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RESUMEN

Se ha estudiado la influencia de la aireacién en la actividad fermentativa de Kloeckera
apiculata RIVE 9-2-1 con el objetivo de evaluar la produccién de metabolitos de la
fermentacién. Para ello, la cepa se cultivé en frascos Erlenmeyer conteniendo jugo de
manzana esterilizado y sin aroma, y los compuestos quimicos producidos durante la
fermentacidn en cultivo agitado (200 min™) y estdtico (sin agitacién) se determinaron.
Los resultados mostraron que la agitacién del medio de cultivo incrementa la
produccién de alcoholes superiores (hasta 591,0 mg/L) comparado al cultivo estatico,
mientras que por el contrario, la produccién de 4cido acético, etil acetato y glicerol
(260,0 £ 11,0 mg/L, 196,0 £ 10,0 mg/Ly 2,6 + 0,2 g/L) resultaron ser mayores que en
cultivo agitado (222,0 + 8,0 mg/L, 96,0 + 4,5 mg/Ly 1,8 + 0,2 g/L) respectivamente.
Cultivos bacth realizados en biorreactor con un flujo de aire de 25 L/h reportaron una
tasa de crecimiento (p) de 0,17 h', produccién de etanol (12,5 + 2,0 g/L) y otros
compuestos tipicamente producidos durante la fermentacién alcohélica. La concentra-
cién de oxigeno disuelto en el medio de fermentacién afecta su metabolismo asi,
cantidades insuficientes de oxigeno provocaria un metabolismo respirofermentativo.
Los mejores resultados en términos de calidad organoléptica de la bebida fermentada
en lo referente al aroma, sabor y olor se obtuvieron en la fermentacién en cultivo
estatico. El control de la aireacién del medio de fermentacién puede ser usado para
controlar la sintesis de compuestos quimicos de impacto sensorial en la produccién de
bebidas fermentadas.
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ABSTRACT

The influence of aireation on the fermentative activity of Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 was
studied in order to evaluate the production of metabolites of the fermentation. To achieve
this, the strain was cultured in Erlenmeyer flasks containing sterilized and aroma removed
apple juice, and the chemical compounds produced during fermentation in shaken (200
min™) and static (without agitation) cultivation were determined. The results showed that
the agitation of the culture medium increases production of higher alcohols (till 591.0
mg/L) compared to static cultivation, whereas on the contrary, the production of acetic
acid, ethyl acetate and glycerol (260.0 + 11.0 mg/L, 196.0 + 10.0 mg/Ly 2.6+0.2 g/L)
were higher compared to shaken cultivation (222.0 + 8.0 mg/L, 96.0 + 4.5 mg/Land 1.8
+ 0.2 g/L) respectively. Batch cultivations carried out in bioreactor with air flux of 25 I/h
reported a growth rate (p) of 0.17 h™", production of ethanol (12.5 £ 2.0 g/L) and other
compounds typically produced during alcoholic fermentation. The concentration of
dissolved oxygen in the fermentation medium affects its metabolism thus; insufficient
amounts of oxygen would provoke a respirofermentative metabolism. The best results in
terms of organoleptic quality of the fermented beverage regarding to aroma, taste and
flavour was obtained when fermented in static cultivation. The control of aeration during
fermentation can be used to control the synthesis of chemical compounds of sensory
impact in the production of fermented beverages.

Key words: Kloeckera apiculata, alcoholic fermentation, higher alcohols, ethyl acetate,
batch cultivation.

INTRODUCCION

Kloeckera apiculata es una levadura que predomina durante los primeros 3-4 dfas de la
fermentacién espontdnea de mostos llegando a alcanzar poblaciones de hasta 107
u.f.c/mL (Heard y Fleet, 1985). Luego de ello, su actividad fermentativa se inhibe por
el incremento de la concentracién de subproductos de su metabolismo que acttian
como agentes inhibidores como por ejemplo, el etanol (Suarez Valles et al., 2007; Zott
et al., 2008). Se considera que las levaduras no-Saccharomyces contribuyen en gran
medida al aroma y calidad sensorial de vinos y otras bebidas fermentadas (Fleet y
Heard, 1993; Romano et al., 1992). Asi, durante los primeros cuatro dias de fer-
mentacién transforman los constituyentes del mosto en una variedad de subproductos
que influyen en la calidad sensorial del producto (Fleet, 1999). El género Kloeckera es
considerado el estadio reproductivo asexual (anamorfo) del género Hanseniaspora
(estadio reproductivo sexual o teleomorfo). La distincién de géneros se realiza con base
en la morfologia celular, el tipo de conidiogénesis, la fisiologia comparativa, las simi-
litudes de ADN, etc. (Boekhoutetal., 1994; Meyer etal., 1978). Asi por ejemplo, Kloeckera
apiculata es considerado ser el estado imperfecto (anamorfo) de Hanseniaspora uvarum
(Meyer et al., 1978; Smith et al., 1977).
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METABOLISMO DE AZUCARES Y PRODUCCION DE COMPUESTOS DE IMPORTANCIA SENSORIAL
Las levaduras Kloeckera apiculata son anaerobias facultativas, presentan un metabolismo
respiratorio a condiciones aerobias, y son sensibles a la variacién de la concentracién
de oxigeno en el medio (Venturin et al., 1994; Venturin et al., 1995a). Es una levadura
Crabtree negativo, es decir cultivadas en aerobiosis y a concentraciones altas de glucosa,
la oxidan en lugar de fermentarla (Rodicio y Heinisch, 2009). Sin embargo, a condicio-
nes aerobias podria observarse la produccién de productos de la fermentacién como
acetato y etanol en bajas concentraciones, esto se debe a que ciertas cepas presentan
una baja actividad de acetil-CoA sintetasa, enzima responsable de conducir al piruvato
a su oxidacién completa en el ciclo de Krebs. La produccién de glicerol se debe a la
necesidad de equilibrar el balance redox intracelular convirtiendo el exceso de NADH:
en NAD* generado durante la glucdlisis y también como respuesta al estrés osmético
del medio (Prior y Hohmann, 1997). A condiciones anaerobias o semiaerobias sucede
la fermentacién alcohdlica lo que conduce a la produccién de etanol y a una serie de
compuestos quimicos de importancia sensorial. La acumulacién de acetato resultaria
de la insuficiente actividad de la acetil-CoA sintetasa requerida para su oxidacién com-
pleta (Mason y Dufour, 2000; Venturin et al., 1995b). Varias veces se ha reportado que
estas levaduras producen altas concentraciones de glicerol, de dcido acético, de ésteres
y de acetoina (Caridia etal., 1991; Ciani, 1997; Plata et al., 2003; Romano etal., 1997;
Rojas et al., 2001) y por el contrario bajas concentraciones de alcoholes superiores
(Romano etal., 1992). Sin embargo, Herraiz et al., 1990, por el contrario reportaron que
Kloeckera apiculata es capaz de producir altas cantidades de 1-propanol e isobutanol.
Estudios biométricos realizados en levaduras apiculatas han demostrado la existencia
de una gran diversidad de cepas con diferentes habilidades de producir dcido acético,
acetaldeido y etil acetato (Romano etal., 1992; Romano etal., 1997). Por otro lado, el
crecimiento de levaduras apiculatas es influenciado por factores como la temperatura
y el pH (Heard y Fleet, 1988) y es afectado por la concentracién de etanol alrededor de
5-6 % v/v (Kunkee, 1984; Margalith, 1981).

Los ésteres representan el mayor grupo de componentes aromdticos en vinos, en sidras
y otras bebidas alcohdlicas fermentadas (Suomalainen, 1981; Herraizy Ough, 1993),
y son formados principalmente mediante reaccién enzimdtica dentro de la célula de
levadura, la enzima que cataliza la reaccién es la acetiltransferasa y/o éster sintasa
(Yoshioka y Hashimoto, 1984; Malcorps y Dufour, 1992; Mason y Dufour, 2000). Por
otro lado, los alcoholes superiores son formados durante la fermentacién alcohélica a
partir de los correspondientes a-cetodacidos, los cuales derivan de sus correspondientes
aminodcidos (valina, leucina, isoleucina, fenilalanina, etc.) por desaminacién a través
de la via de Ehrlich o a partir del metabolismo de la glucosa como precursores en la sin-
tesis de aminodacidos (Ouchi et al., 1980; Eden et al., 2001). En términos generales, la
produccién de compuestos de importancia sensorial depende de la especie y cepa de
levadura y de las condiciones de fermentacién (Rojas et al., 2001; Plata et al., 2003;
Molina et al., 2007).

El presente estudio descriptivo-experimental se realiz6 con el objetivo de evaluar la in-
fluencia de la aireacién en la actividad fermentativa de Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1
cultivado estdticamente (sin agitacién), en agitacién y bajo régimen de aireacién en
cultivo batch en biorreactor. Asi, se determiné la concentracién de los metabolitos
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producidos durante la fermentacién de jugo de manzana y su impacto en el perfil
sensorial de la bebida fermentada.

MATERIALES Y METODOS

MICROORGANISMO

Se utilizé la cepa Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 adquirido de la coleccién de levaduras del
Instituto de Investigacién de Viticultura y Enologia, Bratislava-Republica Eslovaca, y fue
mantenido en agar extracto de malta a 7 °C con renovacién periédica cada tres meses.

CULTIVO AGITADO Y ESTATICO (SIN AGITACION)

Se utilizé jugo de manzana concentrado, esterilizado por ultrafiltracién y aroma remo-
vido adquirido de Severofrukt a.s., Terezin, Reptblica Checa. El concentrado se recons-
tituyé con agua desionizada estéril hasta una concentracién de aztcares totales de
12,8 % w/vy pH 3,8 para utilizarlo como medio de fermentacién. 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 ocho dias y, aquellas en cultivo estdtico el tiempo de fermentacién fue de
15 dias. Los tiempos de fermentacién se tomaron en cuenta considerando el agota-
miento de azlicares fermentables en ambos casos. Todos los experimentos se realizaron
a 28 °Cy por triplicado. La propagacién del inéculo se llevé 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 centrifugacién (3.000 min™ durante 10
minutos) y se lavaron tres veces con solucién fisioldgica estéril. Los medios de fermen-
tacioén se inocularon con 1,0 + 0,1 g. de células en peso himedo, hasta alcanzar una
concentracién celular inicial de aproximadamente 1x10° células/mL.

CuLTIVO BATCH EN BIORREACTOR BAJO REGIMEN DE AIREACION

Como medio de cultivo se utiliz6 jugo de manzana de la variedad Rubin con un
contenido de aztcares totales de 13 % w/vy, pH 3,8. Las manzanas fueron adquiridas
en la distribuidora de frutas y hortalizas Fruit-CZ, Praga, Reptblica Checa. El jugo de
manzana fue extraido por presién y luego vertido en frascos de 10 L, 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 ademds todos los compuestos volatiles
varietales (El-Nemra et al., 1988; Su y Wiley, 1998). Luego el jugo se suplementé con
KH2PO4 1,2 g/Ly (NH4)2SO4 1,2 g/L como fuente de fésforo y amonio para promover
el crecimiento de las células de levadura. Los cultivos se realizaron en un biorreactor
(BIOSTAT-B. Braun International, Alemania) de 2 L conteniendo 1,5 L de medio de
cultivo. El biorreactor estuvo conectado a una unidad de regulacién y medicién micro-
DCU-300 y ademas equipado con un agitador, un medidor de pH, un termémetro y
un electrodo de medicién de oxigeno disuelto. Los pardmetros que se mantuvieron
constantes a lo largo del proceso fueron: temperatura 18 °C, frecuencia de agitacién
300 min y flujo de aire 25 L/h (0,2 mol Oz/h). El tiempo de cultivo se dej6 hasta
observar el incremento de la concentracién de oxigeno disuelto en el medio a su va-
lor inicial.
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El in6culo se propagd en 80 mL de medio sintético (5 % v/v) de la siguiente compo-
sicién: glucosa 8,0 g/L; peptona 10,0 g/L; KH2PO4 1,2 g/L; (NH4):SO4 1,2 g/L y extracto
de levadura 10,0 g/L, el pH se ajusté a 3,6. La propagacién de células se llevé a cabo
en un agitador orbital a 150 min™ durante 48 horas a 28 °C. Las células se separaron
por centrifugacién (3000 min™ durante 10 minutos), se lavaron tres veces con solucién
fisioldgica estéril y, finalmente se inocularon en el biorreactor.

METODOS ANALITICOS

Los compuestos volatiles producidos durante la fermentacién (alcoholes superiores y
ésteres) se analizaron en un cromatdégrafo de gases (Hewlett-Packard 58901l), 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 microfiltracién de 0,45
mm de porosidad, luego se extrajeron los compuestos voldtiles mediante el método de
microextraccién con diclorometano (Ortega et al., 2001). Finalmente, 1 pL de cada
extracto se inyectd en el cromatégrafo.

El 4cido acético, succinico y mdlico, asi como el etanol, glicerol, fructosa y glucosa se
analizaron en un HPLC (Bomba LCP 4000), equipado con una columna Watrex 250 x
8 mm (Ostion LGKS 0800 H*) y un detector RID. En el andlisis se utilizé 0,005 M de
H2SO4 como fase mévil a una velocidad de flujo de TmL/min. Las muestras fermentadas
por triplicado luego de ser filtradas y centrifugadas se diluyeron con agua desminerali-
zada (1:3) y se inyectaron al equipo.

La biomasa celular se determiné mediante gravimetria. Las células se separaron por
centrifugacién (3000 min™ durante 10 minutos), se lavaron tres veces con agua desti-
lada luego se secaron a 110 °C durante dos horas y finalmente se pesaron. Ademas, se
determinaron el coeficiente global de rendimiento de biomasa YX/S, etanol YE/Sy, la
tasa de crecimiento (p) respectivamente (van Hoek et al., 1998).

ANALISIS SENSORIAL Y ESTADISTICO

Se evaluaron atributos como sabor, aroma y olor usando una escala hedénica de 5
puntos (1 = me desagrada extremadamente y, 5 = me gusta mucho). Las muestras fue-
ron evaluadas por un panel entrenado conformado por 10 jueces hombres de entre 25
y 30 afios de edad. La evaluacién sensorial se realiz6 de acuerdo a lo propuesto por
Meilgaard etal., 1999. Las puntuaciones de los panelistas se presentaron como prome-
dios aritméticos. Luego se utilizé la prueba t-Student estdndar para determinar la sig-
nificancia estadistica (P<0,01) de las diferencias observadas entre los resultados de los
dos tipos de fermentacién (cultivo estdtico y agitado). El andlisis estadistico se realizé
con el software Statistica v. 8,0.

RESULTADOS Y DISCUSION

CULTIVO ESTATICO Y EN AGITACION

Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 es una levadura que produce bajas cantidades de etanol,
aproximadamente 4,48 % v/v. La agitacién (200 min™) y el incremento de temperatura
de fermentacién mejoran la produccién de etanol (resultados de experimentos no
mostrados). Asi mismo, durante la fermentacién se producen una variedad de com-
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puestos quimicos los cuales se muestran en la Tabla 1. El glicerol es el compuesto
producido en mayor cantidad tanto en cultivo agitado (1,8 + 0,2 g/L) como en cultivo
estatico (2,6 + 0,2 g/L). La menor produccién en cultivo agitado (aireado) se debe a que
la presencia de oxigeno en el medio promueve la respiracién celular disminuyendo la
produccién de glicerol. Romano et al., 1997, reporté una gran variabilidad de pro-
duccién de glicerol (desde 1,2 hasta 3,0 g/L) en 48 cepas de Kloeckera apiculata cultivadas
estdticamente en medio sintético. Con respecto a la produccién total de alcoholes
superiores se observé una mayor produccién en cultivo agitado (591 mg/L) comparado
a lo producido en cultivo estatico (190 mg/L). Asf, la incorporacién de oxigeno al medio
durante la agitacién influye en la sintesis de los alcoholes superiores. En cultivo estatico
(condiciones de limitacién de oxigeno) estos se producen durante los primeros dias de
la fermentacién cuando en el medio hay todavia oxigeno disponible para el metabo-
lismo celular. En estas condiciones, el consumo de glucosa, de fructosa y de amino-
acidos es relativamente alto, lo que conlleva a una mayor formacién de cetodcidos los
cuales son precursores de la sintesis de alcoholes superiores (Valero et al., 2002).
Estudios realizados anteriormente por el autor también reportaron que la agitacién
(aireacién) del medio influye en el incremento de la produccién de alcoholes supe-
riores en especies de levaduras no-Saccharomyces (Estela et al., 2002; Estela et al., 2007).
Estudios sobre la produccién de alcoholes superiores por 48 cepas de K. apiculata reali-
zados por Romano et al., 1992,y Comi et al., 2001 en mostos de uva blanca y negra
y en medio sintético mostraron una gran variabilidad en la produccién de alcoholes
superiores individuales, indicando que la produccién de estos compuestos quimicos
depende en gran medida de la cepa y de la composicién del medio de fermentacién.
Adicionalmente, ha sido demostrado que el incremento de temperatura aumenta la
produccién de alcoholes superiores principalmente 2-metil butanol y 3-metil butanol
(Erten, 2002).

La produccién de ésteres depende en gran parte de las condiciones de cultivo y la cepa
de levadura. La produccién de etil acetato en cultivo agitado disminuyé (96,0 + 4,5
mg/L) comparado al cultivo estdtico (196,0 + 10,0 mg/L), esto indicaria que el oxigeno
tiene efecto contrario en la produccién de ésteres comparado a la sintesis de alcoholes
superiores. La aireacién disminuirfa la produccién de ésteres debido a la reduccién de
la actividad de la acetiltransferasa y a la oxidacién de acetil CoA en el ciclo de Krebs
(Yoshioka y Hashimoto, 1984). Asi mismo, una elevada produccién de etil acetato esta-
rfa relacionado con la disponibilidad de 4cido acético y etanol necesarios para su sin-
tesis. Comietal., 2001, reportaron gran variabilidad de produccién de etil acetato entre
cepas de K. apiculata, e incluso dependiendo del tipo de medio de fermentacién, por
ejemplo, en fermentaciones realizadas en mosto de uva negra la produccién de etil ace-
tato varié entre 27,81y 430,5 mg/L. Adicionalmente, se observa una mayor produccién
de acido acético (260,0 + 11,0 mg/L) en cultivo estdtico comparado al cultivo agitado
(222,0 £ 8,0 mg/L). La produccién de etil acetato esta relacionado con la disponibi-
lidad de acido acético en el medio de fermentacién. Estudios reportaron variabilidad
entre cepas en la produccién de acido acético también influenciado por la composicién
del medio de fermentacién (Comi et al., 2001; Romano etal., 1992).

A condiciones de cultivo agitado, Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 presentarfa un metabo-
lismo respirofermentativo el cual estarfa determinado por la concentracién de oxigeno
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Compuestos Cultivo de K. apiculata RIVE | Cultivo de H. uvarum Sidras
(mg/L) 9-2-1 en jugo de manzana® | en jugo de manzana®

Agitado Estatico Agitado Estatico
Glicerol* 18402 26+0,2 2340725 32403 4.05+0135259%1,74
1-Propanol 30,0+4,0 140+3,0 61,050 16,0 +1,2 20,01 + 0,355 27,3 + 13,0°
1-Butanol 78420 185+15 62+06 6,4+04 6,99 « 0,045 6,1 + 0,7
2-Butanol 1,2+0,5 0,5+0,04 9,0+1,2 tr. n.c

2-Metil-propanol | 158,0+6,0 | 60,0+4,5 1280+7,0 :39,0%3,0 | 22170,0834,8 +8,9
3-Metil-butanol 110,0+5,0 : 83,0£50 161,0£85 : 350£25 232,00 + 13,80°
2-Metil-butanol 168,0+ 6,0 : 15,0+3,5 :250+2,5 23,0+1,5 94,8+ 0,21, 173,0  41,1¢

2-Feniletanol 116,0+50 : 9,0+3,0 98,0 + 6,0 16,0+2,0  7,8+0,395131,5 + 55,3

Etil acetato 96.0+45 11960+100 142.0+8,0 : 189,0+12,0 @ 231,06 + 33,095 114,6 + 35,59
Butil acetato n.d n.d 1,0+0,2 tr. 0,27 +0,02"

Isoamil acetato n.d n.d 0,2+0,02 n.d 16,66 + 1,0"

Etil decanoato 9,6 +2,0 8,5+2)5 n.d 7,1+0,8 1,50 £ 0,09"

Acido acético 222,0+8,0 260,04+ 11,0  468,0+10,2 | 2350+ 10,0 : 900,0 + 140,05 282,93 + 16,9"
Acido succinico* | 0,85+0,1 :1,0%0,1 0,82+012  1,2+015  200,0 + 30,05 0,5 + 0,069

Tabla 1. Compuestos de importancia sensorial producidos por Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 cultivado en
jugo de manzana a 28 °C en cultivo agitado y estatico. Ademds se muestran los valores encontrados en
fermentaciones realizadas con Hanseniaspora uvarum y en sidras fermentadas con cepas de Saccharomyces
cerevisiae. *g/L., tr.: trazas., n.d: no detectado., n.c: no citado. aValores promedios y desviacién estandar
encontrados en este estudio. b(Estela et al., 2011). c(Suarez et al., 2005). dValores de sidras colectadas
en el afio 1998 (Picinelli et al., 2000). e(Jarvis et al., 1995). f,gContenido de alcoholes amilicos (3-Metil-
butanol+2-Metil-butanol) (Picinelli et al., 2000; Suarez et al., 2005). h(Wang et al., 2004).

disuelto en el medio de fermentacién (Venturin et al., 1995a; Venturin et al., 1995b). A
condiciones de limitacién de oxigeno experimentaria un comportamiento respirofer-
mentativo mixto que se manifiesta en la sintesis de metabolitos de la fermentacién
alcohdlica. El cultivo de Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 en frascos erlenmeyer agitados a
200 min™ mostraria un perfil variable de transferencia de masa de oxigeno y asi varia-
ciones en su concentracién en el medio (Gupta y Rao, 2003). Por otro lado, esta cepa
ha mostrado un comportamiento fermentativo similar a Hanseniaspora uvarum (Tabla 1)
cultivado bajo condiciones similares (Estela et al., 2011). Sin embargo, la produccién
de metabolitos de la fermentacién depende grandemente del tipo de cepa utilizado.
El andlisis estadistico de los resultados de aroma, de sabor y de olor reportaron dife-
rencia significativa (P<0,01) entre los dos tipos de bebidas fermentadas. Los resultados
de los jueces han descrito a la bebida fermentada estdticamente de mejor calidad
organoléptica y aceptacién con base en los atributos evaluados. Sin embargo, a la
bebida cultivada en agitacién la definieron como “diferente” pero no desagradable.
Similar apreciacién se obtuvo cuando se evaluaron sensorialmente jugo de manzana
fermentado con Hanesniaspora uvarum (Estela et al., 2011). A la bebida fermentada es-
taticamente la definieron con mds cuerpo, ligeramente acida y picante, probablemente
debido a la presencia de etil acetato y acido acético

CuLTIVO BATCH EN BIORREACTOR BAJO REGIMEN DE AIREACION
La concentracién de oxigeno disuelto en el medio de cultivo es uno de los factores méas
importantes que influye en el metabolismo de las levaduras Crabtree negativas. Por tal
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razén, en el presente experimento el objetivo fue evaluar la influencia del suministro
constante de aire (oxigeno) en la actividad fermentativa de la cepa estudiada durante
216 horas de cultivo en un medio exento de componentes voldtiles. En la figura 1 se ob-
serva el transcurso del consumo de oxigeno disuelto, la variacién del pH y el crecimiento
celular de Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 durante el cultivo en biorreactor. Durante las
primeras 10 horas la concentracién de oxigeno disuelto disminuyé a valores igual a
cero y asi permanecié hasta la 32.* hora de cultivo. La disminucién del consumo de
oxigeno durante este periodo estarfa relacionada con el agotamiento de algiin subs-
trato, lo que provoca la desaceleracién del crecimiento. Luego, el consumo de oxigeno
disminuyd durante 44 horas aproximadamente hasta la 72.* hora. Después, el consumo
se incrementd y la concentracién de oxigeno disuelto permanecié en valores cercanos
a cero hacia el final del cultivo. El oxigeno es un inductor de la sintesis de algunas en-
zimas del ciclo de Krebs, asi su funcionamiento conduce a la oxidacién completa de la
glucosa. El perfil de consumo de oxigeno por esta cepa es similar a lo reportado por
Estela et al., 2011, cuando cultivaron Hanseniaspora uvarum bajo condiciones de cultivo
similares. Ademas, se observé un incremento gradual de biomasa y la diatixia en la 32.2
hora de cultivo provocado por el agotamiento de algtin substrato especifico (glucosa
o fructosa) lo que lleva a un corto detenimiento del crecimiento. Luego se observé un
corto incremento de biomasa producto de la utilizacién de un segundo substrato.
Aproximadamente, a partir de las 66.* hora de cultivo la poblacién celular entré en la
fase estacionaria como consecuencia del agotamiento de la subsiguiente fuente de
carbono. Durante este periodo el alto consumo de oxigeno estarfa relacionado con el
mantenimiento de la poblacién celular. Hacia la 112.% hora la poblacién entré a la fase
de muerte celular con la disminucién de biomasa. Al final del cultivo, hacia la 212.2
hora, el consumo de oxigeno disminuyé. Esta disminucién estarfa conectada con el
agotamiento de la fuente de carbono residual.

——%p —pH & biomasagl

pH biomass (g/L]

Figura 1. Cultivo batch de Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 en biorreactor a 18 °C y flujo de aire 25 L/h.
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Las variaciones de pH implican la asimilacién de nitrégeno en el metabolismo respira-
torio. En los resultados (Tabla 2), se observa que la velocidad de crecimiento (p) fue
0,17 h calculado entre la 16. y la 24.2 hora. Valores bajos de p son generalmente ob-
servados en fermentaciones batch con levaduras. La presencia de productos de la fer-
mentacién como etanol (12,5 + 2,0 g/L), glicerol (3,8 £ 0,2 g/L) y etil acetato (56,9 +
4,5 mg/L) (Tabla 2) indicarfa que la poblacién celular bajo estas condiciones experi-
menté un metabolismo respirofermentativo. Para propiciar un metabolismo entera-
mente respiratorio debe haber en el medio, suficiente cantidad de oxigeno disuelto que
no limite la respiracién, para ello es necesario incrementar el flujo de aire de entrada
en el biorreactor y/o incrementar la velocidad de agitacién de tal manera que se in-
cremente la concentracién de oxigeno disuelto. Por otro lado, la sintesis de dcido
succinico resulta de la oxidacién de azticares en el ciclo de Krebs inducido por la pre-
sencia de oxigeno. También se observé una disminucién en la concentracién de dcido
mélico (Tabla 2), esto nos indicaria que Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 utiliza 4cido
maélico como fuente carbono bajo estas condiciones.

Concentracién inicial de componentes (g/L)

fructosa glucosa sucrosa ac. malico

70,95 3576 355 502

Concentracién final de compuestos (g/L)

fructosa glucosa etanol glicerol ac. acético | dc. succinico i &c. mélico
0,11%0,02 7 15+02 125+2.0 1 38+02 0,0 0,53+0,05 22404
Concentracién final de alcoholes superiores y etil acetato (mg/L)

1-propanol | isobutil acetato 2-metil

propanol 3-metil

butanol 2-metil

butanol Etil

acetato

0,8 +0,2 0,6+0,15 3,505 | 3,7+05  36+04  569+45
Aztcar utilizado (S), biomasa final (X), rendimiento (YX/S, YE/S), tasa de crecimiento (p)
S X YXJ/$ YE/S b

127,5 5,57 0,04 0,1 0,17

Tabla 2. Compuestos utilizados y producidos por Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 durante el cultivo batch
en biorreactor bajo régimen de aireacién a 18 °C. YX/S: g. de biomasa/gr. aztcar; YE/S: g. de etanol/gr.
azlcar; p: tasa o veloc. de crecimiento (h-1); X: biomasa seca (g/L); S: aztcar total consumido (g/L).

La velocidad de crecimiento (i) 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
(glucosa). Los valores bajos de rendimiento Yx/s (0,04 g de biomasa/g de azticar) y ve-
locidad de crecimiento (0,17 h™") indicarian que una cantidad considerable del subs-
trato habrfa sido utilizado en procesos distintos a la generacién de biomasa celular, es
decir en la produccién de compuestos de la fermentacién y/o en la produccién de
energia para mantenimiento (Beeftink et al., 1990). Adicionalmente, se ha realizado el
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analisis sensorial al producto final, los jueces la definieron como una bebida sin cuali-
dades aromaticas, “vacio” y de sabor desagradable.

CONCLUSION

El oxigeno es un factor importante que influye grandemente en el metabolismo y
actividad fermentativa de Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1. La aireacién del medio controla
la produccién de compuestos de la fermentacién como glicerol, alcoholes superiores,
ésteres y dcido acético. Asf, el oxigeno incrementa la produccién de alcoholes superiores
pero por otro lado disminuye la produccién de etil acetato y glicerol. La sintesis de estos
compuestos puede ser controlado ajustando la velocidad de agitacién (aireacién).
Kloeckera apiculata RIVE 9-2-1 muestra ser una cepa sensible a la concentracién de oxi-
geno cuando necesita oxidar completamente la glucosa. Asi, la limitacién de la trans-
ferencia de oxigeno al medio como sucede en frascos agitados a 200 min™ o el cultivo
en biorreactor a frecuencias de agitacién de 300 min™ y flujo de aire 25 L/h (0,2 mol
O./h) no serfa suficiente para provocar un metabolismo totalmente respiratorio. Mas
bien provocarfa un metabolismo respirofermentativo con la consecuente produccién de
etanol, alcoholes superiores y ésteres lo que conduce a la disminucién de la velocidad
de crecimiento (p). Asi mismo, la cepa en presencia de oxigeno utiliza dcido malico,
caracteristica favorable porque disminuirfa la acidez total de las bebidas fermentadas.
Esta levadura representa un gran potencial para ser utilizada en la produccién de bebi-
das alcohdlicas con caracteristicas sensoriales particulares.
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