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Resumen

La zarzamora (Rubus spp.) es una fruta con alto contenido de azucares, compuestos fenolicos y
capacidad antioxidante, lo que la convierte en un recurso atractivo para la elaboracién de bebidas
fermentadas. En este estudio se evaluo6 la fermentacion de mosto de zarzamora con tres especies de
levaduras: Saccharomyces cerevisiae (SC), Lachancea thermotolerans (LT) y Hanseniaspora vineae
(HV), comparando parametros fisicoquimicos, capacidad antioxidante y atributos sensoriales.

El mosto inicial presentd condiciones favorables para la fermentacion (pH 3.10; 9 °Brix; 10.48 g/L de
de H,SO4de acidez total y 262.52 mg/L YAN).

En valores absolutos la fermentacion realizada con SC alcanzé la mayor produccion de etanol, mientras
que LT mostro valores intermedios y HV produjo las menores concentraciones de etanol, aunque aporto
mayor diversidad aromatica.

El contenido de polifenoles varié entre 2.11 y 3.61 mg GAE/mL, siendo mayor en los fermentos con
HV y SC, y significativamente menor en las fermentaciones con LT. La capacidad antioxidante
(ABTYS) se encontro dentro de lo esperado para bebidas de frutas.

Sensorialmente, HV se destacd por su intenso color rojo, mayor cantidad de aromas florales y frutales,
SC mostro perfiles equilibrados, pero con algunas menciones negativas, mientras que LT presento
fermentaciones microbioldgicamente estables debido a su pH bajo aunque menos expresivas.

En conclusion, la cepa de levadura empleada influye significativamente en la calidad de los
fermentados de zarzamora. SC garantiza fermentaciones completas, HV potencia la complejidad
aromatica y fendlica, y LT aporta estabilidad microbioldgica, lo que evidencia el potencial de esta fruta

para el desarrollo de bebidas diferenciadas con valor agregado.
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1. Introduccion

Los alimentos fermentados son aquellos cuyo procesamiento involucra el crecimiento y la actividad
metabolica de microorganismos, los cuales inducen transformaciones fisicas, quimicas y sensoriales
en las materias primas (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Existen una gran variedad de alimentos
fermentados distribuidos a nivel mundial, con caracteristicas y procesos productivos diversos
(Fugelsang & Edwards, 2007).

Algunos de ellos, como la cerveza, el vino, el vinagre, los quesos y el pan, han sido extensamente
estudiados; se han aislado los microorganismos responsables de los cambios deseados durante el
proceso fermentativo y se consumen de forma generalizada en distintas regiones del mundo (Enologia
y Biotecnologia de las fermentaciones, 2022). Existen, sin embargo, numerosos alimentos fermentados
gue se producen de manera regional y que no son ampliamente conocidos fuera de su lugar de origen.
Estos productos forman parte importante de la dieta de diversos grupos étnicos y se elaboran mediante
métodos tradicionales que suelen ser sencillos, econémicos, no requieren equipamiento complejo y
emplean materias primas disponibles y de bajo costo (Tamang et al., 2020). ElI género Rubus
comprende un amplio grupo de especies distribuidas en distintas regiones del mundo, incluyendo
frambuesas y zarzamoras, las cuales poseen gran importancia agricola y alimentaria (Hall et al., 2005;
Antunes et al., 2014). Como miembros representativos de este género se encuentran las frambuesas y
las zarzamoras, conocidas por sus frutos comestibles, los cuales se clasifican como polidrupas, ya que
estan formados por agregados de pequefios frutos carnosos denominados drupelas, cada una de ellas
con su respectiva semilla, reunidas alrededor de un eje comun (Ibafiez et al., 2006; Ruiz, 2023).

En estadios inmaduros, las drupelas suelen presentar coloracién verde y, a medida que avanza el
proceso de maduracion, adquieren tonalidades rojizas hasta alcanzar un color morado intenso y
brillante en el caso de las zarzamoras, asociado a la acumulacion de compuestos fendlicos,
principalmente antocianinas (Antunes et al., 2014; Garzon, 2008).

Principalmente se desarrollan en zonas frias y templadas de América, Europa, norte de Africa y
noroeste de Asia, considerando a China el lugar donde se concentra la mayor diversidad de especies
de Rubus en el mundo (Graham et al., 2011). En general, las zarzamoras son consideradas como
especies con amplia capacidad de adaptacion a condiciones ambientales, por lo que, algunas son
catalogadas como hierba invasiva, promoviendo su eliminacion y amenazando la pérdida de especies
silvestres (PF. Rev. Mex. Cienc. Agric, 2019).


https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2007-09342019001000291#B12
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1.1 Marco teorico

1.1.1 Caracterizacion fisicoquimica de la zarzamora

Las bebidas derivadas de la utilizacion de zarzamoras como materia prima, tales como jugos y licores
son bastante frecuentes, aunque no lo son tanto en nuestro pais. Consumido en fresco, el fruto, aporta
una gran cantidad de vitaminas A, B y C y minerales como el hierro, magnesio y calcio entre otros,

como se observa en la tabla 1 (Agromatica, 2023).

Tabla 1. Composicion nutricional en 100 gramos de zarzamora congelada (Rubus fructicocosus)

Componente Contenido Componente Contenido
Energia (Kcal) 59,000 Vitamina A Equiv. Totales (j1g) 39,000
Agua (g) 85,600 Vitamina B6 (mg) 0,061
Proteina (g) 0,700 Acido pantoténico (mg) 0,150
Nitrogeno (g) 0,189 Vitamina C (mg) 21,000
Lipidos (g) 0,600 Sodio, Na (mg) 1,000
Carbohidratos (g) 12,600 Potasio, K (mg) 196,000
Fibra dietética (g) 2,700 Calcio, Ca (mg) 32,000
Cenizas (g) 0,500 Magnesio, Mg(mg) 22,000
lNamina (mg) 0,029 Fasforo, P (mg) 21,000
Riboflavina (mg) 0.046 Hierro, Fe (mg) 0.500
Niacina (g) 1,200 Cobre, Cu (mg) 0,120
[amina (mg) 0.029 Manganeso, Mn(mg) 0,500
Riboflavina (mg) 0,046 Hierro, Fe (mg) 0,120
Niacina (g) 1,200 Cobre, Cu (mg) 0,120

Fuente: FAO (2002).

Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) (2002).
Composicion de alimentos. Manual de referencia revisado. FAO.
https://www.fao.org/3/y4709s/y4709s00.htm

En los altimos tiempos se ha tenido un especial interés en los frutos de la zarzamora, debido al aporte
de polifenoles representado fundamentalmente por antocianinas, taninos, flavonoides, que se
encuentran principalmente en la piel y semillas (Skrovankova et al., 2015). Estos actian como

antioxidantes naturales, neutralizando radicales libres (Martinez, 2017).


https://www.fao.org/3/y4709s/y4709s00.htm
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1.1.2 Propiedades fisicoquimicas de frutos silvestres de Rubus

Nombre de la Zarzamora: Rubus sp.

La zarzamora pertenece al género Rubus sp. y guarda mas relacion con la frambuesa que con la mora
de morera, compartiendo todas el mismo género. El género Rubus es extensisimo. En principio,
conocemos la frambuesa y zarzamora, aunque existen mas de 250 especies dentro del género (Finn,
2008). Dichas plantas tienen una gran capacidad de hibridacion y propagacion. Algunas pueden generar
semillas sin necesidad de ser polinizadas (Agromatica, 2023). El género Rubus esta presente en todos
los continentes. Aunque sean muy similares a la frambuesa, una diferencia importante es que la
zarzamora solo tiene una cosecha anual y la frambuesa puede tener dos (Strik et al., 2007). Otra de las
ventajas de esta fruta es su temprana capacidad de producciéon. Los frutales tardan entre 5y 7 afios en
llegar al 6ptimo de produccidn, y algunos incluso mas. La zarzamora puede llegar al 6ptimo en el
segundo afio por lo que los costos de implantacion se ven muy reducidos, y es una ventaja desde el
punto de vista productivo (Agromatica, 2023).

1.1.3 Condiciones climéticas para el cultivo de zarzamora

Las zarzamoras (Rubus sp.) prosperan en climas templados y humedos, donde el equilibrio térmico
estival y las horas de frio invernales son determinantes para una fructificacion adecuada. Aunque
toleran breves picos de calor durante el verano, temperaturas sostenidas elevadas o déficits hidricos
prolongados pueden afectar negativamente el tamafio y la calidad del fruto (Antunes et al., 2014).
Asimismo, el requerimiento de frio invernal entre 200 y 800 horas por debajo de 7 °C, segun el cultivar
es esencial para romper la latencia de las yemas y garantizar un buen rendimiento (Hall et al., 2005).
En respuesta a la expansion de la fruticultura hacia regiones calidas o subtropicales, se han desarrollado
cultivares de bajo requerimiento de frio y de fructificacion en brotes vegetativos del afio en crecimiento

lo que permite una mayor adaptacion a estas condiciones (Hall et al., 2005).

1.1.4 Zarzamora en Uruguay

Desde el afio 1980 el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIA), ha estado
estudiando estos frutos, por lo que ha generado informacion nacional respecto a la adaptacion de
especies y sus variedades, aspectos relevantes de su fisiologia, asi como de los protocolos para la
multiplicacién masiva de plantas in vitro en la Unidad de Biotecnologia, y el manejo de suelo y plantas
(INIA, Serie de Actividades de Difusion No. 286, 2002).

Através de INIA, en el afio 1987 se introdujeron en el Uruguay, variedades de zarzamora y boysenberry
(hibrido zarzamora-frambuesa). En el afio 1990, se comenzd el estudio de los protocolos de
propagacion masiva in vitro para estas especies, generando plantas para su observacién en granjas. Se
seleccionaron y difundieron a partir del afio 1993 las zarzamoras Tupi (Variedad resultante de una

cruza entre Comanche y una seleccion nativa de Uruguay) (Rivas, 2016) y variedad Negrita mediante
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plantas obtenidas por cultivo in vitro. Otras variedades propagadas, fueron Thomless y Ebano (Soria,
2002). Fueron realizados los primeros estudios sobre estas frutas como materia prima en la elaboracion
de yogures con la empresa Lacteria S.A. (1992). Existe actualmente demanda nacional por esta materia
prima (blogues congelados de pasta de zarzamora boysenberry) para la elaboracion de productos
lacteos (principalmente yogurt y helados), la cual en buena parte se importa de Chile. Salvo casos
aislados, no se ha expandido el cultivo de zarzamora y boysenberry y existe demanda por estas frutas

para el consumo en fresco (Soria, 2002).

1.1.5 Composicion quimica de la zarzamora

El fruto de la zarzamora se destaca por su color, aroma, sabor, texturay por su fuente de pigmentos;
entre ellos las antocianinas que son excelentes antioxidantes (Cerén, 2008).

Las antocianinas son compuestos colorantes de origen vegetal, responsables de una variedad de colores
que van desde el rojo hasta el azul de muchas frutas, vegetales y cereales. Estos pigmentos han captado
considerable interés debido a sus potenciales beneficios para la salud humana, que incluyen la
disminucion de enfermedades cardiacas, propiedades anticancerigenas, antitumorales,
antiinflamatorias y antidiabéticas, mejoras en la agudeza visual y la funcién cognitiva (Garzén, 2008).
Las propiedades bioactivas de las antocianinas ofrecen nuevas oportunidades para desarrollar
productos con valor afiadido para el consumo humano (Garzon, 2008).

Las antocianinas son glucésidos de las antocianidinas, es decir, son antocianidinas (aglicona) unidas a
un azticar por enlace B-glucosidico. Las agliconas estdn compuestas por el ion flavilio, como se muestra
en la figura 1, también llamado 2-fenil-benzopirilio (Khoo et al., 2017), que consta de los grupos
aromaticos: benzopirilio y un anillo fendlico; el flavilio normalmente funciona como un catién (Badui,
2006).

(a)

Figura 1. (a) Cation flavilio: estructura general y numeracion; (b) Pelargonidina (antocianidina); (c)
Pelargonidina-3-O-gluc6sido (antocianina). Figura extraida de UBUScientia, Autor del articulo: Espino, G
(2014) (Universidad de Burgos).

10
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No suelen existir agliconas libres, salvo alguna traza, producto de la degradacién. De las
aproximadamente 20 antocianidinas que se conocen, las mas importantes son: pelargonidina,
delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina (se muestra la estructura en la figura 2). Estas
combinadas con azUcares diferentes generan unas 150 antocianinas (Khoo et al., 2017). Los azUcares
mas comunes encontrados en estos casos son la glucosa y la ramnosa, le siguen la galactosa, xilosa y

la arabinosa, y ocasionalmente, la gentobiosa, la rutinosa y la soforosa (Espino, 2014).

OH OH OH
® ® ®
HO 0 O HO 0 O HO o} O
i OO ™ oo™
Z o Z o Z o
OH OH OH

Pelargonidina Cianidina Peonidina

OH OMe OMe

OH
o B A L
B @
/ Z OH

OH
OH OH

Delfinidina Petunidina Malvidina

Figura 2, extraida de UBUScientia, Autor del articulo: Espino, G (2014) (Universidad de Burgos).

El color de las antocianinas depende de varios factores, como los sustituyentes quimicos y su posicion
en el grupo flavilio; por ejemplo, si se aumentan los hidroxilos del anillo fendlico se intensifica
el color azul, y la introduccion de metoxilos provoca la formacién del color rojo (Badui, 2006).
Existen estudios que presentan evidencia contundente que los extractos ricos en antocianinas pueden
mejorar la agudeza visual, mostrar actividad antioxidante, atrapar radicales libres y actuar como
agentes quimioprotectores. Las antocianinas también tienen propiedades antidiabéticas como
control de lipidos, secrecion de insulina y efectos vasoprotectores (Aguilera, 2011).

En un estudio realizado por Hernandez et al (2016), en el fruto de zarzamora, licores y mermeladas del
fruto, determind la presencia de alcaloides y flavonoides en las tres muestras. Para los primeros dos
productos. En particular para las antocianinas se observa una concentracion mayor en los productos
elaborados respecto al contenido del fruto; y el contenido de flavonoides es mas alto en el licor de

zarzamora, en comparacion con el fruto y la mermelada.

11
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Tabla 2 Antocianinas y flavonoides en zarzamora y productos derivados (Hernandez et al., 2016).

Muestra Antocianinas * Flavonoides totales °
Fruto de zarzamo- 16.199 +0.77 70.517 + 3.69

ra

Licor 24.938 +0.26 99.850 + 1.32
Mermelada 75.539 = 0.51 50.017 +3.40

“ Expresados en mg/L ; ® expresados en mg EQ/100g

Los valores representan la media y la desviacion estandar.

La tabla 2 muestra los resultados de la determinacién de la concentracidn de antocianinas y flavonoides
totales en muestras de frutos de zarzamora, mermelada y licor artesanal de Atecaxil, Ixhuacén de Los

Reyes, Veracruz (Hernandez et al., 2016).

1.1.6 Fermentacion alcoholica

La fermentacion alcohdlica es un proceso originado por la actividad de levaduras que procesan los
hidratos de carbono, tales como glucosa, sacarosa, fructosa, maltosa, para obtener como productos
finales etanol, dioxido de carbono y ATP (adenosin trifosfato). Es uno de los posibles destinos
catabolicos del piruvato producido en la glucdlisis (proceso de 10 pasos donde una molécula de glucosa
da como producto entre otros intermediarios, 2 piruvatos) (Nelson y Cox, 2017).

En la reaccion actia como catalizador la enzima piruvato descarboxilasa, dando una reaccion
irreversible. Dicha enzima necesita Mg*" y la coenzima tiamina pirofosfato para funcionar. Se libera
didxido de carbono y queda como producto intermedio el acetaldehido. En el paso dos, el acetaldehido
se reduce a etanol por accién de la enzima alcohol deshidrogenasa, mediante el poder reductor obtenido
del NADH (Nicotinamida adenina dinucleétido) (Nelson y Cox, 2006).

En la reaccion para producir etanol, actiia la enzima alcohol deshidrogenasa; un Zn** en el sitio activo
polariza el oxigeno carbonilico del acetaldehido, lo que permite la transferencia de un hidruro desde el
cofactor NADH. El intermediario reducido adquiere un proton del medio para formar etanol (Nelson 'y
Cox, 2021). Estequiométricamente parece una reaccion sencilla, CeH120s — 2C2HsOH + 2CO-, pero
al mismo tiempo la levadura utiliza glucosa y nutrientes para reproducirse (Stanbury et al., 2017). Para
evaluar esta transformacion, se usan los rendimientos biomasa/sustrato (Yx/s), el cual es la cantidad de
levadura producida por cantidad de sustrato consumido, y el rendimiento sustrato/producto (Yp/s) que
es la cantidad de producto sintetizado por cantidad de sustrato consumido. El rendimiento tedrico

estequiométrico para la transformacion de glucosa en etanol es de 0.511 g de etanol y 0.489 g de CO:
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por 1g de glucosa. El rendimiento experimental varia entre 90% y 95% del tedrico, es decir, de 0.469
a 0.485 g/g. Los rendimientos en la industria varian entre 87 y 93% del rendimiento teorico (Stanbury
et al.,2017;Vazquez, O. Dacosta, 2007).

En la figura 3 se describe la fermentacion alcohdlica de una manera simplificada.

H/UH
1

H _C—0oH
ko' 1 )
HO\—le glucosa
H OH

f “ f
OLF:’:-O-CH‘, o.H -0 ~l|’_--0’
o H H o
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°H| H 1,6-bisfosfato
! }
O~ _H CH,OH
e 0=cC
| —— -
HO—~C~H N .
4 CH,0PO,?*
gliceraldehido dihidroxiacetona
3-fosfato fosfato
H-,C\ 0
c=0 "
| pimato\ HC. 3
O/’C\O' CH, acetaldehido
gliceraldehido NADH + H*
3-fosfato
NAD"
H,C~0H
éH —e otanol
3

0%

Figura 3. Etapas de la fermentacion alcohélica (Nelson y Cox, 2017).

Por otra parte, mientras la reaccion primaria de la fermentacion alcoholica ocurre, se forman otros
compuestos producto del metabolismo secundario de las levaduras, como por ejemplo compuestos
aromaticos y los que dan cuerpo a la bebida fermentada, como es el caso del glicerol. Estos parametros
daran caracter e identidad al fermento por lo que son de gran importancia al momento de tener en
cuenta el producto final (L6pez de la Maza et al., 2009). Dependiendo de la fermentacion que se quiera
realizar hay cepas mas estudiadas y mejor adaptadas a cada una de ellas (panificacion, elaboracién de

cervezas, vinificacion etc.) (Steensels et al., 2014).

Las levaduras son organismos eucariotas muy diferentes entre si, en tamafio, formay color. Son hongos
unicelulares y generalmente sus celulas son ovaladas, pero también pueden encontrarse en forma
esférica, cilindrica o eliptica. Son de mayor tamafio que las bacterias alcanzando un didmetro maximo

de entre cuatro y cinco um. Se reproducen por fisiéon binaria o gemacion y algunas pueden ser
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dimdrficas o bifasicas y crecen como micelio bajo condiciones ambientales especiales. Son resistentes
a antibidticos, sulfamidas y otros agentes antibacterianos de forma natural (Madigan et al., 2021). Se
conoce la secuencia completa del genoma de SC y se mantiene en constante revision, lo que ha
permitido la manipulacion genética de los casi 6600 genes que codifican el genoma de levadura (Engel
etal., 2014).

Las levaduras involucradas en el proceso de fermentacion alcohdlica se pueden discriminar en dos
grandes grupos, Saccharomyces y no-Saccharomyces. El primer grupo es representado principalmente
por Saccharomyces cerevisiae, la levadura tradicional de la fermentacion alcohdlica (Carrau, 2003).
Las levaduras del grupo no-Saccharomyces, conocidas como levaduras nativas o autdctonas, son las
que estan presentes en frutas y suelos, donde representan mas del 99 % de la poblacion total de
levaduras presentes en la fruta y entorno (Fugelsang y Edwards, 2007). Las levaduras no-
Saccharomyces mas comlUnmente encontradas estan representadas por los generos Hanseniaspora,
Candida, Pichia y Metschnikowia (Martin et al., 2016).

1.2 Antecedentes de fermentacion alcohodlica con zarzamora
Estudios previos sobre fermentacion de zarzamora (Rubus spp.) indican que, debido a su bajo contenido
de azucares fermentables, es frecuente la adicion de sacarosa al mosto para garantizar la obtencién de

un producto estable y con adecuada aceptabilidad sensorial (Duarte et al., 2010).

En el trabajo realizado por Ortiz (2021), se llevaron a cabo fermentaciones de dos variedades de
zarzamora, utilizando diferentes concentraciones de levadura seca comercial (0.1; 0.3 y 0.5% plv,
adicionada al mosto antes de la fermentacion) y sacarosa (10, 15 y 20%), con el objetivo de obtener
bebidas alcohdlicas tipo “semiseco” o “dulce”, de acuerdo a lo establecido por la normativa del
MERCOSUR (Resoluciéon GMC N° 45/96). El producto final present6 un pH de 3.16, una graduacién
alcoholica del 10% vy caracteristicas sensoriales aceptables, destacando que la adicion del 15% de
sacarosa permitio obtener una bebida alcohdlica dulce, dentro del limite superior de azlcares
establecidos (Ortiz, 2021).

De manera similar, en el trabajo de Sullca y Guevara (2013), se reportaron fermentaciones de
zarzamora con adicion de sacarosa, obteniendo productos con caracteristicas fisicoquimicas y
sensoriales aceptables. En este estudio también se evaluaron parametros fisicoguimicos del fruto
fresco, que present6 3.91% de azucares reductores, 0.93% de acidez titulable, pH de 3.4, 10.5 °Brix y
un contenido de compuestos fendlicos totales equivalente a 400.67 mg de &cido galico/100 g de

muestra, lo que resalta el interés fermentativo y funcional del fruto.
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Por otro lado, Leyva (2009) analiz6 nueve muestras de diferentes marcas de licores de zarzamora
(industriales y artesanales), encontrando un rango de contenido alcohdlico entre 12% y 20%, azucares
reductores de 172.4 a 337.8 g/L y valores de pH entre 2.46 y 3.75. Estos resultados permiten concluir
que los productos derivados de zarzamora presentan perfiles fisicoquimicos consistentes con bebidas

alcoholicas sensorialmente aceptables, aunque con marcada adicion de azUcares.

De forma complementaria, un estudio mas reciente de Garcia-Herrera et al. (2019) evalud la
fermentacidn alcohdlica de zarzamora y su impacto en el perfil fendlico y antioxidante. Se encontrd
que durante la fermentacion la concentracion de antocianinas disminuye, pero se mantiene un elevado
contenido de compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante, lo que refuerza el potencial

funcional de estas bebidas.

1.3 Justificacion

Este trabajo de tesis surge de la inquietud de productores de la zona de Las Piedras, quienes tienen
excedentes de produccidn de zarzamora y desean agregarle valor a su cosecha. Frente a esta situacion,
se nos plantea el desafio de desarrollar una bebida fermentada a base de zarzamora.

En este sentido, en este trabajo de tesis, se fermenta el mosto de zarzamora con distintas especies de
levaduras, con el fin de obtener un protocolo que favorezca la fermentacién alcohoélica de esta materia

prima.

2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Desarrollar una bebida fermentada a partir de zarzamoras uruguayas, empleando tres cepas de
levaduras: Saccharomyces cerevisiae, reconocida como la levadura tipica de la fermentacion
alcohdlica; Hanseniaspora vineae, ampliamente estudiada por su capacidad fermentativa y su
contribucion al perfil sensorial de los productos fermentados; y Lachancea thermotolerans, una especie

de interés por su capacidad de bioacidificacion de mostos.

2.2 Objetivos especificos
A continuacion, se detallan los objetivos especificos:
- Caracterizacion del fruto en cuanto a su composicion fisicoquimica (azucar, pH, nitrogeno,

acidez, indice de Polifenoles Totales, IPT).
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- Desarrollo y puesta a punto de un protocolo para la elaboracion de una bebida fermentada
a base de zarzamora, utilizando diferentes cepas de levaduras como se mencioné en el
objetivo general.

- Caracterizacion fisicoquimica y sensorial de las bebidas fermentadas obtenidas.

- Estudio del potencial antioxidante de la bebida fermentada.

3. Materiales y Métodos

3.1 Mosto

3.1.1 Cosecha y obtencion del mosto

Lo primero que se realizo fue la cosecha manual del fruto. La misma se realizé en la localidad de Las
Piedras, Canelones, sobre la ruta 36 (Figura 4), a partir de plantaciones de zarzamoras dispuestas en
sistema de conduccion tipo espalderas, separadas aproximadamente 1 metro una de otra, similar a la
vid (Figura 5 A 'y B). Se retiro el fruto que ya esta maduro, de un color morado casi negro, se cosechd
a mano con un movimiento perpendicular al tallo al que el fruto esta unido, sin llegar a apretar de forma

de no dafar el grano. Se cosecharon unos 2.5 kg aproximadamente del fruto.

El Colorado

VISTA LINDA

"Lugar de cosecha g 18 de Mayo

Las Piedras

Figura 4 Ubicacion geogréafica de la zona de cosecha.
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Figura 5. (A y B). Fotografias tomadas el dia de la cosecha (5 de diciembre de 2023), en Las Piedras,

Canelones.

Una vez obtenido el fruto, se procedié a moler, en un recipiente previamente lavado y sanitizado con
alcohol al 70%. Una vez obtenido el mosto, se dispuso en frascos de vidrio, estériles, procurando que

no quede aire dentro para evitar la oxidacion del mosto (Figura 6).

F (S

Figura 6. Elaboracién del mosto

3.1.2 Determinaciones realizadas al mosto

En experiencias previas en este tipo de mosto, se observa inconvenientes en la toma de volimenes con
pipeta, estancamiento de solidos en pHmetro e interferencia en refractometro, por lo que se decide
centrifugar una porcion a 12000 rpm por 10 min a 20°C, para la realizacion de los pie de cuba, la
medida de °Brix, determinacién de pH y analisis de acidez total, nitrdgeno asimilable y polifenoles

totales.

17



Proyecto de grado. Licenciatura en Quimica Carolina Nufez Mendoza

3.1.2.1 pH

Determinacion directa con pHmetro (marca CORNING meter 320).

3.1.2.2 Temperatura

Temperatura con termometro de alcohol en un vaso de agua a temperatura ambiente.

3.1.2.3 Contenido de Azucar
Determinacion de grados Brix, con refractometro segun el Manual de Précticas de Enologia (2022).

3.1.2.4 Siembra en WLN

Se realiz6 una siembra directa de 0.1 mL de una solucion de 1/10 de mosto en placa WLN (agar
nutritivo de laboratorio (Wallerstein, 2020).

La siembra del mosto directo en WLN tiene por objetivo el crecimiento de levaduras presentes en el
mosto, para aislarlas y en un trabajo futuro llegar hasta su identificacion. Es un medio diferencial,
promueve el crecimiento de levaduras y permite la diferenciacién entre grupos, posee azul de

bromotimol, (indicador de pH), permitiendo la visualizacion de acidez o basicidad (Dalmaso, 2020)

3.1.2.5 Nitrogeno disponible

Para el crecimiento y replicacion de las levaduras es imprescindible el nitrégeno en forma de
aminoacidos y amonio para la realizacion de la sintesis proteica. Las formas de nitrégeno ampliamente
utilizables son los a-aminoacidos libres (FAN), arginina, serina, alanina, treonina y los acidos a-
aminobutirico, aspartico y glutdmico (Manual de Practicas de Enologia, 2022)

Niveles bajos de nitrégeno podrian causar paradas de fermentacién, por lo que se hace necesario
cuantificar el nitrégeno proveniente del fruto para diagnosticar el agregado de nitrdgeno de ser
necesario (Bisson, 2002)

Se utiliz6 el método de Sorensen detallado en Manual de Practicas de Enologia (2022). Se valor6 con
pHmetro para mas seguridad del punto final, dado que el intenso color rojo del mosto impedia

visualizar correctamente el punto de equilibrio con la fenolftaleina como indicador.

3.1.2.6 Inoculo

Se realizaron tres pie de cuba, uno para cada una de las tres levaduras estudiadas: Lachancea
thermotolerance M18, Hanseniaspora vineae T02-05 y una levadura comercial de referencia
Saccharomyces cerevisiae M522. Las tres levaduras fueron reactivadas a partir de levaduras
congeladas a -80 °C, provenientes del banco de levaduras del Laboratorio de Enologia y Biotecnologia

de las Fermentaciones de Facultad de Quimica. Se siembran en placas con WLN, durante 48 horas en
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estufa a 28°C. En esta ocasion la siembra en WLN es para obtener un crecimiento éptimo de las
levaduras y controlar su pureza.

El trabajo se realizd en campana de flujo laminar y con material estéril. Se tomo con ansa una de las
colonias y se la coloca en un matraz de 100 mL conteniendo 30 mL de mosto centrifugado. Se tapan
con algodon y papel de aluminio. Se agit6 en shaker por 24 horas a 20°C. Transcurrido este tiempo se
realiza el recuento de levaduras en Camara de Neubauer en microscopio, y se inocula para realizar las
microfermentaciones.

Para realizar el recuento de levaduras en Camara de Neubauer, es necesario que las tomas de volumen
sean de una suspension de levaduras lo mas homogénea posible, para esto debe agitarse muy bien el
matraz que contiene la levadura, y tomar una muestra de 0.1 mL que se deposité en un tubo eppendorf
de 1.5 mL y se agrega 0.9 mL de solucidn de azul de metileno (para distinguir células vivas de muertas).
Se llevo a un vortex para lograr homogeneidad de poblacion, disgregando la aglomeracién de células,
para luego hacer la toma con micropipeta para llenar la cdmara de Neubauer y donde se realiz6 el

recuento en microscopio optico 400x (Manual de Précticas de Enologia, 2022).

3.1.2.7 Microfermentaciones

Las microfermentaciones se realizaron por triplicado, para cada uno de los tratamientos con las
diferentes levaduras, en matraces Erlenmeyer estériles de 250 mL como se muestra en la figura 7, con
tapon de algodon y papel de aluminio. Se utilizé un volumen de mosto de 150 mL y se inocularon
1x10E6 células/mL de la levadura correspondiente (Medina et al., 2013).

Las fermentaciones se llevaron a cabo en condiciones semi-anaerobicas a 20°C con una frecuencia de
agitacion de una vez al dia, para desprender el CO2 generado en la reaccion. Por diferencia de masas
se mide la capacidad fermentativa de cada levadura, a partir de la medida de pérdida de CO», generado
a lo largo de la fermentacion alcohdlica. Esto se realiz6 midiendo la masa inicial de cada matraz al
comienzo de la fermentacion y luego una vez al dia hasta lograr una medida de masa estable que indica
la finalizacion de la fermentacion. Al finalizar la fermentacion, se centrifuga el mosto a 12.500 rpm
(Doran, 2013).
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Figura 7. Microfermentaciones con mosto de zarzamora por triplicado para cada una de las levaduras

estudiadas.

3.1.2.8 Acidez total

Se midi6 dicho parametro tanto al mosto inicial como a los fermentos finales segun la técnica detallada
en el Manual de Préacticas de Enologia (2022).

La acidez total es la suma de los &cidos valorables al llevar a la muestra a pH 7 por adicidén de una
solucion alcalina valorada (NaOH 0.1N). ElI CO2 no se incluye en la acidez total. La préctica utiliza el
azul de bromotimol como indicador, pero al ser muy dificil la deteccidn visual del viraje de color, se

realiz valoracion potenciométrica hasta alcanzar un valor de pH=7.

3.2 Determinaciones realizadas a la bebida final fermentada de zarzamora

3.2.1 pH

Se realizd la misma determinacién que la realizada para el mosto.

3.2.2 Acidez Total

Se realiz6 la misma determinacion que la realizada para el mosto.
3.2.3 Acidez volatil

El método utilizado es el descrito en el Manual de Practicas de Enologia (2022). En la figura 8 se
observa el tratamiento de separacion de los acidos volatiles del fermento.
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Figura 8. Determinacidon de acidez volatil mediante destilacion por arrastre de vapor de agua.

3.2.4 Polifenoles totales

La determinacion de polifenoles totales se realizéutilizando el método de Folin-Ciocalteu, segun el
método descrito por Singleton et al. (1999) y posteriormente aplicado en Fernandez et al., (2019) El
método propone el seguimiento de una reaccion de Redox (reduccion /oxidacion) entre los polifenoles
presentes en una muestra y el reactivo de Folin-Ciocalteu. La cuantificacion se realizé utilizando como
patron de referencia el acido galico (curva de calibracion: 0.05 — 1.00 mg/mL). La reaccion Redox se
siguio mediante espectrofotometria UV-Visible a 750 nm, en un lector de placa.

En la placa que se visualiza en la figura 9, se agregaron 10 pL de patron o muestra en cada pocillo (por
triplicado) y 200 pL de solucién de carbonato de sodio al 20%, se esperaron 2 minutos y se
adicionaronn 50 pL de solucién de Folin (1/5). Una vez pasados 30 minutos a oscuridad (para esto
tapamos la placa con papel de aluminio), se midi6 en el lector de placasSpark (Tecan Group Ltd.,
Mannedorf, Suiza). Para la adquisicion y el procesamiento de los datos se empled el software Magellan
Software (Tecan Group Ltd., Mannedorf, Suiza). Los resultados se expresaron como miligramos de

equivalente de acido galico por litro de muestra (mg GAE/L).
Al agregar el carbonato de sodio al 20% a las muestras, se observé un cambio de coloracién a azul

tenue, por lo que se realiz6 un blanco solo con el carbonato de sodio y agua destilada descarbonatada

en lugar del reactivo de Folin. Este blanco se le rest6 al valor medido correspondiente.
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Figura 9. Siembra de muestras para determinacion de polifenoles totales en lector de placas.

3.2.5 Actividad antioxidante

Se utiliz6 el método de ABTS, propuesto por Fernandez et al., (2019). El principio basico del método
consta, de realizar la medida de la capacidad de los antioxidantes de atrapar los radicales cationicos
ABTS-+, formando el complejo reducido ABTS2- (incoloro). Es una reaccion de reduccion/oxidacion
(REDOX) entre los antioxidantes presentes en una muestra y el reactivo de ABTS. La reaccion se
monitorea midiendo la decoloracion de la solucidn, mediante espectrofotometria UV-Vis a 750 nm, en
un lector de placas.

Para la curva de calibracion se prepararon soluciones estandar de Trolox (acido (x)-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico) en concentraciones de 0.25; 0.50; 0.80; 1.00 y 1.50 mM. Las
muestras se diluyeron 1:100 antes del analisis. Los resultados se expresaron como micromoles de

equivalente de Trolox por litro de muestra (umol TE/ L)

3.2.6 Alcohol

Se determino el contenido de alcohol en las muestras obtenidas de bebida fermentada de zarzamora
mediante la utilizacion de HPLC (High-Performance Liquid Chromatography).

Es una técnica de separacion que se basa en una fase estacionaria sélida y una fase movil liquida, en
las que las separaciones ocurren por procesos de particion o intercambio idnico, segun el tipo de fase
estacionaria utilizada en cada técnica. Para este trabajo se utilizé cromatografia de particion en fase
reversa con una fase mavil polar (Suarez et al,. 2018).

Se utilizé un sistema Shimadzu, conectado a un detector de indice de refraccion (RID-10 A). Los
componentes se separaron utilizando una columna SUPELCOGEL C-610H (Supelco) de 30 cm X
7,8mm y 5 um, a 55 °C con H2SO4 5mN como fase mavil, y un flujo de 0,5mL/min. El analisis de los

resultados se realizé en el paquete de software LabSolutions LC (version 5.106).
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Para la curva de calibracion, se realizaron las siguientes diluciones a partir de etanol anhidro 10%, 8%,
4% ,2%, 1%, v/v, con agua Milli- Q como se muestra en la figura 10 y se filtraron con filtros de 0.2
pum, antes de inyectar.

Se realizd una correlacion entre &rea del pico del estandar, tiempo de retencién y concentracion del
mismo. Con estos datos se construy6 una curva de calibracion graficando el area de los patrones en
funcidén de la concentracion de etanol (% v/v). Ver anexo 1, figura 1b. A partir de la ecuacion de la
recta obtenida, se realizo la interpolacidn de las areas correspondientes a las muestras, lo que permitid

determinar la concentracién de etanol presente en cada una de las 9 réplicas mediante HPLC.

= - . - W . e
.wm
)

..

Figura 10. Muestras y estandares filtrados previo a la inyeccion en HPLC.

3.2.7 Azucares y glicerol

Se determind el contenido de fructosa, glucosa y glicerol por HPLC, de manera similar al analisis de
etanol con la diferencia de que las concentraciones de los estandares a utilizar fueron en g/L. Para
glucosa y fructosa las concentraciones de la curva de calibracién fueron 5, 3, 2, 1, 0.5 g/L y para glicerol
10, 6, 3.6, 1.2y 0.5 g/L. Ver anexo 1, figura la.

3.2.8 Color

Primeramente, se realiz6 la medida de color por el método de Gloris como indica el Manual de Préacticas
de Enologia (2022), que consta de medir directamente las absorbancias a 420, 520 y 620 nm. Ver anexo
3. Al observarse que el valor a 520 nm por mas que se utilizan celdas de 0.1cm de paso queda por fuera
de la curva de referencia de absorbancia, se decide utilizar otro método para cuantificar el color rojo a
520 nm. Para esto se utiliz6 el método descrito por Boulton (2001), que permite diluir la muestra 1/10
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en buffer Mc. Llaine pH3.2, lo que es suficiente para que la medida a 520 nm quede comprendida en

el rango con la celda de 0.1cm, para las medidas de 420 y 620 nm se utilizo la celda de 1cm.

3.2.9 Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial fue realizada por un panel de 10 personas semientrenadas, perteneciente al
Area Enologia y Biotecnologia de las Fermentaciones. Cada persona recibié 9 muestras en copa de
cata normalizada segun la norma 1SO 3591, disefiada para garantizar condiciones reproducibles en la
evaluacion. Esta copa, de vidrio fino e incoloro y con forma de tulipa, presenta una altura total de 155
+ 1 mm, un diametro maximo del caliz de 65 + 1 mm, un didmetro de borde de 46 + 1 mm y una altura
del caliz de aproximadamente 100 mm, con una capacidad total cercana a 210-225 mL. El volumen de
servicio recomendado es de no mas de 50 mL. Su disefio, con borde ligeramente cerrado y tallo
definido, favorece la concentracion de compuestos aromaticos y permite una adecuada apreciacion
visual, olfativa y gustativa de la muestra (International Organization for Standardization, 1977).

El panel sensorial recibio unos 30 mL de fermento de zarzamora por copa a 20°C. Las muestras fueron
codificadas con cddigo de 3 digitos elegidos al azar. Como se muestra en la figura 11. Cada evaluador
recibié una boleta de evaluacion (Figura 12) donde debian indicar los descriptores aromaticos que
identificaban para cada una de las muestras. A su vez, se les solicitd que indicaran el nivel de agrado
en una escala de 0 a 9. Estos descriptores fueron seleccionados a partir de lo encontrado en bibliografia
(Jackson, 2014).

Figura 11. Copas de cata conteniendo los diferentes fermentos de zarzamora, para evaluacion sensorial.
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Figura 12. Formulario utilizado para evaluacién sensorial

3.2.10. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de: Acidez total, acidez volatil, ABTS, polifenoles, color, alcohol, glicerol y pH, fueron
analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) de una via, con el objetivo de evaluar diferencias
significativas entre las diferentes levaduras (LT, SC y HV) a lo largo del proceso de fermentacion. Ver anexo 2.
Dichos anélisis fueron realizados en Infostat.

Cuando se detectaron diferencias significativas (p < 0,05), se aplico el test de comparacién maltiple de Fisher

(LSD) para determinar diferencias entre medias.
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4. Resultados vy discusion

4.1 Mosto
4.1.1 Caracterizacion del mosto de zarzamora

Antes del proceso fermentativo, se realizé la caracterizacion fisicoquimica del mosto, cuyos parametros

se detallan en la tabla 3.

Tabla 3. Valores del mosto de partida de zarzamora

Parametro Valor

pH 3.1

Grados Brix ["Bx) 9
Temperatura 22°C

Acidez total 10.48 £ 0.09g H250./L
Nitrogeno disponible 262.5 + 4.4 mg/L
(YAN)
Capacidad antioxidante | 64.93 + 0.58 pmol TE/mL

El mosto de zarzamora presenté un pH bajo (3.10), valor tipico en frutas rojas, lo cual favorece la
estabilidad microbiolédgica durante la fermentacion. El contenido de azUcares iniciales (9 °Bx,) fue
moderado respecto a otros frutos similares pero suficiente como para permitir una fermentacion
alcohdlica suave. La acidez total fue elevada (10.48 g/L en equivalentes de HSO), lo que indicd una
alta presencia de acidos organicos, caracteristica de frutos acidos como la zarzamora y determinante
en el perfil sensorial final de la bebida. Por su parte, el contenido de nitrégeno disponible (YAN: 262.52
mg/L), fue considerado suficiente, ya que lo recomendado es de al menos 140 mgN/L para evitar
fermentaciones lentas o incompletas, especialmente en fermentaciones llevadas a cabo con

Saccharomyces cerevisiae (Henschke y Jiranek, 1993).
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4.1.2 Cinética de fermentacién

Durante la fermentacion, SC presentd una fase exponencial, durante el desarrollo de la fermentacién
alcohdlica, mas rapido, como se observa en la figura 13, alcanzando su méximo valor a los dos dias,
lo que evidencia una rapida adaptacion al medio y una mayor eficiencia inicial en el consumo de
sustrato. En contraste, HV mostr6 un crecimiento mas gradual pero constante, logrando valores
similares a los de SC hacia el dia cinco, lo que sugiere un desarrollo mas sostenido en el tiempo. Por
su parte, LT exhibio un crecimiento intermedio, con un ascenso progresivo hasta el dia cuatro, sin
incrementos abruptos, lo que podria reflejar un metabolismo mas lento y una capacidad fermentativa
relativamente menor respecto a las otras dos levaduras. A partir del cuarto dia, las tres cepas alcanzaron

una meseta, indicando la finalizacion de la fermentacion.
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Figura 13. Curva del proceso fermentativo de las 3 levaduras.

27



Proyecto de grado. Licenciatura en Quimica Carolina Nufez Mendoza

4.2 Fermentos

4.2.1 Acidez total

En los resultados obtenidos para acidez total, se observo diferencias significativas segun el
microorganismo empleado, como se muestra en la tabla 4. SC mostro los valores mas altos de acidez
total, con un promedio de 10.16 g/L, manteniendo un pH bajo (3.28). Este comportamiento es
caracteristico de esta levadura, que en condiciones normales tiende a conservar o incluso aumentar la

acidez durante la fermentacion, especialmente al producir acidos organicos como succinico y acético.

Por otro lado, LT present6 un comportamiento intermedio, con una acidez total media de 9.97 g/L y un
pH ligeramente mas elevado (3.33). Esta levadura es conocida por su elevada capacidad de producir
acido lactico, pero en este caso no se observé un aumento de la acidez total ni una disminucion marcada
del pH, lo que podria deberse a la alta acidez inicial del mosto o0 a una menor expresion de la via lactica

bajo las condiciones ensayadas (Benito et al., 2021).

En contraste, HV mostr6 la acidez total mas baja (9.30 g/L) y el pH mas alto (3.37) entre todas las
cepas. Esto indica una menor acidificacion del medio, posiblemente por menor produccion de acidos
durante la fermentacidn o por un consumo parcial de acidos presentes en el mosto. Este patrén coincide
con lo reportado en la literatura, donde HV se asocia a fermentaciones mas suaves y perfiles

organolépticos mas frutales, con menor perfil &cido (Medina et al., 2023).

Tabla 4. Valores promedio de acidez total y pH para las 3 levaduras. LSD Fisher, as 0.05. Letras diferentes

indican diferencias significativas entre las muestras. Ver anexo 2ay 2b.

Levadura Acidez total pH
HV 9.37+0.58° 3.37+0.03°
LT 9.98+0.17°" 3.3340.03%
SC 10.16+0.15° 3.28+0.02°

4.2.2 Acidez volatil

La acidez volatil (AV) es un parametro critico en la evaluacion de la calidad microbioldgica y sensorial
de los fermentos. En general, se asocia principalmente a la presencia de acido acético, un metabolito
que en concentraciones elevadas, puede originar defectos aroméaticos como el olor avinagrado o
disolvente (acetato de etilo) (Jackson, 2014). Los valores normales en fermentaciones frutales varian,
pero concentraciones por encima de 0.5 g H>SO4/L (equivalente a ~0.83 g/L de 4cido acético) pueden

considerarse indicativas de desviaciones fermentativas (Ribéreau-Gayon et al., 2006).

28



Proyecto de grado. Licenciatura en Quimica Carolina Nufez Mendoza

En este estudio, todos los valores se mantuvieron muy por debajo del umbral de defecto, oscilando
entre 0.25 y 0.3167 g H.SO4/L, como se muestra en la tabla 5, lo cual indica una fermentacion sana y
controlada, sin evidencia significativa de contaminacion por bacterias acéticas y/o levaduras

indeseadas.

Tabla 5. Valores promedio de acidez volatil para las 3 levaduras, LSD Fisher, a< 0.05.

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras. Ver anexo 2c.

Levadura | Acidez volatil gH2504/L
LT 0.295+0.018"
HV 0.290+0.012°
5C 0.249 +0.007°

Por su parte, el promedio de las levaduras SC se destacé por presentar el menor valor de acidez volatil
(0.249¢/L) y el valor de pH mas bajo (3.28). Esta combinacién podria estar relacionada con un mayor
control en la produccién de metabolitos secundarios, lo que convierte a esta cepa de SC en la mas

estable desde el punto de vista microbioldgico.

Las levaduras LT presentaron valores absolutos mas altos de acidez volatil (0.295 g/L) y un pH de
(3.33).

Las fermentaciones con la levadura HV, mostraron valores de acidez volatil similares a los obtenidos
con LT (0.290g/L) , pero con un pH ligeramente mas alto (3.37). Esta condicion podria favorecer una
mayor actividad microbiana si no se controla adecuadamente. De hecho, durante la fermentacion se
observo la apariciéon de un halo blanco en superficie que sugiere algun grado de contaminacion. Sin
embargo, este fendmeno no se tradujo en defectos sensoriales significativos al momento de la

evaluacion organoléptica.

En cuanto a la relacion entre pH y acidez volatil, no se observo una correlacion directa. No obstante,
se destacé que los fermentos con menor pH (como SC) coincidieron con los niveles mas bajos de acidez
volatil, lo que resulta esperable dado que un ambiente mas &cido inhibe el crecimiento de
microorganismos productores de &cido acético (Ribéreau-Gayon et al., 2006). En general, todos los
fermentos presentaron niveles seguros y aceptables de acidez volatil, lo que refleja un proceso
fermentativo bien controlado. La levadura SC podria considerarse como la que tuvo una mayor
estabilidad microbioldgica. Estos resultados refuerzan la eleccion de levaduras Saccharomyces como

las mas adecuadas para obtener fermentos estables y con menor riesgo de desviaciones.
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4.2.3 Polifenoles totales por Folin-Ciocalteu

Al analizar el comportamiento segun el tipo de levadura, se observaron diferencias significativas en
polifenoles totales. Ver tabla 6. La cepa HV mostro el valor mas elevados de polifenoles (3.61 mg
GAE/mL), lo que puede atribuirse a su capacidad para liberar compuestos fendlicos a partir de
precursores glicosilados gracias a su actividad B-glucosidasa (Manzanares et al., 2000). Por su parte,
la levadura SC presento niveles intermedios (3.44 mg GAE/mL), en concordancia con su reconocida
eficiencia fermentativa. Finalmente, la levadura LT registrd la menor concentracion (2.11 mg
GAE/mL), lo cual podria estar vinculado a una menor accién enzimtica extracelular o a una

interaccion menos efectiva con la matriz frutal (Morata et al., 2019).

Tabla 6. Valores promedio de polifenoles totales para las 3 levaduras evaluadas. LSD Fisher, a< 0.05. Letras

diferentes indican diferencias significativas entre las muestras. Ver anexo 2d.

Polifenoles totales (mg GAE/mL)

Levadura Promedio
HV 3.61+0.39°"
LT 2.11+0.23°
SC 3.4440.49°

Desde el punto de vista fisicogquimico y sensorial , las bebidas fermentadas con mayor contenido
fenodlico como HV y SC probablemente exhiban un color mas intenso, mayor cuerpo y la presencia de

notas sensoriales mas complejas, tales como una ligera astringencia 0 un amargor suave.
4.2.4 Capacidad antioxidante de bebidas fermentadas de zarzamora por el método ABTS

La fermentacion con levaduras provocd un aumento significativo en la capacidad antioxidante de las
bebidas, en comparacion con el mosto sin fermentar (64.93 umol/mL (tabla 3)). Esto puede atribuirse,
segun literatura pertinente a la accion de enzimas como las B-glucosidasas producidas por las levaduras,
que liberan compuestos fendlicos conjugados y aumentan la reactividad antioxidante (Zhao et al.,
2021).

La metodologia ABTS permitio cuantificar con precision el efecto de la fermentacion sobre la
capacidad antioxidante de las bebidas de zarzamora. Se observaron diferencias entre los tratamientos,
donde SC presentd los valores mas altos de capacidad antioxidante (107.6 pmol TE/mL), siendo
significativamente mayor que HV (94.3 umol TE/mL). Por su parte, LT (101.4 pmol TE/mL) mostrd

valores intermedios, sin diferencias significativas respecto a HV ni a SC. Ver tabla 7.
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Tabla 7. Valores promedio de capacidad antioxidante por ABTS para las 3 levaduras evaluadas. LSD Fisher,

a< 0.05. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras. Ver anexo 2e.

Capacidad antioxidante
Levadura
en pmol TE/mL
HV 594.3+8.5"°
LT 101.4+4.5%
5C 107.6+6.4 "

4.2.5 Azlcares

Los azUcares fructosa y glucosa no fueron detectables en el HPLC, por lo que se puede inferir que estos
dos azucares fueron fermentados en su totalidad en las microfermentaciones realizadas por las 3
diferentes levaduras. El valor inicial de aztcares fue 9° Brix, suficientemente bajo como, por lo que es

razonable este resultado.

4.2.6 Alcohol
Las 3 levaduras estadisticamente no fueron diferentes con respecto a la generacion de alcohol. Ver

tabla 8. Igualmente se realiza una discusion en base a los valores absolutos de cada levadura.

En el presente estudio, SC presentd la mayor produccién de etanol, lo cual es consistente con su
fisiologia, ya que se trata de una levadura altamente eficiente, con elevada tolerancia alcohdlica y
comunmente utilizada para llevar a cabo fermentaciones completas (Walker and Stuart, 2016). LT, si
bien también alcanzé niveles significativos de etanol, mostr6 un rendimiento ligeramente menor, lo
cual concuerda con su metabolismo caracteristico que combina la produccion de etanol con la sintesis
de &cido lactico, desviando parte del carbono disponible hacia rutas no etandlicas (Benito, 2019). Por
su parte, HV registrd la menor produccidn, en concordancia con su rol enolégico méas enfocado en el
aporte aromatico particularmente ésteres y compuestos florales que en la generacién de etanol, debido
a su menor capacidad fermentativa en comparacién con SC y su sensibilidad a concentraciones
elevadas del mismo (Martin, 2016). En conjunto, los resultados muestran que SC fue la levadura mas
eficiente en la conversion de azUcares a etanol, LT presentd un desempefio intermedio vinculado a su
perfil fermentativo mixto, y HV se destacdé mas por su contribucion sensorial que por su rendimiento

alcohélico.
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Tabla 8. Valores medios de alcohol para las 3 levaduras, medidos en HPLC. LSD Fisher, a< 0.05. Letras

diferentes indican diferencias significativas entre las muestras. Ver anexo 2g.

Levadura %ov/v alcohol
HV 2.88+0.54°
LT 3.02+0.13°
SC 3.11+0.16 *

4.2.7 Glicerol

Los valores de glicerol de las distintas fermentaciones no fueron significativamente diferentes entre si.
Ver tabla 9. A su vez, el rango medido en las bebidas obtenidas estuvo entre 2.75 - 3.14g/L,
encontrandose por debajo del nivel de percepcién sensorial, (5g/L). De todas maneras la presencia de
glicerol en los fermentados puede aportar sutilmente a la redondez en boca (Liu et al., 2018).

Tabla 9. Valores medios de glicerol para las 3 levaduras. LSD Fisher, a< 0.05. Letras diferentes indican

diferencias significativas entre las muestras. Ver anexo 2f.

Glicerol g/L
Levadura Media
HY 2.75+0.35°
LT 3.14+0.20°
5C 2.37+0.12°

4.2.8 Color

El color de los fermentados de zarzamora esta fuertemente influenciado por el contenido y estado de

los antocianos, ademas del pH, la acidez y las interacciones con otros compuestos fenolicos (Jackson,
2014).

La absorbancia en 520 nm es la mas representativa del color rojo-violaceo tipico de las frutas del
bosque, mientras que las longitudes de 420 y 620 nm indican la presencia de pigmentos oxidados

(amarillos) o tonos mas azulados, respectivamente (Boulton, 2001).
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En los tres fermentados el color rojo fue un orden mayor con respecto al amarillo y azul. Esto se pudo
verificar a simple vista en el analisis sensorial. Los fermentados asi como el mismo mosto eran de un

rojo intenso.

Fermentaciones hechas con levaduras SC, presentaron las mayores absorbancias a 520 nm, indicando
una mejor extraccion y/o conservacion del color rojo. Ver tabla 10. También mostraron valores altos
a 420 nm, lo que puede estar asociado a una mayor oxidacion de antocianinas o mayor contenido
fendlico total.

Las fermentaciones obtenidas con LT mostraron valores similares a SC en 420 y 520 nm, aunque
levemente menores. Esto podria deberse a su menor produccion de etanol, lo que reduce la
solubilidad de pigmentos, o a su capacidad de acidificar el medio (Benito et al., 2016). Ver tabla 10.
Las fermentaciones con HV, tuvieron los valores mas bajos de absorbancia, especialmente a 520 nm.
Esto puede relacionarse con menor poder fermentativo, y/o produccion de metabolitos que degradan
o modifican el color (Jolly et al., 2014).

Tabla 10. Valores medios absorbancia a 420, 520 y 620 para las 3 levaduras por dilucion de Mc Llaine 1/10.
Ver anexo 3a 'y 3b. LSD Fisher, a< 0.05. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las

muestras. Ver anexo 2h.

Levadura A420nm £20nm 620nm Intensidad Tonalidad
Colorante
HV 0.78 + 0.04° 1.87 +0.12° 0.068+ 0.003° 2.72 0.42
LT 0.91+0.05" 2.24+0.11° 0.089+0.017"° 3.24 0.41
5C 0.91 +0.02" 2.20+0.05" 0.076 + 0.001* 3.28 0.4

4.2.9 Analisis sensorial

Se evaluaron un total de nueve muestras, correspondientes a tres tratamientos fermentativos (tres
levaduras diferentes) analizados por triplicado, mediante un panel compuesto por diez evaluadores
semientrenados, segun lo descrito en el punto 3.2.9.

De los descriptores presentados a los evaluadores, el descriptor “Frutos Rojos” fue el mas
frecuentemente citado, registrando 78 menciones en total, lo que lo posiciona como el atributo
aromatico predominante y mas representativo del perfil sensorial de las muestras. Ver tabla 11. Este
descriptor se asocia directamente con el caracter varietal propio del fruto utilizado (Duarte et al.,
2010).
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Por su parte, los descriptores “Membrillo”, “Citrico” y “Tropicales” se presentaron con frecuencia

Carolina Nufiez Mendoza

intermedia, contribuyendo a la complejidad aromatica general, aunque con menor intensidad relativa

respecto al descriptor principal.

Tabla 11. Frecuencia de mencién de cada uno de los descriptores en funcion del tipo de levadura.

Descriptor LT HV SC
Frutos Rojos 20 21 19
Membirillo 8 12 9
Rosas 3 4 4
Violetas 2 6 1
Ciruelas 5 6 4
Citrico 6 8 8
Tropicales 4 6 5
Pasas 1 3 1
Herbaceo 6 6 4
Extrafio 2 6 4
Defectuoso 3 2 4
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En general, todos los fermentos presentaron alta incidencia del descriptor “frutos rojos” (Ver figura
14), lo cual es consistente con el caracter intrinseco de la zarzamora como materia prima. Sin embargo,

se observd matices en la expresion de otros aromas secundarios.

o
HV
—— SC

Perfil sensorial por tipo de levadura
Violetas

“r “7105 Rojos

/
/

Herbaceo

Figura 14. Diagrama tipo radar (spider chart) que muestra el perfil sensorial de las tres levaduras (LT, HV y

SC) segun la frecuencia de mencidn de cada descriptor.

Las fermentaciones con HV fueron las que mostraron mayor diversidad y riqueza aromatica, con
frecuencias superiores en descriptores como membrillo (12), violetas (6), citricos (8) y tropicales (6).
Esta mayor amplitud coincide con la literatura, donde HV se asocia a una mayor liberacion de ésteres
y compuestos terpenicos que intensifican aromas florales y frutales complejos (Viana et al., 2009).
También se registro en HV la mayor frecuencia de menciones de “extrafio” (6), lo que podria indicar
la aparicion de notas inusuales o atipicas que pueden ser producto de contaminacion en el fermento.
Por su parte, SC presentd un perfil mas equilibrado, con frecuencias intermedias en la mayoria de los
descriptores. Destacan valores similares a HV en citricos (8) y un ligero predominio de rosas (4) y
herbaceo (4). Sin embargo, también se reportaron mas menciones de defectuoso (4) en comparacion
con HV (2), lo que podria asociarse a fermentaciones mas rapidas, con formacion de compuestos
indeseables en ciertos tratamientos. Esto coincide con lo descrito por Swiegers et al. (2005), donde las
fermentaciones dominadas por SC tienden a ser mas consistentes pero menos complejas en términos

aromaticos.
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En el caso de LT, los resultados mostraron menor diversidad de descriptores. Si bien se mantuvo alta
la mencion de frutos rojos (20), otros atributos se presentaron en frecuencias mas bajas, como
membrillo (8), violetas (2) y tropicales (4). Esta menor amplitud sensorial puede estar relacionada con
el metabolismo particular de LT, caracterizado por un mayor aporte a la acidez (a través de la
produccion de acido lactico) que a la complejidad aromética (Morata et al., 2018). No obstante, es
interesante que LT presentd menor frecuencia de menciones negativas como extrafio (2) y defectuoso
(3) respecto a SC, lo que sugiere fermentaciones mas limpias, que pueden deberse a su bajo pH, aungue

son menos expresivas en el plano aromatico.

En conjunto, los resultados confirman una vez mas que la eleccion de levadura impacta
significativamente en el perfil sensorial de los fermentados de zarzamora. Mientras que HV potencia
la complejidad aromatica (particularmente en notas florales y frutales exéticas), SC asegura un perfil
equilibrado, aungque con mayor riesgo de aparicion de defectos, y LT aporta aromas méas simples, pero

con fermentaciones mas estables y limpias.

5. Conclusiones

El presente trabajo demostré que la zarzamora (Rubus spp.) constituye una materia prima viable para
la elaboracion de bebidas fermentadas, aportando caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales que la
posicionan como una alternativa atractiva frente a otras frutas utilizadas tradicionalmente en nuestro
pais. EI mosto inicial presenté condiciones adecuadas para una fermentacion sana, con un pH bajo,

azucares moderados, acidez elevada y un nivel de nitrogeno disponible en el rango 6ptimo.

Los resultados evidenciaron que la eleccion de la levadura es un factor determinante en el perfil final
de la bebida. Saccharomyces cerevisiae se destaco por su estabilidad fermentativa, confirmando su rol
como la levadura més eficiente en la conversion de azlcares. Lachancea thermotolerans mostro un
rendimiento intermedio, contribuyendo ademas a la acidez del producto, mientras que Hanseniaspora
vineae presentd una menor capacidad fermentativa, pero enriquecio la complejidad aromatica y

sensorial de los fermentos.

En relacion con los metabolitos secundarios, el glicerol no mostr6é diferencias significativas entre
tratamientos, mientras que los contenidos fendlicos y la capacidad antioxidante confirmaron el
potencial de la zarzamora como fuente de compuestos bioactivos. Sensorialmente, se observaron
perfiles diferenciados: HV con mayor diversidad aromatica, SC con equilibrio general y LT con

fermentaciones limpias aungue menos expresivas.
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No obstante, la elevada acidez de las bebidas obtenidas constituye una limitacion para su consumo
directo. Por esta razon, se sugiere su utilizacién en mezclas para cocteleria o bien su correccion
mediante la adicion controlada de azUcares, lo que permitiria obtener un producto final mas equilibrado

y aceptable para el consumidor.

En conjunto, los resultados permiten concluir que la zarzamora es una fruta promisoria para el
desarrollo de bebidas fermentadas diferenciadas. La seleccidon de levaduras no-Saccharomyces, en
combinacion con SC, puede ser una estrategia interesante para potenciar la complejidad sensorial y el

valor agregado del producto final.

Tutores a cargo del proyecto: Dra.Valentina Martin, Dra.Karina Medina.
Montevideo, Uruguay. junio del 2023. Facultad de Quimica, UDELAR.
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7. Anexo

Anexo 1. Curvas HPLC para glicerol, alcohol y azticares
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Figura l1a. Curva de glicerol por HPLC para interpolacion de datos
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Figura 1b. Curva de etanol por HPLC para interpolacion de datos
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Figura 1c. Curva de fructosa por HPLC para interpolacion de datos
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Anexo 2. Analisis de varianzas en bebidas fermentadas

Analisis de la varianza

Variable N E= E= Rj LCW
Acidez total 9 0.55% 0.45 3.85

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CM F p-valor

Modelo 1.22 2 0.61 4.25 0.0707
Levadura 1.22 2 0.&1 4.25 0.0707
Error 0.86 & 0.14

Total 2.07 8

Tebt:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.75547
Error: 0.1430 gl: &

Levadura Medias n E.E.

HV 9.31 3 0.22 A

LT 9.97 3 0.22 A B
5C 10.16 3 0.22 B

Medias con uma letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Figura anexo 2a. Acidez total

Analisis de la wvarianza

Variable N Rf R® Aj CV
pH AT 9 0.77 0.69 0.77

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
HModelo o.01 2 0.01 .97 0.0124
Levadura o.01 2 0.01 5.97 0.0124
Error 3.9E-03 & 6.6E-04
Total 0.02 &8

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=0.05115
Error: 0.0007 gl: &
Levadura Medias n E.E.

5C 3.28 3 0.01 &
LT 3.33 3 0.01 A B
HV 3.37 3 0.01 B

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Figura anexo 2b. pH
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Analisis de la varianza

Variable N E= E= &j CV
Acidez wolatil 9 0.81 0.74 4.50

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. S gl CH F p—valor

Modelo 4.0E-03 2 2.0E-03 12.e0 0.0071
Levadura 4.0E-03 2 2.0E-03 12.60 0.0071
Error 9.4E-04 & 1.6E-04

Total 4.9E-03 8

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=0.02502
Error: Q.0002 gl: &
Levadura Mediazs n E.E.

5C 0.25% 3 0.01 &
HV 0.29 3 0.01 B
LT 0.30 3 0.01 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.08)

Figura anexo 2c. Acidez volatil

Analisis de la wvarianza

Variable H E= R® k3 LCW
polifencles 9 0.82 0.76 12.69

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. sC gl CH F p—-valor
Modelo 4,05 2 2.03 13.50 0.00&80
Levadura 4.05 2 2.03 13.50 0.00&80
Error 0.%90 & 0.15
Total 4,95 8

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=0.T77392
Error: 0.1501 gl: &

Levadura Medias n E.E.

LT 2.11 3 0.22 &

sC 3.44 3 0.22 B
HV 3.61 3 0,22 B

Medias con una letra comuin no son significativaments difersntss (p » 0.05)

Figura anexo 2d. Polifenoles

47



Proyecto de grado. Licenciatura en Quimica Carolina Nufiez

Analisis de la varianza

Variable N

E* ER® &3 CW

ABTS

o

0.50 0.34 6.56

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. sC gl CcH F p-valor
Modelo 266.13 2 133.07 3.03 0.1234
Levadura 266.13 2 133.07 3.03 0.1234
Error 2 g4 & 43.97
Total 529.98 8§

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=13.24859
Error: 42.9738 gl: &

Levadura Medias n E.E.

5C 94.26 3 3.83 L
LT 101.43 3 3.83 A B
HV 107.57 3 3.83 B

Medias con una letra comin no son significativamentes diferentes

Figura anexo 2e. ABTS

Analisis de la varianza

Variable N

E®= ER® A3 CW

Glicerol

9 0.47 0.25% 11.56

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl ©CM F p-valor
Modelo 0.55 2 0.28 2.63 0.1510
Levadura 0.55 2 0.28 2.63 0.1510
Error 0.63 & 0.11
Total 1.19 §

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=0.64837
Error: 0.10583 gl: &
Levadura Medias n E.E.

LT
HYV
SC

[FET O% I 6

.54 3 0.1% &
.75 3 0.1% &
.14 3 0.15% &

Medias con una

letra comin no son significativamente diferentes

Figura anexo 2f. Glicerol

Mendoza

fp > 0.05)

(p = 0.05)
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Analisis

Variable

Carolina Nufiez Mendoza

de la varianza

N E®= E® Aj CW

Alcohol

9 0.12 0.00 11.0&

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S5C gl CM F p-valor
Modelo 0.09 2 0.04 0.40 0O.e88%
Levadura 0.09%9 2 0.04 0.40 0O.688%
Error 0.66 & 0.11
Total 0.75 8
Test:L5SD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.66388
Error: 0.1104 gl: &

Levadura Medias n E.E

HV 2.87 3 0.1% A
5C 3.02 3 0.1% &
LT 3.11 3 0.15% &

Msdias con una letra comin no son significativamente diferenktes (p > 0.0E5)

Figura anexo 2g. Alcohol

Analisis de la varianza
Variakble N E= E® Lj v
L4z20 9 0.81 0.75 4.21

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo 0.03 2 0.02 12.71 0.0070
Levadura 0.03 2 g.02 12.71 0.0070
Error 0.01 & 1.3E-03
Total 0.04 &

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=0.07270
Error: 0.0013 gl: &

Levadura Medias n E.E.

HV 0.78 3 0.02 A

LT 0.80 3 0.02 B

sC 0.81 3 0.02 B

Medias con

una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.08)

Figura anexo 2h.1 Color
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Analisis de la wvarianza

Variable N E= ER= Aj LCWV
RS20 9 0.85 0.30 4.51

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S5C gl CM F p—-valor
Modelo 0.32 2 0.1e 17.30 0.0032
Levadura 0.32 2 0.1 17.30 0.0032
Error 0.0 & 0.01
Total 0.37 8

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=0.19200
Error: Q.0082 gl: &
Levadura Medias n E.E.

HV 1.87 3 0.0 A

LT 2.24 3 0.08 B

5 2.29 3 0.08 B

Msdias con una lektra comiin no son sigrificativamente diferentes (p = 0.05)

Figura anexo 2h2. Color

Analisis de la wvarianza

Variable N E= E= Ahj CW
AgZ0 89 0.52 0.36 12.82

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. =] gl CH F p—-valor
Modelo &.5E-04 2 3,3E-04 3.28 0.108%9
Levadura &€.5E-04 2 3.3E-04 3.28 0.,108%
Error &.0E-04 & 1.0E-04
Total 1.3E-03 &

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=0.01%93
Error: Q.0001 gl: &
Levadura Medias n E.E.

HWV 0.07 3 0.01 A
5C 0.08 3 0.01 A B
LT 0.0% 3 0.01 B

Medias con una letra comuin no son significativaments difersntss (p » 0.05)

Figura anexo 2h3 Color
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Anexo 3. Todos los valores de colorimetria, por método de Glories y MCL laine

Carolina Nufiez Mendoza

Tabla 3a. Medidas de absorbancia para cada tratamiento con la dilucién McLaine con celda de 1cm de

aso.

MEDIDAS DE ABSORBANCIA CON DILUCION DE MCLLAINE CON CELDAS DE 1CM

LEVADURA 420 nm 620 nm
LT1 0.9398 0.1019
LT2 0.9222 0.0953
LT3 0.8517 0.0698
HV1 0.75 0.0704
HV2 0.7596 0.0648
HV3 0.8223 0.0698
SC1 0.9042 0.0747
SC2 0.8966 0.0763
SC3 0.9274 0.0774

Tabla 3b. Medidas de absobancia para cada tratamiento

con dilucién McLane en celda de 0.1 cm de paso.

MEDIDAS DE ABSORBANCIA CON DILUCION
DE MCLLAINE CON CELDAS DE 0.1CM
LEVADURA 520 nm
LT1 0.2343
LT2 0.2235
LT3 0.2130
HV1 0.1780
HV2 0.1820
HV3 0.2000
SC1 0.2266
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MEDIDAS DE ABSORBANCIA CON DILUCION
DE MCLLAINE CON CELDAS DE 0.1CM
LEVADURA 520 nm
LT1 0.2343
LT2 0.2235
SC2 0.2257
SC3 0.2350
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