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Resumen

A lo largo de dos campafas consecutivas, el equipo de la Unidad de Sidras del Centro de
Experimentacion Agraria de Villaviciosa ha realizado muestreos periodicos en distintos lagares de
la region. Los resultados del trabajo ponen de manifiesto que la calidad de la sidra esta
estrechamente relacionada con lo microbiologia del proceso fermentativo y a su vez con la
tecnologia e higiene invertidas en el proceso de elaboracion. Es, por tanto, claro la necesidad de
un control microbioldgico estricto que permita el seguimiento de aquellos parametros bioquimicos
con repercusion clara en las propiedades organolépticas. En la flora zimoldgica, [as diferencias
més claras entre lagares se encontraron en los mostos, debido a la heterogeneidad de las
levaduras poco fermentativas aportadas por la manzana y los utensilios de bodega.

La transformacion maloléctica se ha mostrado como un fenémeno extendido en Sidra
Natural Asturiana ya que tuvo lugar en todos los casos estudiados. Aunque en principio, el
fenémeno parece favorable, no hay que perder de vista a sus responsables, las bacterial lacticas,
ya que también son responsables de un gran numero de alteraciones como el ahilado o «file)),
picado lactico etc.

En todos los lagares se encontr6 una elevada proporcion de flora acética que puede
constituir una fuente de problemas para el productor. Finalmente, se ha detectado la existencia de
picado lactico y acético en las sidras estudiadas, en especial, en la fase de maduracion.

(1) Esta publicacién es una version divulgativa de la aparecida en la revista Alimentaria: abril,
1991. pp. 63-69.



Introduccién

La actividad de los distintos grupos de microorganismos presentes en el transcurso de la
fabricacion de la sidra natural asturiana -levaduras, bacterias lacticas y bacterias acéticas resulta
hoy dia incontrolada y practicamente desconocida.

En el metabolismo fundamental de las levaduras, es decir, en la transformacion de los
azocares mayoritarios del mosto (fructosa, glucosa y sacarosa) en alcohol etilico y didxido de
carbono a través de la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas, hay que tener en cuenta otros efectos
adicionales como son la acumulacion de acido pirdvico que favorece a otros microorganismos, los
cuales lo desvian a productos distintos del etanol y diéxido de carbono. Ademas, las levaduras
son capaces de producir por rutas alterativas distintos acidos organicos que van a variar la
composicion de la sidra. Entre los mas destacables se encuentra el &cido malico que en
ocasiones aparece en mas de un 50% por accion de las levaduras), el lactico (tanto el isbmero
L(+)Lactico como el D(-)-Lactico), succinico (la cantidad de acido succinico producido se
incrementa con el pH y con la fuente de nitrogeno), fumarico, derivados del acido 2-5
hidroxibutirico y mono, di y trigalacturdnico, producidos estos tres dltimos como consecuencia de
la ruptura de las pectinas. En fermentaciones libres se encontr6 (Beech & Davenport, 1970) que
el 90% del incremento de la acidez no volatil se debia a la formacion de acido succinico y el 10%
restante a &cido lactico.

La cantidad de alcoholes superiores en sidras varia con la composicion de la flora de
levaduras, con el tratamiento realizado al mosto y con [as condiciones de fermentacion, asi, por
ejemplo, existe una estrecha relacion entre el contenido de los alcoholes superiores, el nitrgeno
y el pH; igualmente la presencia de particulas de pulpa en suspensién aumenta la concentracion
de alcoholes superiores. En cuanto a la temperatura, Beech (1972), sitGa el mngo dptimo entre
15-25°C.

Asi mismo, la levadura Kloeckera apiculata causa una depresion en la concentracion de
alcoholes superiores producidos por levaduras fermentativas del género Saccharomyces, e
incrementa la concentracion final de piruvato.

Las bacterias lacticas estan adaptadas a vivir en las condiciones de anaerobiosis de la
fermentacion. Son microaerofilas, pueden utilizar azocares residuales y parecen ser capaces de
establecer una estrecha competencia con las levaduras. Su actividad mas relevante en el proceso
de elaboracion de la sidra natural es la denominada transformacién malolactica que consiste en la
descarboxilacion del acido mélico a &cido lactico, provocando una reduccion de la acidez fija. Las
bacterias lacticas heterofermentativas producen varios productos finales a partir de la glucosa,
fundamentalmente acido lactico, didxido de carbono y alcohol etilico, aunque se puede formar
acido acético en vez de etanol si existe en el medio un aceptor de hidrégeno (picado lactico). La
actividad malolactica puede retardarse por accion de las levaduras y el grado de retardo depende
de la levadura.

Ciertas especies de Lactobacillus homo y heterofermentativos y también unas pocas
pertenecientes a Leuconostoc pueden metabolizar acidos fendlicos, quimico y siquimico.



Generalmente esto tiene lugar durante el almacenamiento, después de que el acido malico ha
sido transformado a acido lactico.

Las bacterias lacticas son igualmente capaces de producir diacetilo, presentando la
capacidad de reducirlo a acetoina, especialmente distintas especies de lactobacilos y cocos
heterofermentativos, que utilizan el &cido piravico y el citrico como sustratos. El tipo exacto de
acido producido por las bacterias lacticas depende entre otros factores del pH.

Podria parecer que debido al caracter fundamental mente aerobio de las bacterias
acéticas, éstas no serian capaces de sobrevivir a las condiciones fuertemente anaerobias de la
fermentacion. Sin embargo, estos microorganismos se desarrollan antes de comenzar la
fermentacion y después permanecen hasta el cese de ésta para volver a multiplicarse en cuanto
las condiciones lo permiten.

Si se clan las condiciones favorables para que crezcan las bacterias acéticas, éstas
pueden convertir el sorbitol (azlcar-alcohol infermentable por levaduras y mayoritario en mosto
de manzana), a sorbosa y eventualmente a 5cetofructosa (Carr y Whiting, 1971). Son capaces
de obtener también 5ceto fructosa de forma cuantitativamente importante a partir del azGcar mas
abundante del mosto de manzana, la fructosa.

La actividad més conocida, sin embargo, de las bacterias acéticas es la de consumir
etanol como fuente de energia produciendo acetaldehido y acido acético (picado acético).

El objeto de este trabajo ha sido estudiar de un modo simultaneo y comparado
determinados parametros microbiolégicos y bioquimicos a lo largo del proceso de fabricacion de
la Sidra Natural en diversos lagares del Principado de Asturias.

Material Métodos

Se tomaron muestras de tres lagares de la region durante dos campafias consecutivas,
realizando el seguimiento de dos toneles de cada lagar. Las muestras se tomaron en ocho
momentos que consideramos claves en el proceso de fabricacion: 1- mosto al llenar el tonel, 2
después de la defecacion, 3 en la fermentacion tumultuosa, 4- al inicio de la fermentacion lenta,
5- final de la fermentacion lenta, 6 transformacién malolactica, 7- maduracion, & tres meses
después de efectuarse el embotellado.

Andlisis microbiolégico: la valoracién cuantitativa de cada uno de los tres
microorganismos se realiza mediante diluciones decimales seriadas en agua de peptona y
posterior siembra en medios selectivos.

Para los recuentos de levaduras se utiliza el medio de Wickerham (Wickerham, 1951), al
que se le afiadié 25 ppm de penicilina y 100 ppm de estreptomicina. El periodo de incubacion de
las placas fue de 48-72 horas.



Para las bacterial lacticas se utiliza medio base de zumo de manzana con diversas sales
minerales y factores de crecimiento. Se suplementa con 50 ppm de pimaricina. Las placas se
incubaron en jarras de anaerobiosis durante 5 dias.

En el caso de las bacterial acéticas se emplea medio base de zumo de manzana, extracto
de levadura y agar a pH 4.8. A este medio se le suplementa con 50 ppm de pimaricina y 25 ppm de
penicilina. Las placas se incubaron de 3-5 dias.

En todos los casos la temperatura de incubacion fue de 28°C. Los recuentos se realizaron
por duplicado en aquellas placas en las que se observa el crecimiento de un n° de UFC/ml
estadisticamente aceptable (30-300), multiplicando posteriormente este numero por el factor de
dilucion.

Las levaduras fueron identificadas siguiendo los esquemas y procedimientos de Kreger-
Van Rij (Kreger-Van Rij, 1984). Estos se basan en caracteres morfologicos, bioquimicos y
reproductivos (reproduccion sexual y asexual).

Las bacterias lacticas se identificaron utilizando el método comercial Api 50 CHL para los
ensayos de comportamiento frente a distintos compuestos de carbono, asi como por sus
caracteristicas morfologicas y su comportamiento homo-heterofermentativo.

Por ultimo, las bacterial acéticas se identificaron empleando los criterios del Bergey'Manual
(Ley y col., 1984).

Analisis de parametros fisico-quimicos: La determinacion del grado alcohdlico, la densidad,
la acidez total y la acidez volatil se realiza segun los métodos oficiales del Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacion (1986).

Las determinaciones de los &cidos acético, malico, Llactico y Dlactico se llevd a cabo

utilizando las pruebas enzimaticos de Boehringer Manheim (Bergmryer, 1974).

Resultados v discusion

En el primer afio (campafia 87-88) se tomaron muestras de tres lagares colaboradores, en
la campafia 88-89 (segundo afo) se repitieron los muestreos en los tres lagares del afio anterior y
se introdujo uno nuevo.

Es ldgico observar en las gréficas (figura 1) una estrecha relacion entre las curvas de
evolucion del grado alcohdlico y la poblacion de levaduras. El incremento alcohélico mas especta-
cular, es decir, la pendiente mas pronunciada, coincide con el tiempo en que las levaduras se
encuentran en su fase de crecimiento exponencial. Dependiendo del momento en que se haya
realizado el primer muestreo en el lagar esta pendiente se observa mas o menos clara en la curva.
Posteriormente el incremento alcohdlico se ralentiza coincidiendo con la fase estacionaria de las
levaduras hasta que la pendiente de la curva llega a ser practicamente cero (se observa como



es casi paralela al eje de abcisas). La fase estacionaria de la poblacion levaduriforme puede ser
provocada tanto por la acumulacion de productos inhibitorios (acido octanoico, hexanoico y
dacanoico) como por la deficiencia en sustratos catabolizables; ahora bien, las fuentes de carbono
no suelen resultar limitantes en sidra natural.
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Figura 1. Evolucion del grado alcohdlico y de las distintas poblaciones de microorganismos
a lo largo del proceso de elaboracion de Sidra Natural Asturiana.

En la figura 1 observamos una ligera depresion en la curva del grado alcohdlico que
coincide con una proliferacion espectacular de las bacterial acéticas. Podemos explicar esta
observacion teniendo en cuenta que el metabolismo de estas bacterias, fundamentalmente
aerobias, incluye una ruta en la que se consume etanol como fuente de energia, rindiendo
acetaldehido y acido acético. Por lo tanto, con una elevada proliferacion de estos microorganismos
se puede explicar una disminucion del contenido alcohdlico, al ser consumido éste en favor de otros

En la figura 2 observamos como la densidad, parametro que nos sirve como indicador de la
concentracion de azucares a lo largo del proceso de fabricacion, sufre un descenso paulatino, lo
que es logico, si tenemos en cuenta que los azucares constituyen la fuente fundamental de carbono
para los microorganismos presentes en el mosto. Basicamente son consumidos por las levaduras,
pero no hay que desdefar la actuacion de las bacterias lacticas que son capaces de transformar
éstos, eliminando azucares residuales, para dar como producto mayoritario acido lactico. Por esta
razon, la evolucion de la densidad, aunque de gran interés tecnoldgico por damos una idea del
estado global del producto, no nos proporciona un conocimiento detallado de lo que realmente
ocurre en los distintos momentos de muestreo.

Cuando la fermentacion ha cesado, la sidra esta en condiciones de ser almacenada y se
dice entonces que estd «seca» ya que Se supone que no queda azlcar, aunque €esto no es
estrictamente cierto, ya que existen determinados azucares y derivados de éstos que no son
metabolizados por las levaduras y que permanecen en la sidra. Hay incluso trazas de glucosa y de
fructosa que desaparecen durante el almacenamiento debido probablemente a la actividad de las
bacterias lacticas durante esta fase. Trazas de azucares como arabinosa, xilosa, inositol y glicerol
pueden actuar como fuente de energia para las bacterias lacticas durante el almacenamiento.
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Figura 2. Evolucion de la densidad, levaduras y bacterias lacticas en Sidra Natural Asturiana.

Las curvas de evolucion de la poblacion de bacterias lacticas y de las concentraciones de los
acidos lactico y malico deben estudiarse de forma comparada. Ahora bien, en la figura 3 observamos la
forma de las curvas de evolucion de los &cido milico y lactico; las dos curvas tienen pendientes opuestas
y es facil comprobar que, como apunta la bibliografia, el segundo se forma a expensas de la
degradacion del primero. No debemos olvidar que, como sefialdbamos anteriormente, no todo el L-
Lactico detectado por nuestros andlisis al final del proceso procedera de esta ruta metabdlica, sino que
también puede ser consecuencia de la degradacion de azucares o incluso, algunos isomeros de este
acido son producidos por cepas de levaduras o incluso por el metabolismo de las bacterias acéticas.
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Figura 3. Transformacion del acido malico en acido lctico por parte de las bacterias lacticas.

Si nos fijamos en la representacion de las poblaciones de los tres grupos de microorganismos
presentes en la sidra, comprobamos como el crecimiento exponencial de las bacterias lacticas, y por lo
tanto, la transformacion malolactica, no tiene lugar en ninguno de los casos estudiados hasta que las
levaduras han entrado en fase estacionaria. Los niveles de bacterias lacticas, tal como



observamos en las gréficas, deben situarse sobre 106-107 para que la transformacién malolactica
tenga lugar.

Aunque tanto las bacterias lacticas como las levaduras son capaces de vivir en
condiciones de anaerobiosis, el metabolismo elevadamente fermentativo de Saccharomyces
cerevisae se impone claramente hasta que han sido consumidas las fuentes de carbono
mayoritarias. Existen varios trabajos sobre problemas de inhibicion e interaccion entre levaduras y
bacterias lacticas, de los que cabe citar a Lemaresquier (1987), quien sefiala que las levaduras
pueden inhibir o estimular el crecimiento bacteriano, dependiendo entre otros factores de las
concentraciones de determinados sustratos.
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Figura 4. Levaduras y bacterias lacticas frente a concentraciones de D-lactico a lo largo del
proceso de elaboracion de Sidra Natural en Asturias.

De los andlisis realizados en los distintos lagares de la region durante dos campafas
consecutivas podemos concluir que la transformacion malolactica es un fendmeno extendido en
sidras asturianas y que tuvo lugar en todos los casos estudiados por nuestro equipo.

Aunque discutido, el fendmeno de la transformacion malolactica es considerado como
positivo para las cualidades organolépticas del producto ya que el &cido lactico es consi-
derablemente méas débil que el acido maélico, con la consiguiente reduccion de la acidez total. No
obstante, y debido al gran numero de alteraciones sidricolas del que son origen este grupo
bacteriano (picado lactico, ahilado o file, olores desagradables...) su papel en la manufactura
sidricola es muy controvertido.

La acidez volatil de una sidra es debida fundamentalmente al &cido acético y, este se debe
en parte, al metabolismo de las bacterias acéticas aunque también es producido por las bacterias
lacticas denominadas heterofermentativas, por ejemplo Leuconostoc y determinadas especies de
Lactobacillus._En las figuras 4 y 5 se puede observar como el incremento de la acidez volatil, en
algunos de los lagares estudiados, se produce paralelamente al aumento del contenido de D ()
lactato, (figura 5), y ademas la acumulacién de éste es concomitante con la mayor concentracion
detectada a lo largo de la fermentacion de las bacterias lacticas, (figura 4), lo cual indica que en este
caso parte de la acidez volatil acumulada es debida a un picado lactico. Por otro lado, parte



del D (-) lactato acumulado puede ser el resultado del metabolismo de algunas cepas de levaduras.
Los valores mas elevados de Acido acético se comprueban al final de la curva, ya que su efecto es
acumulativo, aunque puede ser degradado nuevamente en pequefia proporcion por las bacterias
aceticas (Figura 5).
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Figura 5. Valores de acidez en distintos momentos del proceso de elaboracion de Sidra Natural.

En cuanto a la acidez total, ésta puede ser incrementada por el metabolismo de
practicamente todos los microorganismos, incluso de [as levaduras, que entre otros pueden producir
cantidades relativamente importantes de Acido succinico.

Respecto a la evolucion de la flora zimoldgica y bacteriana, los niveles de partida de las
levaduras oscilan entre 10°-10° los valores de estos microorganismos se elevan paulatinamente
hasta llegar a incrementarse en una o dos unidades decimales en la fermentacion tumultuosa,
momento algido para las levaduras. Posteriormente, a medida que consumen la glucosa y la
fructosa presente en el mosto y aumentan Bs concentraciones de compuestos inhibitorios, las
levaduras comienzan a dividirse con una tasa inferior llegando a descender su poblacion hasta
niveles que oscilan en la fase de almacenamiento de 10'-103, en cuyo momento la actividad de las
levaduras es practicamente de latencia. Respecto a aspectos cualitativos hemos de destacar que en
todos los lagares se ha aislado una levadura caracteristica de la primera fase y ampliamente



citada por la bibliografia: Kloeckera apiculata, discutida por los distintos autores (Schanderl, 1957
por su polémica influencia en las caracteristicas organolépticas, fundamentalmente en lo que se
refiere a la produccion de esteres de gran

importancia para las caracteristicas organolépticas de la sidra, entre los que cabe destacar el
butirato de etilo que se produce en gran cantidad y el acetato de etilo que alcanza concentraciones
menores. Consecuentemente, su control y estudio parece de gran interés. El estudio perfecto
(esporulado) de esta levadura (Hanseniaspora uvarum) se caracteriza por producir acetato de etilo
en grandes cantidades, lo que proporciona a la sidra aroma de sidra acetificada sin aumentar los
valores de acidez volatil.

Como era esperable también encontramos en todos los lagares la levadura fermentativa
Saccharomyces cerevisae aunque existen diferencias en cuanto a las razas identificadas segun los
criterios de Kreger- Van Rij (Figura 6).
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Figura 6. Diferencias en la representacion especifica de levaduras en dos lagares asturianos.
M1-Mosto; M2-fermentacion tumultuosa; M3-Transformacion malolactica; M4-Maduracion.

Los productos fundamentales del metabolismo de las levaduras del género Saccharomyces
son el etanol y el dioxido de carbono. Se encontr6 que producia los valores mas altos de etanol y el
menor incremento de acidez volatil. Segun los Ultimos criterios taxonémicos (Kreger- Van Rij, 1984)
se agrupan mayoritariamente en la especie Saccharomyces cerevisae, ahora bien en esta especie
se distinguen distintas razas: cerevisae, bayanus, steineri,_uvarum, carlbergensis ...todos ellas
presentan diferencias respecto a la fermentacion de distintos azcares (glucosa, fructosa, sacarosa,
galactosa, lactosa, rafinosa...) y presentan también un comportamiento distinto respecto a la
produccion de compuestos volatiles (fundame ntales para el olor, aroma y sabor de la sidra), no sélo
entre las distintas razas, si no incluso entre distintas cepas de la misma raza, lo que explica que la
sidra de cada productor sea diferente dependiendo de la cepa o cepas que dominen la fermentacion
y que son especificas de la bodega, actuando de forma espontanea e incontrolada. Algunas cepas
de Saccharomyces producen sulfhidrico como producto de su metabolismo. Este producto es
altamente objetable desde el punto de vista de calidad sidricola. Otras en cambio pueden producir
dioxido de azufre que presenta poder antiséptico.
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Figura 7. Composicion de la flora zimoldgica en distintos momentos de la elaboracion de Sidra
Natural.

Las mayores diferencias entre lagares se refieren a la composicion de los mostos (Figuras 6 y
7), ya que las levaduras de caracter poco fermentativo u oxidativa son distintas para cada lagar. Asi,
en esta primera etapa encontramos especies de la levadura oxidativa Candida:
Candida vinni, Candida vartiovarai, Brettanomyces naardenensis y Pichia membranaefaciens.

Debido a que la especie Saccharomyces cerevisae es aportada fundamentalmente por los
utensilios de bodega (prensa, molino, etc.) la fermentacion tumultuosa resulta paraddjicamente mas
violenta en los lagares que en plantas piloto con un régimen de limpieza mas estricto, estos
resultados ya habian sido sefialados anteriormente en sidras inglesas (Beech, 1972). Pero también
esta misma falta de higiene supone un elevado riesgo de contaminacion no deseada que puede echar
a perder el contenido de una pipa.

Una especie concreta, Schizosaccharomyces pombe, es capaz de realizar la transformacion
maloalcohdlica, que consiste en degradar el acido malico (mayoritario en la composicion del mosto)
para rendir etanol y diéxido de carbono. Esta especie, de interesantes perspectivas tecnoldgicas, no
ha sido aislada hasta el momento en Sidras Naturales de Asturias.

Es tambien resefiable la ausencia en los lagares asturianos de una levadura sefialada por
algunos autores como importante contaminante de bodega. (Beech y Carr, 1977): Saccharomycodes
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ludwigii; otro tanto ocurre con otra especie de caracteristicas parecidas, Saccharomyces acidifa-
ciens, ninguna de las cuales se encontré en la totalidad de los aislamientos realizados.

Por lo que se refiere a las bacterias lacticas, sus niveles de poblacion en el mosto son en
todos los lagares de dos unidades decimales inferiores a los valores de la poblacion de
levaduras, sus niveles se incrementan paulatinamente y observamos que, como habiamos
seflalado anteriormente, no alcanzan sus valores maximos hasta que la poblacion de levaduras
entra en su fase estacionaria. La especie mas frecuentemente identificada fue Leuconostoc
0enos, sequida de Lactobacillus brevis con una representacion marginal del género Pediococcus.
En la actualidad aun no esta claro cual de estas especies es fundamentalmente responsable de
la transformacion malolactica o si bien todas ellas tienen una capacidad equivalente para
realizarla.

En cuanto a las bacterias acéticas sus niveles en el mosto oscilan entre 10'- 105, en este
momento se ve favorecido su crecimiento por las condiciones de aireacion del medio, aunque
posteriormente, cuando la atmdsfera adquiere caracteristicas mas reductoras, se mantienen 'ha
sido sefalado por distintos autores su posible crecimiento en condiciones anaerobias, para sufrir
en ocasiones, segun observamos en las curvas, un posterior aumento en el momento del
embotellado ya que éste puede implicar un cierto grado de aireacion.

En las primeras etapas, el género que se aisla mayoritariamente es. Gluconobacter, en
las Ultimas etapas, por el contrario, es Acetobacter el género que se aisla de forma mayoritaria.

La explicacion de esta distribucion temporal de los géneros se encuentra con facilidad si
tenemos en cuenta la especial habilidad de Gluconobacter para degradar la glucosa que, como
es légico, se encuentra en concentraciones mas elevadas en las primeras etapas.

Conclusiones

1- El control de los pardmetros bioquimicos que tienen repercusion en las cualidades
organolépticas de la sidra pasa por un seguimiento directo de la flora microbioldgica espontanea
de mostos y sidras.

2- En el caso de las levaduras, habria que conseguir la eliminacion, o al menos, una
reduccion de la poblacion de levaduras oxidativas, ya que juegan un polémico papel en el
proceso fermentativo, pudiendo constituir un importante foco de infeccion.

3- Esta reduccion implica una cuidada manipulacion del fruto, eliminando las manzanas
dafiadas y lavando cuidadosamente el resto, con el objeto de eliminar la flora salvaje superficial
que se encuentra en la epidermis.

4- Por el contrario, es interesante potenciar el crecimiento de las cepas méas fermentativas
de Saccharomyces cerevisiae. En este sentido se esta llevando a cabo una seleccion, mediante
fermentaciones controladas en nuestros laboratorios, para su posterior use en fermentaciones a
mayor escala.
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5- Las mismas condiciones de higiene que se han apuntado para el control de las levaduras
oxidativas, surtiran efecto sobre las bacterias acéticas, cuya poblacion se demostré demasiado
elevada en varios de los lagares estudiados.

6- La transformacion maloléctica tuvo lugar en todas las sidras analizadas. Este fenémeno
repercute, sin duda, en la suavidad del producto. Hay que tener cuidado, sin embargo, ya que el
mismo grupo de agentes responsables de esta transformacion puede causar importantes
alteraciones como el ahilado o «file», picado lactico, etc.

7- Hay que destacar como fendmenos frecuentes durante la maduracion el picado lactico y

acético. Ambas alteraciones van en detrimento de la calidad del producto, y como consecuencia,
del rendimiento econémico para el productor.
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