipo de restricciones y alergias alimentarias que podrian padecer;
esta informacion ayuddé a seleccionar a los jueces para el curso (Figura 7.1.).
Adicionalmente, la seleccion de participantes solo se requirié conocer edad, sexo,
disponibilidad para participar.

Aunado a ello se garantizo la seguridad de los panelistas, a pesar que es
muy conocido el hecho de que las bebidas fermentadas son mas seguras que los
productos no fermentados. Ocasionalmente, la presencia de patbgenos como
Salmonella spp., Escherichia coli y algunos parésitos provenientes del suelo,
equipos agricolas y de procesamiento o fuentes humanas, pueda ocurrir 0 estar
presentarse en el mosto de manzana. Se ha encontrado, que acidos organicos,
principalmente acido malico (=5 g L) en el mosto de manzana y acido lactico (3 a
4 g/l) en la Sidra, generan cierta acidez (pH entre 3.0 a 35 y 3.3 a 4.0,
respectivamente) lo que normalmente previene el crecimiento de estos patégenos,
gue pueden sobrevivir unas pocas horas (Id et al., 2017). Sin embargo, no se debe
descartar tener el control y monitoreo de los peligros que se puedan presentar por
presencia de patdégenos ensidra; como las bacterias patdégenas, protozoos y aminas
biogénicas. Por lo que se realizé una vigilancia durante todo el proceso de sidra, a
su vez se evalué la calidad de la materia prima y al final del proceso de obtencién
de sidra _espumosa se determind la calidad microbiolégica que garantizé la
inocuidad del producto.

Por ende es importante mencionar, que si durante la evaluacion se
detectaba algun sintoma que pudiera requerir tratamiento médico, se podria acudir
inmediatamente a la ambulancia de la Facultad de Derecho con el Sr. Araujo. y/o
Informar al area de Coordinacion de Seguridad e Higiene de La Facultad de Quimica

con el Dr. Gustavo Guerrero Rodriguez (guerrerorodg@hotmail.com).
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CUESTIONARIO PARA LA EVALUCION SENSORIAL DE SIDRA ESPUMOSA
La informacién que se solicita sera confidencial.

Fecha:

Apellidos: Nombre:

Género: Mujer ] Hombre [
Edad: Menos de 30 afios [_| 31 a 40 aflos|_| 40 afios en adelante [__]
Teléfono:

Email:

Direccion:
Profesion:
Si Usted decide participar en el curso, es importante que considere la siguiente informacion.

1.

10.
11.

DATOS PREVIOS SOBRE ANALISIS SENSORIAL
Sefiales su disponibilidad y frecuencia semanal para participar-en la evaluacion
sensorial.

Tiempo: Frecuencia:
Ha participado en una evaluacion de cata.
No [ ] si [
¢, Qué alimentos ha evaluado?
Explique el interés de participar en la Evaluacion
Sensorial:
DATOS DE SALUD
Usted sigue alguna dieta
especial:
Toma regularmente algun tipo de medicamento:
No [ ] si [
Especifique:

¢ Ha tenido o tiene problemas de salud (alergia, intolerancia o aversion) de algun
alimento?

No [ ] Si [
Especifique:

¢, Es usted fumador?

No [ Si[]

¢,€S propenso a tener gripe o catarro?

No- [~ ] Sil]

¢ Tiene alguna enfermedad crénica?

No [ Sil]
Especifique:

¢Le gustan las bebidas alcohdlicas como el vino y Sidra?

No [ Sil]

Observaciones:

Figura 7.1. Datos de informacion sobre la participacion de jueces
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d) Orientacion de los panelista

Todos los jueces fueron invitados al area de evaluacion sensorial, para que
se pudiera explicar la importancia de las pruebas sensoriales, ensefiarles las
instalaciones fisicas del laboratorio y responder a preguntas que pudieran surgir. Se
recomendo a los panelistas que evitaran el uso de materiales que generaran olores
fuertes, tales como jabones, lociones y perfumes, antes de participar; asimismo,
abstenerse beber o fumar por lo menos 30 minutos antes del inicio de una prueba
sensorial (Watts et al., 1992)

e) Seleccion de panelistas
Los jueces fueron sometidos a pruebas, para determinar su agudeza
sensorial normal. En la que se les pidié que identificaran sabores basicos y olores
comunes presentes en la sidra espumosa, tomando como referencia Qin et al.
(2018) (Tabla 7.1). Donde se evalu6 la sensibilidad de los jueces, es decir su
capacidad para discriminar diferentes -grados de una caracteristica sensorial

especifica mediante evaluaciones sensoriales.
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Tabla 7.1. Sabores basicos de los alimentos

Atributos Composiciones de referencia
Olor

Floral 12 mL de jugo de flor de sauco/rosas

Manzana 1 cm? piezas de manzana fresca picada, 5 mL de jugo de
fresca manzana

Manzana 2 cm? trozos de manzana madura picada en agua hirviendo
cocida durante 5 minutos
Agrio Jugo de 5 mL y cascara pequefia de toronja frescay limon
Frutal 1 cm? pieza de platano fresco

Fruta tropical
Dulce
Fruta seca
Perfume
Especiado
Mohoso
Ahumado
Terroso
Lactico
Borras
Quimico
Gusto
Dulce
Acido
Amargo

Astringente

2 cm? pieza de pifia fresca picada y melén

5 g de miel y 2 g de caramelo

3 g de ciruela picada y 3 g de higo picado

Muestra de una fragancia.

Pizca de pimienta negra molida

Tomar como referencia el sétano o bodega

Té Rooibos o liptén 0.25 g

5 g de tierra fresca y 5 g de champifiones frescos picados

10 mL de leche acida comercial

2 cm? piezas de levadura comercial/sidra embotellada con lias

10 uL de acetato de etilo

30 g de sacarosa en 1 L de agua

15 mL de vinagre de manzana en 60 mL de agua
0.15 g de sulfato de quinina en 1 L de agua

0.8 g L'! de &cido tanico en agua

Sensacion en boca

Astringente

Alcohodlico

Sulfato de aluminio, 0.2 % p vt
3 mL de etanol al 95 %

(Qin et al., 2018)
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Posteriormente, se efectuaron sesiones de una hora (aproximadamente
cinco semanas), donde al final de cada entrenamiento, al final del entrenamiento
para el sensorial se aplicaba una encuesta de evaluacion de la calidad de la sidra
espumosa, usando como base sidras comerciales, muy similares al producto que

se pretendia evaluar.

f) Anélisis de los datos:

Para evaluar los resultados, se utilizan analisis estadisticos (Friedman). Los
datos de los jueces fueron analizados para identificar variaciones significativas entre
las muestras. De acuerdo a la importancia del analisis sensorial para evaluar la
calida de la sidra espumosa, se us6 una prueba hedoénica no estructurada, usada
ampliamente utilizado en numerosos estudios sensoriales con vinos, asi facilitar la

interpretacion y presentacion de los resultados (Piggott et al., 1998).
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ANEXO 7.3. Ficha de Prueba Sensorial Para Sidra Espumosa

Nombre:

Fecha: Muestra N°:

Instrucciones: Frente a usted hay una muestra de sidra, de la cual usted debera evaluar
su calidad visual, de acuerdo a cada uno de los atributos mencionados. Marcar con una (X)

sobre la linea horizontal el nivel que considere de su mayor grado.

Calidad Visual

Espalme

Muy baja Muy alta
Pegue

Muy baja Muy alta
Aguante

Muy baja Muy alta
Sedimentos

Muy alto Muy baja
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FICHA DE PRUEBA SENSORIAL PARA SIDRA ESPUMOSA

Nombre:

Fecha: Muestra N°:

Instrucciones: Frente a usted hay una muestra de sidra, de la cual usted debera evaluar
su Olor, de acuerdo a cada uno de los atributos mencionados. Marcar con una (I) sobre la

linea horizontal el nivel que considere de su mayor grado.

Olor
(Copa en reposo)

Muy baja Muy alta

Intensidad

Vinagre/acético

Muy alta Muy baja
Frutal
Muy baja Muy alta
Floral
Muy baja Muy alta
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Dulce

Muy baja Muy alta
Lacteo

Muy baja Muy alta
Especies

Muy baja Muy alta
Sulfhidrico

Muy alta Muy baja
Fresco

Muy baja Muy alta
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FICHA DE PRUEBA SENSORIAL PARA SIDRA ESPUMOSA

Nombre:

Fecha: Muestra N°:

Instrucciones: Frente a usted hay una muestra de sidra, de la cual usted debera evaluar
su calidad de aroma, de acuerdo a cada uno de los atributos mencionados. Marcar con una
(1) sobre la linea horizontal el nivel que considere de su mayor grado.

Aroma
Calidad de aroma

Vinagre/acético

Muy alta Muy baja

Frutal

Muy baja Muy alta
Floral

Muy baja Muy alta
Dulce

Muy baja Muy alta
LActeo

Muy baja Muy alta
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Especies

Muy baja Muy alta
Sulfhidrico
Muy alto Muy bajo
Fresco
Muy baja Muy alta
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FICHA DE PRUEBA SENSORIAL PARA SIDRA ESPUMOSA

Nombre:

Fecha: Muestra N°:

Instrucciones: Frente a usted hay una muestra de sidra, de la cual usted debera evaluar
su calidad de sabor, de acuerdo a cada uno de los atributos mencionados. Marcar con una
(I) sobre la linea horizontal el nivel que considere de su mayor grado. Se recuerda al
evaluador que debe enjuagarse la boca con agua después de evaluar la muestra y dejar
transcurrir entre 10-15 segundos antes de probar la siguiente muestra.

Sensacion y sabor en la boca
Calidad de sabor

Dulce

Muy baja Muy alta
Acido

Muy baja Muy alta
Amargo

Muy baja Muy alta

Astringente

Muy baja 121 Muy alta




Espumoso

Muy baja Muy alta

Persistencia posgusto

Muy baja Muy alta

Calidad posgusto

Muy baja Muy alta
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