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Facultad de Quimica. Cerro de las Campanas s/n. Delicious' fue sulfitado y desfangado. Posteriormente, el mosto se hizo fermentar mediante
Centro universitario, 76010, Querétaro, México. inoculacién con distintas cepas de levadura, siguiéndose la fermentacion a partir de la
?e-mail: teli_11@hotmail.com evolucion de la densidad y los sélidos solubles totales. Después de la fermentacion, se analizé la

acidez total, azlcares residuales, acidez volatil, color (L*, a* y b*) y sulfito libre, combinado y
total. Los factores de estudio fueron el sulfitado (3 g/ HL y sin sulfito agregado) y las cepas de
levadura 71B, K1 (Lalemand®) y levadura comercial para panificacion (La Nevada®). Los
resultados indican que la cepa de levadura influye significativamente sobre la acidez total, los
azlcares residuales y la acidez volatil; el sulfitado no afectd las caracteristicas quimicas de la
sidra, pero si modifico la velocidad de la fermentacion en funcién de la cepa de levadura
utilizada; los azlcares residuales y la acidez volatil disminuyeron significativamente con el
sulfitado cuando se emplea la levadura comercial. Las mejores caracteristicas quimicas de la
sidra tranquila se obtuvieron con la levadura 71B (ambos tratamientos de sulfitado) y con la
levadura comercial con sulfitado; la sidra tranquila obtenida con la cepa 71B, con y sin sulfitar,
mostré valores de “a”y “b” elevados, correspondientes a una tonalidad café rojiza, visualmente
indeseable. Se concluye que la mejor calidad de sidra tranquila se obtuvo utilizando levadura
comercial, con el mosto sulfitado.

ABSTRACT

To evaluate the effect of yeast strain and sulfiting on the chemical characteristics of
artisan hard cider, juice extracted from 'Golden Delicious' apples wassulfited, partially clarified,
and inoculated whit different yeast strains. The fermentation was screened through the
evolution of density and total soluble solids. After fermentation, total acidity, residual sugar,
volatile acidity, color (L*, a*, b* y c¢*) and total free and combined sulfite were analyzed in the
hard cider. The factors studied were sulfiting (3 g/HL and without sulfiting) and the yeast strains:
71b, K1 (both from Lalemand) and commercial yeast for baking (La Nevada). The yeast strain
influenced the total acidity, volatile acidity and residual sugar, in contrast, sulfiting had no effect
the chemical characteristics of the hard cider but it had a significant effect on the fermentation
velocity, which also rest on the yeast strain used. The residual sugar and volatile acidity
decreased in the sulfited treatments when commercial yeast was used. The best chemical
characteristics of the artisan hard cider were obtained with 71B strain (both treatments of
sulfiting) and sulfiting with the commercial yeast, nevertheless, the hard cider obtained with
71b strain showed high “a” and “b” values which correspond to an undesirable tamarind color.
We concluded that the best chemical characteristics of artisan hard cider are obtained when the
must is sulfited and when commercial yeast is used.
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1. INTRODUCCION

El manzano es un frutal de gran importancia a nivel
mundial. En México se cultivan alrededor de 60,000 ha,
destinandose aproximadamente 75 % de la produccion al
consumo en fresco 'y 75 % a la industria transformadora (FAO,
2004). El estado de Querétaro, ubicado en el centro del pais,
aporta 1 % de la produccién total a nivel nacional, siendo los
principales municipios productores Amealco, Cadereyta, Pinal
de Amoles y San Joaquin. Practicamente la totalidad de los
huertos establecidos se encuentran bajo temporal (SAGARPA,
2004). En general, en el estado se comercializa menos de 50 %
de la produccién, y a precios relativamente bajos, debido
principalmente a la mala calidad de la manzana producida.

Dentro de los factores que propician lo anterior,
podemos citar la mala utilizacion de técnicas para el
establecimiento y manejo de los huertos, y la presencia de
accidentes climaticos como sequia, heladas y granizos que
propician pérdidas importantes en la produccién y que
demeritan la calidad del producto. Finalmente la mala
organizacion de los productores hace que éstos dependan de
los precios del producto que los intermediarios aplican
arbitrariamente y que generalmente son bajos.

Dentro de las alternativas para lograr un mejor
aprovechamiento de la manzana de mesay la manzana criolla,
es la elaboracién de productos derivados que no demanden
fuertes inversiones por parte de los productores, que sean de
facil adaptacion en la regién y factibles de comercializarse en
cualquier época del afio. Uno de los productos que mejor se
adecla a estas necesidades es la sidra, bebida de bajo
contenido alcohdlico producto de la fermentacién alcohdlica
del mosto de lamanzana. (Coudray et al, 2003; Waserman et al,
2003).

La sidra se elabora en Europa mediante una mezcla
balanceada de manzanas acidas, dulces y amargas (Coudray et
al., 2003; Chandon, 2003); la bebida obtenida se clasifica
segulin su contenido de azUcar en seca, semiseca y dulce y, por
su contenido de espuma, en tranquila y espumosa (Chandon,
2003).

Mediante la fermentacion alcohdlica, los azlcares
presentes en el jugo de manzana, se transforman en alcohol y
pequenas cantidades de acetaldehido en medio anaerobio.
Esta fermentacién se lleva a cabo por diversos géneros de
levaduras presentes en forma nativa en el mosto de manzana,
tales como: Saccharomyces, Kloeckera y Rhodotorula (Laplace
et al., 2001). Sin embargo, Saccharomyces es el género de
mayor importancia, destacando las especies S. cereviciae y S.
bayanus que destacan por su resistencia a: la anaerobiosis, al
sulfitado del mosto, a concentraciones elevadas de azucary de
etanol, (Ribéreau-Gayon et al., 1999).

El uso de cepas seleccionadas de Saccharomyces
cerevisiae, especificamente en la elaboracion de vino, se realiza
con el objetivo de tener un mayor control de la microflora
durante la fermentacién, asimismo, se sabe que un gran
ndmero de cepas realzan ciertos aromas y sabores, también se
han llegado a utilizar en el caso de fermentaciones lentas o
estancadas (Ribéreau-Gayon et al., 1999; Bisson, 1999)

Por su parte, el didxido de azufre en la produccién de
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vinos y sidra ha sido utilizado desde antes del siglo XVII cuando
su aplicacién se realizaba en forma de velas de sulfuro. Se usé
de manera extensiva en la industria sidrera inglesa hacia la
mitad del siglo XX, para controlar la microflora de las manzanas
y minimizar la oxidacién de los componentes del jugo, y para
prevenir cambios oxidativos durante el almacenamiento e
infecciones secundarias, después de la fermentacién. Solo la
forma libre del SO, presenta actividad antimicrobiana (40 % del
total agregado) y una pequena porcién de ésta (2 %], el llamado
SO, molecular, puede realmente entrar en contacto con los
microorganismos susceptibles e incapacitarlos. La proporcién
entre el sulfito molecular y los aniones de bisulfito es
dependiente del pH (Jarvisy Lea, 2000).

Algunos de los efectos que el sulfitado tiene sobre las
caracteristicas y la calidad, son los siguientes (Navarre y
Navarre, 1998): retarda la maduracién del vino o la sidra, ya
sea inhibiendo las fermentaciones desacidificadoras o por sus
propiedades antioxidantes; como consecuencia de Io
anterior, se puede lograr un mayor grado alcohdlico debido a
la seleccion del medio fermentativo, buena conservacion de
acidos organicos, una acidez volatil menor, una coloracién
mas intensa, una mejor clarificacion, conservar el perfume
natural del mosto y no parece tener ninguin efecto sobre el
desarrollo del bouquet en vinos. Por otro lado, también el
SO, remanente en la sidra, produce un mal gusto, y puede ser
téxico para el hombre. En grandes cantidades, puede
formarse por reduccién, acido sulfuroso el cual presenta un
olor a huevos podridos, que en combinacién con etanol
forma mercaptanos (C,H,HS), con olor a bota de agua sucia, o
sudor.

La Norma Mexicana para bebidas alcohdlicas, sidra
natural y gasificada (NMX-V-011-NORMEX-2002), establece
como limite maximo de sulfito total presente en el producto
terminado, 150 mg/L.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de la
cepa de levadura y el sulfitado sobre la calidad de la sidra
tranquila obtenida artesanalmente.

2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Material biolégico

Se utilizaron manzanas del cv. 'Golden delicious' las
cuales fueron obtenidas en la regién productora de Saltillo,
Coah. Como fuente de levadura se utilizaron las cepas de
Saccharomyces cereviciae 71B y K1 (Lalleman, Ontario,
Canadad) asi como levadura S. cereviciae para panificacién
obtenida del comercio marca La Nevada.

2.2 Metodologia empleada

La manzana fue cosechada y almacenada a 3° C hasta
su uso, se descorazond, se le extrajo el jugo, el cual fue
colocado en recipientes de vidrio de 1.5 L de capacidad para ser
sulfitado (1.5 g SO,/ 100L) y desfangado (en refrigeracién a 1° C
por 72 horas). Posteriormente, el mosto fue inoculado con
levadura seca activada y puesto a fermentar a 20° C, hasta
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obtener una sidra seca (menos de 4 g/ L de azUcar residual). La
activacion de la levadura se realizé de la siguiente manera: se
pesaron 0.5 g de levadura seca activa, por cada litro de mosto
de manzana, se diluyé en 75 mL de mosto pasteurizado, el cual
se mantuvo por 25 minutos de 35 a 40° C. Durante el proceso
fermentativo se realizaron trasiegos y remontados. La
fermentacion fue controlada diariamente mediante el
mantenimiento de la temperatura de fermentacién (20 °C + 1)
y monitoreada a través de la determinacién de solidos solubles
totales y densidad. La sidra obtenida se clarificd y se sulfitd
nuevamente (dosis final de 3 g SO,/ 100L). Al finalizar Ia
fermentacion, la sidra fue clarificada con grenetina a una dosis
de 159/ 100L.

2.3 Diseno experimental

Se llevd a cabo un disefo experimental al azar en un
arreglo factorial 4 x 2 con dos repeticiones, siendo los factores
de estudio: la cepa de levadura (testigo, levadura S. cerevisiae
comercial, S. cerevisiae 71By S. cerevisiae K1) y el sulfitado (3 g/
HL y sin sulfitar). La unidad experimental fue de un vitrolero de
1.5 Lde capacidad.

2.4 Determinaciones

Densidad por Picnometria (CEE, 1990), sdlidos
solubles totales con un refractdbmetro manual marca Atago,
acidez total por titulacién directa con NaOH y fenolftaleina
como indicador (CEE, 1990) expresada en gramos de &cido
madlico por litro de sidra, acidez volatil por el método de
Duclaux-Gayon (CEE, 1990) expresada en gramos de &cido
acético por litro, color, determinando los parametros L*, a* y b*
usando un colorimetro Minolta por el método CIE Lab. Sulfito
Libre, combinado y total por iodometria (CEE, 1990): es un
complemento a la determinacién de acidez volatil, se obtiene la
cantidad en mg /L. Azlcares reductores residuales totales por
medio de una modificacién al método de Fehling (CEE, 1990).

2.5 Analisis de los datos

Se llevd a cabo el andlisis de varianza de Fisher y la
prueba de medias de Tuckey- Kramer, utilizando el programa
estadistico JMP version 4.

3. RESULTADOS Y DISCUCION

3.1 Analisis de varianza de las variables consideradas

En la Tabla 1 podemos observar los valores F y la
significancia estadistica para los factores de estudio y la
interaccion. El tipo de levadura utilizada tuvo un efecto
significativo para SST, acidez total, acidez volatil y azlcares
residuales, por su parte el sulfitado no tuvo efecto significativo
sobre las variables evaluadas, sin embargo, la interacciéon de
ambos factores resulté significativa para: acidez volatil y
azucares residuales
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3.2 Tipos de levadura

En la Tabla 2 se presentan las pruebas de medias para
las variables evaluadas y las distintas levaduras empleadas. Se
observa que todos los tratamientos de levadura incrementaron
la acidez total de la sidra con respecto al valor inicial (4.01 g/L
de acido malico); los mejores tratamientos fueron la levadura
71B y la levadura comercial, cabe senalar que una de las
caracteristicas de la levadura 71B es su capacidad de disminuir
la acidez total (Lallemand, 2005). En todos los tratamientos,
ademas de la levadura inoculada, se encuentra presente la
microflora nativa, lo que puede estar propiciando un
incremento en la acidez probablemente hasta el valor del
testigo y por su parte la 71B la disminuye; en lo referente a la
levadura de pan puede estarse comportando igual que la cepa
71B.

Por lo que respecta a la acidez voldtil, el mejor
tratamiento seria aquel que presentara el menor valor en esta
determinacion, desde este punto de vista, las cepas 71By K1
propician niveles de acidez volatil aceptables, 0.454 y 0.555 g
ac. acético/L respectivamente, lo cual podria deberse a que
ambas cepas presentan el efecto killer, el cual ejercen a través de
la producciéon de metabisulfito, antiséptico, que en estos
tratamientos puede estar controlando la microflora nativa
(incluye levaduras y bacteria de dano) disminuyendo con esto
los valores de acidez volatil. Cabe sefalar que, un valor superior
a 1 g /L de acido acético ya es perceptible a gusto y al olfato
(Herrero, 1999), como se presentd en el testigo: 1.977 g ac.
acético/L.

En lo que se refiere a azlcares residuales, Bisson
(1999) menciona que un contenido menor a 4g/L de azUcares
residuales es adecuado para tener un vino estable, seco; en
nuestro caso, vemos que, con excepcion del tratamiento
realizado con K1, las demas sidras no exceden ese contenido de
azUcares. Este comportamiento de la cepa K1 puede explicarse
por que esta cepa tiene un alto rendimiento azticar/alcohol
(16.7 a 17 g de azlcar por % de alcohol), mientras que en otras
levaduras es de 20g, ocasionando que un aumento elevado en
el contenido de alcohol detenga la fermentacién aunque el
contenido de azUicar permanezca alto.

Con respecto al contenido de sulfito total, los valores
obtenidos por las distintas levaduras van de 79.6 a 135.6 mg/L,
a este respecto, la norma mexicana (NMX-V-011-NORMEX-
2002), establece 150 mg SO, /L como limite maximo de sulfito
total presente en el producto terminado. En ninguno de los
tratamientos aplicados se exceden dichos valores, por su parte,
Jarvisy Lea (2000) senalan que del sulfito total solo aquel que se
encuentra en forma libre es el que ejerce su accion antiséptica,
basandonos en lo anterior, seria nuestro mejor tratamiento
aquel con menor contenido de sulfito total y mayor de sulfito
libre, ello corresponde a los tratamientos con 71B, levadura
comercial y K1.

3.3 Sulfitado

En la Tabla 3 se puede observar que el sulfitado no
tiene un efecto significativo sobre ninguna de las variables
consideradas.
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3.4 Interacciones

En la Fig. 1 se presenta la grafica de interaccion para
azucares residuales. Observamos que, para tres de nuestros
tratamientos (71B, K-1 y testigo), se manifiesta un ligero
incremento en los azucares residuales cuando se sulfita el
mosto, lo que no ocurre para el tratamiento con levadura
comercial, en el cual los azticares disminuyen casi a la mitad,
esto puede deberse a que, para el caso de las levaduras K-1 'y
71B, ademas del sulfito agregado, también producen sulfito y
esto las inhibe a ellas mismas, no permitiendo una degradacion
completa de los azlicares presentes.

En la Fig. 2 se muestra el efecto de la interaccién del
sulfitado y la cepa de levadura sobre la acidez volatil. En
general, se aprecia la misma tendencia que la en la Fig. 1, es
decir, el efecto del sulfitado y levadura sobre azlcares
residuales, sin embargo, aqui la disminucién de la acidez volatil

Efecto del Sulfitado y la Levadura sobre las
Caracteristicas Quimicas de Sidra Tranquila

MORA, Q.FB. E. R.
etal.

es muy drastica para tratamiento sulfitado en comparacion con
el no sulfitado cuando se utiliza levadura comercial. En el
testigo se mantiene el valor de acidez voldtil probablemente
porque la carga bacteriana sea muy grande y ni siquiera la dosis
agregada de sulfito logré controlar el desarrollo de bacterias
acéticas.

3.5 Monitoreo de la fermentacion

En la Fig. 3 se muestra la evolucion de la densidad y
los SST (sélidos solubles totales) durante la fermentacion en
funcion del sulfitado, con el efecto de la levadura confundido.
Como ya se hizo referencia anteriormente, el sulfitado no tuvo
un efecto sobre la sidra tranquila obtenida, sin embargo, se
puede observar que, al monitorear el curso de la fermentacion,
éste si afecta la velocidad de la misma, reduciendo

Tabla 1 Valores F y significancia estadistica de los factores de estudios y su interaccién para densidad (DENS), sélidos solubles totales
(SST), acidez titulable (AT), acidez volatil (AV), azucares residuales (AR), sulfito libre (SO, L), sulfito combinado (SO, C) y sulfito total (SO, T).

FACTOR DENS SST AT AV AR SO, L SO, C SO, T
(g/mL) (°Brix) (g ac malico/L) (g ac acético/L) (g/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Levadura 3.373 NS 5778 * 12.893 ** 22.428 ** 26.38 *** 0463 NS 1.258 NS 0.825 NS
S02 0.117 NS  0.000 NS 0.006 NS 2.738 NS 0.421 NS 0.037 NS 0.100 NS 0.107 NS
levaduraxSo2 0.122 NS 1.333 NS 2.878 NS 8.364 ** 4870 ** 1.109 NS 0.161 NS 0.253 NS
Diferencia significativa a P=0.05 (*), 0.01 (**) y 0.001 (***), NS: No significativo
Tabla 2 Efecto de la levadura sobre las distintas variables consideradas
DENS SST AT AV AR SO2 L SO2 C SO2T
FACTOR (g/mL) (©Brix) (g 4cido malicoll) (g 4cido acéticoll) (/L) mgl)  (mgl)  (mg/
Testigo 1.0012b' 485a 7.61b 1.977b 3.50 a 364a 99.2a 135.6a
71B 0.9996 b 4.90 a 4.46 a 0.454 a 2.58 a 41.2a 384a 79.6 a
K1 0.9990 a 5.00 b 6.10ab 0.555 a 7.12b 45.6a 51.2a 96.8 a
Levadura comercial 1.0000 b 4.65a 4.79 a 0.935a b 3.46a 30.8a 50.4 a 81.2a
DMS, Tukey-Kramer 0.0018 0.2571 1.9764 1.0666 1.6739 38.214 85.21 103.53
(P=0.05)
'Letras distintas muestran diferencia estadistica signficativa. Para los detalles, ver Tabla 1.
Tabla 3 Efecto del sulfitado sobre las variables consideradas
DENS SST AT AV AR SO2 L SO2 C SO2T
FACTOR (g/mL) (°Brix) (g ac malico/l) (g ac acético/l]  (g/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
sin sulfitado 1.00 a' 4.85 a 575 a 1.10 a 4.04 a 37.6 a 560 a 93 a
Sulfitado 099 a 4.85 a 572 a 0.85 a 430 a 394 a 63.6 a 103 a
DMS Tukey-Kramer 0.001 0.19 1.704 0.84 2.26 19.11 48.15 55.11

(P= 0.05)

Para los detalles, ver Tablas 1y 2
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aproximadamente 48 horas el tiempo de la fermentacion. Lo
anterior puede deberse a que el sulfitado elimind la
competencia debida a la microflora nativa, permitiendo un
inicio mas rapido de la fermentacion.

En las Figs. 4, 5, 6 y 7 se muestra el monitoreo de la
fermentacion para cada uno de los tratamientos de levaduras y
los dos niveles de sulfitado. Cuando no se inocula levadura (Fig.
4), la fermentacién evoluciona lentamente, prolongandose por
alrededor de diez dias; ademads, se observa cémo el inicio de la
fermentacion (adaptacion de levaduras al medio) toma
alrededor de cinco dias, lo que corresponde a la mitad tiempo
total de fermentacién, siendo aun mas lenta cuando no se
sulfita el mosto. Para el tratamiento con la cepa 71B (Fig. 5),
vemos que, cuando se sulfita, el inicio de la fermentacién es
mas lento que cuando no se agrega sulfito, esto puede ser
explicado por un efecto inhibidor temporal del sulfitado sobre la
levadura que retarda el inicio de la fermentacion. Es también
notoria la disminucién de méas de 36 horas de la duracion de la
fermentacién para ambos tratamientos de sulfitado.

Para la cepa K-1 (Figura 6), esperdbamos un
comportamiento similar al de la cepa 71B ya que ésta también
produce sulfito, e incluso en cantidades mayores que la 71B
(Lallemand, 2005), pero no se observa una diferenciacion clara
entre ambos tratamientos de sulfitado. Sin embargo, se aprecia
un inicio rapido en la fermentacién, es decir, una alta eficiencia
por parte de las levaduras para adaptarse al medio. En la
levadura comercial (Fig. 7), vemos que se disminuye Ia
velocidad de fermentacién incluso hasta casi por 72 horas para
el tratamiento sulfitado.

En la Fig. 8 se aprecia la evolucién de la densidad y SST
en la fermentaciéon de los distintos tratamientos de levadura
con el efecto del sulfitado confundido, aqui observamos dos
tendencias, la primera consiste en una fermentacion larga para
los testigos y la levadura comercial, y la segunda es una
fermentacion corta para las cepas seleccionadas. En la Fig. 9 se
presenta tanto la disminucién de la densidad como de los SST,
en los distintos tratamientos de levadura pero solo para los
tratamientos sin sulfitar, se conserva la misma tendencia que
cuando se presenta el efecto del sulfitado confundido (Fig. 8),
sin embargo en los tratamientos sulfitados (Fig. 10),
observamos un desplazamiento en el tratamiento con levadura
comercial que se comportd incluso mejor que las cepas
seleccionadas logrando fermentaciones mas rapidas.

En el analisis de color, Figura 11, lo mas relevante son
los valores que arrojan las sidras elaborada con la cepa 71B,
tanto el tratamiento sulfitado como el no sulfitado, los cuales
no hablan de una sidra con tonalidades muy oscuras, café
rojizas. Solo se presentan los resultados de los parametros a* y
b*yaque L*y c* (luminosidad) no dio resultados claros.

4. CONCLUSIONES

La cepa de levadura influye significativamente sobre
los SST, los azucares residuales y la acidez volatil después de Ia
fermentacién. Por el contrario, el sulfitado no afecta las
caracteristicas quimicas de la sidra tranquila; sin embargo, si
modifica la velocidad de la fermentacion diferencialmente, en
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funcién de la cepa de levadura. Los azucares residuales y la
acidez volatil disminuyen significativamente cuando el mosto
se sulfitay se utiliza la levadura comercial.

Las mejores caracteristicas quimicas de la sidra
tranquila se obtuvieron utilizando la levadura 71B (con y sin
sulfitado) y la levadura comercial con sulfitado. La sidra
tranquila obtenida con la cepa 71B, con y sin sulfitado, mostrd
valores de “a” y “b” elevados, que corresponden a una
tonalidad café rojiza, visualmente indeseable.
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