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Resumen: Se estudio la actividad fermentativa de Hanseniaspora uvarum RIVE 6-2-2 con el objetivo de evaluar su importancia en los
procesos de produccion de bebidas fermentadas. La cepa se cultivo en frascos Erlenmeyer conteniendo jugo de manzana esterilizado y
sin aroma, y se determinaron los compuestos quimicos de importancia sensorial producidos durante la fermentacion en cultivo agitado
(200 min™) y estatico (sin agitacion). Los resultados mostraron que la cepa fue capaz de producir etanol hasta 4,02+0,1v/v% en cultivo
estatico a 28 °C. La agitacion del medio de cultivo increment6 la produccion de alcoholes superiores (hasta 488,2 mg/L) y acido acético
(468,0+10,2 mg/L) comparado al cultivo estatico, mientras que por el contrario, la produccion de etil acetato y glicerol (189,0+12,0 mg/L
y 3,240,3 g/L) resultd ser mayor que en cultivo agitado (142,0+8,0 mg/L y 2,3+0,25 g/L) respectivamente. Cultivos bacth realizados
adicionalmente reportaron una tasa de crecimiento (n) de 0,05 h' y produccion de pequeiias cantidades de compuestos tipicamente
encontrados en la fermentacion alcohdlica. Los mejores resultados, en términos de calidad organoléptica (aroma, sabor y olor), se obtuvieron
en la fermentacion en cultivo estatico. El control de la aireacion del medio de fermentacion es una herramienta importante para controlar la
sintesis de compuestos de importancia sensorial en la produccion de bebidas fermentadas.
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Fermentative activity of Hanseniaspora uvarum and its importance in production of
fermented beverages

Abstract: The fermentation activity of Hanseniaspora uvarum RIVE 6-2-2 was studied with the purpose of evaluating its importance in
the production process of fermented beverages. The strain was cultured in Erlenmeyer flasks, which contained sterilized and odorless
apple juice, and the chemical compounds of sensorial importance produced during fermentation in shaken (200 min™'), and static (without
shaking) cultures at 28 °C were determined. The results showed that the strains were capable of producing ethanol up to 4.20+0.1v/v% in
static cultures at 28 °C. Shaking of the culture medium increased the superior alcohol production (up to 488.2 mg/L) and acetic acid (468.0+
10.2 mg/L), when compared with the static culture; on the other hand, the production of ethyl acetate and glycerol (189.0+12.0 mg/L
and 3.24+0.3 g/L) was higher in static than in shaken cultures (142.0+8.0 mg/L and 2.3+0.25 g/L), respectively. Additional batch cultures
reported a growth rate (1) of 0.05 h'' and production of small amounts of compounds typically found in alcoholic fermentation. The best
results, in terms of organoleptic qualities (aroma, taste and smell), were found in the static culture fermentation. The aeration control of the
fermentation medium is an important tool for controlling the synthesis of sensorial importance compounds in the production of fermented
beverages.
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Introduccion espontanea; luego muere o su actividad fermentativa
se inhibe debido al incremento de la concentracion de
Hanseniaspora uvarum es una levadura que predomina sub-productos de su metabolismo, como el etanol, que

durante los primeros 3-4 dias de la fermentacion alcohdlica actian como agentes inhibidores [1,2]. Estas levaduras
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son anaerobias facultativas, presentan un metabolismo
respiratorio y ademas son sensibles a la variacion de la
concentracion de oxigeno en el medio [3,4]. Por otra parte,
toleran altas concentraciones de azuicares fermentables
tipicamente encontrados en los mostos de uva y de otras
frutas [5]. H. uvarum es una levadura que no posee efecto
Crabtree (produccion de etanol mediante la via fermentativa
por levaduras en presencia de baja cantidad de glucosa aun
en presencia de cantidad suficiente de oxigeno), es decir
que el aumento de la concentracion de glucosa en el medio
no afecta la respiracion; no obstante, pueden producirse
pequeiias cantidades de etanol, glicerol y acetato, lo cual
explicaria una ligera disminucion del rendimiento en
biomasa. Debido a esta caracteristica metabolica, H. uvarum
es considerada una levadura oxidativa [6].

En levaduras sin efecto Crabtree, cultivadas en presencia
de altas concentraciones de aziicar y a condiciones aerobias,
el piruvato se metaboliza preferencialmente via piruvato
deshidrogenasa hasta acetil-CoA y luego éste entra al ciclo
de Krebs para su oxidacion completa; esto se debe a que
presentan bajos niveles de enzimas fermentativas y una
alta actividad de enzimas respiratorias como la piruvato
deshidrogenasa, acetaldehido deshidrogenasa y acetil-CoA
sintetasa [4,7,8].

En el caso de H. uvarum, esta levadura presenta una
baja actividad de acetil-CoA sintetasa comparado a otras
levaduras sin efecto Crabtree y esto explicaria la produccion
de pequeiias cantidades de acetato y etanol en condiciones
acrobias; la produccion de glicerol se deberia a la necesidad
de equilibrar el balance redox intracelular, convirtiendo el
exceso de NADH en NAD" generado durante la glucolisis
y también como respuesta al estrés osmotico del medio [9].
Por otro lado, en condiciones anaerobias o parcialmente
acrobias sucede la alcoholisis, en donde el piruvato es
convertido a acetaldehido por la actividad de la piruvato
descarboxilasa, luego éste es oxidado a etanol por la alcohol
deshidrogenasa, y adicionalmente se produce acetato
[4,7,10]. La acumulacion de acetato resulta de la insuficiente
actividad de la acetil-CoA sintetasa requerida para su
oxidacion completa [4,11]. Asi mismo, la aireacion durante
la fermentacion (parcialmente anaerobia) conduce a un
incremento mesurado del consumo de glucosa comparado a
condiciones anaerobias estrictas, y el resultado es un mejor
crecimiento y produccion de etanol [4,7].

Durante la fermentacion alcoholica, las levaduras utilizan
los azlcares fermentables del mosto para la obtencion
de energia y al mismo tiempo se forman diferentes
subproductos del metabolismo fermentativo. Entre los
compuestos que se forman estan los ésteres, alcoholes
superiores, cetonas, aldehidos y acidos organicos, entre
otros [12,13]. Las levaduras apiculadas (con forma de
limén) como Hanseniaspora spp. y Kloeckera spp. son
conocidas por producir concentraciones de acido acético y
ésteres que contribuyen significativamente al aroma de las
bebidas fermentadas [14,15].

Los ésteres representan el mayor grupo de componentes
aromaticos en vinos, sidras y otras bebidas alcohdlicas

fermentadas [12,16], y son formados principalmente
mediante reaccion enzimatica dentro de la levadura; la
enzima que cataliza la reaccion es la acetiltransferasa y/o
éster sintasa [11,17,18].

Los alcoholes superiores son otros compuestos quimicos
quecontribuyenalacalidad sensorial, y son formados durante
la fermentacion alcoholica a partir de los correspondientes
a-cetoacidos, los cuales derivan de sus correspondientes
aminoacidos (valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, etc.)
por desaminacion a través de la via de Ehrlich, o a partir del
metabolismo de la glucosa como precursores en la sintesis
de aminoacidos [19,20]. Estudios realizados en levaduras
apiculadas, reportaron que éstas son capaces de producir
alcoholes superiores en concentraciones suficientes para
influir en el aroma final de los vinos y de otras bebidas
fermentadas [21]. En términos generales, la produccion de
compuestos de importancia sensorial depende de la especie
y cepa de levadura y de las condiciones de fermentacion
[14,15,22].

El glicerol es otro producto de la fermentacion alcoholica,
que se forma en el citosol a partir de la dihidroxiacetona
fosfato, un intermediario de la glucolisis. Su presencia
contribuye a la calidad sensorial de las bebidas fermentadas,
ya que presenta un sabor ligeramente dulce y, debido a su
naturaleza viscosa, contribuiria a la suavidad y cuerpo,
como en el caso de los vinos, por ejemplo [23].

El presente estudio se realizo con el objetivo de contribuir
al entendimiento de la actividad fermentativa de H. uvarum
RIVE 6-2-2, desde el punto de vista de su utilizacion y
aprovechamiento en la elaboracion de bebidas fermentadas
no tradicionales. Pocos estudios relacionados a su actividad
fermentativa y utilidad practica existen en la actualidad.
Ademas, en este trabajo se enfocan sus caracteristicas
aprovechables mas alld de considerarla una levadura
contaminante en procesos de produccion de bebidas
fermentadas.

Materiales y métodos

Microorganismo: Se utiliz6 la cepa H. uvarum RIVE 6-2-
2, adquirida en la coleccion de levaduras del Instituto
de Investigacion de Viticultura y Enologia, Bratislava—
Republica Eslovaca, y fue mantenida en agar extracto de
malta a 7 °C, con renovacion perioddica cada 3 meses.

Produccion de etanol: Se utilizd jugo de manzana
concentrado, esterilizado por ultrafiltracion y aroma
removido adquirido de Severofrukt a.s., Terezin, Republica
Checa. El concentrado se reconstituyd con agua desionizada
estéril hasta una concentracion de aztcares totales de 12,8%
w/w y pH 3,8 para utilizarlo como medio de fermentacion.
Los ensayos se realizaron en frascos Erlenmeyer de 1 L
conteniendo 0,5 L de medio de cultivo. Las fermentaciones
se llevaron a cabo en cultivo agitado y estatico a 16 °C
y 28 °C. En las fermentaciones en cultivo agitado los
frascos se agitaron a 200 min' en un agitador orbital.
Las fermentaciones en cultivo estatico se consideraron
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terminadas cuando no se observé produccion de CO,, y
en aquellas en cultivo agitado el tiempo de cultivo fue el
equivalente al tiempo utilizado durante la fermentacion en
cultivo estatico.

Elinéculo se propago a 28 °C, utilizando medio de cultivo
de la misma composicion. Los frascos se agitaron a 200
min”', durante 48 horas. Asi, el medio de fermentacion se
inoculd con 14% v/v. Finalmente, el contenido de etanol
producido se determind mediante picnometria. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado.

Sintesis de compuestos de importancia sensorial durante
la fermentacion: Se utilizoé jugo de manzana reconstituido
con las caracteristicas descritas anteriormente. Las
fermentaciones se realizaron en cultivo agitado y estatico en
frascos Erlenmeyer de 0,5 L conteniendo 250 mL de medio.
En las fermentaciones en cultivo agitado los frascos se
agitaron a 200 min™' durante 8 dias y, para aquellas en cultivo
estatico el tiempo de fermentacion fue de 15 dias. Todos los
experimentos se realizaron a 28 °C y por triplicado.

La propagacion del inoculo se llevo a cabo en 100 ml
de jugo de manzana estéril a 28 °C durante 24 horas, los
frascos se agitaron a 200 min"' en un agitador orbital. Las
células se separaron por centrifugacion (3.000 min' durante
10 minutos) y se lavaron tres veces con solucion fisiologica
estéril. Los medios de fermentacion se inocularon con
1,0+0,1 g de células en peso humedo.

Cultivo batch en biorreactor: Como medio de cultivo se
utiliz6 jugo de manzana variedad Rubin, con un contenido
de azucares totales de 13% w/v a pH 3,8. Las manzanas
fueron adquiridas de la distribuidora de frutas y hortalizas
Fruit-CZ, Praga, Republica Checa. El jugo de manzana fue
extraido por presion y luego vertido en frascos de 10 L.
El jugo se pasteurizé en un termostato a 65-70 °C por 12
horas (incluyendo el tiempo de enfriado) con la finalidad de
eliminar la flora microbiana y ademas todos los compuestos
volatiles varietales [24,25]. Luego se suplementd con
KH,PO, 1,2 g/L'y (NH,),SO, 1,2 g/L como fuente de fosforo
y amonio para promover el crecimiento de las levaduras.
Los cultivos se realizaron en un biorreactor (BIOSTAT-B.
Braun International, Alemania) de 2 L, conteniendo 1,5
L de medio de cultivo. El biorreactor estuvo conectado a
una unidad de regulacion y medicion micro-DCU-300 y
ademas estuvo equipado con un agitador, medidor de pH,
termometro y un electrodo de medicion de oxigeno disuelto.
Los parametros mantenidos constantes a lo largo del proceso
fueron: temperatura 18 °C, frecuencia de agitacion 300 min-
"y flujo de aire 25 L/h (0,2 mol O,/h). El tiempo de cultivo
se dejo hasta el incremento de la concentracion de oxigeno
disuelto en el medio a su valor inicial.

El in6culo se propagd en 80 ml de medio sintético de la
siguiente composicion: glucosa 8,0 g/L; peptona 10,0 g/L;
KH,PO, 1,2 g/L; (NH,),SO, 1,2 g/L y extracto de levadura
10,0 g/L; el pH se ajusto a 3,6. La propagacion de células
se llevo a cabo en un agitador orbital a 150 min! durante 48
horas a 28 °C. Las células se separaron por centrifugaron

(3.000 min"!' durante 10minutos), se lavaron tres veces con
solucion fisiologica estéril y, finalmente se inocularon en el
biorreactor.

Meétodos analiticos: Los compuestos volatiles producidos
durante la fermentacion (alcoholes superiores y ésteres) se
analizaron en un cromatégrafo de gas (Hewlett-Packard
5890I1), equipado con una columna HP5 (30 m x 0,32 mm)
y un detector FID.

Las muestras fermentadas por triplicado se centrifugaron
y filtraron en una membrana de microfiltracion de 0,45 pm
de porosidad, luego se extrajeron los compuestos volatiles
mediante el método de microextraccioén con diclorometano
[26]. Finalmente, 1 puL de cada extracto se inyect6 en el
cromatografo.

Los acidos (acético, succinico, malico), etanol, glicerol,
fructosa y glucosa se analizaron por cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC Pump LCP 4000), equipado con una
columna Watrex 250 x 8mm (Ostion LGKS 0800 H") y un
detector RID. En el analisis se utiliz6 0,005 M de H,SO,
como fase movil a una tasa de flujo de 1 mL/min. Las
muestras fermentadas por triplicado, luego de ser filtradas y
centrifugadas, se diluyeron con agua desmineralizada (1:3)
y se inyectaron al equipo.

La biomasa celular se determind mediante gravimetria.
Las células se separaron por centrifugacion (3.000 min’
durante 10 minutos), se lavaron 3 veces con agua destilada,
luego se secaron a 110 °C durante 2 horas y finalmente se
pesaron. Ademas, se determinaron el coeficiente global de
rendimiento de biomasa Y, . y la tasa de crecimiento (u)
respectivamente [27].

Andalisis sensorial y estadistico: Se evaluaron atributos como
sabor, aroma y olor usando una escala hedonica de 5 puntos
(1=me desagrada extremadamente y 5=me gusta mucho).
Las muestras fueron evaluadas por un panel entrenado
conformado por 10 jueces hombres de entre 25 y 30 afios
de edad. La evaluacion sensorial se realizo de acuerdo a
Meilgaard et al. [28]. Las puntuaciones de los panelistas se
presentaron como promedios aritméticos. Luego se utilizo
la prueba t-Student estdndar para determinar la significancia
estadistica de las diferencias observadas entre los resultados
de los dos tipos de fermentacion (p<0,01). El analisis
estadistico se realizé ayudado por el software Statistica v.
8.0 para Windows.

Resultados y discusion

Produccion de etanol: El etanol es el producto principal
de la fermentacion alcohdlica. En ausencia o limitacion
de oxigeno, cuando la oxidacion completa de la glucosa
no puede llevarse a cabo, la célula opta por fermentar el
azucar y asi sacar provecho de la poca energia que genera
esta via y utilizarla en su crecimiento y otras actividades
metabolicas. Esta es la razéon de una menor velocidad de
crecimiento celular durante la fermentacion alcoholica.
Como se observa en la tabla 1, Huvarum RIVE 6-2-2
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Tabla 1. Produccion de etanol por Hanseniaspora uvarum RIVE 6-2-2 en
cultivo agitado y estatico en jugo de manzana a 16 °Cy 18 °C.

Temperatura de Etanol producido

Tipo de cultivo

fermentacion (% v/Iv)
Agitado 16 °C 2,40 £ 0,1
Agitado 28 °C 2,62 +0,1
Estatico 16°C 3,90+0,1
Estatico 28 °C 4,02 +£0,1

produjo un maximo de 4,02+0,1% v/v de etanol en cultivo
estatico a 28 °C; esto concuerda con lo encontrado por otros
autores, quienes manifiestan que especies de levaduras no-
Saccharomyces pueden producir entre 4-6% v/v de etanol
[29]. Por otro lado, la produccion de etanol en cultivo
agitado (aireado) resulté ser menor comparado al cultivo
estatico; esto explica que H. uvarum RIVE 6-2-2 prefiere
oxidar la glucosa que fermentarla, siempre que en el medio
haya suficiente concentracion de oxigeno.

Con respecto a la temperatura de fermentacion, no
se observo una marcada diferencia entre la cantidad de
etanol producido a 16 °C y 28 °C. Desde el punto de vista
de produccion de vinos blancos y cervezas por ejemplo,
se prefieren temperaturas bajas de fermentacion ya que
influyen positivamente en la sintesis de componentes
sensoriales [22].

Sintesis de compuestos de importancia sensorial durante
la fermentacion: En la tabla 2 se muestran los compuestos
producidos por H. wvarum RIVE 6-2-2 durante la

fermentacion en cultivo agitado y estatico; asi mismo se
citan los principales compuestos quimicos analizados en
jugo de mazana y sidras obtenidos por otros autores con
fines de comparacion. El glicerol es el compuesto producido
en mayor proporcion, observandose que tanto en cultivo
agitado como estatico se produjo 2,3+0,25 g/Ly 3,2+0,3g/L
respectivamente. La menor produccion en cultivo agitado
(aireado) seria debido a que la presencia de oxigeno en el
medio promueve la respiracion celular, disminuyendo la
produccion de glicerol.

Con respecto a la produccion total de alcoholes
superiores, se observd que en cultivo agitado se produjo
una mayor concentracion (488,2 mg/L) comparado a
lo producido en cultivo estatico (135,4 mg/L). Asi, la
incorporacion de oxigeno al medio durante la agitacion
influye en la sintesis de alcoholes superiores. En cultivo
estatico éstos se producen durante los primeros dias de la
fermentacion, cuando en el medio hay todavia oxigeno
disponible. En estas condiciones, el consumo de glucosa,
fructosa y aminoacidos es relativamente alto, lo que
conlleva a una mayor formacion de cetodcidos, los cuales
son precursores de la sintesis de alcoholes superiores [30].
Estudios realizados anteriormente por el autor también
reportaron que la agitacion (aireacion) del medio influye en
el incremento de la produccion de alcoholes superiores en
especies de levaduras no-Saccharomyces [31,32]. Ademas,
se observo que los alcoholes superiores producidos en
mayor proporcion, tanto en cultivo agitado como estatico,
fueron 2-metil-propanol, 3-metil-butanol, 2-metil-butanol y
2-feniletanol.

La produccion de ésteres depende de las condiciones de

Tabla 2. Compuestos de importancia sensorial producidos por Hanseniaspora uvarum RIVE 6-2-2 cultivado
en jugo de manzana a 28°C en cultivo agitado y estatico, mas compuestos analizados en jugo de manzana y en

sidras.
Tipo de cultivo de
Compuestos H. uvarum RIVE 6-2-2° Jugo de Sidras
(mg/L) Agitado Estatico fanzana
Glicerol * 2,3+0,25 32+03 0,0° 4,05+0,13% 2,59 + 1,7
1-Propanol 61,0+5,0 16,0+£1,2 7,0¢ 20,01 +0,35% 27,3 +13,0°
1-Butanol 6,2+0,6 6,4+04 4,50 +0,23¢ 6,99 +0,04% 6,1 £0,7°
2-Butanol 9,0+ 1,2 tr. n.c n.c
2-Metil-propanol 128,0+ 7,0 39,0+ 3,0 0,75 £ 0,04¢ 22,17 +0,08¢; 34,8 + 8,9
3-Metil-butanol 161,0 £ 8,5 350+2,5 2,11 +0,11¢ 232,00 + 13,80¢
2-Metil-butanol 25,0425 230+1,5 9,0°¢ 94,8 +0,2% 173 £ 41,1"
2-feniletanol 98,0 £ 6,0 16,0 £2,0 0,46 + 0,02¢ 7,8 +0,39¢ 131,5 +55,3"
Etil acetato 142,0 +8,0 189,0 + 12,0 0,57 +£0,03¢ 231,06 + 33,09¢; 114,6 + 35,5°
Butil acetato 1,0+0,2 tr. 0,58 +0,03¢ 0,27 +0,02¢
Isoamil acetato 0,2+0,02 n.d 2,48 +£0,12¢ 16,66 + 1,0¢
Etil decanoato n.d 7,1 £0,8 0,01 +0,002¢ 1,50 &+ 0,09¢
Acido acético 468,0+ 10,2  235,0+10,0 0,0° 900,0 + 140,0¢; 282,93 + 16,9¢
Acido succinico* 0,82+0,12 1,2+0,15 0,0° 200,0 +30,0% 0,5 £ 0,06°

*:¢/L; tr: trazas; n.d: no detectado; n.c: no citado; a: Valores promedios de fermentaciones realizadas por
triplicado; b: [34]; c: Valores promedios [35];d: [36]; e: [37]; f: Valores de sidras colectadas en el afio 1998 [38];
ex, flI: Contenido de alcoholes amilicos (3-metil-butanol+2-metil-butanol) [37,38]; g:[39].
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cultivo pero ademas de la especie e incluso de cada cepa de
levadura. La produccion de etil acetato en cultivo agitado
disminuyé comparado al cultivo estatico; esto indicaria
que el oxigeno tiene efecto contrario en la produccion de
ésteres, comparado a la sintesis de alcoholes superiores.
La aireacion disminuye la produccion de ésteres debido a
la reduccion de la actividad de la acetiltransferasa y a la
oxidacion de acetil CoA enel ciclo de Krebs [17]. Asi mismo,
una elevada produccion de etil acetato estaria relacionada
con la disponibilidad de acido acético y etanol necesarios
para su sintesis. En los resultados se observa ademas que H.
uvarum RIVE 6-2-2 produjo altas concentraciones de acido
acético (468,0+10,2 mg/L y 235,0+10,0 mg/L) suficientes
para propiciar la sintesis de etil acetato.

Hanseniaspora uvarum RIVE 6-2-2 presenta un
metabolismo  respiro-fermentativo, el cual estaria
determinado por la concentracion de oxigeno disuelto en el
medio de fermentacion [4,7]. A condiciones de limitacion
de oxigeno experimentaria un comportamiento respiro-
fermentativo mixto, que se manifiesta en la sintesis de
sub-productos de la fermentacion alcoholica. El cultivo de
H. uvarum RIVE 6-2-2 en frascos Erlenmeyer agitados a
200 min"' mostraria un perfil variable de transferencia de
masa de oxigeno y asi variaciones en su concentracion
en el medio [33]. Los resultados en la tabla 1 muestran
que en cultivo agitado (a 200 min™') se produjo etanol en
cantidades considerables (2,4 y 2,62% v/v); esto indicaria
que la transferencia de oxigeno no fue lo suficientemente
alta para propiciar un metabolismo predominantemente
respiratorio sino mas bien un metabolismo respiro-
fermentativo condicionado por la limitacion de oxigeno. El
analisis estadistico de los resultados de aroma, sabor y olor
reportaron diferencias significativas (p<0,01) entre los dos
tipos de bebidas fermentadas. Ademas, los resultados de los
jueces expresaron que la bebida fermentada estaticamente
fue de mejor calidad organoléptica en base a los atributos
evaluados. Sin embargo, a la bebida cultivada en agitacion
la definieron como “diferente” pero no desagradable. A la
bebida fermentada estaticamente la definieron como mas
suave, ligeramente acida y con ligero sabor a “fruta seca”.
Ambas bebidas obtuvieron en promedio puntajes similares.

Cultivo batch en biorreactor: La concentracion de oxigeno
disuelto en el medio es uno de los factores mas importantes
que influye en el metabolismo de las levaduras. En la figura 1
se observa el transcurso del consumo de oxigeno disuelto, la
variacion del pH y el crecimiento celular de H. uvarum RIVE
6-2-2 durante el cultivo en biorreactor. Durante las primeras
14 horas, la poblacion celular consumié completamente el
oxigeno disuelto. El oxigeno es un activador de la sintesis de
algunas enzimas del ciclo de Krebs, asi su funcionamiento
conlleva a la oxidacién completa de la glucosa. Luego de
ello, el consumo de oxigeno disminuy6 durante 38 horas. La
disminucién del consumo de oxigeno durante este periodo
estaria relacionada con el agotamiento de algun substrato,
lo que provoco la desaceleracion del crecimiento.

Ademas, se observo el efecto de diatixiaen elintervalo entre

——%p02 —pH -—+hiomasa

YapO2

pH, biomasa seca (g/L)

0 20 4 & £0 00 120 140 180
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Figura 1. Cultivo batch de Hanseniaspora uvarum RIVE 6-2-2 en
biorreactor a 18°C y con flujo de aire 25 L/h.

las 58—60 horas de cultivo, provocado por el agotamiento de
algun substrato especifico (glucosa o fructosa), conllevando
a un corto detenimiento del crecimiento. Luego de ello
se observo un corto incremento de biomasa, producto de
la utilizacién de un segundo substrato acompafiado de un
incremento del consumo de oxigeno. Aproximadamente a
partir de las 95 horas de cultivo, la poblacién celular entr6
en la fase estacionaria como consecuencia del agotamiento
de la subsiguiente fuente de carbono. Durante este
periodo, el alto consumo de oxigeno estaria relacionado
con el mantenimiento de la poblacion celular. Al final del
cultivo, a partir de las 139 horas, el consumo de oxigeno
disminuyé nuevamente alcanzando valores de 61,5% de
oxigeno disuelto en el medio. La disminucién del consumo
de oxigeno estaria conectada con la fase de “muerte” de la
poblaciéon microbiana.

La variacion del pH durante el cultivo esta asociada con
el proceso de crecimiento celular y la actividad metabolica
con la principal causa del intercambio de protones en el
medio. Las variaciones de pH implican la asimilacion de
nitrégeno en el metabolismo respiratorio. En los resultados
(Tabla 3) se observa que la tasa de crecimiento (p) fue 0,05
h' calculado en el intervalo entre las 13-22 horas. Valores
bajos de p son generalmente observados en fermentaciones
con levaduras.

La presencia de productos de la fermentacion (Tabla 3)
indicaria que la poblacién celular bajo estas condiciones
experimentd un metabolismo respiro-fermentativo. Para
propiciar un metabolismo enteramente respiratorio debe
existiren el medio suficiente cantidad de oxigeno disuelto que
no limite la respiracion; para ello es necesario incrementar
el flujo de aire hacia el biorreactor y/o incrementar la
velocidad de agitacion. Por otra parte, la sintesis de acido
succinico resulta de la oxidacion de azicares en el ciclo
de Krebs, inducido por la presencia de oxigeno. También
se observo una disminucion en la concentracion de acido
malico (Tabla 3); esto nos indica que H. uvarum RIVE 6-2-
2 utiliza 4cido malico como fuente carbono en presencia de
oxigeno.
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Tabla 3. Compuestos utilizados y producidos por Hanseniaspora uvarum RIVE 6-2-2 durante el cultivo batch en biorreactor

al8°C.
Concentracion inicial de componentes (g/L)
fructosa glucosa sucrosa ac. malico
70,95 22,6 35,5 5,02
Compuestos finales (g/L)
fructosa glucosa etanol glicerol ac. acético ac. sucinico ac. malico
0,2+ 0,02 1,7+0,2 19,5+2,0 3,98+0,15 0,52 +0,05 0,48 + 0,05 29+0,15
Alcoholes superiores y etil acetato producidos (mg/L)
1-propanol propil acetato 2-metil propanol 3-metil butanol 2-metil butanol etil acetato
0,9+0,1 0,0 2,7+0,2 2,7+0,2 2,8+0,2 43,7+2,0
Azucar utilizado (S), biomasa final (X), rendimiento (Y, Y,), tasa de crecimiento (u)
S X Yoo u
127,2 7,82 0,15 0,05

Y, g de biomasa/g aziicar; Y : g de etanol/g azicar; p: tasa de crecimiento (h'); X: biomasa seca (g/L); S: azlcar total

consumido (g/L).

La tasa de crecimiento (W) es un parametro importante
que indica la velocidad con que una poblacién microbiana
se desarrolla en un medio a determinadas condiciones.
Asi, este valor es constante y maximo en cuanto haya
exceso de substrato limitante (azicares fermentables). Los
valores bajos de rendimiento Y (0,07 g de biomasa/g de
azucar) y tasa de crecimiento (0,05h™) indicarian que una
considerable cantidad del substrato habria sido utilizado en
procesos distintos a la generacion de biomasa celular, en este
caso, en la generacion de compuestos de la fermentacion
y/o para la produccion de energia de mantenimiento [40].
Adicionalmente, se realizé el analisis sensorial al producto
final y los jueces definieron a esta bebida sin cualidades
aromaticas y de sabor desagradable.

Conclusiones

Hanseniaspora uvarum RIVE 6-2-2 presenta un gran
potencial para ser utilizada en la produccion de bebidas
fermentadas a partir de jugos de frutas. Asi mismo, su baja
produccién de etanol la hace adecuada para la produccion
de bebidas con bajo contenido alcohodlico (4% v/v).

Laaireacion durante la fermentacion influye en suactividad
fermentativa, ya que incrementa la produccion de alcoholes
superiores y acido acético pero, por el contrario, disminuye
la produccion de ésteres y glicerol. Una caracteristica
resaltante es la produccion de cantidades considerables
de etil acetato. La sintesis de estos compuestos puede ser
controlada ajustando la tasa de agitacion (aireacion).

Hanseniaspora uvarum RIVE 6-2-2 resulta ser una
cepa muy sensible y habida de oxigeno cuando necesita
oxidar completamente la glucosa; el suministro de bajas
concentraciones de oxigeno o variaciones en el flujo de
aire, puede conducir a un metabolismo respiro-fermentativo
mixto, con la consecuente disminucioén del crecimiento y
la producciéon de compuestos quimicos sensorialmente
importantes. La produccion de etanol, alcoholes superiores

y ¢ésteres en cultivo batch sugiere que, incluso cuando el
flujo de aire hacia el medio es de 25 L/h (0,2 mol O /h),
este no seria suficiente para provocar un metabolismo
completamente oxidativo. Asi mismo, en presencia de
oxigeno utiliza acido malico, caracteristica favorable, ya
que disminuiria la acidez total de las bebidas fermentadas.
Esta levadura puede ser aprovechada para producir bebidas
alcohdlicas fermentadas no tradicionales con caracteristicas
sensoriales particulares.
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