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RESUMEN

En el estado de Querétaro se encuentran zonas favorables para el cultivo del manzano.
Al no cumplir estdndares para una buena comercializacion en fresco, se plantea la
alternativa de elaborar sidra, siendo ésta objeto de estudios anteriores que han
permitido obtener cepas seleccionadas de levaduras nativas. Sin embargo, se desconoce
la presencia de manera espontdnea y el efecto que pudieran tener bacterias acido
lacticas (BAL) seleccionadas en esta bebida. El objetivo de este trabajo fue aislar y
seleccionar BAL con base en la tolerancia al medio fermentativo, compatibilidad con
levaduras seleccionadas e incapacidad para sintetizar aminas biogénicas (AB) para la
elaboracion de sidras tranquilas en Querétaro. Para lo cual, se indujo la fermentacion
espontanea del mosto de 3 variedades de manzana (‘Golden delicious’, ‘Red delicious’
y ‘428’), durante las cuales se obtuvieron 120 cepas, que fueron diferenciadas mediante
pruebas de catalasa y tincion Gram, encontrando unicamente 5 catalogadas como BAL.
Por ello, se incluyeron en el estudio 84 cepas aisladas de ambientes enoldgicos. De las
89 BAL sometidas a pruebas de seleccion, 86 fueron capaces de desarrollar con 8%
de etanol y 50 mg/L de SO, y unicamente 6 de estas cepas (VC32, 18, CU15, VC69,
FE145 y VA2), mostraron el mayor desarrollo (DOeoo) al utilizar el medio producido
por las levaduras nativas MM7 y RY5 como su medio de cultivo. Ninguna de estas 6
cepas demostr6 capacidad de sintetizar AB. Dos de ellas FE145 y VA2 fueron las que
obtuvieron una mayor eficiencia fermentativa y las que se emplearon para ser
inoculadas en el proceso de elaboracion de sidra tranquila. Finalmente, la evaluacion
sensorial de estas sidras, marco una notable preferencia hacia las sidras inoculadas con
estas cepas, demostrando asi la influencia positiva de la fermentacion malolactica

(FML) en la elaboracion de esta bebida fermentada.

Palabras clave: sidra tranquila, bacterias acido lacticas, cepas nativas, fermentacion

espontanea, eficiencia fermentativa



SUMMARY

In the state of Queretaro there are suitable areas for apple farming. However, since
good fresh marketing standards are not well achieved, the alternative of making cider is
proposed, this being the object of previous studies that had led to the selection of native
yeasts strains. Nevertheless, the spontaneous presence and effect that selected lactic acid
bacteria (LAB) might have in this drink is still unknown. Thus, the present study aims to
isolate and select LAB based on tolerance, compatibility with previously selected yeasts
and inability to synthesize biogenic amines (BA), for the production of still ciders in
Queretaro. For which, the spontaneous fermentation of musts of 3 apple varieties ('Golden
delicious', 'Red delicious' and '428') was induced, during which 120 strains were obtained.
They were differentiated by means of catalase tests and Gram staining, finding only 5
cataloged as LAB. Therefore, 84 strains isolated from enological environments were
included in the study. From the 89 LAB subjected to selection tests, 86 were able to grow
with 8% ethanol and 50 mg/L SO,, evaluated by the kinetics obtained through the
measurement of optical density increase (ODeoo) by using the medium produced by the
native yeasts MM7 and RYS5 as their culture medium. None of these 6 strains
demonstrated the ability to synthesize BA. Two of them (FE145 and VA2) showed
highest fermentation efficiency and the ones that were used to be inoculated in the still
cider production process. Finally, the sensory evaluation of these ciders showed a notable
preference for ciders inoculated with these strains, thus demonstrating the positive

influence of malolactic fermentation (MLF) in the production of this fermented beverage

Key words: still cider, lactic acid bacteria, native strains, spontaneous fermentation,

fermentative efficiency
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I. INTRODUCCION

El manzano (Malus domestica Borkh) produce un fruto ampliamente consumido
alrededor del mundo y su importancia radica principalmente en las propiedades
nutricionales que aporta y a la variedad de productos derivados como alternativa a su
consumo en fresco. Algunos de los mas comunes son bebidas (jugos, néctares, sidras),
yogurt, fruto deshidratado, aceites, vinagres, refrescos y licores (SAGARPA, 2017).

Meéxico ocupa el 20° lugar a nivel mundial en el cultivo de la manzana, con 60 mil
ha establecidas (SAGARPA, 2017), siendo los principales estados productores
Chihuahua, Puebla, Durango y Coahuila (SIAP a, 2020), y las principales variedades
cultivadas ‘Golden Delicious’, ‘Red Delicious’, ‘Rome Beauty’ y ‘Gala’ (SIAP b, 2020).
En algunas regiones del centro de la republica, como en los estados de Puebla, México,
Hidalgo, Guanajuato y Querétaro, existen zonas que cuentan con condiciones
edafoclimaticas propicias para el cultivo del manzano (Ledn et al., 2020). Sin embargo,
la presencia de accidentes climatoldgicos, asi como la aplicacion deficiente de las diversas
técnicas de cultivo, propician que parte de la produccion obtenida no posea los atributos
de calidad para ser comercializada en fresco. Es por esto que se han buscado alternativas
que permitan obtener un mejor aprovechamiento de este fruto, tales como la elaboracion
de derivados, como la sidra, bebida que se obtiene de la fermentacion alcoholica (FA) del
jugo de manzana (SAGARPA, 2016). El desarrollo de productos como alternativa a la
venta en fresco de la manzana permitird darle un valor agregado al producto y con ello
promover mayores beneficios para familias y comunidades productoras de manzana.

Las levaduras del género Saccharomyces son las principales responsables de
llevar a cabo el proceso de la fermentacion alcohdlica (Chen et al., 2019). Asimismo, se
tiene conocimiento de que, al igual que en el vino, durante el proceso de elaboracion de
sidras, diferentes géneros de bacterias acido lacticas (BAL) pueden llevar a cabo la
fermentacion malolactica (FML), proceso mediante el cual se obtiene una
desacidificacion parcial, el desarrollo de aromas particulares y otorgando la estabilidad
bioldgica en el producto (Soto Herrera et al., 2008).

Chen et al. (2019) evaluaron la influencia de cuatro bacterias acidolacticas,

Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus, L. caseiy L. plantarum sobre el perfil de sabor



del jugo fermentado de manzana, siendo L. acidophilus 1a mas eficiente en la produccion
de acido lactico.

En nuestro grupo de trabajo se han llevado a cabo diversas investigaciones
relacionadas con la elaboracion a nivel local de sidras tranquilas y espumosas artesanales.
Ramirez et al. (2005) observaron un aumento de presion interna al incrementar la
concentracion de azucar y el tipo de levadura. Soto ef al. (2008) encontraron que la
concentracion de azucares y el tipo de levadura afecta significativamente la altura de
corona y didmetro de burbuja durante el servido de la sidra en la copa, mediante analisis
de imdagenes. Ledn-Teutli er al. (2020) seleccionaron levaduras del género
Saccharomyces nativas de manzanas de la region con caracteristicas deseables para la
elaboracion de sidras espumosas de calidad y tipicas de la region de Querétaro.
Finalmente, Moguel (2020) determind la influencia de la levadura en el perfil sensorial y
de compuestos volatiles de sidra espumosa artesanal en dos cultivares de manzana,
ademas de que advirtid6 descensos en la acidez total titulable durante el proceso
fermentativo, pudiendo ser atribuido a la presencia de BAL.

Sin embargo, hasta la fecha no se han llevado a cabo estudios relacionados con la
presencia espontanea de BAL, su capacidad fermentadora, ni del efecto de la inoculacion
de cepas seleccionadas de BAL en la calidad de las sidras artesanales producidas
localmente. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue aislar y seleccionar BAL con
base en caracteristicas deseables y compatibilidad con levaduras previamente

seleccionadas para la elaboracion de sidras tranquilas.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.El manzano

2.1.1. Origen y antecedentes

El manzano es uno de los cultivos frutales mas importantes del mundo (Harris et
al., 2002), se considera originario de las zonas frias de Europa y Asia, donde se han
encontrado vestigios que remontan su origen a las edades Neoliticas y de Bronce (Coque
et al., 2012). Es cultivado alrededor de todas las zonas templadas del mundo, asi como
en zonas frias y altas de los tropicos y subtropicos (Baraona y Sancho, 1992). Este puede
adaptarse a condiciones de temperaturas extremadamente frias tal como Siberia y el Norte
de China, asi como ambientes calidos como es el caso de Indonesia (Hancock et al.,

2008).

En el siglo XVI, los conquistadores espafioles extendieron el cultivo de la
manzana al nuevo mundo y, 100 afos después, desde Iberoamérica, el manzano emigré a
América del Norte y posteriormente a Africa septentrional y Australia (SAGARPA,
2012).

2.1.2. Importancia

2.1.2.1. Importancia Mundial

Las manzanas son frutos comercializados ampliamente alrededor del mundo y se
estima que su consumo, seguird creciendo a un ritmo moderado (ICEX, 2018). Los
analistas pronostican que su tendencia continuara al alza y se expandira con una tasa de
crecimiento anual superior al 2% entre 2016 y 2025. Su volumen global podria superar

107 millones de toneladas en 2025.

China produce 56% del total mundial, mientras que productores como Europa y
Estados Unidos juegan un rol relevante, con 16% y 6% de la produccion, respectivamente

(Redagricola, 2017).



2.1.2.2. Importancia nacional

De cada 100 ha con frutales en México 4 ha son de manzana. La superficie con
este cultivo abarca 60 mil hectareas; de éstas, 49 mil se encuentran en produccion (Atlas
Agroalimentario, 2019). El manzano es un cultivo perenne, y se cosecha entre los meses
julio y noviembre (Veldzquez, 2014), siendo los principales estados productores
Chihuahua, Coahuila, Puebla y Durango (Tabla 2.1) (SIAP a, 2020).

El Atlas Agroalimentario 2020 destaca que el consumo anual per capita de
manzana en el pais es de 8.0 kg y es entre los meses de agosto y octubre cuando existe

una mayor disponibilidad de manzana en el mercado (SIAP b, 2020).

Tabla 2. 1 Principales estados productores de Manzana en México

Estado Superficie (ha) Produccion (ton) |  Rendimiento
Plantada Cosechada (ton/ha)

Chihuahua 33,936 32430 627, 603 19.353

Coahuila 5,802 5,725 44,748 7.816

Puebla 7,499 6,488 34,557 5.326

Durango 6,577 6,473 7085 1.095

Fuente: SIAP a, 2020
2.1.2.3. Importancia regional

El estado de Querétaro ocupa el 11° lugar a nivel nacional en superficie cultivada
de manzano con 407 ha y 714 ton producidas (SIAP a, 2020). El manzano es una de las
especies mas ampliamente distribuida en la serrania y zonas frias del estado, como son
municipios de Pinal de Amoles, San Joaquin, Cadereyta, Humilipan y Amealco (Tabla

2.2) (Fernandez-Montes et al., 2010).



Tabla 2. 2 Produccion de manzana en Querétaro

o Superficie (ha) Produccién Rendimiento
Humiciplo Plantada Cosechada (ton) (ton/ha)
San Joaquin 200 199 298 1.5
Cadereyta 139 139 239 1.72
Pinal de Amoles 45 45 112 2.5
Amealco 32 19 53 2.77

Fuente: SIAP ¢, 2020

Las principales variedades cultivadas en estas regiones son ‘Golden Delicious’,
‘Red Delicious’ y ‘Rayada’. La fruta producida es de menor calidad a la que se importa
o a la que proviene de otras regiones manzaneras del pais como Chihuahua y/o Coahuila
(Mendoza-Gonzalez et al., 2008). Esto es consecuencia de dafios ocasionados por
granizo, rofa (Venturia inaequalis), mosca de la manzana (Rhagoletis pomonella),
heladas durante la floracion o por maduracion tardia, por lo que se presentan serias

limitantes en su comercializacion (Ferndndez-Montes ef al., 2010).

2.1.3. Botanica

2.1.3.1. Taxonomia

El manzano (Malus domestica Borkh) pertenece a la familia Rosaceae, subfamilia
Maloideae (Pomoideae), siendo identificadas 78 especies primarias (Phipps ef al., 1990;
Cérdenas y Fischer, 2013). En la Tabla 2.3 se muestra a manera de resumen, la

clasificacidon taxonomica de este fruto.



Tabla 2. 3 Clasificacidon taxonomica del manzano

Categoria taxonémica Nombre
Reino Plantae
Division Trachaeopyta
Clase Magnoliopsida
Orden Rosales
Familia Rosaceae
Subfamilia Pomoideae
Género Malus

Fuente: NCBI, 2017

2.1.3.2. Morfologia

El manzano es un caducifolio, llegando a tener una altura entre 1.5y 7 m y una
anchura de base que va de 1 a 4.5 m. Presenta hojas ovaladas, elipticas, lanceoladas,
oblongas, lobuladas o aserradas. Las yemas son ovoides con pequefias escamas que
sobresalen, las yemas mixtas contienen entre cinco y ocho flores y un numero similar de
hojas (Cardenas & Fischer, 2013).

En el manzano, la flor esta conformada por cinco sépalos, cinco pétalos, estambres
y pistilos y se sitlia sobre un corto pedinculo y se encuentra reunida en inflorescencias y
es hermafrodita (Figura 2.1) (Coque et al., 2012). Las flores son blancas a rosas o carmin,

y se organizan en cimas, constituyen la corola (Cardenas & Fischer, 2013).

semillas

Figura 2. 1 a) Morfologia flor de manzano, b) Flores de manzano



El fruto tiene una forma redondeada; es carnoso, con la zona central dividida en
cinco o seis partes con paredes de consistencia coridcea que protegen, cada una de ellas,
a una o varias semillas o pepitas, aproximadamente cinco o seis por manzana (Figura 2.2).
Segun el cultivar, algunos maduran en solo 70 dias, mientras otros necesitan 180 dias o
mas. Las manzanas alcanzan la madurez alrededor de 120 a 150 dias después de la

floracion (Cardenas & Fischer, 2013).

Rabillo
Pedinculo
Loculo pie

Semilla 4

Mesocarpio

Endocarpio,

Pepita
Epicarpio \ Pulpa
: Corazon
Estilo
Estambre Sépalo

Figura 2. 2 Morfologia del fruto de manzano

2.1.3.3. Fisiologia

El manzano es un arbol que responde a diversos cambios estacionales, 1o que
induce a diversas respuestas fisiologicas que le permiten sobrevivir a una estacion
determinada y prepararse para las variaciones climaticas que se presentan (Fernandez-
Montes et al., 2010). Un evento fenoldgico importante en el arbol de manzano es la
floracion, ya que determina aspectos que serdn definitivos en el manejo del cultivo
durante el resto del ciclo (Prieto et al., 2006).

En el ciclo de vida de los caducifolios (Figura 2.3) se puede hablar de un ciclo
vital y un ciclo anual. En el primer ciclo, la planta presenta un periodo juvenil, en el cual
es mayoritariamente crecimiento vegetativo y no hay produccion de flores. Dura entre
dos y tres anos y depende tanto de la variedad como de los factores externos. El segundo
periodo de la vida de la planta es la madurez o productivo; en éste, el arbol inicia su
produccion y el crecimiento vegetativo se encuentra en equilibrio con la diferenciacion

floral y productiva (Sarmiento y Ossa, 1993).



El tercer periodo de vida de la planta es el de la senescencia, en el cual el arbol
aumenta la produccion de flores, pero hay escaso crecimiento vegetativo (Sarmiento y
Ossa, 1993). Continua la perforacion de los botones florales para el afio siguiente, para
activarse posteriormente y es seguido del desarrollo vegetativo con la brotacion y

evolucion de las yemas de madera (Coque et al., 2012).

Figura 2. 3 Ciclo reproductivo del manzano

a) Hinchamiento de la yema de flor, b) Apertura de yema, ¢) Capullo de la flor,
d) Floracion, e) Conjunto de frutas, f) Desarrollo del fruto, g) Maduracion, h)

Cosecha. Adaptado de Moguel-Antonio, 2020.

2.1.4. Composicion del fruto

A lo largo del tiempo la manzana ha constituido una importante fuente alimenticia en
todos los climas frios, y es probablemente el arbol mas ampliamente cultivado en el
mundo. Esta especie vegetal, se puede mantener por largos periodos de tiempo sin perder
su valor nutritivo (SAGARPA b, 2016).

Es complicado poder establecer cual es la composicion de la manzana, ya que su
contenido de nutrientes varia en funcién del tipo de manzana, el lugar de cultivo, el
momento de la recoleccion o el grado de madurez (Camelo, 2003). Por ello, las cifras
mostradas en la Tabla 2.4 son solo una media.

La manzana, a diferencia de otros frutos catalogados como frutos acuosos,
presenta un contenido calorico elevado. En general las frutas acuosas son ricas en
azlcares, presentan ademas un ligero efecto laxante, especialmente si se consume con

piel (Baraona y Sancho, 1992).



Tabla 2. 4 Composicion nutrimental de la manzana por cada 100 g de fruto

Calorias 54
Proteinas vegetales 03¢g
Lipidos 03¢
Glucidos 125¢g
Fibras 25¢g
Agua 82¢g
Calcio 7 mg
B caroteno 0.03 mg
Magnesio 6.5 mg
Vitamina E 0.2 mg
Vitamina C 8 mg
Vitamina B3 0.3 mg
Vitamina BS 0.1 mg

Fuente: Roger, 2017

2.2.La sidra

2.2.1. Definicioén

La sidra es una bebida ligeramente alcoholica (1.2 a 8.5% v/v) que representa una
parte importante de la industria de la manzana, y es popular en diferentes paises de
Europa, América del Norte y Australia (Lorenzini et al., 2019). La sidra proviene de la
fermentacion del mosto de manzana y posee una coloracion ambar, con un sabor que
tiende al agridulce debido a las caracteristicas del mosto del cual es obtenida (Soto-
Herrera et al., 2008).

Una gran variedad de sidras tradicionales se producen a partir de la fermentacion
espontanea del mosto de manzana, llevada a cabo por levaduras nativas. Las cepas
seleccionadas de Saccharomyces cerevisiae se usan comunmente para llevar a cabo una
fermentacion alcoholica evitando cualquier alteracion sensorial y asegurando la calidad

del producto terminado (Lorenzini ef al., 2019).

2.2.2. Composicion y valor nutritivo

En la Tabla 2.5 se muestra el contenido de nutrientes y valor caldrico de la sidra
en dos de sus variantes. Es destacable el aporte energético ya que, aunque el etanol esta
en concentracion menor que el vino, las cantidades ingeridas habitualmente son mayores

en sidra, por razoén de una mayor tolerancia alcoholica. A esta energia se afiade la que



aporta el azucar. Se atribuye cierta importancia a la presencia de procianidinas, taninos

condensados presentes en la manzana (Hernandez, 2010).

Tabla 2. 5 Energia y contenido de nutrientes por 100 g de porcién comestible

Parametro Sidra seca Sidra dulce
Energia (Kcal) 35 33
HC (g) 0 5
Etanol (g) 5 1.8
Na (mg) 6 6

K (mg) 150 150
Ca (mg) 5 5

Mg (mg) 4 1

Fe (mg) 0.2 0.2

Fuente: Hernandez, 2010

2.2.3. Tipos de sidra

El tipo de sidra depende de la mezcla de la variedad de manzana que se utiliza
para su elaboracion. Para el caso de la sidra asturiana la mezcla es fundamentalmente de
variedades de manzana del tipo semidcido (aproximadamente, 40% semidcida, 20%
acida, 20% dulce, 15% dulce amarga y 5% amarga) con relativamente baja concentracion
de taninos (1-1.3 g/L en 4cido tanico); para el caso de otros tipos de sidra, la mezcla tiene
que ser de caracter dulce-amargo (Mangas-Alonso et al., 2010). En la Tabla 2.6 se
muestra la clasificacion de la sidra en base a estas caracteristicas generales y dulzor. En
esta clasificacion de sidras es necesario considerar los tipos de mostos existentes (Vega y

Gancedo, 2017):

- Mosto natural: es aquel en el que se evita su fermentacion por tratamiento

o préacticas fisicas autorizadas, y el cual conserva sus cualidades.

- Mosto concentrado: se obtiene por concentracion parcial del mosto

natural.

- Mosto natural gasificado: obtenido por la adicién de anhidrido carbénico

al mosto natural de manzana.
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- Mosto apagado: aquel en el que la fermentacion ha sido impedida por

tratamiento autorizado, excluido el alcohol. No se puede utilizar para el

consumo.
Tabla 2. 6 Clasificacion de la sidra
Resultante de la fermentacion total o parcial
Sidra Natural
del mosto de manzana.
Producto de creacion reciente (no requiere
escanciado). Su graduacién alcohdlica va de 6
) a 8 °G.L. Se le incorpora azucar o jarabe
Sidra . .
Clasificacién Champanizada o | azucarado y anhidrido carbonico. En su
General gaseada proceso de elaboracion, es sometida a

filtracion, la cual elimina gran cantidad de

impurezas y sedimentos.

Sidra Espumosa

Sidra en la que el gas carbonico procede de una
fermentacion en botella o recipientes cerrados
, después de la adiciéon de azucar solido o

jarabe.

Concentracion < 30 g azucar/L. Grado

Clasificacion en
base a dulzor

Seca alcoholico >5° G.L.
Concentracion de 30 a 50 g azacar/L. Grado
Semiseca alcohdlico de 3-5° G.L.
Concentracion > 50 g azucar/L. Limite
Dulce

maximo 80 g/L. Grado alcohdlico < 3° G.L.

2.2.4. Proceso de elaboracion de sidra

Fuente: Vega y Gancedo, 2017

En la Figura 2.4 se resume el proceso tipico de elaboracion de sidra. Este inicia

en la recoleccion del fruto, la cual se realiza en su punto 6ptimo de maduracion para su

posterior lavado (SAGARDOA, 2019). La manzana seleccionada y limpia es trasladada

a la trituradora que tiene la funcion de reventar la pulpa y asi facilitar el prensado y
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asegurar el mayor rendimiento de jugo. El mosto obtenido en esta etapa suele
denominarse mosto flor o primer mosto (Herrero et al., 2010).

Para incrementar el rendimiento del mosto, se recurre a la maceracion seguido de
un prensado, para posteriormente conducir este mosto hasta el depdsito cerrado que
contiene el mosto flor con el fin de proceder a continuacidn, 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 ef al., 2010).

Al igual que en el vino, el mosto de manzana se somete a un proceso de sulfitado
para evitar fermentaciones colaterales, inconvenientes y la actuacion de enzimas
oxidantes que pueden perjudicar la calidad de la sidra (Rodriguez y Gallego, 1999). El
mosto se deja fermentar entre 15 °C y 18 °C hasta la disminucion de azicares y de la
densidad. Finalizada la fermentacion se llevan a cabo los trasiegos para lograr una
preclarificacion (Leon-Teutli et al., 2020), a fin de garantizar una adecuada estabilidad
fisicoquimica y microbioldgica de ésta (Sidra de Asturias, 2015).

Una vez clarificada la sidra por trasiego y superados los controles de calidad, se
procede a su embotellado, etiquetado y posterior comercializacion. Las botellas de sidra
han de llevar una etiqueta delantera donde se especificara la denominacion de venta, la

cantidad neta, el marcado de fechas y el grado alcohdlico de la misma (Mangas-Alonso,

2010).

|-> Maceracion —l

Recoleccion Prensado de Sulfitado | Fermentacion
y lavado del ' ®  Triturado = del =) primaria o
la manzana
fruto mosto tumultosa
|
Pri Fermentacion S d Embotellado o
. rmet = lenta o » tfaglim N =  ectiquetado
Tasiego maduracion S1C80

Figura 2. 4 Proceso de elaboracion de sidra natural

12



2.2.5. Tipos de Fermentaciones en la produccion de sidra

2.2.5.1. Fermentacion alcoholica

La fermentacion alcohodlica es el conjunto de trasformaciones bioquimicas en
condiciones anaerobias por la cual los aztcares contenidos en el mosto se trasforman en
alcohol etilico. Para que este proceso pueda llevarse a cabo, es necesaria la presencia de
levaduras (Arias, 2015), principalmente las del género Saccharomyces, pero no son las
unicas que intervienen en el proceso, sobre todo si la fermentacion se realiza de forma
espontanea. Existe una gran variedad de especies, conocidas como no-Saccharomyces,
que intervienen en mayor o en menor medida en la fermentacion alcoholica, sobre todo
en las primeras fases (Jolly et al., 2003). La levadura juega un papel muy importante de
acuerdo a su rendimiento en la conversion de azlicar en etanol, asi como por la produccion

de ésteres aromaticos y otros productos metabolicos (Azhar et al., 2017).

Las levaduras trasforman las hexosas en acido piravico, siendo descarboxilado
en una etapa primaria a acetaldehido, el cual es finalmente reducido a etanol con

desprendimiento de CO; (Figura 2.5) (Sudrez-Machin et al., 2016).

La eficiencia de la produccién de etanol esta asociada principalmente con el
potencial fermentativo de las levaduras, asi como la optimizacion del proceso de
fermentacion para mejorar la calidad sensorial de las bebidas alcohdlicas. Es por ello, que
la levadura convencional ampliamente utilizada en bebidas alcoholicas es S. cerevisiae
debido a su tolerancia a las duras condiciones durante la fermentacion alcoholica (Azhar

etal., 2017).
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Figura 2. 5 Metabolismo de la fermentacion alcohdlica

Durante la fermentacion alcoholica es necesario controlar el aumento de
temperatura, ya que por encima de 28/29 °C, comienza a producirse la volatilizacion de
sustancias aromaticas y a una mayor temperatura, las levaduras empiezan a inhibirse y

morir, deteniéndose el proceso fermentativo (Sudrez-Machin et al., 2016).

2.2.5.2. Fermentacion maloléctica (FML)

La fermentacion malolactica consiste en la descarboxilacion del dcido malico a
acido lactico y CO: (Ribéreau-Gayon et al., 2006). El agente causante de esta
fermentacion son las bacterias 4cido lacticas, en su mayoria a los géneros Oenococcus,
Leuconostoc, Pediococcus y Lactobacillus (Herrero et al., 2010).

En la produccién de vino, la FML es un procedimiento de desacidificacion
biologica, que mejora significativamente la palatabilidad del vino (Sumby et al., 2014).
Para el caso de las sidras, la FML reduce la acidez, ademés de mejorar las caracteristicas
sensoriales y favorecer la estabilidad microbioldgica del producto final. A pesar de ello,

esta fermentacion es un proceso complejo y dificil de controlar, ya que muchos factores
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nutricionales, fisicos y quimicos afectan el crecimiento y metabolismo de las BAL
(Herrero et al., 2001). El crecimiento de las levaduras durante la fermentacion alcoholica
agota muchos nutrientes necesarios para el desarrollo de estas bacterias, muy exigentes
en sus requerimientos nutritivos. Las levaduras también producen otros compuestos

inhibitorios para las BAL, como el etanol y los acidos grasos (Bordons y Reguant, 2013).
2.3.Levaduras fermentativas

2.3.1. Generalidades

Las levaduras pueden definirse como hongos unicelulares pertenecientes al reino
Fungi que se reproducen predominantemente de manera asexual por gemacion y las
cuales poseen una forma esférica o apiculada (Montoya, 2008; Kurtzman, Fell, y
Boekhout, 2011). Sus condiciones 6ptimas de desarrollo se encuentran entre 25 y 30 °C
con un maximo de 47 °C, pH de 4 a 4.5, siendo los azucares su mayor fuente de energia
(Faria-Oliveira et al., 2013).

Debido a la versatilidad que presentan, las levaduras pueden ser empleadas para
elaborar una gran diversidad de productos tales como pan, vino y cerveza, que son
alimentos ampliamente consumidos. Con la finalidad de otorgar caracteristicas
particulares a cada uno de estos se utilizan cepas especificas. Las levaduras mas
estudiadas son cepas provenientes de las especies: S. cerevisiae, Kluyveromyces fragilis
y Candida utilis. Estas especies son consideradas como aptas para el consumo humano o
GRAS (por las siglas en inglés de Generally Recognized As Safe) (Suarez et al., 2016).
Sin embargo, las levaduras Saccharomyces son las principales responsables de la
fermentacion alcoholica de los mostos, incluyendo S. cereviasiae con elevado poder

fermentativo, vigorosas y resistentes a etanol y didxido de azufre (Togores, 2018).

2.3.2. Levaduras presentes en mosto de manzana y sidra

Las principales especies de levaduras asociadas a la fermentacion de la sidra
pertenecen al grupo de los ascomicetos. Algunos estudios sobre las levaduras de la sidra
han demostrado que la composicion de la microbiota puede variar seglin las condiciones
climaticas, variedades de manzana, ubicacion geografica y la tecnologia empleada.

La transformacion natural o espontdnea del mosto de manzana en sidra base es

llevada a cabo por la accion secuencial de diferentes especies de levaduras naturalmente
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presentes en la superficie de las manzanas o sobre el equipamiento de la sidrera. En este
tipo de fermentaciones, la etapa inicial estd dominada por levaduras de bajo poder
fermentativo (Flores et al., 2017). Estas levaduras se encuentran presentes
originariamente en la epidermis de las manzanas y en menor proporcion, en la superficie
del equipamiento de las bodegas (Fleet, 2003). Son transferidas al mosto para dar inicio
a la fermentacion alcoholica espontdnea, dominando la etapa inicial del proceso (tres a
cuatro dias), para después dar paso a cepas de levaduras con mayor tolerancia al etanol y
alto poder fermentativo (Saccharomyces spp.) que conducen el proceso hasta el final de

la fermentacion (Flores et al., 2017; Gonzalez, 2019).

2.4.Bacterias acido lacticas (BAL)

2.4.1. Caracteristicas generales

Las BAL son bacterias Gram positivas y catalasa negativa, las cuales fermentan
azlcares para producir elevadas cantidades de acido lactico. Son usadas ampliamente
como cultivos iniciadores para la produccion de lacteos y varios alimentos fermentados,
destacando la produccion de bebidas alcohoélicas (Clarke et al., 2012; Saez-Lara et al.,
2015; Lai et al., 2016).

Estas bacterias recurren a la generacion de ATP mediante la fermentacion de
carbohidratos y compuestos relacionados, acoplada a fosforilacion a nivel de sustrato,
esto debido a que carecen del ciclo de Krebs. Entre los sustratos fermentables por las BAL
se encuentran los azlcares (monosacaridos, disacaridos y polisacéaridos), los
polialcoholes, el citrato y algiin aminoécido (arginina) (Sdnchez Martinez, 2005).

Las BAL presentan dos tipos de metabolismo: el homofermentativo y el
heterofermentativo. Para el primer caso los diferentes sustratos son transformados en
acido lactico como producto final. En el metabolismo heterofermentativo, los diferentes
sustratos son transformados en diversos compuestos como el acido lactico y otros acidos
organicos, etanol, glicerol, acetoina, esteres, etc. (Miyoshi et al., 2003).

Son 4cido tolerantes, pudiendo crecer en ambientes con pH tan bajos como 3.2 y
tan altos como 9.6, confiriéndole la capacidad de sobrevivir en medios donde otras

bacterias no podrian (Carr et al., 2002).
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Los géneros de BAL que comunmente se asocian a alimentos son Lactococcus,
Carnobacterium, Oenococcus, Vagococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus,

Lactobacillus, Weissella y Streptococcus (Doyle et al., 2006; da Silva et al., 2014).

2.4.2. Relevancia en bebidas fermentadas

Las BAL son microorganismos que pueden ser usados para diversos fines en la
industria alimentaria, siendo la fermentacion de alimentos una de sus principales
aplicaciones, jugando un papel muy importante en la elaboracion de alimentos
fermentados lacteos, vino, cerveza y sidra (Ramirez et al., 2011; Ayivi et al., 2020) y
destacando para esta aplicacion, las especies Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc'y
Oenococcus (Ayivi et al., 2020).

Las BAL son reconocidas como ingredientes generalmente reconocidos como
seguros (GRAS, por sus siglas en inglés) en los alimentos, ya que no existe prueba alguna
de que representen un riesgo para la salud del consumidor. Ademads, debido a su actividad
metabolica sobre azlcares, dcidos organicos, proteinas o lipidos, estos microorganismos
son empleados en la industria alimentaria para mejorar el valor nutricional, la
conservacion y las caracteristicas sensoriales de una amplia variedad de productos
(Teusink y Molenaar, 2017).

El papel mas benéfico de las BAL en vinos y en sidras es en la FML, que como se
menciond, consiste en la descarboxilacion del acido L-maélico y conversion en acido L-
lactico. La FML produce la desacidificacion de estos productos, ademas de contribuir con
la estabilidad microbiana por remocién del acido malico y a la modificacion del perfil
aromatico ligado a la actividad enzimatica desarrollada por las BAL (Manera et al., 2017).
Por otro lado, las BAL también pueden ser responsables del deterioro de la sidra
generando numerosos sabores desagradables, AB y exopolisacaridos.

Si bien, la FML puede llevarse a cabo de forma espontdnea, se logra un mayor
control en el tiempo y establecimiento de ésta mediante la inoculacién con un cultivo
bacteriano seleccionado, tipicamente de O. oeni (Couchenehy et al. 2005; Miranda-

Castilleja et al., 2015).
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2.4.3. Criterios de seleccion

2.4.3.1. Metabolismo de acido malico

Las BAL heterofermentativas son las responsables de la degradacion de diversos
sustratos en la FML. A este proceso son asociadas diversas especies de BAL, siendo O.
oeni la BAL heterofermentativa que mejor se adapta a condiciones hostiles en
vinificacion y elaboracion de sidra (Chaib ef al., 2022). No obstante, algunas cepas de
Lactobacillus plantarum (actualmente Lactiplatibacillus plantarum), la cual es una
bacteria homofermentativa, han demostrado caracteristicas potenciales en la elaboracion
de estas bebidas en diversas regiones. Sudafrica es uno de los paises pioneros en su uso,
mientras que Italia y Argentina trabajan en el 4drea de forma mas reciente (Miranda-
Castilleja et al., 2015; lorizzo et al., 2016; Mendes-Ferreira y Mendes-Faia, 2020).

Las cepas de O. oeni varian en su capacidad para metabolizar 4cido L-madlico, esta
habilidad constituye el principal criterio de seleccion (Miranda-Castilleja et al., 2015). El
metabolismo de este 4cido en O. oeni es por descarboxilacion directa, mediante la enzima
malolactica, con NAD y Mn2+ como cofactores. Los genes que codifican la enzima
malolactica (mleA), la malato permeasa (mleP) y una proteina reguladora (mleR) se han
clonado, secuenciado y estudiado en O. oeni (Bartowsky, 2005 y 2011; Miranda-
Castilleja, 2015).

2.4.3.2. Interaccion levadura-bacteria

Como se ha mencionado con anterioridad, la FML es un proceso mediado por la
accion de BAL, pertenecientes principalmente a la especie O. oeni, y que puede mejorar
la calidad de la sidra a través de la desacidificacion y la produccion de aromas y sabores
deseables (Fernandez-Pérez et al., 2019). Sin embargo, esta fermentacion es a menudo
dificil de inducir y controlar debido al bajo pH, alto contenido de etanol, baja temperatura
e interacciones antagonicas que pueden darse entre las levaduras y BAL (Mendoza ef al.,
2010; Nehme et al., 2010).

En el proceso de vinificacion se ha reportado la inhibicion de las BAL causada
por las levaduras lo que propicia un orden sucesivo de las poblaciones de estos
microorganismos (Miranda-Castilleja et al., 2015). Los metabolitos implicados en este

efecto han sido el etanol, el SO, algunos péptidos, proteinas, acidos grasos de cadena
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corta y media (Fleet 2008; Neheme et al., 2010). Por el contrario, también, se ha
considerado la posibilidad que la levadura estimule el crecimiento de BAL por efecto de
la liberacion de compuestos como aminoéacidos y vitaminas como consecuencia de su
autolisis (Miranda-Castilleja et al., 2015).

Osborne y Edwards (2006) y Nehme et al. (2010) encontraron que algunas cepas
de S. cerevisiae ejercieron actividad inhibitoria sobre las BAL por diferentes compuestos
proteicos o peptidicos. Por su parte Larsen et al. (2003) reportaron que O. oeni fue
inhibida por levaduras productoras de SO, sin embargo, ambos estudios concluyeron que
la correlacion entre levadura productora de SO y la inhibicion bacteriana, no siempre
existe.

De forma inversa, las BAL pueden inhibir a las levaduras, ya que pueden secretar
proteasas, glucanasas, compuestos como bacteriocinas y acidos grasos de cadena corta,
que pueden degradar las paredes celulares y/o acelerar la muerte de la levadura (Miranda-
Castilleja et al., 2015). Por tanto, el que la FML pueda o no llevarse a cabo, esta
estrechamente relacionado con la eleccion de levaduras y cepas bacterianas y las

interacciones que pueden ocurrir entre ellas (Nehme et al., 2010).

2.4.3.3. Producciéon de compuestos aromaticos y sabores

Durante la FML, las BAL presentes o agregadas intencionalmente en las sidras,
pueden dar como resultado complejas modificaciones de sabor (Cafias et al., 2008).

Un importante metabolito secundario asociado con el metabolismo del acido
citrico durante la FML llevada a cabo por O.oeni es el diacetilo. Este compuesto imparte
aromas “mantequillosos” que, en dosis moderadas aporta complejidad y es deseable. Los
genes (alss y alsd) codifican las principales enzimas involucradas en la produccion de
este compuesto; o-acetolactato sintetasa 'y o—acetolactato  descarboxilasa,
respectivamente (Bartowsky, 2011; Miranda-Castilleja et al., 2015). Adicionalmente O.
oeni es productor de glucosidasas que contribuyen a la liberacion de numerosos
compuestos aromaticos, tales como monoterpenos, norisoprenoides y compuestos

alifaticos (Bartowsky, 2005).
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2.4.34. Adaptacion a estrés

La induccién de la FML no siempre es llevada a cabo de forma exitosa debido a
las caracteristicas en el ambiente de la sidra y que ya han sido mencionados con
anterioridad. Las cepas BAL que tipicamente conducen MLF debido a su mejor tolerancia
a los factores de estrés relacionados con el vino y la sidra pertenecen a la especie O. oeni
(Jiang et al., 2018).

La combinacion de factores de estrés, como los que se encuentran en la matriz
compleja que es la sidra, puede producir un efecto inhibidor aun mas severo en el
crecimiento de O. oeni y otras bacterias presentes en el medio en comparacion con un
solo estresor.

Por ejemplo, las células estresadas con etanol de O. oeni exhiben una mayor
fluidez de membrana y una produccion reducida de ATP (Da Silveira et al., 2009; Jiang
et al., 2018). Ademas, la presencia de SO, acidos grasos de cadena media y pH bajo
también perjudica la actividad ATPasa de O. oeni, lo que resulta en una poblacién
reducida y una fermentacion prolongada (Carreté et al., 2002; Jiang et al., 2018).

Para el caso de los compuestos fendlicos, algunos acidos hidroxibenzoicos y sus
derivados, aldehidos fendlicos, flavonoides y taninos inhiben el crecimiento y la
viabilidad de O. oeni (Figueiredo et al., 2008; Campos et al. 2009; Garcia-Ruiz et al.,
2011). El crecimiento de O. oeni también puede estar restringido por la limitaciéon de

nutrientes, con varios aminodcidos siendo esencial la cisteina (Saguir et al., 2002).

2.435. Toxicidad

En el caso de los alimentos fermentados, algunas BAL pueden convertir los
precursores de aminoacidos disponibles en AB mediante actividades de descarboxilasa o
deiminasa durante o después de los procesos de fermentacion. Por esta razoén, el
catabolismo de aminoacidos por BAL puede afectar tanto la calidad como la seguridad
de los alimentos fermentados (Coton et al., 2010)

La sidra es un producto en el que las BAL son a menudo responsables de la
produccion de AB. Las principales BAL productores de AB incluyen cepas de los géneros
Oenococcus, Lactobacillus, Pediococcus y Enterococcus (Lorencova et al., 2021).

Aunque el contenido de AB en este tipo de bebidas, es menor que en alimentos
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fermentados como el queso, se lleva a cabo un efecto sinérgico entre alcohol y AB
(Lehane y Olley, 2000) llegando a potenciar los efectos toxicos de AB. Bajo este contexto,
es importante reducir el contenido de AB en los alimentos evitando la presencia y
actividad de BAL productores de AB (Ladero et al., 2011).

Hoy en dia, mediante la aplicacion de técnicas moleculares simples, es posible
detectar la presencia de genes asociados a la produccion de AB, para asegurar que los
microorganismos seleccionados no sean productores de estos compuestos toxicos

(Miranda-Castilleja et al., 2015).
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IL.OBJETIVOS
Objetivo General

e Aislar y seleccionar BAL con base en su tolerancia al medio fermentativo, su
eficiencia fermentativa y su compatibilidad con otras levaduras, para la

elaboracion de sidras tranquilas en la region productora de Querétaro.

Objetivos especificos

e Aislar BAL a partir de la fermentacion de los mostos de tres variedades de
manzana establecidas en la regiéon de Amealco, Querétaro, inoculadas con cepas

de levaduras seleccionadas.

e Seleccionar BAL con base en su tolerancia al medio fermentativo, su eficiencia
fermentativa, compatibilidad con levaduras e incapacidad para sintetizar AB para

la fermentacion de sidra tranquila.

e Determinar el efecto de las BAL seleccionadas sobre la calidad de la sidra

tranquila.
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IV.METODOLOGIA

4.1. 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.

4.2.Material biologico

Manzanas

Se emplearon tres variedades de manzana, ‘Golden Delicious’, ‘Red Delicious’ y

‘428’ provenientes de huertos comerciales en el municipio de Amealco (20°09'LN,

100°07LO Y 2279 msnm) Querétaro (Google Earth, 2022) para la elaboracion de sidras

tranquilas. En la Tabla 4.1 se pueden apreciar las caracteristicas mas importantes de las

variedades de manzana que se utilizaron.

Tabla 4. 1 Caracteristicas principales de las variedades incluidas en el estudio

Variedad

Origen

Descripcion

‘Golden Delicious’

‘Golden Reineta’ x
‘Grimes Golden’

Maduracion: intermedia.

Color: amarillo liso, a veces
ligeramente chapeado.

Destino: fruto de mesa ¢ industria,
buenas cualidades para elaboracion
de sidra.

Cultivar mas conocido en el mundo.

‘Red Delicious’

Seleccion de Madison

Maduracion: intermedia.

Color: rojo estriado.

Destino: fruto de mesa y de
industria.

Cultivar mas difundido en el

mundo.
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Maduracion: temprana.

Color: rojo estriado, no colorea
‘428’ ‘Anna’ x ‘Gala’ muy bien

Destino: fruto de mesa.

Manzana de calidad

Fuente: Martinez, 2014
Los frutos se recolectaron en el mes de agosto en condiciones de maduracion
Optima.
Cepas
Se utilizaron 84 cepas BAL aisladas de ambientes enoldgicos y 2 levaduras nativas
MM7 y RYS elegidas del cepario del Laboratorio de Fermentaciones y Fisiologia de
Frutas para elaborar las sidras (Moguel, 2020).

Jugo de manzana artesanal

Para la obtencién del jugo se tomaron frutos en condiciones Optimas, se
someterieron a un lavado y desinfeccion (Teng et al, 2018) y posteriormente se
descorazonaron, se extrajo el jugo mediante un extractor marca Turmix modelo estandar.
Al jugo obtenido se le midi6 acidez total titulable (Seccion 4.6.6), solidos solubles totales
(Seccion 4.6.4) y pH (Seccion 4.6.2), después se filtrd con una manta limpia y estéril para
depositarlo en tres vitroleros de vidrio a razon de 20 L en cada uno de ellos, se sulfitd
adicionando metabisulfito de potasio a razon de 5 g/HL y se realiz6 el desfangado

posterior a su refrigeracion a 3 °C por 24 h.

Jugo de manzana comercial

Para las pruebas de seleccion se empled jugo de manzana comercial pasteurizado

y clarificado marca Del Valle 100% jugo de manzana.

4.3.Aislamiento de BAL

Con el jugo de manzana artesanal, de las tres variedades sefaladas, se llevé a cabo
una fermentacidon espontanea a 19 + 1 °C hasta la disminuciéon de concentracion de

solidos y densidad (p =0.99 o 1.00 g/mL).
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Al inicio y al final de la fermentacidon, se tomaron alicuotas de 1 mL para
cuantificar y aislar BAL. Para llevar a cabo los aislamientos, se emple6 la metodologia
descrita por Ramirez-Lopez y Vélez-Ruiz (2016) con algunas modificaciones: se
prepararon diluciones seriadas de 10! hasta 10-%y se inocularon 100uL de cada dilucion
por extension en superficie en medio de cultivo Man Rogosa Sharpe (MRS). Las placas
se incubaron a 30°C de 24 a 48 h para su posterior cuantificacion y aislamiento.

De cada una de las placas dentro del rango contable (30-300) se seleccionaron de
3 a 5 colonias con diferente morfologia, las cuales se aislaron para posteriormente
efectuarles pruebas de catalasa y tincion Gram (Ruiz et al., 2010).

Las cepas BAL aisladas y diferenciadas fueron almacenadas en caldo MRS

adicionado al 20% de glicerol a -20 °C para su uso en las evaluaciones posteriores.

4.4.Preparacion de in6culos

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) 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 min, se elimind el
sobrenadante y se ajustd a una concentracion de 10° UFC mL!. Finalmente, las células
se lavaron con solucion salina isotonica (SSI) a 0.85 % (Sandoval et al., 2011).

Por su parte, las cepas BAL almacenadas a las mismas condiciones en caldo
MRS, fueron activadas en medio MRS en placas e incubados a 72 horas a 30 = 1 °C. Una
colonia de este cultivo se transfirio a caldo MRS y se incub6 durante 72 horas a 30 + 1
°C; empleando el mismo método de lavado empleado para las levaduras descrito

previamente.

4.5. Pruebas de seleccion de las cepas de BAL

Para que las BAL funjan como cultivos iniciadores de la FML deben ser capaces,
no solo de permanecer sino de desarrollar en las condiciones limitantes que se han
generado tras la fermentacion alcohdlica (FA) y que no produzcan compuestos que

perjudiquen el perfil sensorial de la sidra (Miranda-Castilleja, 2015).
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4.5.1. Tolerancia a etanol y sulfitado

Se evalu¢ la capacidad de desarrollo de las cepas de BAL aisladas de mosto de
manzana en dos medios a diferentes condiciones de estrés, simulando aquellas del
proceso de elaboracion de sidra: 1) Medio MRS ajustado a 5 % de etanol y adicionado de
30 mg/L de SOz.y 2) Medio MRS adicionado de 8 % de etanol, 50 mg/L de SO>, ambos
medios se ajustaron a un pH de 3.5. En ambas pruebas se inocularon en una microplaca
20uL (6 Log UFC/mL) de cada cepa a evaluar para tener un volumen total de 200 puL. de
medio en cada pozo. Las microplacas se incubaron a 30 °C y las lecturas se llevaron a
cabo en el equipo Varioskan™ en intervalos de 12 h por 72 hrs agitandolas a intensidad
media por 5 s antes de cada lectura. La densidad optica (DO) se midi6 a una longitud de
onda de 600 nm. Se construyeron curvas de desarrollo de cada cepa en cada condicion,

obteniendo la DO relativa (DOr) con la siguiente ecuacion:

DOrcon levadura ~— DOrsin levadura

Dorrelativo = DO
Tsin levadura

4.5.2. Pruebas de interaccion levadura-bacteria

En esta prueba se verifico la compatibilidad con las levaduras MM7 y RYS. La
prueba se realizé empleando 20 mL de jugo de manzana comercial, el cual se inocul6 con
5 log UFC/mL de las levaduras de manera independiente y se dejo fermentar durante 72
h a temperatura ambiente. A continuacion, el medio se centrifugd (5000 g por 10 min)
para eliminar la biomasa y se esterilizo mediante microfiltracion (0.45 nm). El caldo
resultante se utiliz6 como medio para observar el desarrollo de las cepas de BAL, el
mismo medio sin la inoculacion de ninguna levadura se empled como control positivo del
desarrollo de las BAL. El efecto de la levadura en el crecimiento de BAL se estim6 como

crecimiento relativo empleando la siguiente ecuacion:

. DOicon tevadura—DOisin levadura
DOlrelativo -

DOigin tevadura
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4.5.3. Eficiencia fermentativa de BAL seleccionadas en medio sintético

Considerando la tolerancia al medio fermentativo previamente evaluada y la
compatibilidad entre cepas de levaduras y BAL, se seleccionaron las cepas para valorar
la capacidad de las BAL para realizar la descarboxilacion del 4cido malico para
transformarlo en acido lactico durante el proceso de elaboracion de sidra.

Para este analisis se empled jugo de manzana comercial el cual fue inoculado ya sea por
inoculacioén secuencial o por coinoculacion y se determind la concentracion de acido
lactico en el jugo a la mitad y al final de la fermentacion empleando L-Lactic Acid (L-

Lactate) (Rapid) Assay Kit de Megazyme, Sidney, Australia.

Inoculacidn secuencial

Para evaluar el comportamiento de las BAL por medio de inoculacion secuencial,
700 mL de jugo de manzana comercial se colocé en cada uno de dos matraces de 1 L.
Posteriormente se inocul6 cada una de las levaduras seleccionadas para el estudio en un
matraz y a una concentracion de 6 log de UFC/mL, con ello se dio paso a la fermentacién
alcohdlica la cual se realiz6 a temperatura ambiente. El seguimiento de la fermentacion
se llevo a cabo midiendo el peso de los matraces con el medio inoculado hasta que que
alcanzara un peso constante. Una vez que la fermentacion concluyd, el medio resultante
de este proceso se distribuy6 en alicuotas de 25 mL en tubos de 30 mL previamente
esterilizados. Para cada una de las bacterias se evalud su desempefio tanto en el medio
resultante de la actividad de MM7 como de RYS, para lo cual cada medio se inocul6 a
una concentracion de 5 log de UFC/mL de cada una de las cepas BAL de manera

independiente

Coinoculacién
Jugo de manzana fue distribuido a razén de 20 mL en tubos de vidrio, y se
inocularon 6 y 3 log de UFC/mL de levaduras y BAL, respectivamente, Posteriormente

se incubaron a temperatura ambiente.
Fermentacion

Para ambos tipos de inoculacion el medio se almacen6 a temperatura ambiente y

se realizaron conteos cada 24 h para evaluar la viabilidad y concentracion de las BAL a
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lo largo de la fermentaciéon maloléctica. Este ensayo se llevd a cabo por triplicado
tomando alicuotas de 1 mL hasta culminarse la FML. Las muestras se conservaron en

congelacion en tubos eppendorf hasta su uso posterior.

4.5.4. Determinacion de la produccion de aminas biogénicas en BAL seleccionadas

Las cepas BAL que mostraron los mejores resultados en las pruebas anteriores
fueron sometidas a una prueba PCR empleada con la finalidad de detectar los genes

responsables de produccion de AB (De las Rivas. et al., 2006)

4.54.1. Obtencion de ADN

Se llevo a cabo la activacion de cepas, de las cuales se tom6 1 mL y se centrifugod
para eliminar el medio de cultivo (12000 g x 2 min). La pastilla se resuspendi6 en 300 pL.
de buffer de lisis TNES (Tris-HCI 200 mM pH 8.5, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, SDS
0.5%) se agitd y se coloco en termobloque Ependorf® a 95 °C x 10 min. Se centrifugd
(12000g x 10 min), se recuperd el sobrenadante, se le afiadieron 80 pL de acetato de sodio
3 My se incub6 a -20 °C por 10 min. Posteriormente, se centrifugd (12000g x 2 min) se
recuperd el sobrenadante, se afiadieron 300 pL. de isopropanol, se agitd suavemente y se
incub6 por 10 min a -20 °C, seguido de una centrifugacion (12000g x 10 min). Se elimind
el sobrenadante, se agrego a la pastilla formada 1 mL de etanol 70 %, se agité suavemente,
se dejo reposar a temperatura ambiente durante 5 min y se centrifug6 (12000g x 10 min).
Se elimind el sobrenadante, se seco en un termobloque Ependorf® a 50 °C y finalmente

se resuspendid en 50 uL. de TE (Soto et al. 2015; Marmolejo et al., 2021)).

4.54.2. Prueba de PCR dirigida a genes asociados a la produccion de AB

Con el material genético obtenido, se procedio a realizar la prueba de PCR
multiple dirigida a indentificar genes asociados a la produccion de AB, empleando los

iniciadores descritos por Marmolejo et al. (2021) (Tabla 4.2).
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Tabla 4. 2 Caracteristicas de los iniciadores para la deteccion de los genes de BAL

asociado a la produccion de AB.

GEN INICIADOR SECUENCIA TAMANO TEggII{CA

HISTIDINA HDC3 5-GATGGTATTGTTTCKTATGA-3’ 435 pb Multiple
HDCC4 5’-CCAAACACCAGCATCTTC-3’

TIRAMINA TD2 5>-ACATAGTCAACCATRTTGAA-3’ 1133 pb | Multiple
TD5 5-CAAATGGAAGAAGAAGTAGG-3’

CADAVERINA | CadAF 5’-GCTGGGTTCACTGCTGGA-3’ 220 pb Simple
CadAr 5-TGGCGTAATGTAGCTCATCA-3’
Cad2F a 5>-CAYRTNCCNGGNCAYAA-3’ 2285 pb | Simple
Cad2Ra 5-GGDATNCCNGGNGGRTA-3’

PUTRESCINA | ODC1 5>>NCAYAARCAACAAGYNGG-3’ 900 pb Multiple
OoDC2 5’-GRTANGGNTNNGCACCTTC-3’
ODF 5-CATCAAGGTGGACAATATTTCCG-3’ 500 pb Simple
ODR 5’-CCGTTCAACAACTTGTTTGGCA-3'

(Li et al., 2019; Elsanhoty et al., 2016; Li L et al., 2019; Guarcello et al., 2016; De las
Rivas et al., 2006)

Las amplificaciones se realizaron con una mezcla de reaccion de 25 pL que incluia
GoTaq Master Mix 2X (Promega), 1 uM de cada iniciador y 1 ng de lisado celular de
cada una de las muestras. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 10 min
a 95 °C, seguido de 30 ciclos de 30 s 295 °C,30sa 53 °Cy 2 mina 72 °C, y un paso de
extension final de 20 min a 72 °C (De las Rivas. et al., 2006). Los productos de la PCR
se evidenciaron mediante electroforésis en gel de agarosa al 2.5% y 50 V /45 min en
presencia de 3 pL de SyberSafe®para tincion de las bandas que posteriormente fueron

observadas en un fotodocumentador UV (De las Rivas et al., 2005).

4.6. Elaboracion de sidra

El jugo de manzana artesanal obtenido se inoculd a una concentracion total de 5
log de UFC/mL con la cepa de levadura seleccionada.

La fermentacion alcohodlica (FA) se llevo a cabo en dos contenedores de vidrio
con capacidad de 15 L a 19 £ 1 °C (Soto-Herrera et al., 2008), hasta la disminucion de la
densidad (p =0.99 0 1.00 g/mL), al final de la fermentacion se midi6 el grado alcohdlico
mediante picnometria (Seccion 4.6.1).

Para llevar a cabo la FML, el volumen resultante de la FA (30L) se dividi6 3 en

vitroleros (de 10 L), en 2 de ellos se inoculd cada una de las dos cepas seleccionadas y el
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tercero fungio de control. Se llevaron a cabo recuentos de células viables para determinar
la sobrevivencia de las BAL en este proceso fermentativo.

Esta sidra obtenida se clarifico mediante la adicion de grenetina a razén de 5
g/Hl mediante dos trasegados, uno al finalizar la fermentacion alcohdlica y después de un

reposo de quince dias a 3 °C una vez finalizada la FML.

4.7. Analisis fisicos y quimicos de la sidra

4.7.1. Densidad

Para la determinacion de este parametro se empled un picndmetro de 25 mL

haciendo uso de la siguiente ecuacion establecida por la OIV (2011):
Wy —W,

P= "y
Donde:

p = densidad g/mL

WM = peso del picndémetro con muestra (g)

Wv = Peso del picnometro vacio (g)

V = volumen del picnémetro (mL)

4.7.2. Medicion de pH

Se midid6 el pH mediante un potencidémetro calibrado con soluciones
amortiguadoras de 4y 7 (OIV, 2017).
4.7.3. Anhidrido sulfuroso libre, total y combinado (Método de Ripper)

SO: Libre. Se colocaron 50 mL de sidra en un matraz Erlenmeyer al cual se le
agregaron 5 mL de H2SO4 y 3 mL de una solucion de almidon al 2.0 %. La solucion se
verti6 mediante una bureta graduada a una solucion de yodo 0.02 N, hasta obtener el vire

a color violeta. La concentracion de SO; libre en mg/L se calculé como sigue:

g/L SO, libre = (Vol. de I, en mL)(12.8)
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SO; Total. A 25 mL de una solucién de KOH en un matraz, se le agregaron 50
mL de sidra, se agregaran 10 mL de HoSO4 y 3 mL de una solucion de almidén al 2.0 %,
después de lo cual se titul6é con yodo 0.02 N en la misma forma que para el SO libre. El

resultado se expresd y calculé mediante la formula anterior.

SO; Combinado. Se obtuvo mediante la diferencia del SO» total menos el SO,

libre.

4.7.4. Solidos solubles totales (°Bx)

Se analizaron en un refractometro Atago, modelo SPR-N, los resultados obtenidos

se reportaron como °Brix.

4.7.5. Grado alcohdlico

El porcentaje de alcohol se determino por el método de destilacion directa. Una
muestra de 100 mL de sidra, medida con un matraz aforado, se agit6 para eliminar el CO>
y se depositd en un matraz de destilacion, destilando 3/4 partes de ésta. La mezcla
hidroalcohdlica a 20 °C se aford a 100 mL con agua destilada en el mismo matraz aforado

y se evalud la densidad con un picnémetro de 25 mL de acuerdo a la OIV (2017).

4.7.6. Acidez total titulable

Se elimin6 el dioxido de carbono presente en la sidra mediante agitacion; se
procedié a titular 10 mL de sidra con una solucion de NaOH (0.079 M) hasta pH 7.0
medido con un potencidometro, se registrd el pH de la solucion y considerando el volumen
necesario para neutralizarla. El volumen empleado de la solucion de sosa permitio obtener
la acidez total segtn la ecuacion siguiente (CEE, 1990):

At = (VNaoH X Mnaon x Fma x 1000) / Vi
En donde:
At = Acidez total expresada en gramos de acido malico por litro de sidra
Vnaon = Volumen de la solucion de sosa utilizada
Mnaon = Molaridad de la solucion de sosa utilizada

Fma = Factor del acido malico = 0.067
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Vm = Volumen de la muestra

4.7.7. Acidez volatil

Se empled el método propuesto por Garcia Tena (OIV, 2017). Se destilaron 11
mL de la muestra de sidra con perlas de ebullicion. Los primeros 5.1 mL del destilado se
recogieron en una probeta y enseguida en otra probeta se colocaron 3.2 mL. Ambos
destilados se titularon con una soluciéon de NaOH (0.02 N) usando fenolftaleina como

indicador (dos a tres gotas), hasta un vire a rosa palido (OIV, 2016).

El numero de mililitros gastados para valorar los 3.2 mL nos dio el valor de la

acidez volatil real segtn la formula:
Acético real (g/L) = (ml gastados)(0.366)

Para encontrar la acidez volatil aparente, los mililitros gastados para valorar 5.1

mL se sustituyeron en la siguiente formula:

Acético aparente (g/L) = (ml gastados)(0.122) + acético real

4.7.8. Azucares reductores totales

Se utilizé el método de Fehling Causse Bonnans (Flores, 2000). Se realiz6é una
dosificacion sobre un medio suficientemente diluido (entre 0.5 y 5 g/L de azlcar) y
defecado (clarificado) al cual se han eliminado las otras materias reductoras.

La defecacion se efectud por el acetato neutro de plomo (sal de Saturno): A 100
mL de sidra se agregd solucion de NaOH (1 N) hasta llegar a la neutralidad y se
adicionaron 5 mL de soluciéon saturada de acetato de plomo, agitando la muestra. Se
mezcld entonces en la solucidon un gramo de carbon activado (CaCOs3) y se dejo reposar
por 15 min agitando de vez en cuando (2 veces).

Se titulo el licor de Fehling con una solucion de glucosa al 5 g/L para determinar
el factor del licor. Se tomaron 10 mL de licor y se agregaron 15 mL de H>O destilada,
colocando la solucién a ebullicion y se titulé con la solucion de glucosa usando una
bureta. Al tornarse la solucién verdosa, se agregaron tres gotas de azul de metileno al 1
% y se afiadio la solucion de glucosa, gota a gota, hasta que el licor de Fehling mostré un

color rosa claro.

32



El factor del licor se calculd como sigue:
F1=(Cg X n) /(1000 X Vrr)
En donde:
Fl = Factor del licor = Gramos de azlicares reductores por ml de licor de Fehling
Cg = Concentracion en gramos de la solucion de glucosa
n =mL de solucion de glucosa requerida para titular el licor de Fehling
La concentracion de azlicares reductores por litro en la muestra se calculdo como

sigue:

Ca=(VEXFIXFd)/n
En donde:
Ca = Concentracion de azlcar
Vf= Volumen usado de licor de Fehling
F1 = Factor del licor = Gramos de azlicares reductores por ml de licor de Fehling
Fd = Factor de dilucion de la muestra

n' = Volumen de muestra usado

El resultado se multiplicé por 1.0416 para ser expresado en aztcares invertidos.

4.8. Analisis sensoriales

Para evaluar la aceptacion de las sidras tranquilas se realiz6 una prueba de
degustacion dirigida a consumidores, verificando la inocuidad de las bebidas
destinadas a este analisis sensorial. La escala utilizada para la prueba fue una escala
hedonica lineal, con valor de diez puntos no estructurada, con tres acotaciones, neutral

en el centro y en los extremos “me gusta mucho” y “me disgusta mucho” (Anexo 2).

4.9. Diseiio de los experimentos y analisis estadisticos

El modelo a utilizar fue un disefio experimental unifactorial completamente
al azar con tres repeticiones, siendo el factor de estudio las cepas de BAL
seleccionadas. Las variables de respuesta fueron los criterios de seleccion de BAL
(tolerancia a etanol, a anhidrido sulfuroso, compatibilidad levadura-bacteria y

eficiencia fermentativa), caracteristicas fisicas y quimicas de la sidra (densidad, pH,
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grado alcoholico, azicares solubles totales, azlicares reductores totales, acidez total,

acidez volatil y anhidrido sulfuroso libre, combinado y total), y aspectos sensoriales.

Los datos de las variables obtenidas fueron sometidos a un analisis de
varianza de Fisher y la prueba de medias de Tukey, con ayuda del programa estadistico

JMP versién 11.
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V. RESULTADOS

5.1. Aislamiento y diferenciacion de BAL

De las fermentaciones espontaneas llevadas a cabo con el mosto de 3 variedades
de manzana (Figura 5.1) se lograron un total de 120 aislamientos, los cuales fueron
sometidos a pruebas de diferenciacion: prueba de catalasa y tincion Gram. Unicamente 5
cepas de las 120 aisladas, resultaron ser catalasa negativa y Gram positivas, caracteristicas
pertenecientes al grupo de BAL (GD1.1, GD1.2, RD2.1, RD3.2 y RD3.1).

El contenido de BAL autoctonas en frutas y verduras crudas generalmente varian
de 2 a4 log UFC/mL (Di Cagno et al., 2013) y pueden verse afectado por la presencia de
algunos nutrientes como la fibra y la inulina, dificiles de asimilar por estos
microorganismos, lo que impide su crecimiento y desarrollo en estos medios (Balthazar
etal.,2018; Li et al., 2021). Aunado a esto, la gran mayoria de BAL depende de ciertos
requerimientos tales como acidez y concentracion de azucares por mencionar algunos, y
que son caracteristicas que pueden llegar a variar en el fruto (Sanchez et al., 2012).

Ya que uno de los objetivos iniciales de la investigacion era trabajar con la
seleccion de cepas BAL, las obtenidas de mosto de manzana resultaron ser insuficientes
para una seleccion robusta, por lo qué, se decidié incluir en el estudio 84 cepas BAL
aisladas previamente en el grupo de trabajo en ambientes enologicos. De esta forma, se
tuvo un punto de comparacién mas amplio, pudiendo contrastar ademas, el potencial que
presentaron las distintas cepas, tanto las aisladas de mosto de manzana, como las aisladas

de diferentes procesos en la produccion de vino.

= T
AF ' !

Figura 5. 1 Mosto obtenido de tres variedades de manzana: a) ‘Red Delicious’; b)
‘Golden Delicious’; ¢) ‘428°.
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5.2. Pruebas de seleccion de las cepas BAL

5.2.1. Tolerancia a etanol y sulfitado

Para esta primera prueba de seleccion, las 84 cepas aisladas de ambientes
enologicos ya habian sido evaluadas en trabajos previos y a un porcentaje de alcohol
(12%) atin mayor que el que se evalud para fines de este experimento, ya que como se
sabe, las sidras manejan un porcentaje alcoh6lico menor que los vinos. Por lo que en esta
etapa del trabajo se busco saber si las cepas aisladas de mosto de manzana eran tolerantes
a estas condiciones estresantes.

En la Tabla 5.1 se muestra la densidad optica relativa (DOr) de cada una de las 5
cepas BAL sometidas a estrés durante su crecimiento. Recordando que a un nivel bajo de
estrés se tenia 5% de etanol y 30 mg/L de SO» (T1), mientras que a un nivel alto 8%
etanol y 50 mg/L de SO> (T2). La DOr se refiere a la relacion de la diferencia de
crecimiento de cepas estresadas con respecto a cepas no estresadas. Un valor positivo
indica un desarrollo superior de las cepas bajo condiciones estresantes, mientras que un
valor negativo indica cierto grado de inhibicion de su crecimientos en estas condiciones
con respecto al control. No hubo diferencias significativas entre tratamientos, sn embargo
en la Figura 5.2 se puede apreciar que la mayoria de cepas BAL desarrollan mejor a
condiciones bajas de estrés, como es el caso de las cepas GD1.1, GD1.2 y RD3.2. Las dos
cepas restantes mostraron valores de incremento relativos negativos; ambas crecieron
menos respecto al control en los medios estresantes: la cepa RD3.1 crecio 13% y 22%
menos en el medio T1 y T2 respectivamente, mientras que para la cepa RD2.1 estos

decrementos fueron de 8% y 45%.
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Tabla 5. 1 Densidad 6ptica relativa (DOr) de cepas BAL sometidas a estrés durante su

crecimiento
Cepa de BAL
Estrés GD1.1 GD1.2 RD3.1 RD3.2 RD2.1

Bajo(T1) 0.063£0.016*  0.062+0.073*  -0.065+0.277*  0.096%0.028" -0.043+0.313*

Alto(T2) 0.032+0.078*  0.016x0.067* -0.159+0.278*  0.025%+0.039* -0.442+0.151°

Medias provenientes de tres repeticiones + desviacion estdndar. Dentro de una columna

medias conectadas por la misma letra son significativamente iguales (P<0.05)

0.2- GD1.1
0.14 r‘[_‘ GD1.2
0. 04— £ RD3.1
O RD3.2
0.3 3 RD2.1

DOr
o
i

07480 AL AL QA

Tratamientos

Figura 5. 2 Incremento relativo de DOr de cepas BAL en medio adicionado con etanol y

SO,. Las barras representan el valor medio de tres repeticiones y su desviacion estandar.

Debido a que la FML suele ocurrir después de la FA, la proliferacion de BAL y la
eficiencia de la FML se ven afectadas por la composicion de la sidra. La produccion y
liberacion de compuestos por la levadura, como acidos grasos, péptidos, polisacaridos,
otras macromoléculas y principalmente etanol y SO, afectaran el crecimiento de las BAL

y la FML (Capello et al., 2017).
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El SO; es el aditivo mas frecuentemente empleado para controlar el crecimiento de las
BAL y el desarrollo de 1a FML, debido a sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas
selectivas, especialmente frente a estas (Garcia-Ruiz et al., 2011; Izquierdo-Cafias et al.,
2011), este aditivo junto con concentraciones elevadas de etanol son dos de los mayores
inhibidores de BAL. Es por ello, que es importante evaluar la capacidad de cepas BAL

de desarrollar en condiciones estresantes como las que se presentan en la sidra.

5.2.2. Compatibilidad levadura-BAL

En esta prueba se analiz6 el comportamiento de las 89 cepas BAL ante un medio
donde se dejo actuar a las levaduras nativas MM7 y RY5 previo a la inoculacion de las
cepas BAL. En la Figura 5.3 se observa el incremento relativo de DO de cepas BAL en
medio gastado por las levaduras nativas mencionadas anteriormente. Se empled un
criterio de analisis similar al experimento pasado, en este caso valores de incremento
positivo indicaron un mejor desarrollo de las BAL en el medio proveniente de la levadura
y valores de incremento negativo indicaron que los compuestos producidos por la

levadura disminuyeron el desarrollo de las BAL con respecto al control.

DOr
10
GD1.1
ab
8 GD1.2
& . RD2.1
_ . (0 RD3.2
g8 4 .. [ RD3.1
23ed \ £ VvC32
cd s e
cd cded cded cded cd g s 1 8
OtrrTrrorromg T €20 CU15
2 iﬁ@‘” S $f B I B $ & O L $ & & VC59
Levadura 221 FE145
VA2

Figura 5. 3 Incremento relativo de DOr de cepas BAL en medio gastado por levaduras
nativas MM7 y RYS. Las barras representan el valor medio de tres repeticiones y su

desviacion estandar. Letras distintas indican significancia estadistica (P<0.05).
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Unicamente 6 de las 89 cepas evaluadas mostraron un comportamiento 6ptimo en
las evaluaciones realizadas previamente. Esas 6 cepas se muestran en la Figura 5.3 en
matices azules del lado derecho del gréfico, las 5 restantes en matices verdes del lado
izquierdo son las 5 cepas aisladas de mosto de manzana. Lo que puede contrastarse en
este grafico, es la capacidad de desarrollo que tuvieron las 6 cepas en tonos azules aisladas
de ambientes enoldgicos contra las cepas de mosto de manzana, las cuales, en su mayoria
no desarrollaron en el medio proveniente de las levaduras, por lo que tuvieron que ser
descartadas al no demostrar un buen potencial ante el medio resultante de la fermentacion
de las levaduras que se utilizaron en evaluaciones posteriores.

Las 6 cepas BAL seleccionadas en este experimento para ser evaluadas en la
prueba siguiente fueron VC32, 18, CU15, VC59, FE145 y VA2. Las combinaciones mas
destacadas fueron las de las cepas BAL VC32 y 18 contra la levadura RYS. De forma
general se puede observar que la mayoria de las BAL desarrollaron mejor ante una
levadura que fue la RYS.

La estimulacion en el desarrollo de la FML se ha relacionado cominmente con la
liberacion de nutrientes como vitaminas y aminoacidos asi como con el aumento de las
proteinas y compuestos nitrogenados resultantes de la lisis de la levadura, favoreciendo
el crecimiento de BAL (Alexandre ef al., 2004; Balmaseda et al., 2018). Sin embargo, el
aumento de los compuestos liberados dependera de la cepa de levadura, ademas no todos
los compuestos liberados durante su proceso de autdlisis pueden tener un efecto positivo
estimulante (Herrero ef al., 2003; Balsameda et al., 2021).

Entre los inhibidores producidos por la levadura se encuentran el etanol, el SO,
los acidos grasos de cadena media, el B-feniletanol, el 4cido succinico y ciertos péptidos
(Lucio et al., 2018), lo cual puede explicar el por qué no todas las cepas BAL evaluadas
fueron capaces de desarrollar en el medio resultante de la fermentacion de las levaduras

nativas.

5.2.3. Eficiencia fermentativa de BAL seleccionadas en medio sintético

Para llevar a cabo el analisis de eficiencia fermentativa, se emplearon las 6 cepas
seleccionadas y que demostraron ser tolerantes a un ambiente similar a las condiciones

que presenta la fermentacion del mosto de manzana, ademés de demostrar una alta
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compatibilidad con las 2 cepas de levaduras nativas empleadas. Las cepas se agregaron
al sistema mediante una inoculacion secuencial o en co-inoculacion con las levaduras.
En la Tabla 5.2 se puede observar los efectos que resultaron significativos en la
produccion de acido lactico, recordando que el andlisis se llevo a cabo considerando 4
factores y sus respectivas interacciones: BAL, levadura, tipo de inoculacion y tiempo. El
tipo de inoculacion fue el efecto que demostrd una mayor significancia estadistica, ya que
se pudo apreciar una mayor produccion de acido lactico para la inoculacion secuencial,
seguido del efecto de la interaccion tiempo y tipo de inoculacion (Figura 5.4) donde se
aprecia un incremento en la produccion de acido lactico conforme transcurre el tiempo de
fermentacion para el caso de la inoculacion secuencial, caso contrario a lo que ocurre en
la coinoculacion, donde los valores tienden a disminuir conforme transcurre el tiempo, y
lo cual podria atribuirse al efecto antagonico de la levadura, que ejerce una competencia
por el consumo de nutrientes ademas de llevar a cabo la produccién de ciertas sustancias

que inhiben el desarrollo bacteriano (Fundacion para la cultura del Vino, 2006).

Tabla 5. 2 Efectos significativos sobre la produccion de acido lactico determinados por

un ANOVA
Factor Valor P
Tipo inoculacion 0.00000*
Tiempo*Tipo inoculacion 0.00001*
Levadura*BAL 0.01235*
0.75
o
i)
+ 065
©
o 055
S
Q045
[
© 035
% T1 ™
Tiempo
Secuencial Coinoculacion

Figura 5. 4 Interaccion tiempo*tipo de inoculacion sobre la produccion de &cido lactico

T1: inicio de la fermentacion; T2: Fin de la fermentacion
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El mejor momento para la inoculacion de bacterias lacticas sigue siendo objeto de
discusion. De forma habitual, la FML se lleva a cabo de forma secuencial una vez
concluida la FA sin embargo, la produccion de alcohol y de algunos metabolitos
producidos por las levaduras llegan a afectar el crecimiento de algunas cepas BAL, lo que
dificulta la iniciacion de la FML (Li et al., 2020). Por su parte, la coinoculacion puede
reducir el tiempo de fermentacion pero también puede inhibir el crecimiento y
metabolismo de las levaduras debido a que puede producirse un rapido crecimiento de
BAL, conduciendo a la produccion de acidos volatiles excesivos o la terminacion de la
FA (Nehme et al., 2008; Li et al., 2020).

La Figura 5.5 muestra los recuentos obtenidos de las cepas BAL durante este
analisis y las cuales fueron inoculadas secuencialmente. Se aprecia que las cepas FE145
y VA2 lograron desarrollar en el medio producido por ambas levaduras y alcanzar las
concentraciones mas altas en el medio producido por la levadura nativa RYS5, lo cual
coincide con los resultados obtenidos en la evaluacion anterior, en la que la levadura RY5
muestra el mejor comportamiento en la interaccion con las cepas BAL.

Son precisamente estas dos cepas BAL en interaccion con la levadura RYS, las
que produjeron las mayores concentraciones de acido lactico (Figura 5.6), demostrando
asi, su capacidad de interaccion con esta levadura nativa, su tolerancia al medio y su

capacidad de degradacion de 4cido malico.

68 o —x— 18 MM7
63 Biis T @ PO e ok %o 18RYS
E ss it 50 CU15 MM7
@)
PN T CUIS RYS
» ey T VC59 MM7
I o VC59 RY5
4.3
FE145 MM7
3.8
0 24 48 72 9% 120 --®---FE145 RY5
Tiempo muestreo (h) VA2 MM7

Figura 5. 5 Comportamiento de BAL durante el proceso de FML empleando una
inoculacion secuencial.

Cada punto representa el valor medio de tres repeticiones.
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Figura 5. 6 Produccion de acido lactico derivado de la interaccion levadura-BAL.

Las barras representan el valor medio de tres repeticiones y su desviacion estandar.

5.2.4. Deteccion de cepas BAL productoras de aminas biogénicas (AB)

De acuerdo a lo reportado por Bonkova et al.(2013), histamina, tiramina y
putrescina son las 3 AB con el mayor reporte de incidencia en alimentos fermentados.
Por ello, las 6 cepas BAL seleccionadas en el analisis previo fueron sometidas a un
proceso de extraccion de ADN, para posteriormente detectar aquellas con potencial para
la produccion de AB, esto mediante la técnica de PCR multiple dirigida a genes asociados
a la produccion de las tres AB previamente mencionadas (Bozic ef al., 2022).

De las 6 cepas evaluadas, ninguna mostrd capacidad genética para producir AB
(Figura 5.7), lo cual resulta benéfico para este estudio, ya que al ser utilizadas para la
elaboracion de un producto alimenticio, se desea que esté libre de sustancias que pudieran
poner en riesgo la salud de quien lo consuma.

Para muchos productos alimenticios, la fermentacidon con cultivos iniciadores de
BAL es una parte esencial del proceso de produccion, por lo cual, la induccion de la FML
empleando estos cultivos iniciadores seleccionados se estd convirtiendo en la mejor

opcion a nivel industrial (Smid et al., 2005; Sanchez et al., 2012).
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Figura 5. 7 Productos de la PCR multiplex dirigida a genes asociados con la produccion
de AB. Carril 1: marcador de peso molecular (100 pb); carril 2: cepa control de
produccion de histamina (ATCC 33222); carril 3: control negativo; carril 4-9: cepas BAL
(VC32, 18, CUI15, VC59, FE145 y VA2).

Es importante tener en cuenta que no todas las cepas BAL son buenas candidatas
para ser utilizadas como iniciadores. Hoy en dia, los atributos sensoriales deseables y la
reduccion de los riesgos toxicoldgicos se consideran criterios de seleccion importantes
ademas de una actividad maloléctica eficiente (Sanchez et al., 2012).

Y son precisamente las AB uno de los principales productos de deterioro en vino
y en sidra y cuya produccion debe evitarse para asegurar un producto final de alta calidad
ya que pueden causar intoxicacion alimentaria si se ingieren grandes cantidades, o si los
mecanismos humanos naturales para su catabolismo estdn inhibidos o genéticamente

deficientes en el consumidor (Cotton ef al., 2010; Diez-Ozaeta et al., 2019).

5.3.Elaboracion de sidra

La elaboracion de sidra tranquila se llevé a cabo siguiendo el método tradicional,
empleando la cepa de levadura nativa RY5 que tuvo mayor compatibilidad con las cepas
BAL seleccionadas FE145 y VA2. Cabe mencionar que de acuerdo a los resultados
obtenidos en la prueba de eficiencia fermentativa, se opt6 por llevar a cabo una

inoculacién secuencial, inoculando en primera instancia la cepa RYS5 la cual concluyo6 el
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proceso de FA en 8 dias, presentando valores de densidad constante (0.9945 g/cm’+
0.00042).
Una vez concluida esta fase fermentativa, se inocularon las cepas BAL FE145 y

VA2 para dar comienzo al proceso de FML y el cual tuvo una duracion de 7 dias.

5.3.1. Andlisis fisicos y quimicos

En la Tabla 5.3 se muestran los valores obtenidos para las variables evaluadas de

la sidra tranquila

Tabla 5. 3 Caracteristicas fisicas y quimicas de la sidra tranquila antes de la

fermentacidén malolactica

Caracteristicas fisicas y quimicas Valor!

pH 4.11 £0.008
Acidez titulable (g/L de acido malico) 3.752 £0.16
Grado alcoholico (°GL) 7.975 £ 1.05
°Brix 545+0.1
Azucares reductores (g/L de sacarosa) 1.225 £ 0.509
Acidez volatil (g acido acético/L) 0.297 £ 0.0282
SO: (mg/L) 79.314 £ 0.922

"Medias provenientes de 3 repeticiones

a) Acidez total titulable y pH

El mosto de manzana contiene una gran variedad de componentes que imparten
ciertas caracteristicas a la sidra, entre los que destacan azucares, alcoholes, aminoécidos,
compuestos fenolicos y acidos organicos (Zhang et al., 2010). Estos ultimos le aportan
una caracteristica 4cida influyendo en el pH y su estabilidad quimica, contribuyendo a un
equilibrio en aromas, sabores y color ademds de inhibir la accién de algunos
microorganismos indeseables (Kerem et al., 2004; Leon-Teutli et al., 2020).

El pH inicial del mosto fue de 3.44 y al concluir la fermentacion alcoholica se
elevo a4.11. Wei et al. (2020) evaluaron la variacion del pH durante la fermentacion del

mosto de manzana de la variedad ‘Fuji’, empleando levaduras no-Saccharomyces P.
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kluyveri X31-10 (Pk), H. vineae X11-10 (Hv), H. uvarum X22-9 (Hu), y T. quercuum
X24-4 (Tq) inoculadas individualmente y en parejas; partieron de un mosto con pH de
3.81£0.002 y al final del proceso fermentativo el pH se incremento6 en la mayoria de las
sidras inoculadas, con excepcion del mosto control con Pk, el cual disminuyo6 su pH a
3.6720.01. Este comportamiento se ve favorecido por la disminucion de la acidez durante
la fermentacion alcoholica donde pudiera estarse produciendo etanol a partir del 4cido
malico presente en el mosto disminuyendo asi su caracter a4cido (Mangas et al., 2010).
En cuanto a la ATT hubo un ligero descenso en los valores de esta variable, y era
de esperarse debido a la actividad de las cepas BAL inoculadas. Para llevar a cabo la FML
se parti6 de una sidra base, una vez concluida la fase de FA se llevo a cabo la inoculacion
de las dos cepas BAL a evaluar; una vez finalizado el proceso se obtuvieron valores de
3.58 y 3.52 g/L de acido malico con las cepas FE145 y VA2, respectivamente, ambos
tratamientos fueron significativamente diferentes con respecto al control (Tabla 5.4);
siendo la cepa VA2 la que mostré el mayor descenso en la ATT, lo que supone una mayor
desacidificacion del medio, contribuyendo al perfil de aromas y logrando una estabilidad
microbiana al convertir mayores cantidades de adcido malico en é4cido lactico (Hu et al.,
2021). Cabe sefialar que ambos valores obtenidos se encuentran en el limite minimo

permitido por la norma NOM-199-SCFI-2017 (3.5-7.5 g/L &cido malico).

Tabla 5. 4 pH y acidez total titulable de la sidra tranquila después de la FML con BAL

seleccionada
Final
Parametro Inicial
FE145 VA2
pH 4.11 £0.008 4.22+0.005a 4.20+0.005b

ATT (g/L de acido malico) 3.752+£0.16  3.584.20+0.048a 3.524.204+0.048b

Medias provenientes de tres repeticiones + desviacion estandar. Dentro de una fila medias conectadas por
la misma letra son significativamente iguales (P<0.05).

La importancia de la medicion y control de la ATT, radica en la notable influencia
que esta ejerce sobre una variedad de caracteristicas de la sidra, estando directamente
relacionada con su estabilidad microbioldgica y quimica y teniendo un fuerte impacto en

los atributos organolépticos del producto final (Sénchez et al., 2019).
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b) Grado alcoholico

Durante el proceso de fermentacion de la sidra, el mosto de manzana sufre una
gran cantidad de transformaciones bioquimicas cuyo control es fundamental para obtener
una sidra de alta calidad. Uno de los mas relevantes es la fermentacion alcoholica, donde
las levaduras transforman la mayoria de las azticares del mosto en etanol y CO: (de la
Roza et al., 2003). El grado alcohdlico de la sidra y cualquier otra bebida fermentada,
estd directamente relacionado con la concentracion de azlicares inicialmente presentes en
el mosto. Un mosto para sidra de 15.8 °Bx equivale aproximadamente a 144.8 g/L en
azucares totales, que corresponderia a un grado alcoholico potencial de 8.6 (Pereda,
2011).

El contenido inicial de azucares en el mosto en el presente trabajo fue de 16° Brix
(146.63 g/L de azlicares totales), generandose una sidra con 7.98 °GL, mediante la accion
de la cepa de levadura nativa RYS5. El rendimiento de azlicar/alcohol fue de 18.37 g
azucar/ ° GL, mayor a lo obtenido por Leon-Teutli et al., 2020 para la cepa MM7 (16.48
g azucar/ ° GL) y la cepa comercial K1 (18.17 g azucar/ °® GL).

Por su parte, el grado alcoholico obtenido (7.98 °GL) excede los limites
permisibles por la norma NOM-199-SCFI-2017 (de 3 a 6 °GL), sin embargo, en otros
paises como es el caso de la region espanola de Asturias que cuenta con amplia tradicion
en elaboracion y consumo de esta bebida fermentada, las sidras pueden llegar a tener 8
°GL esto varia dependiendo de la variedad de manzana empleada, cantidad inicial de
azlcares presentes, asi como el microorganismo que lleve a cabo el proceso fermentativo

y su capacidad de conversion y degradacion de aztlicares.

a) Azucares residuales
El mosto de manzana es abundante en azlcares solubles y carbohidratos
estructurales (Jin et al., 2019). Entre los azucares fermentables, la fructosa es el
mayoritario (alrededor de 60-65 g/L), seguido de sacarosa y glucosa. Al concluir la fase
de fermentacion alcohdlica, se dice que la sidra esta desprovista de azucares, sin embargo,
hay ciertos azlicares que las levaduras son incapaces de metabolizar, como xilosa y
arabinosa por mencionar algunas. Incluso pueden encontrarse también pequefias

cantidades de fructosa residual (1-2 g/L) (Iribas & Chasco, 2005).
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El valor de aztcares residuales en la sidra elaborada para fines de este trabajo fue
de 1.225 g/L, de acuerdo a la norma NOM-199-SCFI-2017 se clasificaria entonces como
una sidra seca, pues se encuentra muy por debajo de los 10 g/L que es el valor médximo
dentro de esta categoria.

Leodn-teutli et al. (2020) elabord sidra a partir de la misma variedad de manzana
(‘Golden delicious’) empleando la levadura nativa MM?7 y la comercial K1, obteniendo
valores de 1.70 g/L y 1.78 g/L de azlicares residuales, respectivamente. Cabe mencionar,
que la cepa nativa RY5 obtuvo valores ligeramente mas bajos que estas dos mencionadas

anteriormente, por lo que puede decirse que RY5 demostro ser una buena fermentadora.

b) Acidez volatil

La acidez volatil corresponde a la concentracion de acidos libres tales como
acético, propidnico, butirico y sulfurico. Lo que se espera en la determinacién de esta
variable son valores bajos, ya que si la acidez volatil llegara a ser muy elevada, con el
paso del tiempo la presencia de grandes cantidades de 4cido acético y los demas acidos
involucrados pueden llegar a alterar la consistencia y sabor del producto (Gallego, 2008).

Como se muestra en la Tabla 5.3 el valor de acidez volatil obtenido fue de 0.297
g acido acético/L, el cual se encuentra dentro de los limites permisibles por la norma (1.2
g acido acético/L). Cabe senalar que valores arriba de 1 g 4cido acético/L puede ser
percibido ya sea por gusto u olfato (Herrero, 1999).

Ramirez-Mora et al. (2005) evaluaron el efecto de la levadura sobre diversas
variables fisicas y quimicas, dentro de ellas la acidez volatil. Se emplearon tres cepas de
levaduras S. cerevisiae, una de ellas usada para panificacién se obtuvieron niveles de
0.454, 0.555 y 0.935 g acido acético/L, respectivamente, todos inferiores tanto a los
limites permitidos por la norma como a la concentracion requerida para poder ser

percibida. Sin embargo, los tres valores, un poco por arriba del obtenido en este estudio.

¢) Anhidrido sulfuroso total
A pesar de que el SO> es un aditivo versatil y eficaz por sus propiedades
antisépticas y antioxidantes ejerciendo una accion diferencial en las poblaciones
microbianas de vinos y sidras, este compuesto se ha relacionado con intolerancias o

incluso reacciones alérgicas en algunos consumidores (Santos et al., 2013), lo que ha
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llevado a las autoridades sanitarias a regular los niveles aceptables en estas bebidas
(Saidane et al., 2013).

En la Tabla 5.3 se puede apreciar que el valor de SO; total obtenido en esta sidra
fue de 79.314 mg/L, el cual se encuentra muy por debajo de los niveles maximos
permitidos por la norma NOM-199-SCFI-2017 (300 mg/L. de SO), por lo cual puede

considerarse un producto apropiado para el consumo.

d) Determinacion de acido lactico

El 4cido L-lactico es producido naturalmente por BAL y se encuentra presente en
una diversidad de alimentos y bebidas fermentadas. En la industria del vino y la sidra, el
curso de la FML se controla siguiendo el descenso de la concentracion de 4dcido L-malico
y el nivel creciente de acido L-lactico (Megazyme, 2018). En la Tabla 5.5 se observan las
concentraciones obtenidas en g/L de acido lactico en cada uno de los 3 tratamientos
evaluados. Primeramente, las sidras sometidas a un proceso de FML, en donde se analiz6
el comportamiento de las BAL VA2 y FE145 se obtuvieron valores de 0.296 g/L y 0.267
g/L de acido lactico respectivamente. La sidra control, la cual unicamente pasé por el
proceso de FA mostré un valor de 0.155 g/L de 4cido lactico. Aunque ninguno de los
tratamientos tuvo diferencias significativas, se puede observar que la cepa BAL que
demostré una mayor capacidad de degradacion de acido malico a 4cido lactico fue la

VA2.

Tabla 5. 5 Produccion de acido lactico de cada uno de los tratamientos evaluados

Tipo de ) ) )
. Tratamiento g/L acido lactico
fermentacion
FA S/BAL 0.155 +0.063*
VA2 0.296 +0.037°
FML
FE145 0.267 £ 0.14*

Medias provenietes de tres repeticiones + desviacion estandar. Dentro de una columna medias conectadas

por la misma letra son significativamente iguales (P<0.05)
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Zuriarrain et al. (2015), llevaron a cabo la cuantificacion de 4cido L-lactico en 10
muestras comerciales de sidra, empleando técnicas enzimaticas, obteniendo
concentraciones que fueron de 0.91 hasta los 8.42 g/L. de 4cido lactico. Cabe mencionar
que esta investigacion fue realizada en territorio espafiol, donde la manzana empleada
para realizar la sidra es sembrada y cultivada para uso tnico en el proceso de elaboracion
de esta bebida, a diferencia de México, donde el fruto empleado es el mismo que se
destina al consumo en fresco. Ademas, las caracteristicas edafoclimaticas varian de una
region a otra, produciéndose frutos generalmente mas acidos en paises europeos, y lo cual
podria explicar las cantidades tan elevadas de produccion de acido lactico en dicho
estudio.

Por su parte, Chen at al. (2019), cuantificaron el 4cido lactico total, es decir la
suma de los isdmeros L y D del 4cido lactico, empleando jugo de manzana comercial en
el cual se evaluaron 4 cepas BAL produciendo cantidades que oscilan entre 5.30 y 5.90
g/L de 4cido lactico, aunque estos valores se refieren a concentraciones totales y la
medicion de este estudio fue unicamente del isomero L, nos sirve como punto de partida
para comparar los valores obtenidos con otras sidras y las posibles razones por las cuales
pueden llegar a variar. Como ya se ha venido mencionando, las caracteristicas que
presentan cada una de las sidras, responde en primera instancia a las caracteristicas de la
materia prima empleada, en este caso la manzana, ademas de ello, existen diversos
procesos de elaboracion dependiendo de la region, influyendo también factores como el

clima y temperatura.

5.4.Analisis sensoriales
5.4.1. Prueba hedonica no estructurada

La prueba hedodnica lineal no estructurada consistio en la evaluacién de los
aspectos visual, olfativo y gustativo de sidras tranquilas, y la cual fue llevada a cabo por
39 consumidores, quienes previo a la evaluacion firmaron un consentimiento informado
(ANEXO 1) y durante la evaluacion calificaron en una escala de 0 (me disgusta mucho)
a 10 (me gusta mucho).

En la Tabla 5.6 se pueden observar los resultados obtenidos para cada uno de los

aspectos evaluados, recordando que se tenian tres sidras tranquilas, dos de ellas sometidas
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a un proceso de FML mediante la inoculacion de las cepas BAL: VA2 y FE145, y la

levadura RY'5S que unicamente paso por el proceso de FA.

Tabla 5. 6 Evaluacion sensorial por medio de prueba hedoénica de sidras tranquilas

sometidas a FML

Tratamiento Visual Olfativo Gustativo
RY5 5.26+1.86° 5.96+2.32? 5.31+£2.23?
VA2 7.71£1.77° 6.83+2.23? 6.15+2.32°

FE145 7.07£1.95° 6.06+2.36° 5.58+2.35°

Medias provenietes de tres repeticiones + desviacion estandar. Dentro de una columna medias conectadas

por la misma letra son significativamente iguales (P<0.05)

Para el aspecto visual, se puede apreciar que los mayores puntajes otorgados
fueron para las sidras con FML con las cepas BAL, VA2 y FE145 y las cuales, no
presentan diferencias significativas entre si. La sidra RY5 (solo con FA), fue la que
presentaba una mayor turbidez, una caraceristica negativa en cuanto apariencia y
aceptacion general del producto y la cual se vid reflejada en las bajas calificaciones
proporcionadas por los evaluadores.

La cepa de levadura nativa, RY5, fue evaluada previamente por Leon-Teutli et al.
(2020) y en combinacion con la cepa MM7, fueron los tratamientos que presentaron las
evaluaciones mas bajas, a pesar de ser dos de las cepas que presentaron una mayor
capacidad de floculacion. Cabe mencionar que la turbidez de los mostos se ve afectada
por diversos factores, destacando el método de extraccidon y prensado, estado de madurez
y la limpieza y desinfeccion del fruto, asi como la presencia de compuestos tanicos y
proteicos, los cuales se encargan de facilitar la suspension de componentes que lo
enturbian (Eugenin, 2019; Quicazan et al., 2019).

En lo que respecta al aspecto olfativo ninguno de los tres tratamientos mostré
diferencias significativas, sin embargo, el tratamiento con la cepa VA2 fue la que tuvo la
mayor preferencia por parte de los consumidores, quien en su mayoria coincidié que fue
la sidra que presenté un mayor aroma frutal y dulce. Por su parte la sidra RYS es la que
obtuvo el puntaje mas bajo en esta evaluacion, coincidiendo con los resultados obtenidos

por Leon-Teutli ef al. (2020), donde los jueces otorgaron calificaciones bajas a esta cepa
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al percibir aromas a fosforo y floral. Lerm et al. (2011) indican que la inoculacion de
ciertas cepas BAL al mosto podrian modificar significativamente el perfil aromatico de
la bebida que se esté produciendo, debido a la diversidad del perfil enzimatico que estos
microorganismos podrian presentar sobre algunos otros, como es el caso de las levaduras.
Por ejemplo, se ha demostrado que cepas de L. plantarum pueden llegar a sintetizar
péptidos antimicrobianos que pudieran ayudar a prevenir la produccion de compuestos
no deseados, mediante la inhibicion de la microbiota presente de forma natural en el
mosto (Sun et al., 2016).

De la misma forma que para el aspecto olfativo, en el gustativo no se aprecian
diferencias significativas en ninguno de los tres tratamientos. No obstante, es apreciable
que las mejores evaluaciones fueron obtenidas por las sidras inoculadas con las BAL, las
cuales son producto del proceso de FML cuya finalidad es la de desacidificar la sidra,
mejorar su estabilidad microbiana, asi como otorgar sabores mas agradables y palpables
al gusto (Henschke et al., 2002; Li et al., 2020). Los evaluadores sefialaron que la sidra
RYS5 era la que presentaba una mayor acentuacion en sabores acidos y astringentes,
mostrando mayor preferencia sobre las otras dos sidras que presentaban sabores mas
dulces, destacando en este sentido la cepa VA2.

En México, no se acostumbra a beber sidra de forma habitual, y la que se
acostumbra es una sidra dulce, por lo que podria decir que nuestro paladar no esta
familiarizado con los sabores que esta pudiera llegar a tener, y sobre todo en comparacion
con algunos paises europeos, donde tienen una mayor cultura en la produccion y consumo
de esta bebida, ademas con sabores que tienden a ser mas acidos y pocos dulces.

De esta evaluacion se puede resaltar que las sidras inoculadas con cepas BAL
tienen una mayor aceptacion en el gusto del consumidor, y esto se debe al proceso
bioquimico al que son sometidas, generando sabores y olores mas suaves, agradables y

acordes al gusto del consumidor mexicano.

51



VI. CONCLUSIONES

Aislamiento y seleccion de BAL

Las cepas BAL aisladas de mosto de manzana no demostraron potencial
fermentativo ante condiciones estresantes en medio tipo sidra.

La mayor compatibilidad con las BAL seleccionadas (FE145 y VA2) fue con la
levadura nativa RYS, sugiriendo un comportamiento dependiente de la cepa de
levadura.

Ninguna de las cepas seleccionadas resultd ser productora de AB, asegurando asi
que su uso en la elaboracion de sidra no tendrd algin problema perjudicial
asociado a las toxinas producidas por estas.

La inoculacion secuencial favorece la sobrevivencia de las BAL en la produccion

de fermentados, como es el caso de la sidra.

Elaboracion de sidras tranquilas

Las sidras tranquilas obtenidas a partir de la fermentacion con las cepas de
levaduras y BAL presentaron caracteristicas fisicas y quimicas dentro de los
rangos establecidos por la norma NOM-199-SCFI-2017.

Las sidras sometidas al proceso de FML mejoran la aceptacion con base a sus

caracteristicas organolépticas por parte de los evaluadores.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento Informado para Participantes de la Evaluacion Sensorial

Fecha:
Universidad Autonoma de Querétaro
Facultad de Quimica
Maestria en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos
C.U., Cerro de las Campanas s/n, Colonia Las Campanas,
C.P. 76010, Querétaro, Qro.

Titulo del proyecto: Aislamiento y seleccion de bacterias lacticas para la elaboracion de
sidra tranquila en Querétaro, México.

Investigador responsable: Dr. Ramon Alvar Martinez Peniche

Nombre del evaluador: Paola Zahutli Pérez Olvera

En el Laboratorio de Fermentaciones y Fisiologia de Poscosecha ubicado en la Facultad
de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro, direccion; Centro Universitario,
Cerro de las Campanas s/n C.P. 76010. Santiago de Querétaro, Qro. México, se preparo
la evaluacion de sidra, una bebida alcoholica, generalmente de baja graduacion con un
rango que va desde 1.2 a 8.5% en alcohol, la cual se obtiene de la fermentacion del jugo
de manzana. Una gran variedad de sidras tradicionales se producen por microorganismos
seleccionados naturalmente del fruto, evitando cualquier alteracion sensorial y
asegurando la calidad del producto terminado. La bebida cumple con los requerimientos
de inocuidad y no contendra aditivos perjudiciales a la salud.

La presente investigacion es dirigida por: Dr. Ramén Alvar Martinez Peniche
(alvar@uaq.mx/ Ext.5574) 'y la alumna Paola Zahutli Pérez Olvera
(pperez109@alumnos.uaq.mx/ Tel.951-182-9926)

Justificacion del estudio

En el estado de Querétaro se encuentran zonas favorables para el cultivo del manzano,
sin embargo, el fruto generalmente no cumple con los estandares para su comercializacion
en fresco. Una alternativa de solucion es la elaboracion de sidra, de la cual se han

realizado diversos estudios localmente, particularmente relacionados con la seleccion de
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levaduras nativas fermentativas. No obstante, ain se requiere explorar el efecto de la
actividad de bacterias acido lacticas (BAL) durante la fermentacion sobre la calidad del

producto.

Objetivo del estudio
Evaluar la calidad y aceptabilidad sensorial de sidra tranquila artesanal producida por

microorganismos seleccionados.

Duracion del estudio

El estudio tendra una duracién aproximada de 15 minutos.

Riesgos asociados con el estudio

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 patdgenos como
Salmonella spp., Escherichia coli y Staphylococcus aureus, provenientes del suelo,
equipos agricolas y de procesamiento o fuentes humanas, pueda ocurrir o estar presentarse
en el mosto de manzana. Se ha encontrado, que acidos organicos, principalmente acido
malico (=5 g/ 1) en el mosto de manzana y &cido lactico (3 a 4 g/l) en la Sidra, generan
cierta acidez (pH entre 3.0 a 3.5 y 3.3 a 4.0, respectivamente) lo que normalmente
previene el crecimiento de estos patdgenos, que 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 patdogenos en sidra; como las bacterias
patogenas, protozoos y aminas biogénicas. Por lo que se mantuvo vigilancia durante todo
el proceso de sidra, garantizando a su vez la calidad de la materia prima.

Por ende, es importante mencionar, que si durante la evaluacion se detecta alglin sintoma
que pudiera requerir tratamiento médico, se informard al area de Coordinacion de
Seguridad e Higiene de La Facultad de Quimica con el Dr. Julio Armando de Lira Flores

(julio.lira@uaqg.mx ).

Declaracion de consentimiento
La participacion de esta Evaluacion sensorial es estrictamente voluntaria y no se usara
para ninguin otro propdsito fuera de esta investigacion. Si tiene alguna duda sobre este

proyecto, puede hacer preguntas en cualquier momento durante su participacion en él. La
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informacion que se recoja serd Unica y exclusiva para el analisis sensorial de la calidad
de la Sidra tranquila elaborada de forma tradicional, dicho producto se obtuvo bajo los
procedimientos de la NOM-251-SSA1-2009 y NOM-142-SSA1/SCFI-2014, que
garantizan la seguridad e inocuidad del mismo, destinado para pruebas sensoriales.

Acepto participar voluntariamente en este proyecto de investigacion, conducido por; Dr.
Ramoén Alvar Martinez Peniche (alvar@uaq.mx/ Ext.5574) y la alumna Paola Zahutli
Pérez Olvera (pperez109@alumnos.uaq.mx/ Tel.951-182-9926). He sido informado (a)

del objetivo de esta investigacion es determinar la calidad y aceptabilidad sensorial del
producto por el consumidor.

Reconozco que la informacion 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 aceptacion 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.
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Anexo 2. Ficha de evaluacion sensorial para sidra tranquila

Fecha: Sexo: Edad:
Instrucciones: marque con el simbolo que corresponde a cada muestra, el grado de
aceptacion para cada una de las caracteristicas observadas en la sidra.

X=R5 e=F1 /=V2

= VISUAL
Claridad
| |
- | |
Me disgusta mucho Me gusta mucho
Color
| |
- | |
Me disgusta mucho Me gusta mucho
General
| |
- | |
Me disgusta mucho Me gusta mucho
= OLFATIVO
Frutal
| |
| | |
Ausente Muy intenso
Dulce
| |
| | |
Ausente Muy intenso
Vinagre/acético
| |
| | |
Ausente Muy intenso
Azufrado
|
| | |
Ausente Muy intenso
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General

n
Me disgusta mucho

= GUSTATIVO

Dulce
|

I
Me gusta mucho

[
Ausente

Acido
|

i
|

Muy intenso

[
Ausente

Astringente
I

|
|

Muy intenso

|
I

[
Ausente

General

Muy intenso

-
Me disgusta mucho

I
Me gusta mucho
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