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RESUMEN

Las levaduras involucradas en la fermentacion espontanea de bebidas tradicionales como la
chicha (cerveza de maiz) o alimentos (como queso o pan) se han mostrado prometedoras para
ser utilizadas como cultivos iniciadores en la industria de cerveza para mejorar el perfil
organoléptico del producto final y también para generar cervezas innovadoras. En esta
investigacion, se evalud el comportamiento fermentativo de dos cepas de S. cerevisiae aisladas
de una chicha y un alimento con el fin de seleccionar condiciones favorables para realizar
fermentaciones controladas y producir cervezas artesanales. Para esto se aplicaron diferentes
disefios experimentales en ensayos de crecimiento y fermentacion. En la prueba de crecimiento
se determind que las dos cepas pueden crecer en condiciones similares a las de produccion de
cervezas Ale y Lager (fermentacion a 12 y 20 °C). Los ensayos de fermentacion evidenciaron
la capacidad de las dos cepas de asimilar tanto glucosa como maltosa, presentes en el mosto de
cebada, ademds de poseer buena tolerancia a la presencia de etanol, caracteristicas que se
atribuyeron a un proceso de domesticacion similar al de las cepas cerveceras. La temperatura
Optima de fermentacion para las dos cepas fue de 20 °C, pero también a 12 °C en periodos mas
largos. Se prob6 una co-inoculacion de las dos cepas y no hubo diferencias con los atributos
organolépticos de las cervezas obtenidas con cultivos puros. Por lo tanto, las dos cepas tienen
gran potencial para ser empleadas como cultivos iniciadores en la industria cervecera,

especialmente para cervezas artesanales tipo Ale.

Palabras clave: S. cerevisiae, fermentacion, cerveza artesanal, cultivos mixtos, domesticacion.



ABSTRACT

Yeasts involved in spontaneous fermentations of traditional beverages such as chicha (corn
beer) or foods (such as cheese or bread) have shown promise as starter cultures in the beer
industry to improve the organoleptic profile of the final product and also to generate innovative
beers. In this research, the fermentation profile of two S. cerevisiae strains isolated from chicha
and food was evaluated to select conditions for controlled fermentations and to produce craft
beers. For this purpose, different experimental designs were applied in growth and fermentation
tests. The growth test showed that two strains can grow in similar conditions to those for the
production of Ale and Lager beers (fermentation at 12 and 20 °C). The fermentation tests
showed the capacity of the two strains to assimilate both glucose and maltose, present in the
wort, in addition to having good tolerance to the presence of ethanol, characteristics that were
attributed to the similar domestication process in brewing strains. The best fermentation
temperature for two strains was 20 °C, but they also fermented at 12 °C for longer periods. A
co-inoculation of two strains was tested and there were no differences with the organoleptic
attributes of the beers obtained with pure cultures. Therefore, two strains have great potential

to be used as starter cultures in the brewing industry, especially for craft ale beers.

Key words: S. cerevisiae, fermentation, artisanal beer, mixed cultures, domestication.
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INTRODUCCION

Antecedentes

La industria de bebidas fermentadas, alcoholicas y no alcohdlicas, a nivel mundial esta
atravesando por un cambio. Los consumidores, especialmente de vino, cerveza y bebidas
tradicionales, exigen mayor calidad. Este cambio obliga a los productores a mejorar e innovar
sus procesos para brindar nuevos productos que satisfagan la demanda mas especializada

(Burini et al., 2020).

En la mayoria de las industrias, los nuevos retos estan centrados sobre la potenciacion del perfil
organoléptico de sus diferentes productos (Jeromel et al., 2019; Ravasio et al., 2018; van
Rijswijck, 2017). Actualmente, la innovacion y diferenciacion radica en las levaduras
empleadas en el proceso de fermentacion, donde se generan los distintos compuestos que

conforman el perfil aromatico y de sabor en las bebidas fermentadas.

En la industria cervecera, las levaduras utilizadas para la elaboracion de las cervezas tipo Ale
aportan mas compuestos de aroma que las levaduras empleadas en las tipo Lager. Por otro lado,
en comparacion con las grandes cervecerias multinacionales, los cerveceros artesanales tienen
mayor oportunidad de generar cervezas innovadoras ya que sus procesos son mas flexibles

(Burini et al., 2020).

Por estas razones los cerveceros, especialmente artesanales, estan empleando levaduras no
convencionales para la produccion de cervezas innovadoras que sean las preferidas de los

consumidores.
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En Ecuador, el movimiento de las cervecerias artesanales ha ganado terreno en los ultimos diez
afios, pero paralelamente la exigencia de los consumidores se ha elevado generando retos para
los productores. La estrategia mas comun ha sido elaborar cervezas especiales con la adicion
de ingredientes novedosos que aporten sabores y/o aromas diferentes para ganar la preferencia
del mercado. Sin embargo, la utilizacién de levaduras no convencionales para elaborar cerveza
ha sido poco explotada, lo mismo ocurre con las bebidas ancestrales como la chicha, ya que no
existe interés dentro los productores para potenciar esta bebida muy tradicional a nivel nacional

(Grijalva et al., 2020; Pilo et al., 2018).
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Justificacion

Las bebidas fermentadas, alcohdlicas y no alcoholicas, tienen un importante impacto en el
mercado mundial y, recientemente, ha incrementado su posicionamiento debido a varios
factores, como el interés del consumidor por bebidas innovadoras y/o bebidas ancestrales, que

destacan por su valor nutritivo, historia, tradiciones y costumbres (Burini et al., 2020).

La cerveza es la bebida alcoholica mas consumida caracterizada por su proceso de
fermentacion. Gracias a las levaduras, un extracto rico en nutrientes conocido como mosto,
azucares simples son transformados en etanol y diéxido de carbono (Burini et al., 2020;
Hornsey, 2003). Existen varios tipos o estilos de cerveza, un criterio ampliamente utilizado para
la clasificacion se basa en la temperatura de fermentacion. Procesos a bajas temperaturas, para
las cervezas tipo Lager y altas temperaturas para cervezas de tipo Ale. Esta clasificacion esta
relacionada al tipo de levadura que se encarga de fermentar los aztcares en el mosto (Burini
et al., 2020; Ravasio et al., 2018; van Rijswijck, 2017). Generalmente, las cervezas tipo Ale,
producidas por levaduras que fermentan entre 18-24 °C son conocidas por sus aromas frutales
caracteristicos de estas levaduras y, por otro lado, en las cervezas tipo Lager participan
levaduras completamente diferentes que trabajan en rangos de temperatura de 8-12 °C y

producen aromas menos complejos (Gamero et al., 2020; Ravasio et al., 2018).

El género mas empleado en la industria cervecera es Saccharomyces. Esta preferencia se debe
a la gran versatilidad que posee. Por ejemplo, su gran eficiencia en la metabolizacion de
azucares para producir etanol, sintetizar un amplio espectro de compuestos aromaticos y su alta
tolerancia al etanol (Bader et al., 2019; Burini et al., 2020; Buzzini et al., 2017; Ciani et al.,

2019; Gamero et al., 2020; Petruzzi et al., 2016; Ravasio et al., 2018).
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En afios recientes existe un creciente interés hacia levaduras no convencionales ya que han
mostrado una gran adaptabilidad a los procesos fermentativos de azicares y, ademas que en
estos procesos generan varios compuestos volatiles que potencian el perfil organoléptico en
bebidas fermentadas como el vino y la cerveza (Burini et al., 2020; Gamero et al., 2020; Jeromel

et al., 2019; Michel et al., 2016; Ravasio et al., 2018).

La chicha, o cerveza de maiz, es una bebida ancestral consumida en varios paises de América
del Sur como Ecuador, Bolivia, Perti y Argentina. Es una bebida fermentada de bajo contenido
alcoholico o incluso sin alcohol, elaborada con maiz y otros adjuntos dependiendo del lugar o
region de preparacion. En la fermentacion intervienen varios microorganismos, muchos son
propios del ambiente y de la region, por su elaboracién casera o artesanal y por accion
espontanea. Entre los microorganismos que fermentan la chicha se encuentran varias especies
de levaduras pertenecientes a los géneros: Saccharomyces, Brettanomyces, Candida, entre
otras, que han sido aisladas, estudiadas y domesticadas para utilizarlas en la produccion

controlada de bebidas fermentadas (Grijalva, 2019; Pil6 et al., 2018).

El crecimiento de cervecerias artesanales, enfocadas en cervezas tipo Ale con acentuados
aromas por los compuestos volatiles producidos por levaduras de alta fermentacion, asi como
el aumento de consumidores especializados ha impulsado la innovacién y diferenciacion en sus
productos, y en general en su matriz productiva (Bader et al., 2019; Burini et al., 2020; Ciani
etal., 2019). Aqui es donde las distintas levaduras, convencionales y no convencionales
aisladas de diversos entornos naturales, toman un rol protagénico para la generacion de

productos innovadores y con caracteristicas Unicas.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la utilizacion de dos cepas no convencionales de S. cerevisiae en la produccion
controlada de cerveza artesanal y su efecto sobre las caracteristicas fisico-quimicas y

organolépticas.

Objetivos Especificos

e Evaluar el crecimiento de dos cepas de S. cerevisiae en presencia de dos fuentes de
carbono: maltosa y glucosa.

e Conocer el desempefio fermentativo de las levaduras para la produccion de cerveza a
partir de mosto de cebada.

e Analizar la influencia de cepas alternativas sobre pardmetros fisico-quimicos y

organolépticos de cerveza artesanal.

HIPOTESIS

Levaduras no convencionales de S. cerevisiae tienen la capacidad para producir cervezas

innovadoras y distintivas.
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MARCO TEORICO

Alimentos Fermentados

Los alimentos fermentados se refieren a los alimentos que sufren el proceso biotecnoldgico de
fermentacion, es decir, ocurren cambios deseables por la acciéon de microorganismos en
condiciones aerdbicas o anaerdbicas, por ejemplo, la fermentacion acética y la fermentacion
alcohdlica respectivamente (Bamforth, 2005). Los procesos fermentativos ya eran utilizados
por el hombre desde hace miles de afios, pero recién a mediados del siglo XIX se empezo a
entenderlos y mejorarlos gracias a los avances en microbiologia (Bamforth, 2005). La
fermentacion basicamente ayuda a preservar los alimentos por la generacion de metabolitos que
inhiben el desarrollo microbiano, incluido el crecimiento de ciertos patogenos. Ademads, con la
fermentacion se pueden eliminar compuestos toxicos, mejorar la calidad nutricional y

organoléptica de los alimentos y también aportar probioticos (Bamforth, 2005).

En la actualidad, los consumidores tienen mayor interés hacia productos descritos como
saludables y naturales, con mejores caracteristicas organolépticas (sabor, aroma, textura, etc.).
Esto permite que el campo de alimentos fermentados tenga un nuevo impulso y genere mas
oportunidades de investigacion, mejora y desarrollo. Por otro lado, los alimentos fermentados
estan protagonizando un papel importante sobre la identidad cultural, dentro de la economia
local y logran realzar la gastronomia de cada pueblo o region, como es el caso de la chicha

andina (Grijalva, 2019).

Debido a la amplia variedad de alimentos fermentados que existe a nivel mundial, no se puede

establecer una clasificacion general. Sin embargo, ciertas categorias o grupos (Figura 1) en
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funciéon de los microorganismos que intervienen en el proceso de fermentacién son

considerados (Bamforth, 2005; Grijalva, 2019).

Fermentaciones de leguminosas y -Outjom
cereales que generan proteina -Tempe

. -Salsa de soja
e Fermentaciones de salsas —

-Miso
. e -Yogur
== Fermentaciones acido-lacticas
-Queso
. L. L. -Vinagre
== Fermentaciones acido-acéticas
-Kombucha

-Pan de masa fermentada
== Fermentaciones de masa (pan) -0dli
-Dosa

Tipo de fermentacion
|

-Destiladas
-No destiladas

=== Fermentaciones alcohdlicas

Figura 1 Clasificacion de alimentos fermentados.
Fuente: Grijalva, 2019 con modificaciones.

Actualmente, mas de 5000 alimentos fermentados son consumidos y, la mayoria son alimentos
ancestrales elaborados a escala artesanal, es decir, pequenas cantidades para satisfacer a grupos

locales en una determinada region (Makwana & Hati, 2019).

Bebidas Fermentadas

Las bebidas fermentadas son soluciones complejas que poseen miles de compuestos quimicos
(metabolitos) que se producen durante el proceso fermentativo o procesos posteriores a la

fermentacion (Makwana & Hati, 2019). Las bebidas fermentadas son populares en todos los
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continentes, siendo el continente africano donde se producen y consumen la mayor parte de
¢stas, ya sea por costumbres y tradiciones muy arraigadas o por la necesidad de preservar
adecuadamente los alimentos. Sin embargo, durante las dos ultimas décadas, en Europa,
América y Asia ha crecido el interés por las bebidas fermentadas, ya sean tradicionales o nuevas
(Grijalva, 2019). En la Tabla 1 se muestran datos sobre el consumo y produccion de bebidas

fermentadas por continentes.

Tabla 1 Consumo y produccion de bebidas fermentadas en los cinco continentes para el afio

2018.
Continente Consumo Produccion anual
(kg/persona/aiio) | (miles de toneladas)

Africa 12.78 15175

América 0.18 122
Asia 1.2 5392

Europa 1.62 1649

Oceania 0.84 14

Fuente: Faostat, s.f.

Las bebidas fermentadas han sido consumidas por miles de afos alrededor de todo el mundo, y
por un largo periodo los microorganismos encargados de la fermentaciéon fueron
completamente desconocidos (Bader et al., 2019). La mayoria de las bebidas fermentadas
aparecio de manera accidental o natural; es decir, los procesos fermentativos ocurrieron
espontaneamente. Estos son dependientes de varias condiciones como temperatura, oxigeno,
sustrato, etc. A lo largo de la historia los seres humanos fueron estudiando y explicando la
mayoria de los procesos de fermentacion y se crearon las primeras fabricas de produccion a
gran escala, entre las mas antiguas estan las productoras de vino y de cerveza (Bader et al.,
2019). Los pioneros en estudiar la fermentacion fueron Antonie van Leeuwenhoek (1683) y
Louis Pasteur (1857) quienes sentaron las bases para el desarrollo e investigacion sobre

productos fermentados en general. A partir de esta época se descubrid que existen
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microorganismos encargados de transformar los carbohidratos de diferentes fuentes (Figura 2)
en etanol, didxido de carbono y muchos otros metabolitos, entre éstos, compuestos de aroma y

de sabor (Bader et al., 2019; Buzzini et al., 2017; Pires, Teixeira et al., 2014; Speers & Forbes,

2015).
BAL
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Figura 2 Clasificacion de las bebidas fermentadas segun la fuente de carbono.
Fuente: Grijalva, 2019 con modificaciones.

Comunmente, las bebidas fermentadas se dividen en bebidas alcoholicas y no alcoholicas. Las
bebidas alcoholicas incluyen a la cerveza, vino, bebidas destiladas y varias bebidas ancestrales
como el mezcal y la chicha. Dentro de las bebidas no alcohdlicas estan bebidas derivadas de la
leche como yogur, kéfir o kumis y también algunas bebidas tradicionales (Makwana & Hati,
2019).

Los avances en microbiologia han permitido que algunas bebidas, tal vez las més populares,
sean industrializadas y comercializadas a nivel global mientras que otras aun se producen a baja
escala, de manera artesanal o doméstica empleando métodos tradicionales (Grijalva, 2019). Las
bebidas fermentadas ancestrales o tradicionales son consideradas como patrimonio cultural en

la mayoria de paises o regiones donde todavia se preparan (Pil6 et al., 2018). Un gran porcentaje



23

de las bebidas ancestrales se elabora mediante procesos no controlados y espontaneos sin
utilizar cultivos conocidos o estandares. Sin embargo, se ha demostrado que las bebidas que
resultan de estos procesos son inocuas y de calidad para el consumo humano. Las
fermentaciones espontaneas han despertado la curiosidad e interés de grupos de investigacion
que estudian los microorganismos encargados de estas fermentaciones ya que pueden tener
varias aplicaciones industriales; ademas de poseer un gran valor nutritivo por sus caracteristicas
probidticas (Grijalva, 2019). Entre las bebidas fermentadas mas reconocidas y estudiadas estan
la cerveza, sake, chicha, etc. (Tabla 2).

Tabla 2 Bebidas fermentadas elaboradas a partir de cereales.

Materia prima Producto Region
Sorgo, arroz, mijo Cerveza Africa
Arroz Cerveza, sake China y Japon
Trigo, centeno, Boza Egipto, Turquia,
maiz, otros Europa del este
Cebada, trigo Cerveza Europa occidental,
América
Maiz Chicha Sudamérica
Maiz Mahewu Africa

Fuente: Grijalva, 2019 con modificaciones.

Actualmente se desarrollan nuevas bebidas (o bebidas ancestrales mejoradas) basadas en
formulaciones antiguas y muy tradicionales, empleando cultivos mixtos y nativos que han sido
controlados y domesticados, con la idea de ofrecer productos funcionales o mas saludables y
que, al mismo tiempo, rescaten las tradiciones de pueblos y poblaciones aborigenes, ademas

potencien y promocionen su cultura en todo el mundo (Lopes et al., 2019).

Cerveza

La cerveza es uno de los productos biotecnologicos mas antiguos creado por el ser humano,

con aproximadamente 10000 afos de edad (Hornsey, 2003). Su creacion, probablemente, fue
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accidental gracias a la fermentacion espontanea de granos de cebada o trigo expuestos a los
microorganismos propios del ambiente (levaduras salvajes) (Hornsey, 2003).

Para la elaboracion de cerveza se emplean, por lo general, cuatro ingredientes: agua, cebada
malteada, flores de lupulo y levadura. El proceso de elaboracion es largo y bastante complejo,
al punto que no se entiende completamente (Hornsey, 2003). Cada una de las etapas (Figura
3) es importante para crear un producto final de calidad y, en especial, la fermentacion es la
etapa mas delicada, donde las levaduras transforman los carbohidratos y aportan el perfil

organoléptico muy caracteristico de la cerveza (Briggs et al., 2004; Hornsey, 2003).
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Figura 3 Proceso de elaboracion de cerveza.
Fuente: Bamforth, 2005.

Desde su creacion hasta el siglo XVII, la cerveza fue elaborada por fermentacion espontanea,

es decir, que el mosto preparado era dejado en reposo por varios dias a la intemperie
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permitiendo que los microorganismos presentes en el ambiente se desarrollen y al mismo
tiempo generen compuestos como etanol, cido lactico, acetaldehido, entre otros. Este tipo de
fermentacion no se controlaba y se creia que era un acto divino o magico (Hornsey, 2003). Para
mediados del siglo XVII, los cientificos ya empezaron a entender los misterios que escondia el
proceso de fermentacion, y en 1680 Antonie van Leeuwenhoek fue el primero en observar
microscopicamente células de levadura. Casi 200 afios més tarde, en 1837 aproximadamente,
tres cientificos (Cagniard-Latour, 1838; Kiitzing, 1837; Schwann, 1837) describieron que la
transformacion del azlicar a etanol era mediada por microorganismos y, finalmente, en 1857
Louis Pasteur determind que los microorganismos responsables de la fermentacion eran las
levaduras (Hornsey, 2003; van Rijswijck, 2017; White & Zainasheff, 1981). Estos
descubrimientos permitieron entender mejor el proceso y desarrollar técnicas de aislamiento y
seleccion de microorganismos puros, Saccharomyces cerevisiae en especial, para tener un
adecuado control de la fermentacion y elaborar bebidas fermentadas a gran escala (Hornsey,
2003; van Rijswijck, 2017). A partir de estos avances, la industria cervecera ha podido
afirmarse en el mercado y ofrecer una gran variedad de estilos. En general, los tipos de cerveza
se pueden agrupar en dos grandes categorias: tipo Lager o cervezas de baja fermentacion y
cervezas tipo Ale de alta fermentacion (Burini et al., 2020; Hornsey, 2003). Las cervezas tipo
Ale son producidas por cepas especiales de levadura que fermentan generalmente entre 18 y 24
°C y se caracterizan por generar mas compuestos asociados a aromas y sabores. Por otro lado,
las cervezas tipo Lager tienen un perfil mas neutro en cuanto a sus sabores y aromas, y son
elaboradas empleando cepas que trabajan de forma dptima entre los 5y 15 °C (Hornsey, 2003;

White & Zainasheff, 1981).
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Microorganismos relacionados con la fermentacion

Microorganismos fermentadores son aquellos microorganismos que tienen la capacidad de
fermentar (asimilar azucares) naturalmente varios alimentos y bebidas (Bamforth, 2005;
Grijalva, 2019). En general, los ingredientes y el ambiente son la fuente principal de
microorganismos en fermentaciones espontdneas mientras que a nivel industrial la
fermentacion ocurre debido a la inoculacion de microorganismos seleccionados
especificamente para el sustrato (Bamforth, 2005; White & Zainasheff, 1981). Existe una
amplia variedad de géneros y especies responsables de la fermentacion de alimentos (Tabla 3),
entre las principales se incluyen a bacterias, hongos filamentosos y levaduras.

Tabla 3 Microorganismos responsables de la fermentacion de los alimentos.

Microorganismo Género y especie

Bacterias Acidolacticas | Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus,

(BAL) Leuconostoc, Lactococcus, Streptococcus, entre otros.

Bacillus B. circulans, B. subtilis, B. megaterium, B.
thuringiensis, etc.

Actinobacteria Kocuria, Micrococcus.

Otros Acetobacter, Staphylococcus, Bifidobacterium,
Gluconobacter, Hafnia.

Levaduras Brettanomyces, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces,

Dekkera, Galactomyces, Hanseniaspora,
Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula, Rhodosporidium,
Saccharomyces, Saccharomycodes,
Schizosaccharomyces, Torulaspora,
Zygosaccharomyces.

Hongos filamentosos Amylomyces, Aspergillus, Monascus, Parcilomyces,
Penicillium, Rhizopus.

Fuente: Bamforth, 2005

En la actualidad se emplean cultivos de microorganismos puros o mixtos que tienen la categoria

de seguros para consumo (GRAS, por sus siglas en inglés, Generally Recognized As Safe) y,
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segun el microorganismo, las fermentaciones pueden clasificarse como (Bamforth, 2005;
Grijalva, 2019):

a. Fermentacion alcohdlica: es un proceso que genera etanol y dioxido de carbono,
metabolizados a partir de azucares como maltosa o glucosa (Briggs etal., 2004;
Hornsey, 2003). Es uno de los procesos mas conocidos mediado por levaduras, del
género Saccharomyces en su mayoria, hongos filamentosos y bacterias acido lacticas
(BAL).

b. Fermentacion acida: produce 4cidos orgénicos y el pH del medio disminuye. Puede
clasificarse en (Bamforth, 2005):

i.  Acido-lactica: los microorganismos transforman los carbohidratos en 4cido
lactico y otras sustancias por las vias homofermentativa o heterofermentativa.

ii.  Acética: ocurre por la oxidacion del etanol a acido acético producida por
bacterias del género Acetobacter.

c. Fermentacion alcalina: fase de transformaciéon que hidroliza las proteinas a
aminodcidos y péptidos y provoca un aumento de pH del medio. Esta fermentacion es

mediada por el género Bacillus.

A nivel mundial, el etanol es el principal producto de la fermentacion alcoholica en términos
de produccion (aproximadamente 100 mil millones de litro/afno). Entre sus aplicaciones estan
las bebidas alcoholicas y su uso como biocombustibles renovables (Steensels & Verstrepen,
2014). En el area de las bebidas alcohodlicas, la eleccion y correcto uso de levaduras es clave
para garantizar la calidad sensorial del producto final (Burini etal., 2020; Steensels &

Verstrepen, 2014).
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Microorganismos no convencionales empleados en fermentaciones alcohdlicas

La fermentacion alcohdlica es un proceso biotecnologico complejo que involucra muchas
reacciones y formacion de muchos productos como compuestos volatiles que contribuyen al
perfil organoléptico de las bebidas (Burini et al., 2020; Gamero et al., 2020; Ravasio et al.,
2018). La amplia gama de metabolitos sintetizados durante la fermentacion estd relacionada
con la variedad de microorganismos (levaduras y bacterias) involucrados durante esta etapa.
Debido al gran numero de especies existentes, no se conoce el metabolismo de la mayoria pero,
en la actualidad, hay un marcado interés en el estudio de las rutas metabolicas, especialmente
de bacterias acido lacticas (BAL) y levaduras, en fermentaciones espontineas como una
herramienta para incrementar el perfil organoléptico de las bebidas fermentadas. Varios
estudios destacaron el potencial de algunas especies de levaduras no convencionales para la
produccion de vino, cerveza o bebidas tradicionales como la chicha (Gamero et al., 2020; Holt

et al., 2018; van Rijswijck, 2017).

Por estas razones la busqueda de nuevas especies o cepas de levaduras y BAL ha aumentado.
Para ello se investigan entornos naturales, ¢ incluso industriales, donde ocurren fermentaciones
con el propdsito de encontrar microorganismos que sean utiles y puedan ayudar a entender
mejor la historia evolutiva de estas especies, como es el caso de la levadura S. eubayanus, madre
de las levaduras tipo Lager, descubierta e identificada en los bosques patagonicas de Argentina
(Burini et al., 2020; B. Gibson et al., 2018). Investigaciones han demostrado el potencial
fermentativo, tolerancia a condiciones de estrés, produccion de compuestos de aroma y sabor
en especies de levaduras que eran consideradas contaminantes alimenticios (Basso et al., 2016;

Capece et al. , 2018; Gschaedler, 2017; Petruzzi et al., 2016). Ademés, muchas de estas
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levaduras poseen una capacidad fermentativa similar o mejor que las cepas industriales (Basso

et al., 2016; Petruzzi et al., 2016).

Algunas de las aplicaciones novedosas que se estan analizando son la generacion de bebidas
con bajo contenido de alcohol, bajo contenido de calorias, bebidas funcionales y la produccion
de bebidas con mejores atributos de aroma y/o sabor (Gamero et al., 2020; Michel, Meier-
Dornberg, et al., 2016). También es importante sefialar que la seleccion de cepas nativas,
aisladas de entornos especiales, representa una estrategia para escalar a nivel industrial
productos tradicionales y, de esta manera, rescatar y potenciar culturas ancestrales (Burini et al.,
2020). En este sentido, las micro-cervecerias o cervecerias artesanales estan experimentando
procesos de fermentacion y acondicionamiento con levaduras no convencionales para generar
cervezas innovadoras y diferenciales (Callejo et al., 2019; Grijalva et al., 2020; Steensels &

Verstrepen, 2014).

Algunas cepas de la especie S. cerevisiae aisladas de chichas han sido identificadas y se ha
demostrado que poseen perfiles diferentes de ADN mitocondrial (Pil6 et al., 2018). Estas cepas
también fueron capaces de asimilar varios azucares simples y compuestos como la arabinosa o
la ribosa por lo que han convertido en alternativas para la produccién de cervezas (Burini et al.,
2020; Pilo et al., 2018). Sin embargo, se debe tener en cuenta que la aplicacion comercial, de
alguna de estas cepas, atin requiere estudios muy detallados sobre su metabolismo para conocer
las condiciones Optimas de crecimiento y los productos que resultan de la metabolizacion de
los sustratos para garantizar que sean seguros para la industria (Burini et al., 2020; Nubia

Grijalva, 2019).
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Levaduras

Las levaduras son hongos unicelulares heterotréficos que estan presentes en una gran cantidad
de ambientes. La mayoria son aerobias pero algunas (como las levaduras cerveceras) son
anaerobias facultativas que pueden reproducirse sexual o asexualmente (Bamforth, 2005; Nubia
Grijalva, 2019). Generalmente tienen forma esférica, ovalada o cilindrica. Al ser organismos
heterotrofos, pueden asimilar varias fuentes de carbono, especialmente los carbohidratos como

hexosas y pentosas (Bamforth, 2005; White & Zainasheff, 1981).

Estos microorganismos juegan un papel importante en la biotecnologia de alimentos, en
particular en los productos fermentados (Bamforth, 2005), ya que la mayoria de especies,
especialmente Saccharomyces, son inocuas para los seres humanos (Burini et al., 2020; Nubia

Grijalva, 2019).

Existe una gran cantidad de especies de levaduras identificadas (mas de 1500) de las cuales
aproximadamente 200 han sido aisladas de algtn tipo de alimento o bebidas fermentados (
Tabla 4) (Burini et al.,, 2020) y aquellas que son capaces de producir etanol son las mas

importantes a nivel comercial y de investigacion (Burini et al., 2020; Nubia Grijalva, 2019).

El género Saccharomyces es el méas empleado en fermentaciones alcoholicas actualmente
(Nubia Grijalva, 2019) y la especie S. cerevisiae es la mas importante por su versatilidad, cortos

periodos de replicacion y simplicidad de cultivo (White & Zainasheff, 1981).
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Levadura Origen Actividad metabolica
Vino, cerveza, Fermentacion de Azacares
fermentos ancestrales T -
* | Hidrdlisis de pectina
queso
Saccharomyces

Inhibicion de patdégenos

Actividad proteolitica

Debaryomyces hansenii

Queso, embutidos

Regulacion de pH

Produccion de factores de
crecimiento

Candida (fementadoras)

Vino, fermentos
indigenas

Actividad proteolitica

Inhibicién de patdégenos

Torulaspora delbrueckii

Bebidas fermentadas

Produccion de aromaticos

Baja produccion de etanol

Fuente: Burini et al., 2020 y Grijalva, 2019.

Levaduras cerveceras

Las levaduras cerveceras pertenecen basicamente a dos especies: S. pastorianus o S. cerevesiae.

Estas son las encargadas de la fermentacién del mosto, pero ademas se generan diversos
compuestos secundarios propios de su metabolismo, que determinan principalmente el perfil
de aroma y sabor en las cervezas (Bader et al., 2019; Pires et al., 2014; F. Priest & Campbell,
1996). El metabolismo de las levaduras da paso a un 80% de todos los compuestos aromaticos
de la cerveza (y de todas las bebidas fermentadas), con la formacion de alrededor de 500
metabolitos de aroma y sabor diferentes que varian seglin la especie y cepa empleada (Pires
et al., 2014; F. Priest & Campbell, 1996). En la Figura 4 se muestra un resumen de las distintas

rutas metabolicas que se generan por el metabolismo de carbohidratos gracias a la accion de

levaduras.
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Figura 4 Esquema de las rutas metabdlicas de las levaduras cerveceras.
Fuente: van Rijswijck, 2017.

Compuestos secundarios de interés en la produccion de cerveza

Segun la levadura empleada y las condiciones de fermentacion, se generan mas de 500
metabolitos secundarios que determinan el perfil organoléptico de una cerveza. Entre los
compuestos de interés y deseados en la cerveza estan: fenoles, alcoholes superiores, ésteres y
acidos organicos. Varios compuestos volatiles han sido identificados y estudiados (.

Tabla 5) durante el proceso de fermentacion y en el producto final (White & Zainasheff, 1981).

Fenoles

En la mayoria de los estilos de cerveza, los fenoles son compuestos no deseados. Los mas
comunes son 4-vinilguaiacol, 4-vivilfenol, 4-etilfenol, estireno, eugenol y vainillina (Budroni
et al., 2017; Michel, Meier-Dornberg, et al., 2016; F. Priest & Campbell, 1996; van Rijswijck,

2017).
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Tabla 5 Compuestos generados por levaduras que contribuyen a los aromas y sabores de la

cerveza.
Compuesto Aroma Umbral deteccion (mg/L)
Sulfuro de hidrégeno Huevos podridos 0.005
Dioxido de sulfuro Azufre 25
Acetaldehido Manzana verde 10
Diacetilo Mantequilla 0.1-0.15
2,3-pentanodiona Toffee 0.9
4-vinilguaiacol Clavo de olor 0.3
4-etilguaiacol Rosas, dulce 0.13
Acido acético Vinagre 175
Acido caprilico Establo 15
Acido lactico Agrio 400
n-propanol Alcohol, dulce 600
Isobutanol Solvente 100
Isoamil alcohol Banana 50-65
Etil acetato Solvente 33
Isoamil acetato Banana 1.6
Etil octanoato Manzana verde 0.9
Linalool Lavanda 0.005
Geraniol Rosa 0.006

Fuente: van Rijswijck, 2017 y White & Zainasheft, 1981.

Acidos organicos

Constituyen el grupo mas grande de compuestos que forman el sabor de la cerveza. Se clasifican
como volatiles y no volatiles, entre los mas importantes estan el acido acético, propidnico,
isobutirico, butirico, valérico, caprico y laurico. En bajas concentraciones pueden tener efectos
positivos dependiendo del estilo de cerveza pero en altas concentraciones producen efectos no
deseados como sabores avinagrados (Budroni et al., 2017; Michel, Meier-Dornberg, et al.,

2016; F. Priest & Campbell, 1996; van Rijswijck, 2017).
Alcoholes superiores

Ademas de etanol, en la fermentacidon ocurre la sintesis de otros alcoholes, de mayor peso

molecular, que contribuyen con sabores y aromas florales, herbales e incluso frutales. Los
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alcoholes predominantes en la cerveza son el n-propanol, isobutanol, 2-feniletanol y el alcohol
isoamilico (Budroni et al., 2017; Michel, Meier-Dornberg, et al., 2016; F. Priest & Campbell,

1996; van Rijswijck, 2017).

Esteres

Junto a los alcoholes superiores, los ésteres son compuestos secundarios que contribuyen con
el perfil aromatico en las cervezas. Se presentan en concentraciones bajas, pero tienen un alto
impacto en el aroma y sabor. Los compuestos identificados con mayor frecuencia son etil
acetato, isoamil acetato, isobutil acetato y fenil-etil acetato (Budroni et al., 2017; Michel,

Meier-Dornberg, et al., 2016; F. Priest & Campbell, 1996; van Rijswijck, 2017).
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MATERIALES Y METODOS

Cepas de levaduras

En este estudio se utilizo tres cepas: a) cepa comercial S-04 de Saccharomyces cerevisiae de la
marca Fermentis (ScC) b) S. cerevisiae aislada de una chicha de maiz (ScCh) y ¢) S. cerevisiae
aislada de un alimento (ScA) en el Instituto de Microbiologia de la Universidad San Francisco

de Quito. Las cepas b y c fueron identificadas por métodos clasicos y moleculares.

Cultivo de levaduras y preparacion de cultivos iniciadores

Para la activacion de las cepas de levadura provenientes de alimentos se usaron dos medios de
cultivo: YPD (extracto de levadura 1.0 % (p/v), peptona 2.0 % (p/v), dextrosa 2.0 % (p/v)) y
YPM (extracto de levadura 0.3 % (p/v), peptona 0.5 % (p/v), maltosa 0.3 % (p/v), dextrosa 1.0
% (p/v)) marca Difco™. Los medios de cultivo se prepararon de acuerdo con las indicaciones

del fabricante, se distribuyd en tubos 10 mL de cada medio.

Con ayuda de un asa de cultivo se tomo un indculo de cada levadura y se transfirié a 10 mL de
medio de cultivo liquido (YPD y YPM) y se incubo por 24 h a 25 °C.

Posteriormente, se transfirio los 10 mL de cultivo de cada levadura a 100 mL del mismo medio
de cultivo y se incubo a 20 °C durante 24 h. La levadura comercial se activo en agua estéril
siguiendo las especificaciones del fabricante y se realizd el mismo proceso (Nubia Grijalva,

2019; White & Zainasheft, 1981).
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Recuento microscopico de levaduras

El nimero de levaduras por mL de cultivo se midi6 con una Camara de Neubauer
(hematocitometro). Para esto se tomo 0.5 mL de la muestra y se deposité sobre la Camara para
realizar el conteo en cada cuadricula segun indica el protocolo de White & Zainasheff (1981) y
fue necesario realizar diluciones seriadas (1:10) cuando el nimero de levaduras era mayor a
100 por cuadrante.

El nimero de células por mL se calcul6 con la formula (White & Zainasheff, 1981):

Numero de levaduras (células/mL)= N*5*10"*1(?

Donde, N es el nimero de células contadas en los cuadrantes y n es el numero de diluciones
realizadas. Para los ensayos de crecimiento y fermentacion se fijo el nimero de levaduras inicial

106 células/mL (White & Zainasheff, 1981).

Crecimiento microbiano

Segun el protocolo modificado de Gibson et al. (2013), se inocul6 10 mL de los cultivos
iniciadores de cada levadura con una concentracion inicial de 10° células/mL en 100 mL de

medio YPD o YPM luego se incubaron a 12 °C y 20 °C sin agitacion por 24 h.

Se aplico un Disefio Completamente al Azar con arreglo factorial 2x2x3 correspondiente a la
combinacion de tres factores: Fuente de carbono (glucosa y maltosa segtin el medio de cultivo
YPD o YPM, respectivamente), Temperatura de incubacion (12 y 20 °C) y Cepa de levadura
(ScC, ScChy ScA). Se realizaron tres réplicas, se obtuvo 36 unidades experimentales y un total

de 12 tratamientos (Tabla 6). Como variable de respuesta se cuantificé el nimero de levaduras
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(células/mL) a las 24 horas de incubacion que acuerdo con Grijalva (2019) y van Rijswijck
(2017) el nimero minimo de levaduras alcanza valores promedios de 10% células/mL.

Tabla 6 Condiciones para ensayo de crecimiento microbiano.

Tratamiento | Cepa de Fuente de Temperatura de
Levadura Carbono crecimiento
T1 ScC Glucosa 12 °C
T2 ScC Glucosa 20°C
T3 ScC Maltosa 12°C
T4 ScC Maltosa 20 °C
T5 ScCh Glucosa 12 °C
T6 ScCh Glucosa 20°C
T7 ScCh Maltosa 12 °C
T8 ScCh Maltosa 20 °C
T9 ScA Glucosa 12 °C
T10 ScA Glucosa 20°C
TI1 ScA Maltosa 12°C
TI12 ScA Maltosa 20 °C

Fermentacion alcoholica

Preparacion del mosto de malta

El mosto estandarizado se obtuvo en una planta piloto de 80 L marca Blichmann. Para su
produccion se empled malta base Pale Ale de la casa comercial Eriks triturada en un molino de
dos rodillos marca Malt Master (por 10 min aproximadamente), hasta exposicion del
endospermo. Se mezclaron 13.80 kg de malta triturada con 42 litros de agua para el proceso de
maceracion simple a 64°C por 60 min. A continuacion, se filtr6 y colecto el primer mosto, luego

se lavo el grano con 70 L de agua a 75°C acidificada a pH 5.5 y el agua de lavado se mezcld
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con el primer mosto hasta obtener una densidad aproximada de 1.036 g/mL (White &
Zainasheff, 1981). Se esteriliz6 el mosto por ebullicion durante 60 min y se afadié 125 g de
lupulo East Golding a los 10 min de iniciada la ebullicion. Al finalizar, el mosto se enfrio, se
midi6 pH, densidad de mosto y grados Brix y almacené en barriles y frascos estériles a 0°C

hasta su posterior utilizacion.

Fermentacion a escala de laboratorio

Para la fermentacion a escala de laboratorio en un litro de mosto contenido en un matraz de 2L,
se inoculd 100 mL de cada cultivo iniciador con un nimero inicial de levaduras de 10°
células/mL y se sell6 con tapon de caucho y una trampa de aire llena de acido peracético (0.1
% v/v) (White & Zainasheff, 1981). El proceso de fermentacion tuvo lugar a 20 °C sin agitacion.
Los tratamientos fueron dispuestos en un Disefio Completamente al Azar de un solo factor (cepa
de levadura) (Tabla 7). Se realizaron tres réplicas y se obtuvo 12 unidades experimentales. Las
variables de respuesta fueron: nimero de levaduras, pH, grados Brix, porcentaje de alcohol y
densidad de mosto.

Tabla 7 Tratamientos para los ensayos de fermentacion alcohdlica.

Tratamiento Cepa de Tipo de
Levadura inoculo

T1 ScC (control) Puro

T2 ScCh Puro

T3 ScA Puro

T4 ScCh:ScA Mixto

Durante este periodo se tom6 muestras a las 0, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 72 y 96 h para determinar

el valor de los Pardmetros de Fermentacion hasta cuando permanecieron constantes (96 h).
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Fermentaciones a escala piloto

Las fermentaciones se realizaron en recipientes cilindro-conicos simulando las condiciones a
escala industrial. Los cuatro tratamientos a escala de laboratorio fueron replicados en estas

condiciones.

En los fermentadores se inoculd 15 L de mosto con 10° células/mL de cada levadura a 20 °C

(Brian Gibson et al., 2013).

A lo largo de la fermentacion se tom6 muestras, asépticamente, para determinar densidad de
mosto, pH, porcentaje de alcohol y grados Brix y finaliz6 cuando ya no hubo cambios en estos
parametros (96 h). Una vez que la fermentacion termind, la cerveza se maduro6 por dos semanas
a 4 °Cy se gasifico en barriles a 17 PSI (Briggs et al., 2004). Las cervezas se almacenaron en

estas condiciones para la Evaluacion Sensorial.

Parametros de Fermentacion

Densidad de mosto

La densidad del mosto antes, durante y al final de la fermentacion se determind con un
densimetro. En una probeta de 100 mL se recogi6 aproximadamente 70 mL de la muestra para
sumergir el densimetro y que este flote. La medida se tomo sobre la barra graduada una vez que
se estabilizé (R. Barth, 2013). Para ensayos de fermentacion con cepas no convencionales la
densidad inicial del mosto se recomienda entre 1.040 a 1.060 g/mL (Briggs et al., 2004; White

& Zainasheff, 1981), mientras que la densidad final depende de la actividad de la levadura
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empleada y puede variar en el rango de 1.012 a 1.028 g/mL (Grijalva, Krogerus, et al., 2020;

van Rijswijck, Wolkers - Rooijackers et al., 2017).
pH del mosto

El pH de las muestras se cuantific con un potenciometro portatil marca BOECO, introduciendo
el electrodo, previamente lavado, en una muestra de 50 mL (White & Zainasheff, 1981). Los
valores de pH varian a lo largo del proceso de fermentacion. Para la produccion de cerveza, el
pH del mosto antes de la fermentacioén puede tener valores desde 5.4 hasta 4.2 mientras que, al
finalizar, los valores pueden ir desde 5.0 hasta 3.0 segun la cepa de levadura empleada y el

estilo de cerveza (R. Barth, 2013).
Grados Brix

Los grados Brix se midieron utilizando un refractdémetro manual marca ATAGO. Se colocd
aproximadamente 0.5 mL de muestra sobre la superficie plana del refractometro y se considerd
el valor medido sobre la escala graduada (R. Barth, 2013). Los valores referenciales antes de la
fermentacion, para pruebas de crecimiento, estan en el rango de 10 a 14 °Brix y al finalizar el

proceso de 3 a 7 °Brix para el mosto de cebada (R. Barth, 2013; Nubia Grijalva, 2019).
Porcentaje de alcohol

El porcentaje tedrico de alcohol se cuantificé relacionando las densidades inicial y final del

mosto con la expresion:

Do — Df

0 v —
% ale. (°/v) = 55075
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Donde, Do es la densidad del mosto antes de la fermentacion y Df es la densidad al finalizar la
fermentacion (Hornsey, 2003). El porcentaje de alcohol para una cerveza estandar, asi como
para ensayos de capacidad de fermentacion oscila entre 3 'y 7 % (v/v) (Barth, 2013; Hornsey,

2003).

Ponderacion de las variables de respuesta

La concentracion microbiana o nimero de levaduras (células/mL) y los Parametros de
Fermentacion fueron ponderados para calificar a los tratamientos en el ensayo de fermentacion
a escala de laboratorio. El peso para cada variable se establecio con una escala de 1 a 5 (Tabla
8) segun la influencia en la calidad organoléptica de la cerveza. (Parker, 2012; Yonezawa &
Fushiki, 2002).

Tabla 8 Escala de ponderacion de las variables de respuesta.

Variable de respuesta Peso ponderado
Cumple | No cumple
pH 5 0
% alcohol 4 0
Concentracion microbiana 3 0
Grados Brix 2 0
Densidad 1 0

El pH fue la variable de mayor importancia (5), porque estd relacionada directamente con
sabores acidos (generalmente, no deseados) en cerveza que son facilmente apreciados durante
la evaluacion sensorial (Bamforth, 2005; White & Zainasheff, 1981). De igual manera, el
porcentaje de alcohol (4) y numero de levaduras (3) influyen en el sabor y aroma de una bebida
fermentada (White & Zainasheff, 1981). Mientras que los sabores y aromas debido a la
presencia de etanol son comunes para muchos estilos de cerveza, los relacionados a levaduras
son atributos no deseados por los consumidores (Parker, 2012). Los grados Brix (2) no tienen

un impacto directo, al igual que la densidad de mosto (1), sobre aromas o sabores, pero son
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indicadores de la actividad metabdlica que posee una determinada levadura (Briggs et al., 2004)

y de los azucares residuales que aportan al cuerpo a la cerveza.

Cuantificacion de Diacetilo

El diacetilo se detectd y cuantific6 mediante Cromatografia de Gases en Espacio de Cabeza
(HSGC, por sus siglas en inglés) segin el método descrito por Dysvik et al. (2020). Para esto,
10 g de cada muestra se filtr6 a través de filtros (poro < 2 micras) para eliminar el CO». Las
muestras se colocaron en el muestreador automatico de espacio de cabeza a 50 °C y 60°C del
colector. El muestreador estaba conectado al sistema de Cromatografia de Gases con detector
de ionizacion de llama. Como gas portador se utiliz6 Helio a 5.0mL/min. Las muestras se
inyectaron a 10 PSI de presion y los componentes se separaron en columna de 25m * 0.53 mm
de diametro interior con espesor de pelicula de 5 m. Para la cuantificacion se utilizé 500 L de
estandar externo de 2,3-butanodiona (diacetilo).

La concentracion umbral detectable de diacetilo libre en una cerveza industrial es de 100 ppb,
mientras que para cervezas artesanales la concentracion puede ir de 500 a 1000 ppb (White &

Zainasheff, 1981).

Evaluacion Sensorial

Se evaluaron 4 muestras de cerveza (ScC, ScCh, ScA, ScCh:ScA), con la participacion de 6
jueces entrenados y certificados por el Beer Judge Certification Program (BJCP) que utilizaron
la.= hoja de evaluacion Beer  Scoresheet @(ANEXO A: HOJA DE
EVALUACION BEER SCORESHEET). Las muestras se analizaron en orden aleatorio

individual (Parker, 2012). Los atributos evaluados fueron: aroma (maltoso, lupulado, levadura
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y alcohol), apariencia (color, claridad, espuma y retencion de espuma), sabor (maltoso,
lupulado, amargo, levadura, balanceado y regusto) y sensacion en boca (cuerpo, carbonatacion,
astringencia, calidez y cremosidad). Se aplico una escala discreta de 1 a 10 (para la mayor
intensidad) segun los métodos modificados de la BrewersAssociation (2010) y de Rossi et al.

(2018).

La evaluacion se desarrolld en la ciudad de Quito, en la cerveceria Andes Brewing Co. Cada
juez tuvo un lugar asignado previamente en mesas para tres participantes y dispuso de la hoja
de calificacion para cada cerveza. Las bebidas fueron servidas a 12 + 1 °C, 100 mL en vasos de
vidrio codificados con nimeros al azar de tres digitos (Parker, 2012; Simpson, 2016). Las
muestras se presentaron de forma monddica al panel para su respectiva calificacion. Entre cada
una de las muestras se ofrecid a los panelistas agua mineral sin gas y galletas sin sal, para
limpiar su paladar (Simpson, 2016). Los valores promedios de cada atributo se representaron

en un diagrama de radar (Rossi et al., 2018).

Analisis Estadistico

Los datos fueron evaluados mediante Anélisis de Varianza (ANOVA) y prueba de Tukey al 5%
de probabilidad. Se wutilizd6 el software R-studio version 4.0.5 (disponible en:

https://www.rstudio.com/products/rstudio/download/#download).
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RESULTADOS

Crecimiento microbiano

Hubo diferencia significativa entre los tratamientos (p < 0.05) y todos los factores tanto de
forma individual (Cepa de levadura, Fuente de carbono y Temperatura) como sus interacciones
influyeron significativamente (p < 0.05) en el crecimiento microbiano de los tratamientos
(Tabla 9).

Tabla 9 Analisis de Varianza (ANOVA) del crecimiento microbiano de los tratamientos.

Fuente de variacion Grados de | Suma de Cuadrados P-valor
libertad cuadrados medios

Tratamientos 11 2.499E+16 | 2.272E+15 | <2.2E-16*
Cepa de levadura 2 8.246E+15 | 4.123E+15 | <2.2E-16*
Fuente de Carbono 1 1.147E+15 | 1.147E+15 | <2.2E-16%*
Temperatura 1 2414E+15 | 2.414E+15 | <2.2E-16*
Levadura:Fuente de carbono | 2 4729E+13 | 2.365E+13 | 9.321E-7*
Levadura: Temperatura 2 1.165E+16 | 5.824E+15 | <2.2E-16*
Fuente de 1 1.009E+15 | 1.009E+15 | <2.2E-16*
carbono:Temperatura
Levadura:Fuente de 2 4774E+14 | 2.387E+14 | <2.2E-16*
carbono:Temperatura
Residuos 24 2.169E+13 | 9.036E+11
Total 35

* Significativo al 5% de probabilidad.
Cepa de levadura: ScC, ScChy ScA.

Fuente de carbono: Glucosa (YPD) y Maltosa (YPM)

Temperatura: 12 °C y 20 °C

Como se observa en la Tabla 10, en presencia de glucosa e incubacion a 20 °C, la cepa ScCh
(T6) mostrd el mayor crecimiento (p < 0.05), alcanz6 un promedio de 1.24*108 células/mL
(Figura 5), esta cepa también crecid en presencia de maltosa a 20 °C (T8) pero no alcanzé el
limite inferior de 10® células/mL establecido (Figura 6). A baja temperatura (12 °C), la cepa
ScCh (T7) mostr6 un crecimiento de 4.55*107 células/mL en presencia de maltosa y 4.06*107
células/mL en presencia de glucosa (T5) pero no alcanzo el limite establecido hasta las 24 h de

incubacion (Figura 7 y



Figura 8).
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Tabla 10 Crecimiento microbiano en los diferentes tratamientos.

Tratamiento Numero de células/mL
T6 1.24E+08 + 0.79E+062
TS 9.01E+07 + 0.20E+06°
T10 5.81E+07 +£ 0.15E+07°¢
T3 5.10E+07 + 0.90E+064
T1 5.05E+07 + 0.87E+064
T9 4.84E+07 + 0.79E+064
T12 4.75E+07 + 0.35E+06¢f
T7 4.55E+07 + 0.22E+07F
T11 4.09E+07 + 0.36E+062
T5 4,06E+07 + 0.60E+062
T2 3.84E+07 + 0.71E+068
T4 1.71E+07 + 0.10E+06"

Medias + DE.

Medias seguidas de por lo menos una misma letra no difieren entre
si al 5% de probabilidad, por la prueba de Tukey.

< ScC
<& ScCh
7 ScA

11 13 15 17 19

Tiempo (h)

Figura 5 Crecimiento celular de tres cepas de S. cerevisiae durante 24 h a 20 °C en medio de

glucosa.



46

vV v % ScC
< ScCh
v ScA

Conteo(cel/mL)

1.90e+07 3.70e+07 5.50e+07 7.30e+07 9.10e+07

1.00e+06

Tiempo (h)

Figura 6 Crecimiento celular de tres cepas de S. cerevisiae durante 24 h a 20 °C en medio de
maltosa.
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Figura 7 Crecimiento celular de tres cepas de S. cerevisiae durante 24 h a 12 °C en medio de
glucosa.
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Figura 8 Crecimiento celular de tres cepas de S. cerevisiae durante 24 h a 12 2C en medio de

maltosa.

La cepa ScA (T10), mostrd su mayor crecimiento (p < 0.05), 5.81*%107 células/mL en
presencia de glucosa a 20 °C (Figura 5) mientras que en presencia de maltosa y a 12 °C de
incubacion (T11) fue su crecimiento mas bajo (p < 0.05), con una media de 4.09*10’
células/mL (

Figura 8). Para el crecimiento en glucosa a 12 °C (T9) y en maltosa a 20 °C (T12) no hubo
diferencia significativa (p > 0.05) en la variable de respuesta (Figura 7 y Figura 6).

Por otro lado, a 12 °C la cepa ScC (Figura 7 y

Figura 8) en presencia de maltosa (T3) y de glucosa (T1), reportd valores medios de 5.10%107
y 5.05%107 células/mL, respectivamente y no hubo diferencia significativa (p>0.05). El
crecimiento mas bajo para esta cepa se mostro a 20 °C (Figura 5 y Figura 6) donde alcanzo las

3.84*107 células/mL en presencia de glucosa (T2) y 1.71*107 células/mL en presencia de
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maltosa (T4), es decir, la temperatura influy6 significativamente (p < 0.05) en el crecimiento

de estos dos tratamientos.

Fermentacion alcoholica

Mosto de Malta

Las tres variables de respuesta Grados Brix (13.80 °Brix), Densidad de mosto (1.055 g/mL) y

pH (5.00) cumplieron los rangos establecidos (Parametros de Fermentacion) para pruebas de

crecimiento y fermentacion.

Fermentacion a escala de laboratorio

Los Parametros de Fermentacion se determinaron a lo largo de 96 h hasta cuando sus valores

permanecieron constantes (Figura 9).
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Figura 9 Parametros de fermentacion de las cepas ScC, ScCh, ScA y ScCh:ScA:del nimero
de células (A), grados Brix (B), pH (C) y densidad (D) durante 96 h de fermentacion a 20 °C
en mosto de cebada.

Existid diferencia significativa entre los tratamientos (p < 0.05). El factor analizado (cepa de
levadura) influy¢ significativamente (p < 0.05) sobre el nimero de levaduras (células/mL),

densidad de mosto, grados Brix, pH y porcentaje de alcohol de los tratamientos (Tabla 11).

Tabla 11 Resumen del Anélisis de Varianza (ANOVA) del Numero de levaduras, Grados
Brix, Densidad de mosto, pH y Porcentaje de alcohol de los tratamientos.

Fuente de | Grados de Cuadrados medios
Variacion | Libertad Numero de Graflos Densidad pH Alcohol
levaduras Brix de mosto (% v/v)
Tratamientos | 3 1.109E+16* |0.221%* 0,003778* |0.380%*|0.068*
Residuos 8 3,08E+15 0.003 1,67E-04 |0.001 |0.003
Total 11

* Significativo al 5% de probabilidad

La cepa ScCh:ScA presento el mayor crecimiento (3.70%108 células/mL) mientras que la cepa
ScC (control) tuvo el mas bajo (2.38*103células/mL), pero todos los tratamientos alcanzaron el
limite inferior de 10® células/mL (Tabla 12).

Tabla 12 Numero de levaduras, porcentaje de alcohol, pH, densidad de mosto y grados Brix
de los tratamientos.

Cepa de Numero de levaduras Alcohol pH* Densidad de Grados
levadura (células/mL)* (% viv)* mosto (g/mL)* Brix*
ScCh:ScA 3.70E+08 + 0.55E+06* | 4.58 £0.08> | 3.25+0.01° 1.02 £ 0.00% 5.27 +£0.06°
ScCh 3.21E+08 £ 5.77E+05° | 4.80+0.00° | 3.52+0.01° 1.01 +0.00° 4.83 £ 0.06¢
ScA 2.56E+08 £ 3.06E+06° | 4.67 £0.00® | 3.15+0.01¢ 1.02 £ 0.00% 5.07 £ 0.06°
d c a
ScC 2.38E+08 + 1.53E+06 444 +0.08 3.95+0.04 1.02 < 0.00? 547+ 0.06°
(control)
Medias + DE

Medias seguidas de por lo menos una misma letra no difieren entre si al 5 % de probabilidad,
por la prueba de Tukey.

Las cepas ScCh y ScA generaron la mayor concentracion de etanol y no hubo influencia
significativa entre ellas (p > 0.05). La media del porcentaje de etanol de los cuatro

tratamientos estd dentro del rango de 3 a 7 % (v/v) recomendado (Tabla 12).
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Durante la fermentacion se obtuvo niveles bajos de pH (entre 3.15 y 3.95), dentro del rango
establecido. La cepa comercial ScC presentd el mas alto pH (3.95) y la cepa ScA mostro el

promedio mas bajo (pH=3.15) (p < 0.05).
Ponderacion de las variables de respuesta

La ponderacién total (Tabla 13) de las variables de interés fue la misma para todos los
tratamientos, es decir, todos cumplieron con las especificaciones lo que determind que fueran

replicados a escala piloto.

Tabla 13 Ponderaciones de las variables de respuesta.

Cepa de pH | Alcohol | Densidad | Grados | Densidad | Total
levadura celular Brix

ScCh:ScA | 5 4 3 2 1 15
ScCh 5 4 3 2 1 15
ScA 5 4 3 2 1 15

Fermentaciones a escala piloto.

El tiempo de fermentacion a escala piloto a 20 °C dur¢ entre siete y diez dias hasta cuando los
Parametros de Fermentacion se mantuvieron estables (Tabla 14) y cumplieron con lo

establecido para una cerveza estandar.

Tabla 14 Parametros al finalizar la fermentacion.

Cepa de Densidad | Grados | Alcohol | pH
levadura (g/mL) Brix (% v/v)
ScCh:ScA 1.018 4.50 4.93 4.80
ScCh 1.022 5.10 4.40 4.60
ScA 1.016 4.20 5.20 4.80
ScC (control) 1.011 3.80 5.87 4.90
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Cuantificacion de Diacetilo

El diacetilo total y diacetilo libre se cuantificaron por HSGC en las cuatro muestras de cervezas

obtenidas del ensayo de fermentacion piloto y sus valores se presentan en la .

Tabla 15.

Tabla 15 Concentraciones de Diacetilo total y libre en las muestras de cerveza.

Cepa de Diacetilo Diacetilo
levadura total (ppb) | libre (ppb)
ScCh:ScA 130 24
ScCh 212 90
ScA 96 18
ScC 226 110

Las cuatro cervezas cumplieron con las especificaciones para diacetilo libre. Las cepas ScCh,
ScA, y ScCh:ScA generaron valores menores al umbral de deteccion (100 ppb) mientras que la

cepa ScC mostro el valor mas alto (110 ppb) pero dentro de rango para cervezas artesanales

(White & Zainasheft, 1981).

Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial se realizé con la participacion de jueces certificados y cada uno califico
las muestras en una escala discreta de 10 puntos para representar graficamente los atributos
minimos requeridos en una cerveza (Figura 10).

El perfil aromatico de las cuatro cepas presentd los mismos poligonos, pero las cepas ScCh,

ScA y ScCh:ScA mostraron un acentuado aroma a levadura (o fermento) en comparacion con



52

la cepa ScC. Ademas, esta cepa destacd por su aroma a lipulo y alcohol més intenso en
comparacion a las demas levaduras.
Las cervezas presentaron perfiles diferentes de sabor. Las cepas ScCh, ScA y ScCh:ScA
tuvieron un mayor sabor a levadura a diferencia de la cepa ScC que se caracterizd por mayores
sabores a lupulo y malta. El amargor fue similar para las cuatro cepas y respecto al balance de
sabor, las cepas ScCh, ScA y ScCh:ScA tuvieron mejor puntuacion, pero también se identifico
que estas cepas, excepto la cepa ScCh, poseian un regusto no deseado.

Aroma Sabor
Maltoso

et

Lupulado e

Maltoso

- o “Regusto

. ® ScCh

® SchA

® ScCh:ScA
ScC

Lupulade e -+
Levadura: L 4 ~,'~'Baiénceado

Levadura Amargo

Apariencia Sensacion en boca

Cuerpo

" ‘Cremosidad
: 41 e ScCh
® ScA
® ScCh'ScA
ScC

Carbonata;iibﬁ ey

Astringencia Calidez

Espuma

Figura 10 Perfiles organolépticos de las cervezas evaluadas.

El perfil de apariencia de las cervezas generd diferentes poligonos, la cepa ScC mostré una

cerveza con mayor espuma y mejor retencion, ademas fue calificada como mas cristalina en
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comparacion a las cervezas fermentadas con las cepas ScA, ScCh y ScCh:ScA. El color fue el
unico atributo en el que las cuatro cepas obtuvieron los mismos valores.

Finalmente, el perfil de sensacion en boca evidencié que la levadura ScC tuvo un mejor nivel
de carbonatacion, una sensacion de calidez maés intensa y mejor cuerpo. Para la cremosidad y

astringencia, las cuatro levaduras obtuvieron valores bajos en la escala empleada.

DISCUSION

Tanto las cepas de S. cerevisae domesticadas como comercial fueron capaces de crecer en los
medios suplementados con glucosa y maltosa (Figura 5, Figura 6, Figura 7 y

Figura 8), y alcanzaron concentraciones de 10% células/mL. Esto indica que son capaces de
asimilar estos azucares y producir etanol en concentraciones adecuadas para la industria

cervecera tal como sefialan Grijalva et al. (2020) y van Rijswijck et al. (2017).

Uno de los rasgos caracteristicos de domesticacion de levaduras es la capacidad para fermentar
una amplia variedad de azlicares, como maltosa y glucosa, que estan presentes en varios
sustratos, especialmente en la industria de bebidas fermentadas (Bamforth, 2005; Nubia
Grijalva, 2019). Estos azucares son las fuentes de carbono mas abundantes en el mosto de
cebada, la metabolizacion eficiente de los dos es un requisito indispensable en la elaboracion
de cerveza (Bamforth, 2005; Briggs et al., 2004). Las cepas de levadura domesticadas en
bebidas o alimentos fermentados pueden asimilar facilmente la glucosa, pero solo algunas

pueden asimilar la maltosa (Bamforth, 2005; Nubia Grijalva, 2019; Ravasio et al., 2018).
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La presencia de maltosa en chichas andinas podria explicar que algunas cepas salvajes de S.
cerevisiae estén adaptadas para asimilar este azucar (Chaves et al., 2020; N. J. Grijalva, 2019;
Pil6 et al., 2018). La asimilacion de azlcares por parte de S. cerevisiae esta relacionada a la
presencia de ciertas proteinas de membrana (permeasas) las cuales permiten el transporte de
azucares al interior de las células (Bamforth, 2005; White & Zainasheff, 1981) y, en
consecuencia, su metabolizacion. Se ha encontrado que varias cepas salvajes aisladas de chicha
poseen genes encargados de codificar estas proteinas de membrana y les permite transformar
la glucosa y/o maltosa en etanol (Pild etal., 2018). Los principales genes encargados de
codificar permeasas son HXT, MALT y AGT para el transporte de glucosa, maltosa y
maltotriosa respectivamente. Estos genes son expresados segun la especie y cepa de levadura

en presencia del sustrato donde son domesticadas (Marongiu et al., 2015; Pilo et al., 2018).

La temperatura es un factor que influye directamente en el desarrollo y crecimiento microbiano
(Bamforth, 2005; White & Zainasheff, 1981). A temperaturas entre 18 y 30 °C, la mayoria de
levaduras domesticadas y salvajes presenta una buena tasa de crecimiento (Bader et al., 2019;
Bamforth, 2005) pero existen excepciones para levaduras adaptadas a ambientes frios con
temperaturas entre 4 y 15 °C, como es el caso de S. eubayanus o S. cerevisiae var. boulardii
(Burini et al., 2020; van Rijswijck, 2017). Los ensayos de crecimiento a una temperatura de 12
°C permiten conocer la adaptabilidad de las cepas a bajas temperaturas y su posible aplicacion
en la elaboracion de cervezas tipo Lager (Burini et al., 2020; Nubia Grijalva, 2019). Las tres
cepas estudiadas mostraron crecimiento a 12 °C pero la temperatura 6ptima de crecimiento fue
20 °C como se emplea en la elaboracion de cervezas artesanales tipo Ale (Hornsey, 2003; White

& Zainasheff, 1981). La domesticacion de levaduras esté reflejada en su genoma y fenotipos.
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Las cepas cerveceras han presentado un mayor grado de adaptabilidad a los procesos de
elaboracion ya que se manejan condiciones muy controladas y estables (Gallone et al., 2016).
Por otro lado, las cepas salvajes, aisladas de alimentos o bebidas fermentadas espontaneamente,
no se desarrollan en condiciones estables, es decir, sus entornos naturales son muy diversos
(Pil6 et al., 2018). Varios estudios han mostrado variaciones a nivel genético entre cepas
cerveceras y salvajes, incluso entre cepas aisladas de diferentes chichas se han identificado
variaciones gendmicas y fenotipicas (Cubillos et al., 2019; Pil6 et al., 2018). Estas diferencias
se atribuyen a los diversos ambientes (temperatura y tiempo de fermentacion, tipo de sustrato,
etc.) donde se desarrollan estas levaduras (N. Grijalva et al., 2020). Las levaduras aisladas de
alimentos poseen una mejor adaptacion a temperaturas altas (mayores a 15 °C) debido a su
proceso de domesticacion a estas condiciones. Las chichas de la region andina difieren respecto
a su elaboracion, pero por lo general, fermentan a temperaturas de 18 a 30 °C (N. Grijalva et al.,
2020; Pil6 et al., 2018). Los ensayos de fermentacién permiten evaluar el potencial de las
levaduras y su posible aplicacion en la industria, para esto se requiere un sustrato estandar
(mosto) con una baja densidad inicial (entre 1.040 y 1.060 g/mL), ya que una concentracion
elevada de aztcares puede inhibir el metabolismo de las levaduras por exceso de sustrato o
estrés osmotico (Briggs et al., 2004; White & Zainasheft, 1981). Ademas se necesita de un bajo
amargor porque una alta cantidad de compuestos provenientes del lapulo puede detener el
crecimiento de algunas especies de levaduras (Dysvik et al., 2020; van Rijswijck, 2017). El
mosto de cebada debe simular perfectamente las condiciones que requieren algunos estilos de
cerveza, tanto tipo Ale como Lager (R. Barth, 2013; White & Zainasheft, 1981), y este sustrato
debe tener cantidades adecuadas de nitrdgeno y vitaminas que favorezcan el crecimiento y

multiplicacion microbiana (R. Barth, 2013). En el presente estudio los Grados Brix (13.80
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°Brix), Densidad de mosto (1.055 g/mL) y pH (5.00) cumplieron con las especificaciones

requeridas para el crecimiento y fermentacion (N. Grijalva et al., 2020; van Rijswijck, 2017).

Los ensayos de fermentacion (Figura 9) mostraron que las cepas no convencionales pueden
metabolizar los azicares presentes en el sustrato de cebada a pesar de no haber sido
domesticadas para este proposito. Los grados Brix y la densidad representan la concentracion
de solidos disueltos en la cerveza, es decir la cantidad de azucares totales que no fueron
metabolizados por las levaduras durante la fermentacion (R. Barth, 2013; Briggs et al., 2004) y

aportan cuerpo a la cerveza que, dependiendo del estilo, puede ser favorable (R. Barth, 2013).

Grijalva (2019) presento cepas de levaduras, aisladas de chichas, que tenian la capacidad para
fermentar maltosa en condiciones similares a las de esta investigacion y mostraron el mismo
rango de concentraciones de etanol, de 3 a 7% (v/v). En general, experimentos con levaduras
no convencionales han identificado varias cepas de S. cerevisiae capaces de fermentar aziicares
presentes en el mosto y generar concentraciones de etanol iguales a las obtenidas en el presente
trabajo (Troilo et al., 2020; van Rijswijck, 2017). Las bajas densidades que se reportaron en los
ensayos de fermentacion ratificaron que todas las cepas estudiadas pueden metabolizar la
glucosa y maltosa para producir alcohol durante la fermentacion y, ademas, poseen una buena
tolerancia al estrés osmotico en presencia de etanol, caracteristica que se requiere en la industria

cervecera (Burini et al., 2020).

El pH es otro factor de importancia para las diferentes reacciones quimicas que ocurren durante

el proceso de elaboracion (R. Barth, 2013; White & Zainasheff, 1981). Por ejemplo, pH
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superiores a 5.8, durante la maceracion, provocan una ineficiente conversion del almidon en
azucares fermentables; mientras que durante la coccidon no se logra la coagulacion de proteinas
y valores muy altos contribuyen a la astringencia por la excesiva extraccion de taninos (R.
Barth, 2013; Briggs et al., 2004). Para el desarrollo y crecimiento microbiano, el pH también
juega un rol importante (Bamforth, 2005; White & Zainasheff, 1981), pH menor a 5.4 antes de
iniciar la fermentacion ayuda a inhibir bacterias contaminantes del mosto y favorece el
crecimiento de la mayoria de especies de levaduras (Bamforth, 2005; White & Zainasheff,
1981). Ademas, durante la fermentacion el pH disminuye por el metabolismo de azlicares y la
produccion de etanol, dioxido de carbono y acetaldehido, entre otros (R. Barth, 2013). Segtin
el tipo de cerveza y la cepa de levadura empleada el pH en el producto final puede variar desde
5.0 hasta 3.0 (R. Barth, 2013; White & Zainasheft, 1981). El pH mostr6 relacion con los valores
de azticares residuales (grados Brix finales) que concuerda con Pil6 et al. (2018) y N. Grijalva
et al. (2020) segun los cuales, la transformacioén de azucares a etanol y didéxido de carbono
disminuye el pH del medio. Por otro lado, las cepas no convencionales poseen varias rutas de
asimilacion de azucares (Bamforth, 2005). La fermentacion heterolactica y homoléctica son
caracteristicas en varias especies de levaduras, especialmente en aquellas que fueron aisladas
de fermentaciones espontaneas (Capece et al., 2018; Rossi et al., 2018). Estas rutas metabdlicas
pueden acidificar el medio por la formacién de lactato y acetato (Bamforth, 2005). En la
fermentacion homolactica el piruvato se reduce directamente a acido lactico (disminucion de
pH) mientras que en la fermentacion heterolactica pueden generarse lactato, etanol y didxido
de carbono, a la vez. Estas levaduras no estan adaptadas a la generacion exclusiva de etanol y,
por sus condiciones de entorno, cuando disponen de oxigeno y concentraciones bajas de
azucares son capaces de activar su respiracion aerobica para obtener energia y, como

consecuencia, también generan acido lactico (Bamforth, 2005).
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El diacetilo (2,3-butanodiona) es un compuesto volatil que se considera indeseable en la
cerveza. Su limite de deteccidon en cervezas industriales es 100 ppb mientras que en cervezas
artesanales varia entre 500 y 1000 ppb (White & Zainasheff, 1981). Las cuatro levaduras
utilizadas generaron cervezas con diferentes concentraciones de diacetilo. Las cervezas
elaboradas con las cepas ScA y ScCh:ScA mostraron los valores mas bajos de diacetilo libre
(18 y 24 ppb, respectivamente). Estas cepas fueron capaces de asimilar mas eficientemente el
diacetilo para formar 2,3-butano-diol que es un compuesto que no altera el sabor y aroma de la
cerveza porque su umbral de deteccion (50 a 100 ppm) es mucho mas alto (Morales, 2018). Por
otro lado, la cerveza obtenida con la cepa ScCh presentd 90 ppb de diacetilo libre y la cepa
comercial ScC genero la cerveza con la mayor concentracion de diacetilo (110 ppb). Dysvik et
al. (2020) reportd concentraciones entre 300 y 1100 ppb de diacetilo libre en cervezas
fermentadas con diferentes cepas de S. cerevisiae que fueron evaluadas y aceptadas en un panel
de consumidores, o sea estos rangos de diacetilo libre no fueron detectados sensorialmente.

El diacetilo es una dicetona vecinal que se forma durante la fermentacion de la cerveza y se
caracteriza por un sabor indeseable del tipo mantequilla o caramelo. En consecuencia, debe ser
eliminada antes de que la cerveza llegue al consumidor (Briggs etal., 2004; White &
Zainasheft, 1981). El diacetilo se forma como un subproducto no deseado a partir del piruvato
por levaduras cerveceras y salvajes, su remocion prolonga el proceso de preparacion general de
la cerveza ya que las mismas levaduras se encargan de absorber este compuesto y reducirlo a
2,3-butano-diol durante la maduracion (Morales, 2018). En general, durante la fermentacion se
produce diacetilo total (dcido a-acetolactato y diacetilo libre), pero el diacetilo libre se detecta

sensorialmente en concentraciones elevadas (Briggs et al., 2004). La presencia de diacetilo en
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el producto final se produce por temperaturas muy altas de fermentacion (> 22 °C) y/o periodos
cortos de maduraciéon (menores a cinco dias) (White & Zainasheff, 1981), que pueden
controlarse a nivel industrial y artesanal, lo que justifica las concentraciones bajas de diacetilo

en las muestras analizadas en este proyecto.

Por otro lado, los atributos sensoriales mas comunes al evaluar una cerveza son: Aroma, Sabor,
Apariencia y Sensacion en Boca. Cada uno posee un conjunto de descriptores segun el tipo de
evaluacion que se realice (Parker, 2012; Yonezawa & Fushiki, 2002). Levaduras no
convencionales son empleadas, generalmente, para potenciar el perfil de aromas en una cerveza,
sea en cultivos puros o mixtos, y también para generar cervezas funcionales de alto valor
nutritivo (Burini et al., 2020). Varias investigaciones han demostrado la capacidad que poseen
algunas especies de levaduras para generar compuestos volatiles que contribuyen al perfil de
aromas de una cerveza segun su estilo (Gamero et al., 2020; Ravasio et al., 2018). Al evaluar
las cervezas fermentadas con las cuatro cepas de levadura en este estudio, se observé que las
cepas ScCh y ScA tienen potencial para ser empleadas en cerveceria en cultivos puros, ya que
mostraron perfiles semejantes a la cepa control (Figura 10). El acentuado aroma y sabor a
levadura detectados en las dos cepas se justifico por la produccion elevada de biomasa (mayor
crecimiento microbiano) como se reportdé Marongiu et al. (2015) al emplear cepas de S.
cerevisiae aisladas de masa madre para elaborar cervezas artesanales. Otra caracteristica notoria
de las cepas ScC y ScA, fue la baja presencia y retencion de espuma que se atribuye a la falta
de capacidad de asimilar y/o degradar proteinas presentes en el mosto, asi como a la sintesis de
acidos grasos y aminoacidos que favorecen la formacion y retencion de espuma (Briggs et al.,
2004; Hornsey, 2003). Estas cepas también mostraron una baja produccion de aromas asociados

al Iupulo, como fue indicado por Marongiu et al. (2015), ademas de que la produccion de
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compuestos aromaticos estd relacionada a la capacidad de asimilar e interactuar con los aceites
esenciales provenientes del lupulo. Las cepas cerveceras estin adaptadas para utilizar estas
resinas (como el geranial o el linalol) para la sintesis de compuestos volatiles caracteristicos de
aromas frutales y florales en cervezas (Briggs et al., 2004) mientras que las cepas salvajes no
poseen esta habilidad como fue reportado por Pil6 et al. (2018) y Marongiu et al. (2015) debido
a la ausencia de proteinas especializadas de transporte y las variaciones genéticas en regiones

especificas de ADN mitocondrial.

CONCLUSIONES

Las dos cepas utilizadas en cultivos puros (ScCh y ScA) fermentaron el mosto de cebada y
generaron cervezas con perfiles semejantes a la de la cepa control, ademas de acentuados
sabores y aromas a fermento debido a la gran produccion de biomasa que podra ser mejorado a

través de la adaptacion forzada.

La temperatura dptima de crecimiento para las cepas fue de 20 °C, lo que mostrd gran potencial
para generar cervezas tipo Ale. También tuvieron crecimiento a 12 °C aunque a menor
velocidad, caracteristica que se podria aprovechar en la elaboracion de cervezas tipo Lager. Las
cepas ScCh y ScA podrian fermentar el mosto de cebada a baja temperatura (10 a 14 °C) pero

en periodos mas largos.

Los parametros fisico-quimicos (% alcohol, pH, densidad y grados Brix) de las cervezas
obtenidas en la fermentacion piloto cumplieron con la especificacion para cervezas tipo Ale, en

especial para cervezas claras de bajo amargor y porcentaje de alcohol moderado.
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Las dos cepas salvajes de S. cerevisiae, ScCh y ScA, mostraron rasgos de domesticacion
semejantes a los descritos en cepas cerveceras como el uso de glucosa y maltosa, ademas de

tolerancia al etanol y una buena asimilacion de diacetilo en la etapa de maduracion.

La co-inoculacion (ScCh:ScA) no presentd ventajas sobre las cepas puras en los ensayos
realizados en este estudio, sin embargo, la cerveza obtenida con este cultivo mostro atributos
sensoriales adecuados para la industria cervecera.

Las dos cepas de S. cerevisiae aisladas de alimentos, mostraron bajas concentraciones de

diacetilo.

Las dos cepas de S. cerevisiae aisladas de alimentos, tienen potencial para la innovacion,
diferenciacion y diversificacion de cerveza artesanal, pero es necesario profundizar estudios

sobre su potencial fermentativo y actividades enzimaticas.
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ANEXO A: HOJA DE EVALUACION BEER SCORESHEET
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J. Structured Version
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Use the space provided to describe the primary attribute. Other
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For "Fermentation”, consider esters, phenols, etc.
If character is inappropriate for style, mark the box to the right. — ) §
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