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RESUMEN

En el proceso de elaboracion y obtencion de la cerveza, la fermentacion de los azlcares presentes en
el mosto por parte de las levaduras y la produccién de aromas deseados, segun los diferentes estilos,
constituye un tema clave en la obtencion del producto.

En dicho proceso intervienen una serie de variables, que van desde las diferentes materias primas que
forman parte de la elaboracion de la cerveza asi como las diferentes técnicas para la realizacion de
las etapas de elaboracidn. Durante la fermentacién alcoholica, las levaduras transforman los azucares
del mosto en etanol y anhidrido carbonico como principales compuestos, pero ademas producen y/o
modifican una gran diversidad de compuestos aromaticos presentes en la malta (cereal malteado) y el
lUpulo, muchos de los cuales son compuestos que determinan en buena medida la calidad de una

Cerveza.

Basados en la existencia de una gran biodiversidad de levaduras nativas y especificamente de
levaduras no-Saccharomyces, en el presente trabajo de tesis, se realizé la seleccion y caracterizacion
de cepas nativas no tradicionales. Dentro de las cepas seleccionadas se encontraron cepas
Saccharomyces cerevisiae (Sc, S.cerevisiae) nativas y cepas no-Saccharomyces nativas, provenientes

de la industria cervecera y la industria vitivinicola uruguaya.

Como producto de la primera parte del trabajo de caracterizacion y selecciones continuadas de las
mejores cepas, se seleccionaron 4 cepas de lavaduras nativas, dos Saccharomyces y dos no-
Saccharomyces. Se estudiaron las capacidades fermentativas y la produccion de compuestos
aromaticos en un medio simil cervecero. En base a los resultados obtenidos se realizaron micro

fermentaciones con cultivos mixtos.

A partir de los resultados obtenidos en la etapa anterior, se seleccionaron dos cepas para realizar

ensayos a escala semi piloto en las instalaciones de una cerveceria artesanal nacional.

Vi



Entre los resultados obtenidos, se destacan los siguientes:

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

Las levaduras nativas aisladas en esta tesis fueron 12 y se utilizaron 35 cepas de levaduras
nativas aisladas de la industria vitivinicola. Del aislamiento de estas levaduras nativas, se
encontraron 26 cepas pertenecientes a diversos géneros y especies, autoctonas del Uruguay y
fermentadoras de maltosa.

Se disefié un Simil Mosto Cervecero de forma de estandarizar el estudio de las cepas.

Se determind para cepas nativas Saccharomyces y no-Saccharomyces la formacion de
distintos compuestos aromaticos que pusieron de manifiesto la importancia de trabajar con la
diversidad de levaduras nativas y en particular con las no-Saccharomyces.

Se constatd la produccidn en niveles significativos sobre el umbral sensorial de percepcion de
los siguientes compuestos en al menos una de las cepas estudiadas: 4 vinil guaiacol, 2-
feniletanol (alcohol B feniletilico), alcohol isoamilico (3-metil-1-butanol), 3-(metilitio) -1-
propanol, hexanoato de etilo, octanoato de etilo, acetato de isoamilo, acetato de 2-feniletilo,
acidos butanoico, hexanoico, octanoico y acido isovalerico y finalmente limoneno. Se destaco
la produccién de octanoato de etilo con 129 unidades de aromas (UA) para todas las cepas a
excepcion de la Zygoascus meyerae (T12_135F). El hexanoato de etilo también se destaco en
todas las cepas principalmente en la Pichia anomala (BCMO15_2) con 25 UA y para esta
cepa el compuesto 4 vinilguaiacol se destacd con 6 UA.

Se demostrd el incremento de la capacidad fermentativa de las microfermentaciones cuando
se emplearon cultivos mixtos compuestos por cepas nativas Saccharomyces y no-
Saccharomyces.

Se constatdé el aporte aromatico en cultivos mixtos con la cepa Hanseniaspora vineae
T02/05F (cepa no fermentadora de la maltosa).

Tres cepas pertenecientes a las siguientes especies: Saccharomyces cerevisiae, Zygoascus
meyerae (Zm, Z.meyerae) y Pichia anomala (Pa, P.anomala), fueron seleccionadas para

ensayos a escala piloto para la produccion de cerveza artesanal.

En resumen, los resultados obtenidos pusieron de relevancia la contribucion de las levaduras nativas

seleccionadas, como generadoras de complejidad aromatica y sensorial en las cervezas elaboradas.

La formacion de compuestos aromaticos identificados en este trabajo, y la contribucion sensorial

puesta de manifiesto por algunos compuestos cuyas concentraciones fueron mayores al umbral de

percepcion, constituyen importantes caracteres de selectividad para cepas cerveceras nativas

uruguayas.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL, ANTECEDENTES, JUSTIFICACION Y OBJETIVOS



1.1 Introduccion general

1.1.1 Marco histérico de la cerveza y sus origenes

La produccion de cerveza es una practica que data de mucho tiempo. La elaboracion de la misma no
era exactamente como se conoce actualmente y a lo largo del tiempo ha ido sufriendo
transformaciones. Este desarrollo nos permite contar con el producto como se conoce actualmente y
en sus distintas versiones (estilos). La cerveza no es solamente una bebida fermentada, sino que en
ella esta implicita la historia del desarrollo, evolucion y habitos de consumo del hombre a lo largo de

los siglos.

Existen antecedentes alrededor de todo el mundo de la elaboracion de la cerveza. Los indicios mas
antiguos acerca de esta bebida han sido encontrados en China. En el periodo de tiempo que va desde
aproximadamente los afios 7000 AC-3000 AC se ha encontrado evidencia historica de la elaboracion
de esta bebida por distintos pueblos. El pueblo ubicado en la regién de la Mesopotamia, el imperio
Egipcio, el imperio Griego y también el imperio Romano. Méas avanzado en el tiempo y posterior al
300 DC la elaboracidn de esta bebida se fue extendiendo por las diferentes zonas que ocupan paises
que hoy forman parte de Europa (Alemania, Francia, Bélgica, Portugal, entre otros) (Poelmans y
Swinnen, 2015).

Los origenes de la cerveza y del vino estan estrechamente relacionados. A lo largo de la historia los
antecedentes indican que los pueblos han ido alternando su consumo por costumbres, por facilidad de
acceso a la materia prima y por conocimiento de técnicas de elaboracion. Louis Pasteur quimico
francés considerado el padre de la enologia por sus importantisimos descubrimientos acerca de la
fermentacion en la elaboracion del vino, tuvo también un rol fundamental a la hora del conocimiento

de los fermentos que estan implicados en la elaboracién de la cerveza (Pasteur, 1876).

En las cervecerias de los monasterios fue donde se realiz6 el paso de la fabricacion casera a la
industria cervecera a lo largo del siglo XIV. En el afio 1516 se firmé en Alemania la Ley de Pureza
Bavara (el “Reinheitsgebot”) por los duques Guillermo IV y Luis X, que establecia que los unicos
ingredientes que se debian utilizar para la fabricacion de una cerveza genuina eran malta, lupulo y
agua. Esta ley de Pureza Alemana posteriormente fue modificada para incluir a la levadura (Sancho
Saurina, 2015). Antes del uso del ltpulo era empleado el denominado “grut” o “gruit”. Se trataba de
una mezcla a base de hierbas que aportaba caracteristicas y atributos sensoriales unicos, realizado
segun la region, su mezcla era un secreto bien conservado. Esta fue utilizada a lo largo de Europa y

en particular muy vinculada a los monasterios (Hornsey, 1999).



Los maestros cerveceros ingleses reconocen a principio del siglo XIX que esas reacciones que se
producian durante la elaboracién de cerveza, tenian que ver con unas células pequefias microscopicas
que permitian transformar los azlcares en alcohol. Pasteur en sus investigaciones y estudios
demuestra que las responsables de esas transformaciones eran levaduras. En su libro “Etudes sur la
Bicre” publicado en 1876 Louis Pasteur, realizé estudios en relacion a los procesos fermentativos
implicados en la elaboracion de la cerveza y mostré que estos procesos se debian a la actividad de
microrganismos, andlogamente como lo hizo para el vino (Pasteur, 1876). En su libro también
realiza comparaciones acerca del vino y de la cerveza y resalta sus diferencias en cuanto a
caracteristicas y propiedades de estas bebidas y como esto influye en los procesos fermentativos. En
este libro Pasteur presenta incluso estudios de los fermentos que alteran el mosto cervecero e incluso
ya menciona los diferentes tipos de fermentacion: la fermentacion alta y la fermentacion baja
(Pasteur, 1876).

Unos afios mas tarde, Emil Christian Hansen desarrollo un método de cultivo de levadura pura en
1883, que fue mejorado 10 afios mas tarde por Paul Lindner ambos trabajadores del Laboratorio
Carlsberg (Monerawela y Bond, 2017). Con este método se consiguié aislar levaduras puras. Entre
los afios 1840 -1890 se crearon numerosas industrias cerveceras tanto a nivel europeo como mundial.
La mayoria de la produccion de estas cervecerias fue la produccion de cervezas de estilo “Lager” (su

definicion se tratara mas adelante) (Hornsey, 1999; Sancho Saurina, 2015).

El desarrollo de estas industrias cerveceras hizo que surgieran organizaciones como la American
Society of Brewing (ASBC) fundada en 1984 y la European Brewery Convention (EBC) fundada en

1946 con sede en Bélgica.

1.1.2 Levaduras. Evolucion de su utilizacion en la industria cervecera

Tradicionalmente las levaduras utilizadas para las fermentaciones cerveceras tipo Lager son
mayoritariamente Saccharomyces pastorianus (syn. Saccharomyces carlbergenisis, un hibrido entre
S. cerevisiae y S. eubayanus) (Martini y Martini, 1987), representando este tipo de cerveza el 90 %
del mercado (Varela, 2016; Da Costa Jardim et al., 2018).

El otro tipo de cerveza importante es la cerveza Ale. Las levaduras utilizadas para este tipo de
cerveza son usualmente Saccharomyces cerevisiae (Martini y Martini, 1987), y representa un 5% del
mercado de cerveza (Varela, 2016). El porcentaje restante lo ocupan cervezas producidas mediante

fermentaciones espontaneas o fermentaciones mixtas con levaduras y bacterias.



Tanto para lager como ale, el género Saccharomyces, es el tradicional de la industria cervecera. Esto
se basa fundamentalmente en la eficiente produccion de etanol, el uso de la via fermentativa como el
paso metabdlico fundamental, y la alta tolerancia al etanol y factores medioambientales adversos
(Baker et al., 2015; Varela, 2016; Petruzzi et al., 2016; Aslankoohi et al., 2016).

Sin embargo, en los ultimos afios, algunas especies de levaduras no-Saccharomyces estan siendo
evaluadas en fermentaciones para cervezas. Esto es el resultado de un interés global en la busqueda
de diferentes cervezas con un toque innovador. Las levaduras salvajes, no domesticadas pueden
ofrecer diferentes aromas y sabores que contribuyen al desarrollo de nuevas variaciones de cervezas
y estilos (Michel et al., 2016; Basso et al., 2016; Holt et al., 2018; Burini et al., 2020).

Las levaduras no-Saccharomyces, poseen baja eficiencia metabdlica primaria, lo que se traduce en
una limitada capacidad fermentativa. Sin embargo, y como consecuencia de su metabolismo
secundario, pueden impactar en la calidad sensorial de los productos de fermentacion finales. Se ha
demostrado, para vinos, que esta flora nativa, tiene un aporte importante en la composicién aromatica
del producto final, que esta relacionada con la liberacion de compuestos aromaticos, produccion de
esteres, alcoholes superiores y produccion de compuestos aromaticos azufrados (Pérez Giffoni, 2008;
Swangkeaw et al., 2014). Estos aportes en composicion aromatica, pueden enriquecer al producto de
fermentacion obtenido en concentracion y complejidad aromética y gustativa. Algunos
investigadores han demostrado que las levaduras no-Saccharomyces, a diferencia de las
Saccharomyces, producen y excretan una gran variedad de enzimas extracelulares como esterasas,
glucosidasas, lipasas, proteasas, celulasas, etc. Estas enzimas interactGan con los precursores
aromaticos del mosto, volviéndolos “activos aromaticamente”, influyendo asi sobre los aromas de las
bebidas fermentadas. Por estas razones las aplicaciones de levaduras no convencionales pueden
impactar en el fenotipo del sabor (“flavor phenotype”) de una manera impredecible (Holloway et al.,
1992; Soden, 1994; Egli etal., 1998; Henick-Kling et al., 1998; Soden et al., 2000; Mateo et al.,
2006; Medina et al., 2007; Carrau et al., 2008; Anfang, Brajkovich y Goddard, 2009; Viana et al.,
2011; Holloway, Subden y Lachance, 2013; Medina et al., 2013).

Algunas cepas no-Saccharomyces han sido reportadas para la fermentacion del mosto cervecero, en
cultivos puros, las mismas son: Torulaspora delbrueckii, Brettanomyces anomalus, Brettanomyces
bruxellensis, Candida shehatae, Candida tropicalis, Saccharomycodes ludwigii, Zygosaccharomyces

rouxii, y Pichia kluyveri (Michel et al., 2016).

En los ultimos afios, se ha comenzado a investigar también el efecto de cultivos mixtos entre cepas

Saccharomyces y no-Saccharomyces, adicionadas al mismo tiempo o secuencialmente en el mosto
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cervecero. Se han reportado estudios de cultivos mixtos con levaduras no convencionales: Pichia
kluyveri y Brettanomyces (Holt et al., 2018), Pichia kluyveri y Saccharomyces cerevisiae (Saerens y
Swiegers 2014a, 2014b; Holt et al., 2018), Zygotorulaspora florentina y Saccharomyces cerevisiae
(Holt etal., 2018), Lachancea thermotolerans y Saccharomyces cerevisiae (Holt et al., 2018),
Torulaspora delbrueckii y Saccharomyces cerevisiae (Canonico et al., 2016; Michel et al., 2016b),
Kazachstania servazzi y Saccharomyces cerevisiae (Gibson et al., 2015) y Naumovia dairenensis y
Saccharomyces cerevisiae (Gibson et al., 2015); la produccion de aromas como esteres y fenoles en

estos cultivos mixtos sugiere que fortalecen el flavor en las cervezas.

Sin embargo, aun no se ha evaluado globalmente el fendmeno de la competencia entre
Saccharomyces y no-Saccharomyces a escala industrial, y de hecho existen muy pocas cepas no-

Saccharomyces disponibles a nivel comercial para cervezas (Roudil et al., 2020; Burini et al., 2020).

Por otro lado, el denominado fenotipo del sabor (“flavor phenotype”), concepto buscado a la hora de
seleccionar levaduras se basa en la capacidad de cada cepa de producir compuestos aromaticos
secundarios durante la fermentacion alcoholica (Carrau et al., 2015b). En cervezas se sabe que hay
mas de 800 compuestos quimicos volatiles pero solamente una porcion de ellos son activos en lo que
al flavor se refiere (Olaniran et al., 2017). Siendo cientos de ellos responsables por el aroma final y
sabor en la cerveza, muchos de ellos son producidos por las levaduras durante la fermentacion
alcoholica (Pires et al., 2014). Por ejemplo, en el caso de los esteres se han detectado mas de 100
ésteres diferentes los que pueden dividirse en dos grupos principales: ésteres de acetato, tales como
acetato de etilo, acetato de isoamilo y acetato de 2-feniletilo, y ésteres de etilo, como hexanoato de

etilo y octanoato de etilo (Loviso y Libkind, 2018).

Por otro lado, los alcoholes superiores producidos durante la fermentacion alcohdlica , también se
generan en altas concentraciones respecto a otros compuestos volatiles, siendo su presencia de gran
impacto para el aroma y el sabor de las cervezas .En cervezas se pueden encontrar aproximadamente

40 alcoholes superiores (Loviso y Libkind, 2019).



Brettanomyces, ha sido una de las mas comunes cepas alternativas, que fermenta espontaneamente en
cervezas de los estilos Gueuze y Lambic (Varela, 2016), contribuyendo con el perfil del sabor de
estos estilos de cervezas, en donde los altos niveles de 4-Etilfenol (4 EP) y 4-Vinil guaiacol (4 EG)
son considerados deseables y tipicos compuestos aromaticos (Holt et al., 2018), de los estilos de

cerveza antes mencionados.

Otro ejemplo es la cerveza “American Coolship Ale” (ACA), que es una cerveza elaborada mediante
fermentacion esponténea, utilizando un método de elaboracion similar al del estilo Belgian Lambic.
Este tipo de fermentacion puede estar dividida en varios pasos de elaboracion en los que participan
diferentes microorganismos Enterobacteriaceae, Saccharomyces y Lactobacillales (Bokulich et al.,
2012).

1.2 Justificacion del trabajo de tesis

Este trabajo de tesis se enmarca en un area de investigacion relevante, en relacion al inminente
crecimiento del sector cervecero tanto a nivel nacional como internacional. EI mercado de cervezas
artesanales ha sufrido un boom en los ultimos afios en el mercado uruguayo. Esto se correlaciona con
una tendencia mundial que en caso de paises como Estados Unidos data de muchos afios, pero que
sin embargo su historia es bastante mas reciente en Latinoamérica siendo Uruguay uno de los paises

mas rezagados del continente.

El factor clave a la hora de la elaboracidn de las cervezas son las levaduras, no en vano son llamadas

los “socios mas importantes del cervecero”.

El enfoque metodoldgico utilizado, se baso principalmente en la bldsqueda, aislamiento y seleccién
de levaduras nativas provenientes de la industria cervecera uruguaya y el aprovechamiento de la
biodiversidad de levaduras no-Saccharomyces, presentes en la industria vitivinicola. Estas nuevas
cepas de levaduras, se piensa impactaran positivamente en la obtencion de cervezas diferenciadas y
elaboradas a partir de levaduras provenientes de nuestro entorno local. La seleccién de levaduras
nativas provenientes de diversas materias primas permitird brindarle al sector cervecero local otra

herramienta para poder diversificarse en la creacion de nuevos productos.

1.3 Hipotesis

La hipdtesis del presente trabajo de tesis se basa en la seleccién de al menos una levadura nativa,
preferentemente no-Saccharomyces, para la elaboracion de cervezas artesanales. La o las levaduras
seleccionadas permitiran lograr una fermentacion adecuada con un perfil aromatico diferencial para

la elaboracion de cervezas con identidad uruguaya.



1.4 Objetivo general

Estudiar el impacto de la utilizacion de levaduras nativas en la elaboracion de cervezas artesanales y

profundizar en las modificaciones producidas sobre el sabor, aroma y complejidad sensorial de las

cervezas obtenidas.

1.5 Objetivos especificos

1.

Estudiar la viabilidad y la capacidad fermentativa de levaduras no-Saccharomyces
principalmente para fermentar los azucares presentes en el mosto cervecero, en particular la
maltosa.

Caracterizar fisicoquimicamente y aromaticamente las microfermentaciones obtenidas a
escala de laboratorio.

Seleccionar por lo menos una cepa de levadura nativa Saccharomyces y una cepa no-
Saccharomyces para realizar una fermentacién a escala piloto.

Evaluar fisicoquimicamente y sensorialmente las cervezas obtenidas en el punto anterior.
Evaluar el potencial de las levaduras nativas seleccionadas para poder ser utilizadas

comercialmente.



CAPITULO 2

CERVEZA: MATERIAS PRIMAS Y PROCESO GENERAL DE ELABORACION



2.1 Cerveza

La cerveza es una bebida alcohdlica, no destilada, elaborada a partir de cuatro materias primas
esenciales: agua, malta, lGpulo y levadura (Barth, 2013). Para la transformacion del mosto cervecero
en cerveza, los azucares contenidos en el cereal malteado deben ser fermentados por la levadura
produciendo etanol y didxido de carbono como productos mayoritarios del metabolismo primario
(Kunze, 2006a).

Cada una de las materias primas basicas que componen la cerveza tiene sus caracteristicas propias y
cumplen una funcién fundamental en el aporte a la composicion fisicoquimica, aromatica y sensorial
del producto final. A continuacion, se describe a cada una de ellas, con excepcion de la levadura que

serd tratada especificamente en el Capitulo 3.

2.1.1 Agua
El agua es cuantitativamente la materia prima mayoritaria en la produccién de cerveza. Es de crucial
importancia para el cervecero conocer las caracteristicas fisicoquimicas del agua, ya que de su

composicion depende el estilo de cerveza a elaborar.

Para la fabricacién de cerveza es condicion necesaria que el agua sea potable. En Uruguay se aplica
el Decreto 315/994 del Reglamento Bromatoldgico Nacional (Capitulo 25, Aguas y bebidas sin
alcohol), considerando la Norma UNIT 833:2008 “Agua potable. Requisitos”; y el Decreto 375/011
para la regulacion y control del agua potable. El agua potable debe satisfacer los requerimientos

microbioldgicos, fisicoquimicos y organolépticos exigidos.

Los parametros principales a considerar son el contenido de calcio (Ca*?), magnesio (Mg*?) y la
alcalinidad dada fundamentalmente por el bicarbonato de calcio (HCOs™), que influyen en el pH. Por
otro lado, los iones de sodio (Na*?), cloro (CI) y sulfato (SO4?) influyen méas directamente en el
sabor y menos sobre el pH del mosto cervecero. Generalmente para un proceso de elaboracion
optimo, en cuanto a molienda de la malta (mashing), fermentacion, y clarificacion posterior, el agua

debe contener entre 50 a 200 ppm de calcio.

En cuanto al parametro optimo de alcalinidad del agua, este variara en relacion a la acidez de la
malta y el estilo que se quiera elaborar (Palmer y Kaminski, 2013; Hornsey, 1999). Los efectos de

algunos de los diferentes iones mencionados se ven representados esquematicamente en la Tabla 2.1.



Tabla 2.1- lones presentes en la cerveza y sus efectos (Barth, 2013). (FA, fermentacion alcohdlica).

IONES FORMULA EFECTO
Bicarbonato HCOs Aumento de pH
Calcio Ca?* Disminucion de pH
Cloro CI Dulzor, efecto contrario al sulfato
Hierro(ll) Fe2* Metalico, astringente
Hidronio HsO* Disminucion pH, potencia al amargor
Magnesio Mg?* Cofactor de varias enzimas de la FA
Sodio NaZ* Dulce, acido en alta concentracion
Sulfato SO4* Sequedad, astringencia, potencia amargor

Existen varios puntos geogréaficos en el mundo reconocidos por el perfil quimico de su agua y por el
o los estilos de cerveza que alli se elaboran. Es asi que el alto contenido de sulfato de calcio del agua
de la localidad de Burton on Trent en Inglaterra, resulta ideal para elaborar cervezas del estilo pale
ale fuertes y muy aromaticas. En contraste con esto, las aguas blandas de Pilsen en Checoslovaquia
resultan adecuadas para la produccion de cervezas del estilo lager (Suarez, 2013; Palmer y Kaminski,
2013).

Por otro lado, el agua rica en bicarbonato de calcio resulta muy buena para la produccion de
cervezas mas oscuras, como ocurre en las zonas de Mdanich, Londres y Dublin cuyos estilos de
cerveza han alcanzado gran renombre a lo largo de la historia (Hough, 1990). En la Tabla 2.2 se
detallan las concentraciones caracteristicas de iones de estos perfiles de agua reconocidos

mundialmente.

Tabla 2.2- Composicidn idnica del agua en lugares reconocidos mundialmente expresados en mg/L (Hough, 1990).

Lugar Na?* | Mg?* | Ca?* | CI' | SO4* | HCOg
Burton-on-Trent | 54 24 352 | 16 | 820 320
Pilsen 32 8 7 5 6 37
Mdnich 10 19 80 1 6 333
London 24 4 90 | 18 58 123
Dublin 12 4 119 | 19 | 54 319
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En aquellas zonas geogréaficas en las cuales el agua no retne las condiciones requeridas para la
elaboracion de un determinado estilo cervecero, se puede recurrir a la realizacion de correcciones
mediante el agregado de diferentes sales de acuerdo con la concentracion del ion que se quiera
ajustar. Alguno de los ejemplos mas comunes son el cloruro de calcio dihidratado, carbonato de
calcio, sulfato de calcio di hidratado, etc. Asi mismo, para la remocion de distintos iones del agua, se

pueden utilizar operaciones tecnoldgicas de ebullicidén, osmosis inversa o destilacion (Barth, 2013).

Por otro lado, el agua influye aroméaticamente en la cerveza. En general su influencia est4 asociada a
los off-flavor (aromas no deseados) de la cerveza, como es el caso del cloro que esté asociado a la
presencia de residuos de desinfectantes, pero sin embargo otros iones ayudan a resaltar las
caracteristicas de la malta y del IGpulo (ion sulfato) potenciando las caracteristicas de sequedad en
boca (Palmer y Kaminski, 2013).

2.1.2 Cebada y otros cereales
La cebada (Hordeum vulgare) constituye el grano de cereal mas utilizado en la industria cervecera.
Luego le siguen el trigo (Triticum aestivum), sorgo (Sorghum vulgare), arroz (Secale cereale) y

avena (Avena sativa).

La cebada segun su variedad puede ser sembrada en primavera, como ocurre en Uruguay, o0 en otofio.
Segun la disposicion de los granos en la espiga puede tratarse de cebada de dos hileras (cebada

cervecera) o cebada de seis hileras (cebada forrajera) (Figura 2.1) (Briggs et al., 2004).

Figura 2.1-Detalle de las espigas de cebada. A) Hordeum vulgare, B) Hordeum distichon: espiga de una cebada
de dos hileras, cebada cervecera, C) Hordeum hexastichon espiga de una cebada de seis hileras, cebada forrajera
(Moreno, 2011).
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La forma del grano y la cantidad de cascara tienen gran influencia en el rendimiento de la malta
obtenida. A mayor cantidad de cascara, mayor inestabilidad de la cerveza y mayor solubilizacion de

sustancias no deseadas sensorialmente como es el caso de los taninos (Arias, 1991).

2.1.2.1 Estructura del grano de cebada

En el grano de cebada se puede diferenciar la estructura externa y la interna. Esta recubierto en su
lado dorsal por la lemma y en el lado ventral por la palea; la union de ambas partes conforma la
cascara. En lo que es la base del grano, al comienzo del surco ventral se encuentra la raquilla. La
parte interna del grano esta formada por la regién germinal, el endospermo y la cubierta (Briggs et
al., 2004).

El endospermo es el sitio donde se encuentra alojada una gran cantidad de nutrientes (Figura 2.2).
Este es separado del embrion por medio del escutelo. Un gran porcentaje de la constitucion del
endospermo es de granos de almidon grandes y pequefios. Estos granos de almiddn estan recubiertos
de proteina, y &cidos grasos. Las paredes celulares son muy finas y contienen glucanos (hemicelulosa
y gomas). La aleurona es una capa muy fina, rica en proteina y no contiene granos de almidon. Esta
capa no alcanza el escutelo. La cubierta y la cascarilla son lo que recubren al grano de cebada
ejerciendo una funcion protectora. Permiten la distribucion del agua de manera eficiente para que

llegue al embrién (Hough, 1990).

Pericarpio y Testa  Escutelo

Capa aleurona

Micropilo

Embrion

Endospermo amiliceo
Glumilla ventral

Figura 2.2 —Estructura del grano de cebada (corte longitudinal) (Barth, 2013).

2.1.2.2 Composicion quimica
La cebada contiene los siguientes componentes: hidratos de carbono totales (70,0 - 85,0 %),
proteinas (10,5 - 11,5 %), sustancias minerales (2,0 - 4,0 %), grasas (1,5 - 2,0 %) y otras sustancias
(1,0 - 2,0 %) (Kunze, 2006b).

En la Tabla 2.3 se detalla la composicion quimica de cada una de las estructuras que conforman el

grano de cebada (Hornsey, 1999).
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Tabla 2.3 -Composicién quimica del grano de cebada (Hornsey, 1999; Eblinger, 2009).

Tejido Composicion

Céscaras Celulosa, pentosanos, polifenoles y acidos fendlicos, silice.

Embrion | Lipidos, carbohidratos, proteinas, acido giberélico, minerales vitamina B.

Capa Lipidos, carbohidratos, proteinas, enzimas degradantes del endospermo,
de aleurona minerales, vitaminas B, pentosanos (3-glucanos
Endospermo Almidon, proteinas, B-glucanos, pentosanos

2.1.2.3 Almidon

El almidon es la sustancia de reserva de energia por excelencia de las plantas, y en el caso de la
cebada, constituye el compuesto mayoritario (60 % aproximadamente). Esta presente en forma de
particulas Ilamadas granulos, cuyo tamafio va de 0,5 a 100 um. Esta variacion en el tamafio y en la
distribucion depende de cada especie y afectan directamente las propiedades funcionales de los
granulos de almiddn. La cebada tiene dos tipos de granulos de almidon, los grandes lenticulares y los

esféricos pequefios (Prieto Méndez et al., 2009).

El almidon esta conformado por dos polisacaridos muy similares, la amilosa y la amilopectina
(Figura 2.3). Estas dos estructuras estan formadas por unidades de glucosa pero varian los enlaces
que las conforman. La amilosa es principalmente lineal donde las unidades de glucosa estan unidas

por enlaces a-1,4. La amilopectina es altamente ramificada y muy densa debido a sus enlaces a-1,6.
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UNIDAD DE GLUGOSA

Figura 2.3-(a)amilosa, (b)amilopectina (Cornuéjols y Pérez, 2010; Perez y Bertoft, 2010).

El grano de cebada sin maltear tiene grandes cantidades de 3-amilasa en forma soluble e insoluble y
durante el malteado la misma se solubiliza totalmente. La a-amilasa se produce durante el proceso de
malteado en respuesta a la formacion del acido giberélico. Este acido es una hormona vegetal que se
produce durante la germinacién y es transportado a la aleurona donde estimula la produccion de
enzimas. No solo provoca la activacion de la a-amilasa sino que también de las endo B-glucanasas,
proteasas y dextrinas limite (Arias, 1991). De las numerosas enzimas y complejos enzimaticos que
estan contenidos en la cebada y que son denominador comdn en muchos cereales y plantas, se
encuentran enzimas degradadoras de almidon (o-amilasa, B-amilasa, dextrina limite), enzimas
citoliticas, enzimas degradadoras de grasas y enzimas disociadoras de éster fosforico (Bernal y
Martinez Barajas, 2006).

Las enzimas mas importantes en el malteado y en la elaboracién de la cerveza son la o y B-amilasas
(Figuras 2.4). La a-amilasa es una endoenzima en tanto que la B-amilasa es una exoenzima. La a-
amilasa es una enzima que corta al azar, hidrolizando cualquier enlace a 1,4 excepto aquellos que
son proximos a un punto de ramificacion y los situados en las proximidades del extremo de la
molécula. Por su lado, la B-amilasa ataca a las moléculas de almidon en sus extremos no reductores
(Hough, 1990).
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Extremo reductor Extremo reductor

Figura 2.4-(a) Cadena lineal de amilosa, (b) amilopectina ramificada. Cada circulo representa una unidad de glucosa y se

muestran los posibles puntos de corte de las enzimas o y B—amilasas (Hough, 1990).
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2.1.2.4 Malta
Se denomina malta al producto resultante del proceso de malteado de la cebada (Figura 2.5). La
cebada malteada proporciona los sustratos y enzimas necesarios para la obtencion del mosto

CErvecero.

Scutellum

Figura 2.5-Modificacion del grano de cebada durante el malteado.

Al-capa aleurona, E-endospermo, Em-embrion, G-&cido giberélico, M-modificacion (Arias, 1991).

El objetivo del malteado es liberar compuestos fermentables, facilmente utilizables por las levaduras

para llevar a cabo el proceso de la fermentacion alcoholica (Mallett, 2014).

2.1.2.5 Proceso de malteado

El proceso de malteado consiste basicamente en hacer germinar la cebada por absorcion de agua,
siendo luego interrumpido dicho proceso por el secado y tostado de los granos (Figura 2.6).

En la actualidad el malteado se realiza en grandes malterias donde la cebada llega limpia y
clasificada.

La primera etapa del malteado es el remojo, donde el grano absorbe el agua necesaria para su
germinacion. Es una practica comun remojar los granos de cebada con agua con periodos de
exposicion al aire. Durante el remojo, el contenido de agua del grano aumenta a 42-45% vy se da el

inicio de la germinacion. La exposicion del embrién a la humedad estimula la formacion de la
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hormona vegetal acido giberélico. Este es transportado a la aleurona, donde estimula la activacion de
las enzimas que degradan el endospermo.

Se procura que cada grano este separado para garantizar una germinacioén uniforme, manteniendo
una humedad elevada y una temperatura controlada entre 13 'y 16 °C, debido al proceso exotérmico
de la germinacion.

A medida que avanza la germinacién, las endoglucanasas, pentosanasas, endoproteasas y amilasas se
liberan de la capa de aleurona y degradan lentamente la estructura celular del endospermo, liberando
asi los granulos de almidén (Nelson et al., 2013). En la germinacion, el 75% del B-glucano y el 40%
de la proteina dentro del endospermo se solubilizan. Sorprendentemente, solo el 10% del almidén se
degrada, quedando la mayor parte sin degradarse para su extraccion durante la elaboracion del
mosto.

La germinacion se detiene secando la denominada “malta verde” (Boulton y Quain, 2007), mediante
pasaje por hornos donde es sometida a aire caliente. Al ingresar al horno el contenido de la humedad
es de aproximadamente 45%.

Las fases de secado y tostado pueden durar entre 16 y 60 horas dependiendo de la malta que se
quiera obtener. Las temperaturas que se utilizan deben controlarse cuidadosamente para evitar la
destruccioén de las enzimas. En este sentido, las enzimas son mas vulnerables cuando el grano esta
mojado por lo que las temperaturas al inicio del secado no deben superar los 70°C.

En esta etapa se produce la llamada “obtencion de color” del grano como consecuencia de la
reaccion entre aminodacidos y azUcares (reaccion de Maillard) generandose los productos de Maillard
(HUbner y Arendt, 2013). Para esta etapa se utilizan rampas de temperatura en funcién del protocolo
de cada malteria y del tipo de malta que se quiera lograr.

Cuando se alcanza una humedad de entre 5 a 8%, se reduce el flujo de aire y se eleva la temperatura
a 100°C. En esta etapa se liberan los aromas de la malta verde y se producen los verdaderos
“flavors” del malteado (Hornsey, 1999).
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Figura 2.6-Proceso de malteado de la cebada.

2.1.2.6 Aromas provenientes de la malta

Como se observa en la Tabla 2.4, existe una amplia variedad de maltas con diferentes colores y

aromas.

Tabla 2.4-Diferentes tipos de malta con sus descriptores aromaticos correspondientes (Bamforth, 2006).

Mat(_erlal Tipo de malta Descriptor aromatico
partida
Blanco cereal verde (no cocido), sulfuro
Lager cereal, sulfuro
Pale ale galletita, tostada
Mild caramelo, nuez
Malta Vienna nuez, toffee
verde Munich nuez, galletita
Caramalt caramelo, dulce
. dulce frutal, toffee, fruta quemada, caramelo, melaza,
Cristal .
galletita
Brown galletita, tostada
Peated fendlico
Amber galletita, pan, nuez, seco
Malta chocolate amargo, humo, quemado, café, amargo,
Chocolate
blanca caramelo
Oscura humo, amargo, café, penetrante
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La evaluacion de la malta como materia prima no solo se realiza de manera fisicoquimica sino que es
importante la evaluacién sensorial de la misma, mediante degustacion para evaluar el impacto de sus
sabores (Coghe et al., 2004) y la deteccion sensorial de defectos que afectan al producto (Bamforth,
2006).

2.1.2 Lupulo
El lapulo proviene de una planta trepadora, perenne, dioica, representada por mas de 90 variedades,
perteneciente a la familia Cannabinaceas, género Humulus (H.), cuyos componentes principales alojados

en la flor son los a-acidos y aceites esenciales, responsables del amargor, aromas y sabores de la cerveza.
El género Humulus estd compuesto por tres especies, H. japonicus, H. yunnanensis y H. lupulus.

La especie Humulus lupulus es una de las dos especies que tiene finalidad comercial y es la que posee

valor cervecero (Almaguer et al., 2014; Durello et al., 2019).

A pesar de su parentesco con el cannabis el lGpulo comercial no contiene sustancias psicoactivas. Se
utiliza unicamente la inflorescencia de las plantas femeninas (Figura 2.7 y 2.8). Esta planta tiene una
fuerte dominancia apical, por lo que hasta que no cesa el crecimiento vertical practicamente no
aparecen las ramas laterales en las cuales se producen las flores (Magadan et al., 2011; Almaguer et
al., 2014; Durello et al., 2019).

Figura 2.8- Flor del lupulo donde se observan las glandulas lupulinas ricas en a-acidos y aceites esenciales (Durello et al.,
2019).
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Su cultivo se desarrolla en climas frios, en las latitudes 35° y 55° del hemisferio norte y hemisferio
sur (Figura 2.9). Los paises con mayores cultivos son Alemania y Estados Unidos, (representan el
60 % de la produccion mundial) (Almaguer et al., 2014; Durello et al., 2019). En América del Sur

existen cultivos de ltpulo en el sur de Argentina, y mas concretamente en la zona de la Patagonia.

Ademas de ser muy resistente al frio, requiere alrededor de 15 horas de luz al dia, 120 horas sin
heladas en la época de crecimiento y entre 6 a 8 semanas de tiempo inactivo con temperaturas por
debajo de los 4°C (Hough, 1990; Kunze, 2006a; Hieronymus, 2012; Magadéan et al., 2011). Debido a

todos estos requerimientos, constituye la materia prima mas costosa de la cerveza.

T | SR

B, e a8

Figura 2.9- Zonas de cultivo del lGpulo (Cameroni, 2013).

2.1.2.1 Composicion quimica del lapulo

En la Tabla 2.5 se presenta la composicion quimica del IGpulo.

Tabla 2.5-Promedio de la composicion quimica del cono del lapulo (Almaguer et al., 2014; Verzele, 1986) .

Compuestos %
Resinas totales 15-30
Aceites esenciales 0,5-3
Proteinas 15
Monosacaridos 2
Polifenoles (taninos) 4
Ceras y esteroides | Trazas-25
Pectinas 2
Aminoacidos 0,1
Cenizas 8
Humedad 10
Sales(cenizas) 10
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Los conos del lapulo contienen una fraccion denominada resinas blandas que estan formadas por los

o-acidos o humulonas (Figura 2.10 y Tabla 2.6) y los B-acidos o lupulonas (Figura 2.12) (Kobus-

Cisowska et al., 2019). La proporcion de a-acidos y B-acidos depende estrechamente de la variedad

del lupulo y las condiciones de crecimiento (Van Cleemput et al., 2008).

Durante la etapa denominada coccion del mosto (se vera mas adelante en este capitulo), se adiciona

el lapulo, liberando los iso a-acidos (Figura 2.11) o isohumulonas, que son extremadamente amargos

y por ende los principales contribuyentes al amargor, colaboran con la estabilidad de la espuma y

debido a su poder antiséptico son inhibidores del crecimiento de bacterias gram positivas

(Steenackers et al., 2015). En la Figura 2.13 se representa la reaccion de isomerizacion del a-acido

humulona a isochumulona.

Los PB-acidos son sensibles a la oxidacion y en caso que esto ocurra en la cerveza

extremadamente amargos (Van Cleemput et al., 2008).

Tabla 2.6-Detalle de los grupos R de a-4cidos y iso a-acidos (Hough, 1990).

Rx Denominacion Rx a &cido IS0 a &cido
CO.CH2.CH(CHs3): isovaleril humulona isohumulona
CO.CH(CHs3): Isobutiril cohumulona | isocohumulona
CO.CH(CH3).CH2.CH3 | 2-metil-butiril adhumulona |isoadhumulona
CO.CH2.CHs propionil posthumulona | isoposthumulona

CO.CH2.CH2.CH.(CHs5)2

4-metil-pentanoil

prehumulona

isoprehumulona

CH, OH
\( CH l
7 PP C Rx
CH, \(H \(Q/°§(/
]
@
HO” \fH’
s o
P
CHy

Figura 2.10-Estructura quimica de a-acidos (Hough, 1990).
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Figura 2.11-Estructura quimica de iso a-acidos (Hough, 1990).
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Figura 2.12-Estructura quimica de B-acidos (Hough, 1990).
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Figura 2.13-Isomerizacién a-acido (humulona) a iso a-acidos (isohumulona) (Barth, 2013).



En la Figura 2.14 se observa la organizacion de las resinas presentes en el lUpulo, ordenadas segun la

solubilidad de las mismas.

a-dcidos p-dcidos huluponasicidos  himicos
o | @éstos pertenecen  a éstos
©© | humulona pertenecen
g cohumulona lupulona
‘B | adhumulona colupulona
g : _ adlupulona ~ fraccién beta
g| iso a-dcidos T 08 o
=& aéstos pertenecen

isohumulona

isocohumulona

isoadhumolona ey

sin estar definido en detalle

| \

resinas duras
} (insolubles
en hexano) J

totales
(solubles en

frio y éter
de dietilo)

Figura 2.14-Division segun solubilidad de las diferentes resinas del lapulo (Kunze, 2006a).

El Iapulo contiene entre 0,5 a 3 % de aceites esenciales. Estos aceites esenciales por lo general son

hidrocarburos terpénicos, siendo los mas importantes el mirceno, humuleno y cariofileno (Verzele,

1986).

La mayoria de los aceites esenciales del IGpulo (Figura 2.15) contienen hidrocarburos que se pueden

clasificar en hidrocarburos alifaticos, monoterpenos y sesquiterpenos. EI mirceno es el mas

importante dentro de los monoterpenos. En relacion a los sesquiterpenos los que tienen las

concentraciones mas altas son cariofileno, humuleno y farneseno (Kobus-Cisowska et al., 2019).

O e

cariofileno humuleno mirceno
J
@ \/Lco-s»cm
carofilenepoxido 5 metil, 2 metilbutanctioato

geranil isobutirato

Figura 2.15-Estructura de los aceites esenciales tipicos del lapulo (Hough, 1990).
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2.1.2.2 Variedades de lupulo
Las variedades de lGpulos a nivel mundial son muy amplias. Existen variedades mas aromaticas,
otras donde prevalece el amargor y otras que reinen ambos atributos. En la Figura 2.16 se muestra

un listado de distintas variedades de lupulo, su origen, los % de a-acidos, B-acidos y aceites
esenciales.

a-dcido [rdcido Aceire esencial

(a) Lupulos arométicos

Goldings Inglaterra 55 2,5 0,7
Fuggle Inglaterra 45 3.7 0.6
Progress Inglaterra 6,0 23 0.6
Whitbread Golding Variety Inglaterra 6.0 2.7 1.0
Hersbrucker Alemania 42 7.0 0.8
Tettnang Alemania 4.0 6,0 0.8
Spalt Alemania 40 7.0 0.8
Hallenau Alemania 45 6.0 08
Willamette USA 6.0 40 1.0-15
Cascade USA 6,0 50 1.0
Mount Hood USA 50 40 1,0
Strisselspalt Francia 45 20 0.7
British Columbian Bramling Canada 50 23 0,7
Styrian Goldings Eslovenia 5.0 2.6 0.8
Saaz RepiblicaChecs 3.0 7.0 10
Lublin Polonia 5.0 1.3 1o
N.Z, Hallertan Nueva Zelanda 7.5 6.0 1.0
(b) Lipulos alfa

Target Inglaterra 10,5 52 13
Yeoman Inglaterra 10,5 5.1 0.8
Omega Inglaterma 80 35 1.0
Northern Brewer Alemania 8.0 70 1.6
Brewers' Gold Alemania 6,5 65 L4
Rekord Bélgica 6,0 6,0 Lo
Galena USA 13,0 8.0 1.2
Nugget USA 13,0 50 20
Clusters USA 7.0 S0 0.5
Pride of Ringwood Australia 9.0 17 20
Super Styrian Eslovenia 85 22 1.0
Green Bullet Nueva Zelanda 10,0 7.8 L3
Pacific Gem Nueva Zelanda 12,0 9.2 1.8
(¢) Lipulos de doble finalidad

Northdown (con semillas) Inglaterma 80 6,0 1.0
Northdown (sin semillas) Inglaterra 10,0 6,6 2,0
Challenger (con semillas) Inglaterm 7,0 39 038
Challenger (sin semillas) Inglaterra 90 4.5 1.3
Perie Alemania 65 8.0 1,0
Haller © Alemania 55 6.0 1.0
Centennial USA 10,0 5.0 L5
Chinook USA 13,0 3.0 2.0

Figura 2.16- Categoria de lupulos y variedades (Hornsey, 1999).

A continuacién, en la Figura 2.17 se observa un bosquejo de los distintos contenidos de compuestos
aromaticos para variedades de ldpulos de distintos origenes. Esta informacion es muy util
fundamentalmente para la produccidon de cervezas artesanales.
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VARIEDAD ORIGEN DESCRIPTOR ALFA BETA ALFA/ COHUMULO PRINCIPAL

AROMATICO ACIDOS ACIDOS BETA NA (%) ACEITE
(%) (%0) RADIO ESENCIAL
(%)
HALLERTAU Alemama ESPECIAS 3.5% 3.54.5% 1 20-26% MIRCENO 35
44%
SAAZ Chequia ESPECIAS 4-5% 4.5% 1 23-56% MIRCENO 24-
S0%
SPALT Alemama ESPECIAS, 4.5% 4.5% 1 20-35% HUMULENO
TIERRA 23%
TETTINANGER Alemania HIERBA, 3-58% 2.8.53% 1.1 24% MIRCENO
FLORAL 40%
EAST KENT Rewno LAVANDDA, 5-6% 2-3% 22 29% MIRCENO
Unido TOMILLO 42%
FUGGLE Reino HERBACEO 36.56% 17.29% 20 25.0.32.0 MIRCENO
Undo SUAVE, 35.0-450%
FRUTALY A
MADERA
GOLDING Reino SUAVE, 32.52% 14.25% 21 24.0-27.0 HUMULENO
Unido DELICADOY 350-450%
TIPO INGLES
CHALLENGER Reino AHUMADO 6.5.9% 3.2.15% i3 20.25% MIRCENO 30-
Unido 42%
TARGET Reino SUAVE $-125%  5-5.55% 19 29.35% MIRCENO
Unido 17.22%
AMARILLO EEUU CITRICO 8.1. 5.5.7.3% 15 20.0.220 MIRCENO
10.5% 40.0-400%
CASCADE EEUU CITRICO TIPO 5638 64-73% 1.1 31.0-340 MIRCENO
POMELO 45.0.60.0 %
CENTENNIAL EEUU FLORALY 8.2- 3.544% 24 25,0270 MIRCENO
CITRICO 10.9% 52.0-60.0 %
CHINOOK EEUU PICANTEY 12.2. 34.37% 39 28.0-30.0 MIRCENO
PINACEO 15.3% 20.0-30.0 %
WILLAMETTE EEUU SUAVE 46600 3642% 14 29.0-320 HUMULENO
PICANTE Y 31.0-35.0%
CITRICO

Figura 2.17-Variedades de lipulo segin su origen (Gonzalez-Minero, 2018).

2.1.3 Adjuntos

Los adjuntos, también llamados sucedaneos, son materias primas consideradas como agentes
cerveceros secundarios, que no son derivados de la cebada malteada, pero constituyen otra fuente
fermentable de azlcares que muchas veces permite una disminucion de costos. En general son
utilizados mundialmente (con excepcién de aquellas cervezas elaboradas segun la ley de pureza de
“Reinheitsgebot” que no podran tener adjuntos) y aportan una diferenciacion al producto,
contribuyendo al color, aroma y en algunos casos a la mejora de la espuma (Hough, 1990; Kunze,
2006a; Boulton, 2007).

Los adjuntos utilizados pueden ser liquidos o sélidos. Los adjuntos liquidos se agregan luego de la
primera fermentacion para ser utilizados como promotores de la fermentacion secundaria que se
realiza en algunas cervezas. Los adjuntos solidos mas comunmente usados son el trigo, maiz, y arroz
y constituyen las denominadas “maltas especiales” que se adicionan en pequefia cantidad a la malta
base. Estas se utilizan con el objetivo de aumentar el color, el sabor y los aromas (Boulton y Quain,
2007).
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Estos tipos de maltas son obtenidas aplicando calor extra en el proceso de horneado de la malta
(secado) o mediante equipos especializados (Mallett, 2014). Algunos tipos de maltas especiales son:
tipo Mdnich (malta oscura), cristal (malta caramelo), malta tostada, malta de trigo y maltas de otros

cereales, maltas ahumadas, malta diastatica, maltas acidas y maltas chit (Eblinger, 2009).

También existe la tendencia de agregar diferentes frutas y/o miel en funcién del estilo que se desee
elaborar. En nuestro pais por ejemplo, algunas cervecerias agregan frutos nativos tipicos (araza,

butia, etc.) a determinados estilos de cervezas.

2.1.4 Cerveza como alimento

La cerveza en la antigliedad era considerada un alimento debido a la presencia de proteinas, almidén
y levaduras. En la actualidad no se puede considerar que sea un alimento, pero se sabe que aporta
ademas de los nutrientes mencionados, niacina, acido félico y carece de grasas. Cabe destacar que el
consumo moderado de esta bebida aporta nutrientes deseables, pero su consumo en exceso no es
saludable (Barth, 2013).

2.1.5 Revolucion “Craft Beer”

El fenomeno del crecimiento de las cervecerias artesanales “craft breweries” se da a lo largo de todos
los continentes. Paises como Bélgica, Holanda, y Reino Unido cuentan con una extensa tradicién y
cultura por la cerveza, que hace que tengan pequefias cervecerias que datan de hace unos 200 afios.
Estados Unidos es el pais que muestra una extensa trayectoria y un crecimiento muy importante en
cervecerias artesanales en los ultimos afios, las cuales han logrado alcanzar una presencia en el
mercado del 14 al 17 % (Appel et al., 2019).

América del Sur no escapa a esta tendencia, pero a un ritmo mas lento. El pais que se destaca en su

avance y produccion de cerveza artesanal es Brasil, y luego le sigue Argentina.

En lo que respecta a Uruguay, entre los afios 2007-2008 se comenz6 a formar el mapa nacional de
cervecerias artesanales del Uruguay. Existen en la actualidad tres agrupaciones cerveceras: la
Asociacion de Micro Cervecerias Artesanales del Uruguay (AMAU), Camara de Cervecerias
Artesanales del Uruguay (CCuy) y el Club de Cerveceros Caseros de Uruguay. Si bien el mercado
nacional esta dominado por cervezas industriales de larga tradicion, en el 2018 el 4% de la
participacion pertenecia a marcas jovenes dentro de la clasificacién habitual de microcervecerias
(Mujica, 2018). En el afio 2018 se vendieron en Uruguay 108 millones de litros de cervezas totales,
lo cual fue record histérico, siendo el consumo promedio 31 litros per capita por afio (Comunicacion

personal curso de Especialista en Cerveza, Facultad de Quimica, 2019). En el afio 2019, el consumo
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de la cerveza artesanal crecidé un 24% con relacion al afio anterior (Portal Montevideo, 2020), y
seglin datos recientes, se espera que aumente la competencia dada por las cervezas mas sofisticadas y
de mayor precio a expensas de las industriales (Euromonitor International, 2019).

Segln el relevamiento de variedades mas recurrentes que pueden encontrarse en el mercado
uruguayo, existen en el sector artesanal 16 estilos de cervezas (Blond Ale, Pale Lager, Golden Ale,
Witbier, IPA, English Pale Ale, Scottish, Amber Ale, Red, Dubbel, Porter, Coffee Stout, Oatmeal
stout, Dry Stout, Brown Porter, Belgian Dark Strong Ale), mientras que el sector industrial cuenta
con 8 estilos (Amber, Lager, Sin alcohol, Weisse, Porter, Lager con limoén, Negra, IPA) (Appel et
al., 2019).

Segln un estudio sobre percepcion del consumidor uruguayo de cerveza artesanal realizado en
Uruguay (Schinca et al., 2019), los tres estilos de cerveza artesanal mas consumidos son Indian Pale

Ale (IPA), Blonde Ale y las cervezas negras tipo ale (como las Porter y Stout).

2.1.6 Diferencias entre cerveza artesanal y cerveza industrial
La cerveza industrial y la cerveza artesanal tienen diferencias que radican en la forma de elaboracion

del producto, la calidad de las materias primas y los volumenes de produccion.

La elaboracion de la cerveza artesanal es por lo general mas manual y a pequefia escala; mientras
que el proceso industrial conlleva a una automatizacion productiva y mayor escala de produccion.
Esta establecido para producciones artesanales de acuerdo al decreto 37.391 de la Junta
Departamental de Montevideo que el volumen maximo para la produccion de cerveza artesanal es

7.500 litros por lote (Junta Departamental de Montevideo, 2019).

A diferencia de las cervezas industriales, las cervezas artesanales se basan en protocolos de
elaboracion variados, que permiten la experimentacion en la basqueda de productos innovadores, de
mayor diversidad y complejidad sensorial, o que implica muchas veces un desafio mayor para el
logro de partidas uniformes. Su produccion se basa en un proceso de minima intervencion en el que

se intenta minimizar el agregado de conservantes y colorantes (Jaramillo et al., 2016).

La gran variedad de estilos proporcionados por la produccién artesanal contrasta con la menos
variada produccion industrial, la cual por razones de volimenes de produccion es mayoritaria pero en
cuestiones de estilo es mas acotada, siendo el 90 % del mercado cervecero ocupado por las cervezas
de estilo Lager (Varela, 2016).
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2.1.7 Proceso de elaboracion de la cerveza

Finalmente, mencionar en este capitulo, que existen 8 etapas fundamentales para la elaboracion de
cerveza (Figura 2.18). Pueden existir modificaciones en alguna de las etapas, pero en lineas
generales, los procesos tradicionales de elaboracién cumplen con la secuencia de pasos descriptos en
la Figura 2.18. Las etapas descriptas en la Figura 2.18 son: 1-Malta: los cereales malteados aportan
los azucares que posteriormente la levadura fermentara. 2-Molienda: el proceso de molido destruye
el grano y deja expuesto el endospermo del mismo, dejando la cascara intacta. La cascara de la malta
es muy importante en el proceso de separado y lavado del grano ya que actia como un filtro natural
para retener la cama de granos en su sitio y ayuda a separar el mosto de los granos. 3-Maceracion:
los granos de malta molidos se mezclan con agua para obtener el mosto por la accion de las propias
enzimas del grano. EI mosto es el liquido obtenido luego del proceso de remojo y maceracion del
grano. El lupulo se agrega de tal forma que confiere sabor amargo y algunos aromas caracteristicos
de la cerveza. 4-Hervido del mosto: es asi que una vez que el mosto llega al punto de ebullicion se
realiza la primera y més grande adicion de lupulo, destinado a proporcionar amargor. A partir de ahi
se calculan 60 minutos de hervido, faltando 15 minutos se hace un segundo agregado de lupulo para
aportar sabor y faltando 5 minutos la Gltima adicion para aromas. Finalizado el hervido, se apaga el
fuego y se revuelve enérgicamente (Whirlpool) para que los residuos precipiten y se acumulen en el
centro de la olla. 5-Enfriamiento del mosto: se debe bajar la temperatura del mosto hervido a una
temperatura que no dafie las levaduras de fermentacion. Esto se puede hacer con la ayuda de un
enfriador contracorriente. 6-Levadura: el mosto enfriado se trasiega a un recipiente limpio y
sanitizado y se agrega la levadura. En este paso se deben extremar los cuidados por limpieza y
sanitizacion. 7-Fermentacion: a partir del mosto se obtiene cerveza, por la accion de las levaduras
que se alimentan de los azlcares del mosto produciendo alcohol y diéxido de carbono. 8-La
maduracion y el embotellado. Una vez terminada la fermentacion alcohodlica, se realiza la
maduracion y posterior trasiego de la cerveza a botellas con algo de levadura. Con el agregado de
azlcar se genera una segunda fermentacion en botella con la levadura que queda en suspension y se

obtiene gas carbdnico natural. También existen otras modalidades de embotellado y carbonatacion.
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Figura 2.18- Proceso simplificado de elaboracidn de cerveza.
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CAPITULO 3

LEVADURAS Saccharomyces y no Saccharomyces. IMPACTO EN LA ELABORACION DE CERVEZA
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3.1 LEVADURAS Y FERMENTACION

3.1.1 Introduccidn y antecedentes

3.1.1.1Generalidades de las levaduras

Las levaduras son microorganismos eucariotas, hongos unicelulares, la mayoria pertenece al grupo
de los Ascomicetos y al reino Fungi. Por lo general las levaduras tienen forma oval, esféricas o casi

cilindricas y su division celular se realiza casi siempre por gemacién (Madigan et al., 2004).

El phylum Ascomycota cuenta con aproximadamente 64.000 especies conocidas, este es el phylum
del reino Fungi més extenso y diverso. La presencia de estos microorganismos se da en variedad de
nichos mayoritariamente naturales, industriales y en ambientes agricolas asi como también en

ambientes extremos en la Tierra (Schoch et al., 2009).

En base a morfologia celular, tipo de reproduccion sexual, caracteristicas fisioldgicas, caracteristicas
bioquimicas y homologia genomica, se recopilaron cerca de 1500 especies de levaduras

pertenecientes a 149 géneros (Kurtzman et al., 2011a).

Las levaduras constituyen el grupo mas simple de los organismos eucariotas. Carecen de tejidos
verdaderos, son quimio heterétrofos y no moéviles. Su célula se encuentra formada por envolturas
celulares, pared celular y membrana plasmatica, un citoplasma conteniendo organelos y un nucleo
verdadero recubierto por una membrana nuclear que encierra los cromosomas (Figura 3.2). El
promedio de tamafio de estos microorganismos es de 10 um. Pero el tamafio celular promedio de una
cepa de levadura particular no es constante, sino que varia de acuerdo con a la etapa en el ciclo de

crecimiento, las condiciones de crecimiento y la edad (Boulton y Quain, 2007).

Las levaduras mas conocidas y comunmente usadas son como se menciond anteriormente las
pertenecientes a la especie Saccharomyces cerevisiae. Estas han servido de modelo a la hora de
estudiar los organismos eucariotas (Madigan et al., 2004).

Se puede visualizar la jerarquia taxondmica de la Saccharomyces cerevisiae en la Figura 3.1.
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Figura 3.1-Taxonomia jerarquica de Saccharomyces cerevisiae (Boulton y Quain, 2007).

Las levaduras del género Saccharomyces son las levaduras tradicionales de la mayoria de los
procesos biotecnoldgicos de la elaboracidn de cerveza, vino y pan. La publicacion de la secuencia

del genoma de Saccharomyces cerevisiae en 1996 fue un hito en biologia (Dujon, 1996).

3.1.1.2 Estructura general de las levaduras
En la Figura 3.2 se observan la estructura general de una célula eucariota.

Reticulo
endoplasmatico
liso

Mitocondria
Poros nucleares

Microfilamentos

Reticulo
endoplasmatico
Complejo
de Golgi

Lisosoma

Nucleolo

Nucleo Peroxisoma

Figura 3.2-Visién tridimensional de una célula eucariota. No todas las estructuras y organelos representados pertenecen a

todos los tipos de células eucariotas (Madigan et al., 2004).
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La levadura Saccharomyces posee unos 6000 genes, los genes son parte de los cromosomas y se
encuentran 16 cromosomas diferentes. Las levaduras salvajes de esta especie usualmente son
diploides y contienen 32 cromosomas (Dujon, 1996; Madigan et al., 2004). Las mismas mediante
una evolucién adaptativa han permitido una diversidad de cepas Saccharomyces en diferentes

sustratos como pan, vino o cerveza (White and Zainasheff, 2010).

Las especies del grupo de no-Saccharomyces pueden ser muy diversas en nimero de genes y

cantidad de cromosomas, y su conocimiento ain dista mucho de lo que se sabe de S. cerevisiae.

Poseen sistemas membranosos intra-citoplasmaticos asi como nucleo. Este nucleo esta rodeado por
membranas y se encuentra cerca de la vacuola principal. La membrana nuclear consiste en dos
unidades de membrana que dejan un espacio de grosor variable. La membrana interna es un simple
saco pero la externa suele tener continuidad con el reticulo endoplasmico. La membrana nuclear de
las levaduras no se dispersa durante la mitosis. Los organelos citoplasmaticos presentes en las
levaduras son mitocondria, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y una vacuola importante. El
citosol es una mezcla compleja de sustancias disueltas en el agua, alli se encuentran las enzimas que
estan involucradas en la fermentacion anaerdbica. Por lo que el citosol es una solucion que contiene
enzimas solubles, glucégeno y ribosomas. El pH intracelular debe permanecer cerca de la neutralidad

para evitar la destruccion de las macromoléculas (Madigan et al., 2004; White y Zainasheff, 2010).

La respiracion aerdbica se da en las mitocondrias. Las mitocondrias contienen una pequefia cantidad
de ADN que codifica nuevas proteinas estructurales de las mitocondrias, algunos transportadores

electronicos y esteroles.

3.1.1.3 Estructura de la pared celular en las levaduras

La pared celular es una pared fina compuesta principalmente por carbohidratos, que recubre la célula
y que cumple la funcion de proteccion y contencidn. . La pared celular representa el 30 % de la
composicion de la célula seca y estd compuesto por polisacaridos, proteinas y lipidos. EI 10 % de las
proteinas esta anclado en la pared celular. La pared esta compuesta por tres capas, la capa interior es
una capa de quitina compuesta mayoritariamente por glucanos y la capa exterior esta formada en su
mayoria por mano-proteinas y finalmente la capa intermedia es una mezcla de los dos (Hough,
1990). La membrana plasmatica y la estructura béasica de la pared celular se encuentran en las
Figuras 3.3y 3.4 (Kunze, 2006a).

La estructura de la pared es muy dindmica tiene varias funciones y su composicion evoluciona a lo

largo de la vida de la levadura segun los factores del medio ambiente. Cuando la levadura genera una
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célula hija se crea una cicatriz permanente que se llama “bud scar”. Esta cicatriz esta compuesta por
quitina (Figura 3.5) (Deacon, 2006; White and Zainasheff, 2010). En relacion a las enzimas
asociadas a la pared celular o alojadas en el espacio periplasmico se encuentran enzimas invertasas,
B—glucosidadas y a—galactosidasas. Estas enzimas estan comprendidas en las modificaciones de la
pared durante el transcurso del crecimiento y desarrollo de las células. La actividad de las mismas es
méaxima durante la fase exponencial del crecimiento de las levaduras, pero aun después de la muerte
celular se observa actividad de las B-glucanasas. Estas enzimas intervienen en el proceso de

autodisolucion de la pared de las levaduras durante el proceso de autolisis celular (Leroy, 1986).
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Fig. 3.3-Estructura de la membrana celular (Kunze, 2006a).
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Fig. 3.4-Estructura de la Pared celular.1-fosfolipifodos, 2-proteinas acumuladas,

3- proteinas de transporte,4-trehalosa acumulada (Kunze, 2006a).

Fig. 3.5-Celulas de levadura en gemacion (Kunze, 2006a).

3.1.1.4 Ciclo Biologico de las levaduras. Reproduccion asexuada y sexuada

Las levaduras tienen dos tipos de reproduccién: reproduccion asexual (mitosis) o la reproduccion
sexual (meiosis). Algunas levaduras no esporulan facilmente y la habilidad para formar ascosporas
puede desaparecer durante tiempos prolongados, tornando la clasificacion de las mismas mas

compleja (Kurtzman et al., 2011b).
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La mitosis es el proceso que sigue a la replicacion del DNA, donde los cromosomas se condensan, se
dividen y se separan en dos juegos idénticos para cada célula. Este es el ciclo seguido cuando hay
una abundancia de nutrientes carbonados y nitrogenados que es la fermentacion. La meiosis o
division reduccional es el proceso por el que se produce la transicion de estado diploide a haploide,
implica dos divisiones y al final del proceso se originan un total de cuatro gametos haploides que son
las ascosporas. Esta situacion ocurre cuando hay una carencia de nutrientes y las células aseguran su
supervivencia mediante la esporulacion. En la Figura 3.6. se representan las etapas a grandes rasgos
de la mitosis y meiosis (Madigan et al., 2004). En relacion a estos dos tipos de reproduccion es que
las levaduras pueden tener dos tipos de denominaciones validas. Una de ellas hace referencia al tipo
de reproduccién sexual con formacion de ascosporas y la otra hace referencia a la reproduccion
asexuada en la cual no existe la formacion de ascosporas (Kurtzman et al., 2011b).

Las levaduras tienen dos tipos diferentes de células haploides denominados tipos sexuales. Al
conjugarse dos células de tipo sexual opuesto se origina una célula diploide. De una Unica célula
diploide, se forma una estructura que contiene cuatro gametos dos de cada tipo sexual opuesto. La
célula en la que se forman se denomina asca y las células formadas en el interior del asca se

denominan ascosporas (Madigan et al., 2004).
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Figura 3.6-Ciclo bioldgico de una levadura tipica Saccharomyces cerevisiae (Madigan et al., 2004).
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3.1.2 Levaduras cerveceras
Como ya se mencion6 anteriormente el género tradicional de levaduras utilizadas son las

Saccharomyces. Esta palabra proviene del latin y significa “hongo del azucar”.

Para la elaboracion de cervezas, se habla de dos categorias de levaduras, las levaduras Ale y las

levaduras Lager (Kunze, 2006a).

Antiguamente las levaduras ale y lager eran clasificadas por las propiedades de floculacion que
tenian. Las levaduras ale tienden a flotar en la superficie del fermentador mientas que las levaduras

lager sedimentan en el fondo del fermentador (Bond, 2009).

Actualmente se conoce que estos dos grandes grupos de levaduras se diferencian por sus

caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y tecnoldgicas (Tabla 3.1) (Kunze, 2006a).

En las técnicas de clasificacion de taxonomia y genética moderna las levaduras ale y lager pertenecen
al género Saccharomyces sensu stricto. Este género incluye muchas especies que son importantes
industrialmente S. cerevisiae, S. bayanus, y S. pastorianus entre otras (Rainieri et al., 2003; Rainieri
et al., 2006; Bond, 2009; Eblinger, 2009).

Tabla 3.1 —Cuadro comparativo de las levaduras ale y las levaduras lager (Kunze, 2006a; Eblinger, 2009).

CARACTERISTICA

LEVADURAS ALE

LEVADURAS LAGER

GEMACION

Células madre e hija unidas por
mayor tiempo, ramificacion

Células madre e hija separacion
inmediata

RAFINOSA

Baja posibilidad de utilizacién

Alta posibilidad de utilizacion
(o galactosidasa)

MALTOTRIOSA

Uso restringido a algunas cepas

Mayor y mejor uso

T. FERMENTACION

18-25°C

7-15°C

LUGAR
FERMENTACION

Superficie del tanque

Fondo del tanque

FLOCULACION

Baja tendencia

Tendencia alta la floculacion

RESPIRACION

Marcada preferencia

Preferencia

PERFIL VOLATILES

Frutales, ésteres

Parcialmente sulfuroso

Las levaduras utilizadas en la produccion de cervezas lager pertenecen generalmente a la especie
Saccharomyces pastorianus. Esta especie surge de una hibridacion natural entre las levaduras

Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces bayanus (Martini y Martini, 1987).

La levadura Saccharomyces pastorianus (syn. Saccharomyces carlsbergensis) es una especie
domesticada que surgio de la fusién de la levadura Saccharomyces cerevisiae con una levadura
criotolerante desconocida de la especie Saccharomyces. Se report6 en la Patagonia el aislamiento de
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esta especie la cual se denominé Saccharomyces eubayanus, debido a que mostré una similitud a la
Saccharomyces bayanus (un complejo hibrido de Saccharomyces eubayanus, Saccharomyces
uvarum y Saccharomyces cerevisiae) (Libkind et al., 2011).

Las fermentaciones que ocurren sin inocular ningln microorganismo, en particular levaduras, son
conocidas como fermentaciones naturales o espontaneas. Este proceso involucra la participacion de
diferentes levaduras no-Saccharomyces y una diversidad de levaduras Saccharomyces nativas. Este
tipo de levaduras generalmente son mencionadas como nativas, indigenas o salvajes, principalmente
en procesos que no son estériles como ocurre en la produccion de cerveza, vino o sidra (Varela,
2016; Varela et al., 2009). Antiguamente eran consideradas por los cerveceros como levaduras “no
deseadas” (Hough, 1990; Kunze, 2006a), concepto que ha ido cambiando con el tiempo y

fundamentalmente en los ultimos 5 afos.

Existe abundante literatura respecto a los cambios positivos que se han obtenido en la utilizacion
de levaduras nativas en la elaboracion de vinos y en los ultimos tiempos han aumentado las
investigaciones relacionadas a la utilizacion de levaduras nativas en cervezas (Pires et al., 2014;
Michel et al., 2016; Basso et al., 2016; Varela, 2016).

Cabe mencionar que existen estilos particulares de cerveza que utilizan levaduras nativas para la
fermentacion a través de lo que se llama fermentaciones espontaneas, tal es el caso de las cervezas
Lambic. Las cervezas Lambic Sour son el producto de fermentaciones espontaneas que duran de uno
a tres afios, y cuya microbiota involucrada incluye la presencia de mas de 2000 bacterias y levaduras.
Estas fermentaciones comienzan con el dominio de Enterobacteriaceae en el primer mes, a los dos
meses son remplazadas por Pediococcus damnosus y Saccharomyces spp. y luego remplazadas por

Dekkera bruxellensis (Spitaels et al., 2014).

3.1.2.1 Antecedentes de levaduras en cerveza
La utilizacion de levaduras comerciales permite la obtencion de productos uniformes y bien
conocidos, asi como la simplificacion de los procesos por el conocimiento de la evolucién de los

diferentes parametros.

Existen varios reportes cientificos que se han centrado en la bisqueda de otras especies de levaduras.
De tal forma de evitar la uniformidad del producto y explorar su utilizacién para la elaboracion de
varios estilos de cerveza. Estas levaduras nativas, se han aislado de diferentes entornos alrededor del

mundo, de especies Saccharomyces y también de otras especies (Cubillos et al., 2019).
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Las levaduras Saccharomyces son conocidas por su resistencia al etanol y también por el desarrollo
adecuado para lograr diferentes bebidas fermentadas. Sin embargo también hay otra gran variedad de
cepas como las no Saccharomyces que pueden realizar un aporte significativo al flavor del producto
deseado (Varela, 2016).

En los Gltimos afios se han incrementado las investigaciones que refieren a tipos de levaduras no
tradicionales. En el area de Enologia y Biotecnologia de las Fermentaciones de la Facultad de
Quimica de la Universidad de la Republica, se cuenta con una gran cantidad de las levaduras
estudiadas que son no-Saccharomyces Yy generalmente son aisladas de fermentaciones espontaneas
en la produccion de cervezas de algunos estilos en particular como, Lambic Sour ( Spitaels et al.,
2014; Basso et al., 2016;Michel et al., 2016, Holt et al., 2018; Cubillos et al., 2019).

En cuanto a levaduras no Saccharomyces se ha reportado que en general tienen bajo desempefio para
la produccion de etanol comparado con cepas Saccharomyces cerevisiae, y por esta razon raramente

pueden ser usadas en cultivo puro y se debe recurrir al uso de cultivos mixtos (Holt et al., 2018).

A continuacion se describen las especies de levaduras no-Saccharomyces mas conocidas en la

industria cervecera.
Dekkera/Brettanomyces

La mayoria de estas especies en el ambiente cervecero han sido aisladas de fermentaciones
espontaneas en el proceso de elaboracion de cervezas del estilo Lambic o Sour. Se ha visto que este
tipo de cepas denotan un perfil bien marcado en las cervezas para las cuales se utilizan,
contribuyendo al perfil sensorial aportando notas frutales y florales por la gran produccion de esteres
(Basso et al., 2016).

Brettanomyces anomalus

Es una cepa utilizada en cervezas del tipo Gueuze y Lambic siendo conocida por ser una levadura
contaminante en el vino. Estas levaduras son capaces de fermentar los principales azlcares presentes
en el mosto ( Steensels et al., 2015; Michel et al., 2016). Presentan actividad p-glucosidasa que
puede hidrolizar los enlaces glucosidicos permitiendo la liberacién de monoterpenos, que en el caso
de la cerveza provienen del lapulo (Daenen et al., 2007). Se caracterizan por metabolizar ciertos
acidos como el acido p-cumarico y el acido ferdlico que estan presentes en el mosto formando los

compuestos 4-vinilguaiacol y 4-vinilfenol (Michel et al., 2016).
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Brettanomyces bruxellensis

Esta cepa ha sido aislada de varias bebidas fermentadas y tiene una relevancia industrial importante
(Avramova et al., 2018). Tiene una extensa tradicion cervecera por ser usada para fabricar cervezas
como Lambic y Gueuze. Hay registro de que ha sido utilizada para algunas Weisbier y algunas Sour
English Ales (Steensels et al., 2015). Se encontrd su presencia en cervezas del estilo American
Coolship Ale (ACA), la cual es un tipo de cerveza elaborada espontdneamente muy similar a las
tradicionales Belgian Lambic. La cepa Brettanomyces bruxellensis fue dominante en la poblacion de
levaduras después de un afio de fermentacion (Bokulich et al., 2012). Puede fermentar algunos de los
azUcares importantes presentes en el mosto y también carbohidratos complejos como la maltotriosa y
maltopentosa (Michel et al., 2016). Se reportd que muchas de las cepas estudiadas son productoras
de compuestos como etil caproato (notas dulce, frutal, anana) y etil caprilato (ceroso, rancio, dulce)
(Michel et al., 2016).

Candida shehatae

Esta cepa ha mostrado potencial para la reduccion de monoterpenos que estan presentes en el mosto
y que son provenientes del IGpulo, transformandolos en compuestos aromaticos deseados (Michel et
al., 2016; Goretti et al., 2013). Puede fermentar la mayoria de los azlcares (Michel et al., 2016).

Candida tropicalis

Se ha encontrado a diferencia de las otras cepas, en bebidas y comidas fermentadas indigenas, en
fermentaciones espontaneas y con bacterias lacticas. Es capaz de fermentar azUcares como glucosa,
sacarosa y maltosa. Es considerada un patdgeno, razon por la cual su uso en la produccion de

cerveza es limitado (N’Guessan et al., 2010).
Saccharomycodes ludwigii

Esta cepa considerada como una cepa contaminante en vinos, tiene alta tolerancia al etanol y al SO».
Sin embargo ha sido utilizada para la produccion de cervezas con bajo contenido de alcohol en
Alemania e Italia. Genera bajas concentraciones de alcohol cuando fermenta la glucosa, fructosa y
sacarosa. No es una especie que utilice usualmente la maltosa o la maltotriosa (Michel et al., 2016).
Esta cepa se caracteriza por la alta produccién de isoamil acetato, 2 feniletanol y polisacaridos, asi
como también la actividad B-glucosidasa que aumenta la diversidad de aromas en vinos. Esto abre

nuevas posibilidades de investigacion para la aplicacion en la industria cervecera (Vejarano, 2018).
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Pichia kluyverii

Esta cepa tiene una capacidad limitada para fermentar la glucosa, por lo que ha sido reportada para la
produccion de cervezas con bajo contenido de alcohol (Saerens y Swiegers, 2014; Burini et al.,
2020). Es capaz de realizar cambios positivos en los compuestos aromaticos provenientes del Itpulo
(Michel et al., 2016). Se ha destacado como productora de niveles notorios de acetato de isoamilo y
acetato de etilo, dos compuestos deseados en la industria cervecera para algunos estilo particulares.
La produccion de estos esteres es notoria cuando la cepa esta en cultivo puro, sin embargo cuando
se realizaba una inoculacidon secuencial con una cepa Saccharomyces cerevisiae esta tendencia
desaparece y se observaban niveles parecidos a los producidos por una cepa Saccharomyces
cerevisiae (Holt et al., 2018).

Wickerhamomyces anomalus (Pichia anomala)

Muestra un gran espectro de utilizacion de diferentes hexosas (glucosa, galactosa, fructosa),
pentosas (arabinosa, xilosa), disacaridos (sacarosa, lactosa) y polisacaridos asi como también

alcoholes, acidos organicos, acidos grasos e hidrocarbonos aromaticos (Walker, 2011).

Si bien hay alguna evidencia que esta especie no es capaz de metabolizar la maltosa, otros estudios
muestran que cepas salvajes de Pichia anomala son capaces de utilizar la maltosa y crecen incluso
mejor en este sustrato que Saccharomyces cerevisiae comerciales (Walker, 2011). Esta especie es
buena productora de compuestos tales como etil propanoato, fenietanol, acetato de 2 feniletil y
acetato de etilo. Estos compuestos aumentan la complejidad aromatica de la cerveza. En particular el
etil acetato, dependiendo de su concentracién puede contribuir al flavor de la cerveza aportando
notas frutales o notas a solvente (Walker, 2011; Lee et al., 2011; Basso et al., 2016).

Torulaspora delbrueckii

Es una de las especies no-Saccharomyces mas prometedoras en cuanto a la produccion de cerveza
(Basso et al., 2016). Fue domesticada para la elaboracion de vinos y de bioprocesos (Albertin et al.,
2014).y es bien conocida por su aporte aromatico frutal en la elaboracién de cervezas y vinos (Van
Breda et al., 2013; Albertin et al., 2014). Algunos autores creen que es una de las responsables de la
fermentacion de las cervezas bavaras de trigo (Michel et al., 2016). Es capaz de consumir maltosa y
se sabe que puede tolerar concentraciones de iso a—acidos correspondientes a estilos altamente
lupulados (Basso et al., 2016; Michel et al., 2016).
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Zygosaccharomyces rouxii

Esta especie es utilizada para la elaboracion de cervezas de bajo contenido alcohdlico debido a su
escasa capacidad de fermentar maltosa. Tiene altas velocidades de fermentacion cuando utiliza
glucosa y puede consumir alcohol. No tiene una gran produccién de esteres, pero sin embargo
presentan caracteristicas interesantes para la elaboracién de cerveza en cuanto a la produccion de

etanol, y compuestos aromaticos (De Francesco et al., 2015 ; Michel et al., 2016).
Lachancea thermotolerans

Dentro de la busqueda de levaduras nativas que aporten caracteristicas diferenciales se encuentra
Lachancea thermotolerans (Cubillos et al., 2019). Estudios indican que esta levadura puede ser una
buena opciodn para la produccién de cervezas del estilo Sour sin la utilizacion de bacterias (Domizio
et al., 2016).

3.1.3 Domesticacion

La domesticacion de las distintas cepas conlleva variaciones a lo largo del tiempo como la alta
variacion genética y fenotipica de las levaduras y variaciones en sus capacidades reproductivas
(Carlos A. Driscolla et al., 2009; Gallone et al., 2016).

Existe un estudio que permitié apoyar la hipotesis de la domesticacion ya que se encontro
vinculacién entre cepas industriales y un grupo limitado de cepas ancestrales y que son genotipica y
fenotipicamente distintas a las salvajes (Gallone et al., 2016). Este es uno de los primeros trabajos
donde se incorporé el concepto de domesticacion de las levaduras realizando estudios en base a

herramientas genéticas.

3.1.4 Metabolismos de la levadura

Las levaduras al igual que cualquier otro organismo vivo requieren de energia para la realizacion de
distintos procesos metabolicos vitales y para la produccion de sustancias. Estos pequefios organismos
requieren energia para la sintesis de nutrientes, para el transporte de los mismos, para su crecimiento

y para su reproduccion (Kunze, 2006a).

Los dos metabolismos mas importantes para estos microorganismos son: la respiracion aerdbica
(Figura 3.9) y la fermentacion alcoholica (Figuras 3.8), son metabolismos por los cuales la célula
obtiene energia para poder realizar su actividad metabolica. Estos microorganismos también tienen
complejos metabolismos de hidratos de carbono, substancias minerales, substancias albuminoides y

de materia grasa ( (Hornsey, 1999; Kunze, 2006a).
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Cada uno de estos metabolismos tiene una razén de ser, el metabolismo de hidratos de carbono sirve
para la obtencion de energia para poder realizar la respiracion y la fermentacion alcoholica, mientras
que los metabolismos de substancias albuminoides, minerales y materia grasa sirven para la sintesis
de substancias celulares. Estos metabolismos tienen un impacto importante en lo que es la calidad de

la cerveza (Hornsey, 1999; Kunze, 2006a).

Las levaduras deberian preferir siempre la respiracion ya que les otorga mas energia, la cual viene
principalmente en forma de ATP, para poder utilizarla en sus requerimientos. Estos microorganismos
son capaces de emplear también la fermentacion que si bien les da energia, la cantidad brindada sera
menor (Madigan et al., 2004; Kunze, 2006a). Sin embargo S. cerevisiae en condiciones de alto
contenido de azUcares y aerobiosis, opta por utilizar la fermentacion (Crabtree positivo), ya que es
una forma de competencia que excluye a otras especies ya sea por la anaerobiosis por produccion de
COo,, alta temperatura o por la produccion de alcohol como antiséptico (Goddard and Greig, 2015).

En funcidén de la exposicion al oxigeno y la concentracion de azlcares del mosto a fermentar que
puedan tener las levaduras estas optaran por realizar la respiracion o la fermentacion. Pudiendo
degradar los azucares por estas dos vias metabdlicas. Cualquiera de las dos vias metabdlicas

comienza con un mismo proceso que es la glucdlisis (Madigan et al., 2004; Kunze, 2006a).

La glucdlisis es la ruta metabolica central que permite la transformacién de la glucosa a piruvato para
posteriormente segun las condiciones del medio se den las reacciones ya sea de fermentacion
alcohodlica o de respiracion. La glucdlisis consta de dos grandes etapas, la etapa | de reacciones

preparatorias y la etapa Il de oxidacion (Figura 3.7).
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preparatorias
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ATP  ADP ATP  ADP
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Etapa Il: Oxidacion 2 Gliceraldehido-3- P
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{
2 P 13-Diosfoghcerato™ P o NADH
2 ADP
Fosfoghcarclunass
2AT P
2 3-Fosloglicerato™ P
2 2-Fosfoglicerato™ P
Ib nolasa
2 Fosfoenolpiruvato” P
2 ADP
3 M0 Kinasa (
2AT P

Piruvato~
Figura 3.7- Ruta glucolitica eshozo de etapa I: reacciones preparatorias, etapa Il: oxidacién (Madigan et al., 2004).

3.1.4.1 Factores a considerar

Las levaduras utilizaran mas facilmente los aztcares mas simples, como son la glucosa y fructosa, y
luego seguiran con la maltosa y maltotriosa. El azucar mayoritario del mosto cervecero es la maltosa
con cantidades menores de glucosa y maltotriosa (White y Zainasheff, 2010; Hill y Stewart, 2019).
La composicion tipica de azucares en un mosto cervecero que se considerd fue la reportada por
Kunze ,2006.

Con referencia al nitrégeno es importante mencionar al nitrégeno asimilable (Free Amino Nitrogen,
FAN), el cual es una medida del nitrégeno que sera metabolizado por las levaduras durante la
fermentacion. Las levaduras utilizaran el nitrégeno disponible para la sintesis de proteinas y otros
componentes celulares. La fuente principal de nitrégeno para la sintesis de proteinas, acidos nucleico
y otros componentes celulares nitrogenados, son los aminoacidos, péptidos y proteinas acidos

nucleicos y los productos de degradacion formados en la protedlisis de las proteinas de la cebada.
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En cuanto a los niveles dptimos de FAN esto depende del tipo de fermentacion, de la cepa utilizada,

del tipo de mosto y de los niveles de azlcar presentes en él.

Los niveles 6ptimos de FAN para densidades estdndares para la elaboracién de cerveza se encuentran
dentro de 200-250 mg FAN/L. Cabe destacar que el valor 6ptimo varia para las levaduras del tipo ale
y del tipo lager. Para cualquier tipo de levadura igualmente se mantiene la relacion de a mayor
crecimiento mayor necesidad de FAN. Para fermentaciones de alta densidad donde se busca lograr

una atenuacion rapida, se buscan valores mas altos de FAN (Hill y Stewart, 2019).

En cuanto al contenido de etanol en el medio, este produce una combinacion de inhibicion del
crecimiento y disminucion de la viabilidad, lo que termina impactando en una inhibicién de la

fermentacion alcoholica a partir de un 8 % (Suarez-Machin et al., 2016).

3.1.4.2 Sustratos para la Fermentacion Alcohdlica

Las levaduras pueden asimilar un amplio grupo de carbohidratos. Cada cepa tendra la posibilidad de
usar preferentemente uno o algunos. Las fuentes de carbono mas comunmente usadas son
carbohidratos, incluyendo mono, di y trisacaridos ademas de dextrinas y almidones (Briggs et al.,
2004).

Durante la maceracion, a medida que las particulas del endospermo se van hidratando las enzimas
retoman su accion y realizan su ataque a las reservas nutritivas de la malta (almidon). Las a y
B amilasas actuan coordinadamente degradando la amilosa y la amilopectina (estructuras del
almiddn) para liberar los azlcares fermentescibles (Hough, 1990), obteniendo asi la Ilave de entrada

a la glicolisis y dando paso entonces a la fermentacion alcoholica (Madigan et al., 2004).

3.14.3 Fermentacion alcoholica

La fermentacion es una forma de catabolismo anaerobio en el que un compuesto orgéanico es donador
y aceptor de electrones (Figura 3.8). En casi todas las fermentaciones el ATP generado se obtiene a
través de fosforilacion a nivel de sustrato. Realizando una evaluacion en términos de eficiencia
energetica obtenida por esta via sabemos que a través de la fermentacion el balance neto es de dos

moléculas de ATP por cada mol de glucosa fermentada.

El poder reductor del NADH debe ser transferido a un receptor de electrones para regenerar el NAD
+, dado que este no es un aceptor final de electrones y permite que las reacciones de la ruta
continten. Siendo el producto de la descarboxilacion del piruvato, el acetaldehido, el que sera
receptor final de los electrones regenerando el NAD+. En primer lugar ocurre la descarboxilacion del

acido piravico catalizada por la enzima piruvato descarboxilasa, cuyo cofactor es el pirofosfato de
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tiamina (TTP). En segundo lugar se desarrolla la reduccion del acetaldehido en etanol mediante la
enzima alcohol deshidrogenasa cuyo sitio activo contiene un ion Zn+, obteniendo el NAD+ que
queda a disposicion nuevamente como transportador de electrones (Madigan et al., 2004; Medina,
2014).

o O—POJ;
H, —0. OH
H . O_H M4—OH 2P0 5 HP0;—0 o
OOH Hw 11— oH HO“ = 2 b HH = 3 p—b “N
\ O0—POM,
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H OH ATY '\‘.1‘ ATP .l >
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Glucosza-6-fosfato Fructosa-6-fosfato Fructoza 1,6- |
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NAIDH NAL+
“ZPOJ\ . . ?
o o i HO
Y HO  O—POM, HO 0—POM, HO 0—POM, o 0—=PO3H,
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\DJ
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e
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\Dp 1 \DI NAD+ 3
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\ Fermentacién alcohélica

Figura 3.8-Diagrama de la fermentacién alcoholica a través de la ruta Embden Meyerhof-parnas (tipo méas comun de la

glucolisis) (Pires y Branyik, 2015).

3.1.4.4 Respiracion

La respiracion se dard mediante el ciclo del acido citrico o ciclo de Krebs (Figura 3.9). En primer
lugar es la descarboxilacion del piruvato en donde se producen CO2, NADH y el compuesto de alta
energia acetil-CoA. Este ultimo ingresa al ciclo donde se desarrollan diferentes reacciones y
transformaciones generandose: 2 moléculas de CO2, 3 de NADH y 1 de FADH. La finalizacion de
este ciclo se da con la regeneracion del oxalacetato como aceptor de acetilos, completando el mismo.
El balance energético de la respiracion de una molécula de glucosa es de 38 ATP. Realizando la
comparacion entre el ATP obtenido en la fermentacion y en la respiracion, vemos que la respiracion
pone a disposicion de la levadura 19 veces mas energia biologicamente utilizable que la

fermentacion (Madigan et al., 2004).

La respiracion es utilizada para la produccion industrial de levaduras. Es necesario diferenciar el
fenomeno de respiracion de la aireacion del mosto. El beneficio de esta practica facilita la

fermentacion alcohdlica por la sintesis de acidos grasos y esteroles, estos actian como cofactores en
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lo que implica la tolerancia al etanol por parte de las levaduras (Garcia et al., 2010; Roldan Crespo,
2018).

Piruvato” (tres carbonos)

NAD" + CoA

Acetil-CoA
CoA
R— Oxslacetato® Citrato™
oA rato
NAD" Aconitata™
Maimo™ \
‘ Isocitrato™
NADP)'
Fumarato®™
FADH CO,
FAD
t-cetoghutarato” R i
CoA + NAD?
CoA

GTP

Figura 3.9-Respiracion aerdbica: representacion grafica de la oxidacion del piruvato mediante la piruvato

deshidrogenasa y del ciclo del acido citrico o ciclo de Krebs (Madigan et al., 2004).

3.1.5 Aromas provenientes de las levaduras
La obtencion de compuestos aromaticos puede ser por sintesis quimica, por extraccion y también por

biosintesis como son los “aromas de fermentacion” de origen microbioldgico.

La ventaja de los productos fermentados es el aporte de estos aromas por las levaduras y/o bacterias
que participan en el proceso, enriqueciendo el sabor y aroma final de la cerveza (Vandamme y
Soetaert, 2002).
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Para las bebidas fermentadas la seleccion de levaduras que incrementen o complejicen el “fenotipo

del sabor ”, es una caracteristica que debe ser considerada fundamental (Carrau et al., 2015b).
3.1.5.1 Umbrales de percepcion y de deteccion

La interaccion de los diferentes compuestos y la matriz en la que estan presentes definiran también
qué impacto tendrd en el producto. ElI umbral de percepcion es la concentracion a la cual el
compuesto puede ser detectado sensorialmente. Todos los compuestos aromaticos poseen un valor
umbral denominado limite de deteccion sensorial (usualmente se expresa en concentracion) por
debajo del cual no pueden ser identificados sensorialmente. La deteccion sensorial para los
compuestos aromaticos se relaciona con su presion de vapor, la cual depende de la temperatura y el
medio en que se encuentra. No todos los componentes volatiles presentes en un alimento contribuyen
de forma decisiva en el aroma sensorial del mismo. Para tener cierta relevancia, una molécula volatil
debe hallarse en una concentracion mas alta que su valor limite de deteccién sensorial (Cordero-
Bueso, 2013).

3.1.5.2 Unidades de aromas

El aroma de las cervezas esta constituido por una gran variedad de compuestos volatiles presentes en
diferentes concentraciones que varian desde algunos ug /L pudiendo llegar a mg/L en algunos casos.
El umbral de percepcion es muy variado lo que determina que el impacto en el aroma de los distintos
compuestos sea definido por lo que se denomina: unidades de aroma. Las unidades de aromas se
definen como la relacion entre la concentracion de la sustancia y el umbral de percepcion (ambos

deberén estar expresados en la misma unidad) (Barth, 2013).

unidades de aroma = concentracion

umbral de percepcion

3.1.5.3 Alcoholes Superiores

Los alcoholes superiores que también son conocidos como aceites de fusel, son los compuestos mas
abundantes en la cerveza. Estos compuestos son formados mediante el metabolismo de aminoacidos.
A partir de aminoacidos ya sea por catabolismo o por anabolismo mediante la via de Erlich son
generados los diferentes alcoholes superiores (Pires et al., 2014).

En la Figura 3.10 se puede visualizar la dindmica del metabolismo implicado en la produccién de

estos compuestos.
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La produccion y el tipo de alcoholes superiores se ven influenciados por las fuentes de carbono y de
nitrogeno disponible en el medio, en este caso el mosto. El tipo de levadura utilizada y la
temperatura de fermentacion asi como otros factores inciden en la produccion de los alcoholes

superiores (Dzialo et al., 2017).

Estos compuestos son de 3 carbonos o mas y tienen puntos de ebullicion mayores a los del etanol.
Los alcoholes superiores que mas inciden en el flavor de la cerveza son el propanol, el isobutanol, el
2-feniletanol, el alcohol amilico y el alcohol isoamilico. Incluyendo a los mencionados anteriormente
podemos encontrar mas de 40 alcoholes superiores diferentes siendo el alcohol isoamilico el alcohol
superior que mas incidird en el sabor de la cerveza. En el caso de los alcoholes superiores,
concentraciones por encima de los 300 mg/L en la cerveza generan un aroma fuerte a solvente y
pungente (Meilgaard, 1975; Loviso y Libkind, 2019).

En la Tabla 3.2 se puede observar los valores de los umbrales de percepcién y los descriptores
sensoriales caracteristicos de estos compuestos. Los descriptores surgen de comparacion con aromas
conocidos de nuestra memoria sensorial, y sirven para comunicar las sensaciones entre un grupo de

catadores.

Tabla 3. 2-Alcoholes superiores mas relevantes en el flavor de la cerveza (Meilgaard, 1975, Loviso y Libkind, 2019).

Alcoholes Umbral de percepcion s "
) Descripcion aromatica
Superiores (mg/L)
Propanol 306 Rancio, solvente, dulce, alcohol
Isobutanol 40 Goma, solvente, alcohol
Alcohol Isoamilico 30 Frutado, banana, alcohol
Alcohol Amilico 80 Alcohdlico, solvente
2-Feniletanol 14 Floral, rosas
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Figura 3.10- Rutas metabdlicas que participan en la formacion de alcoholes superiores (Loviso y Libkind, 2019).

3.1.5.4 Esteres
Los esteres son uno de los compuestos mas relevantes en la cerveza (Pires et al., 2014). En general,

este tipo de compuestos son deseados para cervezas del estilo ale dado los aportes frutados y florales

que aportan (Verstrepen et al., 2003).

Estos tipos de compuestos se pueden dividir en: esteres de acetato y los esteres de etilo. Dentro de los
esteres de acetato podemos encontrar el etil acetato de etilo, acetato de isoamilo y acetato de 2-
feniletil, y dentro de los esteres de etilo, encontramos los esteres derivados de acidos grasos de
cadena media como, el hexanoato u octanoato de etilo. En general los esteres se encuentran en
concentraciones que son muy proximas a los valores de los umbrales de percepcion, por lo que
pequefas variaciones en su produccion pueden tener impacto en la cerveza. Existen algunos esteres
como por ejemplo el acetato de etilo que en concentraciones muy altas aporta aromas indeseados,
como por ejemplo a solvente. Los seis esteres mas importantes de la cerveza son el acetato de etilo,
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acetato de isoamilo, acetato de isobutilo, acetato de 2-feniletilo y hexanoato de etilo. En la Tabla 3.3

se pueden observar los valores de los umbrales de percepcion y sus descriptores caracteristicos.

Tabla 3.3-Descripcién de los esteres mas relevantes en la cerveza (Meilgaard, 1975; Loviso y Libkind, 2018).

Umbral de
Esteres percepcion Descripcion aromatica
(mg/L)
Acetato de etilo 30 Solvente, frutado
Acetato de isoamilo 0,030 Banana
Acetato de isobutilo 0,5 Frutado
Acetato de 2-feniletilo 0,250 Rosas, miel, manzana
Hexanoato de etilo 0,005 Afrutado, manzana, anisado
Octanoato de etilo 0,002 Manzana, pera, banana, anana, floral, frutado
Lactato de etilo 155 Frutal, queso

Los esteres son producidos mayoritariamente en la primera etapa de la fermentacion alcohdlica Y se

encuentran altamente asociadas al metabolismo de lipidos y al crecimiento celular. Una vez que los

esteres son sintetizados dentro de la célula, por su carécter lipofilico difunden rapidamente por la

membrana plasmatica y son liberados al medio (Figura 3.11). Los esteres de acetato son rapidamente

excretados al medio extracelular, mientras que para los esteres etilicos la liberacién por la membrana

plasmética va disminuyendo proporcionalmente en funcion del tamafio de la molécula (Pires et al.,

2014). Se sabe que en condiciones reductivas o anaerdbicas su produccion es mayor que con

aireacion (Farifa et al. 2012), y esto puede explicar su alta concentracion en fermentaciones como la

cerveza.
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Figura 3.11- Rutas metabolicas presentes en la levadura para la sintesis de esteres (Loviso y Libkind, 2018).

3.1.5.5 Fenoles

Estos compuestos tienen como precursores a los acidos fenolicos provenientes de la malta, siendo
ellos el acido ferdlico, acido cumarico y acido cindmico. Los compuestos fendlicos son considerados
en general como aromas no deseables (POF, phenol off flavor), pero en algunos estilos de cerveza
son compuestos deseados ya que producen descriptores aromaticos especificos. Los compuestos mas
comunes de este grupo son el 4-vinilguaiacol, 4-vinilfenol, 4-etilguaiacol, 4-etilfenol, 4-
vinilsiringol, estireno, eugenol y vainillina, los cuales tienen umbrales de percepcion bajos, del
orden de 0,1y 0,9 mg/L (Michel et al., 2016) como se observa en la Tabla 3.4.
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Tabla 3.4-Descripcion de los fenoles volatiles mas relevantes en la cerveza (Meilgaard, 1975; Michel et al., 2016).

Umbral de
Fenoles percepcion Descripcion aromaética
(mg/L)
4-Etilfenol 0,9 Aroma fenolico, astringente
4-Etilguaiacol 0,13 Aroma fendlico, dulce
4-Vinilguaiacol 0,3 Aroma fenolico, clavo de olor, amargo
4-Vinilfenol 0,2 Aroma fenolico, ahumado

3.1.5.6 Acidos organicos

Los acidos organicos presentes en la cerveza pueden ser volatiles y no volatiles, y los mismos

contribuyen al sabor y la acidez total final. La produccion de los acidos organicos depende en gran

parte de la cepa de levadura siendo muchos de estos acidos productos de la glicolisis, del ciclo del

acido citrico y del metabolismo de los aminoécidos y de los &cidos grasos.

En la Tabla 3.5, se muestran los &cidos organicos mas relevantes, sus umbrales de percepcion y

descriptores aromaticos.

Tabla 3.5-Descripcién de los acido organicos mas relevantes en la cerveza (Meilgaard, 1975; Rychlik et al., 1998;

Michel et al., 2016).

) Umbral de
Acidos organicos volatiles percepcion | Descripcién aromatica
(mg/L)
Acido acético 175 Vinagre
Acido butirico 0,14 Ceroso, rancio
Acido caprilico 0,5 Queso, aroma a animal
Acido caproico 3 Dulce
Acido caprico 15 Aroma a cabra, polvo
Acido laurico 6,1 Aroma jabonoso
) Umbral de
Acidos organicos no volatiles | percepcion | Descripcion aromatica
(mg/L)
Acido oxalico 500 Salado, oxidado
Acido citrico 400 Acido
Acido malico 700 Manzana
Acido fumarico 400 Agrio, &cido
Acido succinico 220 Acido
Acido lactico 400 Agrio, &cido
Acido piravico 300 Salado, forraje
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3.1.5.7 Monoterpenos

Este tipo de compuestos derivan de las plantas y aportan aromas florales a la cerveza. Provienen del
[Upulo, siendo los 5 compuestos quimicos mayoritarios, el linalol, a-terpinol, B-citronelol, geraniol y
nerol, como se puede visualizar con sus umbrales de percepcidn y sus descriptores aromaticos en la
Tabla 3.6.

Las levaduras tienen la posibilidad de variar las proporciones de estos compuestos. Esta variacion
esta directamente relacionada con la capacidad de metabolizacion de estos compuestos por parte de
las diferentes levaduras. Estos compuestos pueden aparecer en el mosto glicosilados y por lo tanto
inactivos aromaticamente pero existen ciertas cepas de levaduras que permiten la liberacion de estos
monoterpenos mediantes enzimas glucosidasas ( Pérez et al., 2011; Michel et al., 2016). Sin
embargo algunas levaduras pueden sintetizar linalol y geraniol a partir de los azlcares de la
fermentacion, dependiendo de la especie en concentraciones que contribuirian sensorialmente al

producto final (Carrau et al., 2015)

Tabla 3.6- Descripcion de los monoterpenos mas relevantes encontrados en la cerveza (Meilgaard, 1975; Rychlik et al.,
1998; Michel et al., 2016)

Umbral de o
. Descripcion
Monoterpenos percepcion .
aromatica
(mg/L)

Linalol 0,005 Lavanda
o-Terpinol 0,002 Lila
B-Citronelol 0,008 Limon, lima

Geraniol 0,006 Rosa

Nerol 0,5 Rosa, citrico
-Mirceno 1,9 Picante, balsamico

Limoneno 0,2 Limdn, naranja

3.1.5.8 Compuestos Carbonilos

Dentro de los compuestos carbonilicos no deseados tenemos el acetaldehido y las diacetonas. El
acetaldehido es formado en las primeras etapas de la fermentacion del mosto y generalmente
disminuye en el final de la fermentacién alcohdlica. Es uno de los metabolitos intermediarios que
estd en mayor cantidad en la fermentacion, debido a que es el tltimo precursor, antes de la formacion
del etanol. Es el aldehido mas importante producido por las levaduras, en concentraciones bajas

presenta aromas frutales, pero en concentraciones altas otorga descriptores pungentes e irritantes.

54



Excesos de este compuesto en la cerveza puede producir descriptores tales como manzana verde y
herbaceo, ambos considerados no agradables para cerveza. EI umbral de percepcion de este
compuesto es de 10- 15 mg/L (Michel et al., 2016; Swiegers et al., 2009). Dentro de las diacetonas,
los mas relevantes son 2,3 butanodiona (diacetilo) y 2,3-pentanodiona. Estos compuestos son
formados a través de la biosintesis de aminoacidos de valina e isoleucina. El diacetilo o 2,3-
butanodiona tiene un umbral de percepcidn diez veces méas bajo que el 2,3-pentanodiona por lo que
sensorialmente es mas importante el primero. El diacetilo o 2,3 butanodiona es un compuesto comuin
en la elaboracion de cerveza pero generalmente es considerado como no deseado. Produce aromas a
manteca 0 a butterscotch, es considerado deseado en algunas pocas cervezas tipo ale y no deseado

en lagers y stout (Swiegers et al., 2009; Michel et al., 2016; Pires y Branyik, 2015).

3.1.5.9 Compuestos sulfurados

Las levaduras producen varios compuestos aromaticos derivados del azufre, que pueden contribuir
positivamente con el aroma de los vinos como son algunos tioles (Roland et al., 2013). Existen dos
compuestos mas comunmente formados por las levaduras en la cerveza que son el sulfuro de
hidrégeno o sulfhidrico y el dioxido de azufre. El didxido de azufre es bastante conocido para los
cerveceros por jugar un rol fundamental en la estabilidad y actuar como antioxidante. El didxido de
sulfuro es deseado en algunas cervezas de fermentacién baja (tipo lager). Por otro lado, el sulfuro de
hidrogeno, tiene la propiedad de enmascarar a otros compuestos volatiles presentes en la cerveza que
aportan notas deseables. Su umbral de percepcidon es muy bajo percibiéndose como huevo podrido
(Michel et al., 2016).

3.1.6 Compuestos aromaticos deseables 0 no deseables

Existe un mundo basto de estilos y clasificaciones a la hora de elaborar cervezas. A su vez, existen
dos guias de estilos de cervezas, la Beer Judge Certification Program (BJCP) y la Brewers
Association. En estas guias hay una exhaustiva descripcion de lo que implica cada variedad de
cerveza, desde sus propiedades fisicoquimicas mas importantes hasta los descriptores aromaticos
deseados y no deseados. En esta guia podemos encontrar indicaciones y comentarios respecto al
aroma, aspecto, sabor, sensacion en boca, impresién general del estilo de cerveza, y los ingredientes.
También se detalla la densidad inicial y final, el indice de amargor (IBUs), color (SRM) vy la

graduacién alcohdlica que debe tener cada estilo de cerveza.

Respecto al aroma existe una guia que resume las caracteristicas mas relevantes y comunes en la
cerveza, denominada rueda del sabor de Meilgard “Beer flavor Wheel” (Meilgaard, 1979) (Figura
3.12).
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Figura 3.12- Rueda del sabor de Meilgard “Beer flavor wheel” (Meilgaard, 1979).

Es importante en primer lugar saber que estilo se quiere lograr y cuéles son las caracteristicas
deseadas para este estilo. Es factible encontrar compuestos que generalmente estan considerados
como descriptores no deseados (off flavors), pero es necesario saber que hay excepciones y que para
algun estilo de cerveza en particular y en determinadas concentraciones estos compuestos a priori no

deseados, pueden ser buscados.

Los compuestos descriptos como no deseables en las cervezas generalmente son: acetaldehido,
sulfuro de dimetilo (DMS), lactato de etilo, diacetilo, acido acético, trans 2-nonenal y algunos
derivados de fenoles. Estos compuestos no provienen Unicamente de la fermentacion sino también

pueden originarse durante el proceso, transporte o almacenamiento.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS
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4.1 Cepas no tradicionales

Origen y antecedentes de las cepas utilizadas

Algunas de las cepas utilizadas en este trabajo de tesis forman parte de la coleccién de cepas del area
de Enologia y Biotecnologia de las Fermentaciones. La mayoria de ellas provienen de aislamientos
previos de la industria vitivinicola (uvas, mostos en fermentacion) aisladas de vendimias
comprendidas entre los afios 2000-2016. La nomenclatura de estas cepas, sigue el siguiente formato:
la primera letra corresponde a la variedad de la uva de procedencia (Tabla 4.1), luego le siguen los
dos ultimos numeros del afio de la cosecha, seguido del niUmero secuencial del aislamiento de cada
afio y finalmente la letra G, si corresponde a un aislamiento a partir de uva (grape), o F si es a partir
de mosto en fermentacion. Existen algunas de las cepas aisladas de la industria vitivinicola que
tienen una nomenclatura que no es acorde a la presentada (Tabla 4.1), esto se debié a que aun no

estaba implementada la misma al momento de la aislacion.

Tabla 4.1 Nomenclatura utilizada solamente para cepas aisladas de la industria vitivinicola.

VARIEDAD LETRA
Merlot M
Tannat T

Cabernet Sauvignon C
Tempranillo TE
Cabernet Franc CF
Pinot Noir PN
Petit Verdot PV
Arirarnoa A
Sauvignon Blanc SB
Chardonnay CH
Chavaniasco CHV
Moscatel Miel MM

También se realizaron aislamientos de levaduras, a partir de materias primas de la industria
cervecera, tales como granos de cebada malta base uruguaya, cebada tostada, cebada caramelizada
con trigo base, trigo caramelizado y lupulos de diversas variedades (Uggles, Fuerte y Cascade).

Paralelamente también se realizaron aislamientos de levaduras durante el proceso de elaboracion.

La nomenclatura de estas cepas sigue el siguiente formato: la primera letra es la B que corresponde a
Beer, la segunda letra indica la procedencia de la levadura aislada, segun la materia prima o de que
etapa del proceso proviene luego le siguen los ultimos dos digitos del afio del aislamiento y

finalmente el nimero secuencial del aislamiento (Tabla 4.2).
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Tabla 4.2 Nomenclatura para cepas aisladas de la industria cervecera.

MATERIA PRIMA | LETRA
Lapulo L
Cebada C

Malta M
Trigo T
Sedimentacion S
Inicio Maceracion IM

Para la realizacién de este trabajo de tesis se emplearon un total de 47 cepas de levaduras nativas de
las cuales 17 eran Saccharomyces (Tabla 4.3), 30 no-Saccharomyces (Tabla 4.4); siendo 35 de estas

levaduras provenientes de la industria (ind.) enoldgica y las 12 restantes de la industria cervecera.

La distribucion de las diferentes cepas seguin los dos grandes grupos fue la siguiente: 17 cepas
Saccharomyces cerevisiae y 40 cepas no-Saccharomyces. Dentro de las no Saccharomyces se
utilizaron las siguientes especies: Pichia anomala, Zygoascus meyerae, Candida azyma,
Kluyveromyces marxianus, Candida califérnica, Candida silvae, Candida akabanensis,
Schizosaccharomyces pombe, Wickerhamomyces anomalus, Aureobasidium proteae, Aureobasidium

pullulans, Meyerozyma guilliermondii y Brettanomyces (Dekkera spp) (Tablas 4.3 y 4.4).

Como levaduras control se utilizaron las levaduras comerciales Saccharomyces cerevisiae S 33

(Fermentis), y Saccharomyces cerevisiae Nothingam (Lallemand).

También se incluyo la cepa Hanseniaspora vineae (T02/5AF), debido a su aporte a la complejidad
sensorial en vinos reportado por el grupo de trabajo de Enologia y Biotecnologia de las
fermentaciones (Medina et al., 2013; Medina, 2014; Martin et al., 2018; Del Fresno et al., 2020).
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Tabla 4.3-Cepas Saccharomyces utilizadas

CEPA CcODIGO

Saccharomyces cerevisiae KUI

Saccharomyces cerevisiae 882
Saccharomyces cerevisiae T11/137F
Saccharomyces cerevisiae T11/145F
Saccharomyces cerevisiae T11/146F
Saccharomyces cerevisiae PV 11/154F
Saccharomyces cerevisiae CHV 11/172F
Saccharomyces cerevisiae A 11/181F
Saccharomyces cerevisiae 00/17
Saccharomyces cerevisiae 00/13
Saccharomyces cerevisiae 00/35
Saccharomyces cerevisiae 00/30
Saccharomyces cerevisiae 00/15
Saccharomyces cerevisiae 00/12
Saccharomyces cerevisiae BM15_2
Saccharomyces cerevisiae BS15 3
Saccharomyces cerevisiae BL15 5

Tabla 4.4-Cepas no Saccharomyces utilizadas

CEPA CODIGO
Zygoascus meyerae T12 135F
Zygoascus meyerae T12 129F

Auerobasidium proteae T13EN 19
Aureobasidium proteae T13EN 17
Aureobasidium proteae T13EN 01
Aureobasidium proteae T13EN 07
Aureobasidium proteae T13EN 23
Aureobasidium proteae T13EN_11
Aureobasidium pullulans T13EN_09
Aureobasidium pullulans T13EN_08
Aureobasidium pullulans T13EN_12
Aureobasidium pullulans T13EN_24
Aureobasidium pullulans T13EN_15
Schizosaccharomyces pombe S/cbdigo
Wickerhamomyces anomalus Ang 5
Candida azyma strain M12_04'G
Candida californica Cl12 207G
Candida californica C12-207°G
Kluyveromyces marxianus T12_171G
Meyerozyma Ang 3
Meyerozyma Ang 6
Dekkera spp 1791
Brettanomyces 24/04A
Brettanomyces 24/04B
Dekkera anomala 1653
Brettanomyces 24/04 C
Wickerhamomyces anomalus BCMO15 1
Pichia anomala BCMO15 2
Candida silvae BT15 4
Candida akabanensis BM15 1
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4.2 Medios de cultivo utilizados y simil mosto cervecero desarrollado

4.2.1 Medio WLN (Wallerstein Laboratory Nutrient Agar)

El medio WLN (Wallerstein Laboratory Nutrient Agar) (Pallmann et al., 2001) constituye un medio
de cultivo diferencial desarrollado para ser utilizado en la industria. Este medio de cultivo permite
diferenciar las especies por morfologia, color, textura, brillo y consistencia. El principio diferencial
de este medio estd basado en el reactivo verde de bromocresol el cual actua como colorante
diferencial (Figura 4.1).

Este medio de cultivo es util para el relevamiento de cepas Saccharomyces y no Saccharomyces.
Durante el transcurso de esta tesis este medio de cultivo fue utilizado en diferentes instancias tales
como en la realizacion de los aislamientos y durante el transcurso de las microfermentaciones, para

los controles de pureza, recuentos de poblacion y repiques de las distintas cepas.

Figura 4.1- Placas de WLN conteniendo cultivos simples de levaduras no-Saccharomyces (fotos de la izquierda) y
cultivos mixtos con levaduras Saccharomyces (fotos de la derecha). La levadura Saccharomyces de esta fotografia,
se diferencia de la no-Sac, por su mayor tamafio, color blanco mate (sin brillo) y textura espesa.
4.2.2 Medio Agar Lisina
El medio Agar lisina, es un medio selectivo y de conservacion (Fowell, 1965). Ha sido utilizado
tradicionalmente como medio sintético para el aislamiento y recuento de levaduras salvajes de las
industrias cervecera y enoldgica. Este medio es selectivo, ya que permite el crecimiento de levaduras
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no Saccharomyces quienes pueden utilizar la lisina como fuente de nitrogeno (Morris y Eddy, 1957).

En la Figura 4.2 se puede apreciar una placa realizada con este medio.

Figura 4.2-Medio Agar lisina

4.2.3 Medio YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) e YEPM (Yeast Extract Peptone Maltose)
El medio YEPD (10 g/L extracto de levadura, 10g/L peptona, 20 g/L dextrosa y 20g/L agar) y el
medio YEPM (10 g/L extracto de levadura, 10g/L peptona, 20 g/L maltosa y 20g/L agar) son medios

de cultivo de conservacion.

El medio YEPM se utiliz6 ademas de medio de cultivo de conservacion, como medio de cultivo para
evaluar de la capacidad de fermentar maltosa, por parte de las diferentes cepas de levaduras
estudiadas (se vera mas adelante en este mismo capitulo). En la Figura 4.3 se observa el medio
YEPD.

Figura 4.3-Medio YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose)
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4.2.4 Medio Chromo Agar

Este medio de cultivo chromogénico es un medio diferencial y selectivo, cuya composicion es la
siguiente: chromopeptona 10,2 g/L, glucosa 20,0 g/L, chromogen mix 2,0 g/L, chloramphenicol 0,5
g/L, agar 15,0 g/L. Este tipo de medio y sus variantes fue desarrollado para levaduras del género
Candida pero ha sido utilizado para la diferenciacion e identificacion de otras levaduras (Giusiano y
Mangiaterra, 1998; Morata et al., 2018).

Este medio al igual que el Agar Lisina fue muy (til a la hora de diferenciar las colonias de cepas no
Saccharomyces y las de cepas Saccharomyces. Generalmente las cepas no Saccharomyces muestran
un halo rojo amarronado mientras que las Saccharomyces se presentan como colonias mas purpuras

ayudando a la distincién de estos tipos de levaduras (Figura 4.4) (Morata et al., 2018).

Figura 4.4-Medio Chromoagar.

4.2.5 Medio AAM (Amilase Activity Medium)

El medio AAM es un medio que permite la deteccion de actividad a- amilasa (Yalcin y Corbaci,
2013).

Su composicion es la siguiente: 5 g/L almiddn soluble; 5 g/L peptona; 5 g/L extracto de levadura; 0,5
g/L MgS04.7H20; 0,01 g/L FeS04.7H20; 0,01 g/L NaCl y15 g/L agar. En la Figura 4.5 se aprecia el

revelado de la placa donde se observa el control positivo para la actividad a- amilasa.
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Figura 4.5-Medio AAM con el revelado realizado con lugol puro, para determinar la deteccion de actividad a- amilasa.
(El control positivo estd marcado en la figura con un circulo negro).

4.2.6 Desarrollo de un simil mosto cervecero (SMC): Proceso de disefio del SMC

La elaboracion de un medio con caracteristicas similares a un mosto cervecero estandar permitid
partir de una materia prima constante para todos los ensayos realizados durante este trabajo de tesis.
Ademas, permitio una rapida y facil disponibilidad de los mostos, evitando los tiempos requeridos
para la molienda de los granos de cebada, maceracion, coccién y enfriado implicados en la primera
parte del proceso de elaboracién de la cerveza y que fue mostrado en el flujograma de la Figura 2.18.

Para la elaboracion del SMC se tuvo en cuenta la composicion tipica de un mosto cervecero de

cebada de acuerdo a Kunze, 2006.

Durante el desarrollo de este medio, se realizaron varios ajustes de nutrientes para lograr el mejor
desempefio fermentativo de las cepas estudiadas, sin perder de vista la composicién quimica de un
mosto cervecero estandar. En este sentido la composicién quimica del SMC fue la siguiente:
extracto de malta 70 g/L, glucosa 30 g/L, peptona 1.5 g/L, KoHPO4 1.14 g/L, MgSQO4.7H20 1.23 g/L,
CaCl2.2H20 0.44 g/L, solucion de microelementos (MnCI2-4H20 200 pg/L, ZnCI2 135 pg/L,
FeCl230 ug/L, CuCl2 15 ug/L, H3BO3 5 pg/L, Co(NO3)2.6H20 30 ug/L, NaMo004.2H,0 25 pg/L,
KIOs 10 pg/L) (Carrau et al. 2005) y tiamina HCL 0.5mg/L. El contenido final de nitrégeno
asimilable (FAN) fue 213 mg/L, y el pH fue ajustado en 5,3, luego de la esterilizacion se le agregd
HCI (0.1%) de tal forma de lograr el pH deseado (Kunze, 2006b).

En cuanto a la esterilizacion del medio, inicialmente se realiz6 mediante el uso de autoclave a 121°C
durante 15 minutos. EI medio asi obtenido luego del autoclavado, tenia un precipitado que
complicaba la homogenizacion del mismo, la operativa tecnoldgica de la distribucidn del mosto para

las diferentes fermentaciones, e impedia una correcta visualizacion del precipitado microbioldgico
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dado por el crecimiento celular de las levaduras en estudio. Por esta razon se decidio la remocién del
precipitado mediante una filtracién posterior a la esterilizacién con autoclave, con papel Whatman
estéril, en cAmara de flujo laminar (Figura 4.6).

Figura 4.6 Filtracién posterior del SMC en camara de flujo laminar

Sin embargo esta modalidad de autoclavado y filtracion posterior generé dudas en cuanto a que tipo
de compuestos se podian estar perdiendo al remover ese precipitado y por esa razon se decidid
modificar la modalidad de esterilizacion. En este sentido, la alternativa implementada fue la
realizacién de 3 ciclos de pasteurizacion a 80°C, durante 5 minutos. De esta forma se redujo

considerablemente la cantidad de precipitado obtenido.

4.3 Mantenimiento de levaduras
Las levaduras fueron mantenidas en medio YEPD como se mencioné anteriormente, y conservadas

en un freezer a -75°C, con una solucion de glicerol al 20%.

4.4 Aislamiento de levaduras

Los aislamientos realizados en esta tesis provienen de la industria cervecera, de la cual se obtuvieron
diferentes muestras. Se realizaron aislamientos de cepas de levaduras a partir de: granos molidos y
sin moler de cebada malta base, cebada tostada y cebada caramelizada, trigo base y trigo
caramelizado. A partir de pellets de Ipulos molidos y sin moler, y finalmente a partir de muestras de
distintas etapas del proceso de elaboracion de la cerveza: tanque de sedimentacion e inicio de la

fermentacion. Las diferentes muestras molidas y sin moler se dejaron en suero fisiologico (NaCl
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0,9% en agua destilada) durante 20 minutos y en medio YEPM durante 48 horas. Transcurrido ese
tiempo, se realizé una siembra directa de 0,1 mL en placa de Petri conteniendo medio WLN, y
posterior incubacion a 25° C por 48 horas (Figura 4.7).

Para confirmar si se trababa de levaduras Saccharomyces o no-Saccharomyces, se realizd una
siembra en medio selectivo Agar Lisina.

La identificacion genética para la diferenciacion de especies se realiz6 mediante el analisis de
secuencias del dominio variable D1/D2 en el extremo 5’ del gen de la subunidad 26S del ARNr. Se
consider0 que en cepas de levaduras de una misma especie, las diferencias nucleotidicas en la region
D1/D2 fueron < 1% (Kurtzman y Robnett, 1998).

*  Aijslamientos de la Industria cervecera

Suero fisiologico

| Sin moler Yeast Peptone Maltose
*F B IH%"'.;-' (YPD"II[J
f ey - Suero fisiologico

— DA Moldos oM 1. WLN

' 2. Agar Lisina
_ Sin moler Suero fisiologico 3. Repique Agar
% YPM Lisina

Molidos Suero fisioldgico
YPM
rl

Suero Fisiologico

Figura 4.7. Esquema de los aislamientos realizados a partir de las muestras provenientes de la industria cervecera (t,

tiempo)

4.5 Screening de maltosa
Todas las cepas fueron evaluadas para conocer su capacidad fermentativa frente a maltosa, que como

se menciono en el Capitulo 3 constituye el azicar mayoritario de la cebada.

Para esto se prepar6 una solucion concentrada (respecto a los controles respectivos) 10 veces
(solucion 10 x) en tres diferentes versiones, que se determinaron segun el azlcar agregado, siendo
maltosa (10 x m), glucosa (10 x g) y sin el agregado de azlcar (10x n) que constituye el Ilamado

control negativo del screening. De esta manera se evalud la fermentacion de maltosa, teniendo un
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control positivo (tubos con glucosa) y un control negativo que fueron los tubos sin azlcar. La

composicion de los diferentes controles del screening se muestra en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Composicion de los diferentes controles para el screening de maltosa. Solucién de maltosa (10 x m), solucién

glucosa control positivo (10 x g) y solucién control negativo (10 x n).

COMPOSICION 10xm|10xg|10xn

YNB (Yeast Nitrogen Base) | 0,67 g | 0,67 g | 0,67 g
MALTOSA 059 | - -
GLUCOSA - 0,59 -

AGUA DESTILADA 10 mL |10 mL |10 mL

Las soluciones mencionadas anteriormente fueron esterilizadas mediante filtracion con membrana de

0,22 micras.

Luego se procedio a la preparacion de los tubos conteniendo 1 mL de la solucion correspondiente
(10x m, 10x g, 10x n), agua destilada esterilizada fria (9mL) y finalmente se inocularon 500 uL de

una suspension de levaduras equivalente a la escala Mc Farland 1, 3x10 © cel/mL (para levaduras).

Como se observa en la Figura 4.8 el control maltosa (10 x m) se realiz6 por triplicado, el control
positivo (10 x g) por duplicado y un control negativo (10 x n). Finalmente se colocaron las
campanas de Durham estériles en cada uno de los tubos, los que fueron incubados en estufa a 25°C,

observando su evolucién a lo largo 4 semanas (Kurtzman et al., 2011a).

NN 0w U

Control de malrosa (10xm) Control de glucosa (10xg) Control negativo (10xn)

Figura 4.8- Esquema del screening de maltosa

4.6 Deteccion de actividad de o amilasa

La determinacion de la actividad o amilasa fue realizada para aquellas cepas maltosa positivas.

El procedimiento comenz6 repicando las cepas en el medio WLN, e incubando en estufa a 25°C
durante 48 hs.
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El control positivo fue la bacteria Bacillus 009/11, el cual fue suministrado por el Laboratorio de
Microbiologia de Facultad de Quimica. Este se sembré en medio AAM, con incubacion a 30°C
durante 48 horas. En la Figura 4.5 se muestra la disposicion de como fueron sembradas las diferentes
cepas en las placas con el medio AAM. Cabe destacar que el Bacillus 009/11 tiene una temperatura
ideal de crecimiento de 35-37°C, pero dado que las levaduras tienen una temperatura ideal de
crecimiento de entre 25-28 °C, el ensayo fue realizado a una temperatura intermedia de 30°C, de
manera de contemplar los rangos de temperatura a las cuales crecen ambos tipos de
microorganismaos.

El disefio de la placa sembrada consistié en la realizacion de estrias de las cepas involucradas en el
estudio incluyendo el control (Figura 4.8).

La placa fue incubada en estufa a 30° C por 48 horas. Transcurrido este tiempo se revel6 la placa con
solucion de lugol (Figura 4.5).

Se consideraron positivas a la actividad a-amilasa a aquellas cepas que presentaron un halo

amarillento.

4.7 Recuento de células vivas y muertas

El recuento microscopico directo con Camara de Neubauer, permite determinar el nimero de células
vivas y muertas. Para el recuento de células muertas se utiliz6 solucién de azul metileno 1 % (azul de
metileno 0.01%, citrato de sodio 2% en solucidn acuosa). Este colorante presenta dos coloraciones
dependiendo el estado redox del medio en el cual se encuentre. Se presenta la coloracion azul cuando
el medio esta oxidado y se presenta incoloro cuando el medio esta reducido. Lo que ocurre cuando el
colorante ingresa a la célula viva es reducirse por lo cual permanece incoloro mientras que cuando la
celula estd muerta el colorante se encuentra oxidado y se presenta la coloracion azul (Fugelsang,
2007).

Estos recuentos fueron realizados al inicio y al final de la fermentacidon alcoholica. También se
realizo recuentos en placas de WLN y controles de pureza. Los controles de pureza fueron realizados
de la siguiente manera: se realizaron tomas de muestra al final de la fermentacion (dia 8) y se
sembraron en placas WLN. Estas fueron incubadas en estufa a 25 °C por 24-48 hs. Posteriormente se
observaron las colonias  desarrolladas observando su morfologia y evaluando si existia

contaminacion.
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4.8 Microfermentaciones

4.8.1 Microfermentaciones Etapa |

Durante la primera parte del trabajo se realiz6 la evaluacion de la capacidad fermentativa de todas las
cepas que fueron caracterizadas como maltosa positiva. Para estas evaluaciones se realizaron
microfermentaciones en duplicado, en matraces erlenmeyers de 150 mL, conteniendo 50 mL de
Simil Mosto Cervecero (SMC) disefiado para tal fin y cuya composicién se vio en el Capitulo 4
(seccion 4.2.6).

Los matraces erlenmeyers se taparon con valvulas de Mulller contendiendo acido sulfurico que actua
como agente desecante, reteniendo el agua desprendida por evaporacién, permitiendo de esta manera
el seguimiento de la fermentacién alcoholica mediante pérdida de peso debida a la eliminacion de

anhidrido carbdnico.

Las fermentaciones se llevaron a cabo partiendo de un cultivo overnight a 20 °C realizado en SMC,

con agitacion a 100 RPM durante 24 hs, para alcanzar un indculo inicial de 1x10° cel/mL.

Las muestras fueron incubadas a 20°C con una agitacion diaria (movimiento circular suave). El
seguimiento de la capacidad fermentativa mediante pérdida de peso se expresé en gramos cada
100 mL de mosto (Carrau et al., 2008).

El recuento celular se realizd mediante camara de Neubauer de poblacion viable y no viable y control

de pureza mediante siembra de placa en WLN (Pallmann et al., 2001).

4.8.2 Microfermentaciones Etapa Il

En esta etapa se trabajé con las cepas seleccionadas en la instancia anterior.

Se realizaron fermentaciones por triplicado en erlenmeyers de 250 mL, conteniendo 150 mL de Simil
Mosto Cervecero (SMC) y tapadas con valvulas de Mulller.

Las fermentaciones se llevaron a cabo partiendo de un cultivo overnight a 20 °C en SMC, con
agitacion a 100 RPM durante 24 hs, para alcanzar un indculo inicial de que en esta oportunidad fue
de 1x106 cel/mL.

Las muestras fueron incubadas a 20°C con una agitacion diaria (movimiento circular suave). Al igual
que en la etapa anterior, la actividad fermentativa fue medida por la pérdida de peso expresada en
gramos cada 100 mL (Carrau et al., 2008).

El recuento de células vivas y muertas se realiz6 mediante Camara de Neubauer y el control de

pureza mediante siembra de placa en WLN (Pallmann et al., 2001).
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En esta etapa se evaluaron diferentes cultivos mixtos de cepas mediante la modalidad de inoculacion
secuencial, inoculando primero la cepa no-Saccharomyces y posteriormente a las 24 horas la cepa
Saccharomyces. En todos los casos se realizaron controles simultdneos de pureza mediante siembra
en placa en medio WLN (ver Figura 4.9). Se tomaron muestras de las fermentaciones a las 24hs, 48
hs y al final de la fermentacion (dia 8); se realizaron siembras en placa en WLN con las muestras
indicadas y se incubaron en estufa a 25°C por 24-48 hs. Se observo posteriormente la pureza de las

distintas muestras observando la morfologia de las colonias que crecian en la placa.

Siembra en placa, Siembra en placa, Siembra en placa,
medio WLN medio WLN medio WLN
24 hs 48 hs

ceWoeWroreW - oW

Inoculacion secuencial Fermentacion en curso Fin de la fermentacion

no-Saccharomyces Saccharomyces

Figura 4.9- Esquema de la realizacion de las microfermentaciones de la etapa Il con cultivos mixtos

4.9 Analisis sensorial
Una vez finalizada la fermentacién alcohdlica se realizé una evaluacion sensorial de aromas con un
panel interno de técnicos y consumidores del laboratorio de Enologia y Biotecnologia de las

Fermentaciones.

Para esto se dispensaron 30 mL de cada una de las muestras, que fueron previamente filtradas de
forma estéril, con filtro de 0,2 micras), en “tulip-shapped glasses” (ISO 3591,1977) de 250 ml, a 16+

1 °C, y fueron identificadas con codigo de tres digitos al azar.

Se solicitdé a los panelistas mencionar los descriptores aromaticos que pudieron percibir en las

distintas muestras.
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El analisis sensorial fue realizado para todas las cepas estudiadas que dieron positivo a la

fermentacion de maltosa.

Luego de realizar estas evaluaciones se procesoé la informacion obtenida por parte de los evaluadores

con el fin de descartar aquellas muestras que presentaron defectos sensoriales.

4.10 Determinaciones analiticas realizadas a los mostos y a las cervezas obtenidas

4.10.1 Densimetria

Para poder estimar el contenido inicial de carbohidratos presentes en los mostos se realizd la
determinacion inicial de densidad, y a su vez esta medida se realiz6 diariamente para evaluar el
transcurso de la fermentacion. Por intermedio de un densimetro se obtuvo la lectura, se midio la
temperatura y por medio de una tabla de correccién de la densidad real del mosto se pudo obtener los

valores de alcohol potencial y contenido de azucar (g/L) (Barth, 2013).

4.10.2 Determinacion de pH

Para estas determinaciones se utiliz6 un pH-metro Laboratory micro —processor pH meter Hanna
HI 8521, siguiendo la técnica oficial de la American Society of Brewing Chemists (ASBC) Beer-9
Hydrogen lon Concentration (Technical Committe, 2011a). Estas determinaciones fueron realizadas

para la preparacion del simil mosto cervecero, para el mosto y para la cerveza terminada.

4.10.3 Determinacion de grados Brix
Mediante la utilizacion de un Refractémetro se determinaron los grados Brix del mosto y de las

cervezas producidas por las cepas seleccionadas (Barth, 2013).

4.10.4 Determinacion de alcohol
Las determinaciones de alcohol se realizaron mediante la técnica recomendada por ASBC método
para la determinacion de alcohol en cerveza Beer-4, A- Beer and Distillate Measured

Volumetrically (Technical Committe, 2011b).

4.10.5 Determinacion de nitrégeno asimilable

La determinacion de nitrogeno asimilable fue realizada para todos los mostos utilizados. Esta
determinacion fue realizada segun el método de Sorensen (Spencer et al., 2003; Mufioz y Tobefa,
2009).

4.10.6 Determinacion de acidez total
Se realizd6 mediante la técnica recomendada de ASBC método para la determinacion de la acidez
total Beer 8 Total Acidity A-Potentiometric Titration (Technical Committe, 2011c). Las

determinaciones de acidez total se realizaron para todas las cervezas obtenidas.
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4.10.7 Determinacion de acidez volatil
Se realizaron mediante la técnica recomendada para la determinacion de acidez volatil para vinos
(Compendium et al., 2019). Las determinaciones de acidez volatil se realizaron para todas las

cervezas obtenidas.

4.10.8 Determinacion de azUcares reductores

Al finalizar la fermentacion alcohodlica se realizd la determinacion de los azUcares reductores
presentes en las cervezas elaboradas, utilizando el Método de Hagedorn-Jensen (Compendium et al.,
2019).

4.11 Determinaciones analiticas realizadas durante y después de las fermentaciones a escala
laboratorio y a escala semi-piloto

4.11.1 Compuestos aromaticos volatiles

Con aquellas cepas que fueron seleccionadas en la etapa Il, se realizO mediante cromatografia
gaseosa acoplada a espectrofotometria de masa (GC-MS), una extraccion aromatica de compuestos y
una subsecuente elucion y separacion con una columna Isolute (IST Ltd., Mid Glamorgan, U.K.)
ENV + Cartucho ENV + empaquetado con 1 g de polimero de alto contenido reticulado, estireno-
divinilbenceno (SDVB). La preparacion de la muestra y el analisis GC fue descripto previamente
(Boido et al., 2003; Medina, 2014). Los compuestos aromaticos de la cerveza fueron identificados
con los indices de retencion lineal y con estandares o datos reportados en la literatura. Las
comparaciones fueron hechas también con patrones de fragmentacion-MS obtenidos con informacién
previa. Los cromatogramas obtenidos fueron analizados mediante el programa LabSolutions GCMS
solution. Los métodos GC-FID y GC-MS fueron usados con un patrén interno (1-heptanol,2-

octanol) para propoésitos cuantitativos (Boido et al., 2003 ; Medina, 2014).

4.11.2 Extraccion de compuestos aromaticos volatiles en las microfermentaciones

El mecanismo de retencion de los distintos compuestos volatiles se encuentran mediado por la accion
de las Fuerzas Van der Waals, puentes de hidrogeno y formacion de dipolos mediante interacciones
hidrofobicas entre la molécula retenida y la superficie de la resina. Durante el proceso de elucion, el
solvente interrumpe estas interacciones hidrofobicas con la superficie y permite la elucion del analito
Figuras 4.10, 4.11 y 4.12. la extraccién de los compuestos volatiles utilizando cartuchos tipo
ISOLUTE® ENV+ segun el método puesto apunto por Carlin (1998) permite fraccionar los aromas
libres y glicosilados o ligados (Boido et al., 2003; Medina, 2014).
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Figura 4.10 -Esquema del procedimiento de retencion y elucion de los distintos compuestos aromaticos de la muestra
para el caso del cartucho ISOLUTE® ENV+ (Boido et al., 2003).

1-Pretratamiento de la muestra. Las muestras fueron previamente filtradas de manera estéril con

filtro de 0,2 micras. En el caso de la cerveza (al igual que en el vino) no es necesario, se utiliza la

muestra diluida al medio.

2/3-La fase ENV+ puede ser usada para el vino sin realizar la etapa de solvatacién y equilibrio, sin

embargo es recomendable realizar un lavado de la fase con solventes miscibles en agua como

metanol, con lo cual se logra la eliminacion de interferencias, debiendo realizar un posterior lavado

con agua.
4-Pasaje de la muestra, 4.5 mL/min.

5-Elucion de interferencias con agua.

6-Elucion de los compuestos volatiles libres con diclorometano, recuperandose para su analisis.

7-Elucion de los compuestos glicosilados con metanol, recuperandose para su analisis.
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Figura 4.11 Estructura de la fase utilizada en el cartucho ISOLUTE® ENV+ formado por una estructura basica

de poliestireno derivatizado (Boido et al., 2003).
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Figura 4.12 .Esquema de los mecanismos de retencion y elusion en el cartucho ISOLUTE® ENV+. Adaptado de

international sorbent Technology (2001) por (Boido et al., 2003).

Se fraccionaron los aromas libres y ligados de 50 mL de cerveza, diluidos a 100 mL y adicionando
un estandar interno constituido por n-heptanol 3,4 uL y 3,4 uL de octanol en 10 mL de muestra.
Previo al pasaje de muestra por el cartucho se realiz6 la preparacion del cartucho eluyendo 15mL de

metanol, y a continuacion 20 mL de agua.

La fraccidn libre de cada una de las muestras se eluy6 con 30 ml de diclorometano, adaptando un
sistema de presion controlada utilizando un manifold y una bomba de vacio, para tener un flujo de 4-
5 L/min. Se recolecto el solvente organico que contenia la fraccion libre este se seca con Na>SOs, se
concentra hasta aproximadamente 0.5 mL en corriente de N». Para la extraccion de los compuestos
libre o glicosilados se eluyen 30 mL de metanol. Se recogio el solvente eluido y se secd con Na>SOs4,
luego se llevo a sequedad en el rotavapor. El residuo se procesé con 3 mL de buffer citrato (pH 5) y
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se adicion0 con una gota de enzima Rapidase (poligalaturonasa y beta- glicosidasa). Se dejo
reaccionar por 14 horas a 40°C, se agregd 0,1 mL de estdndar interno (n-heptanol y n-octanol) y se
extrajo con 3 volimenes de 2 mL de pentano-diclorometano 2:1 v/v, centrifugando cada vez para
facilitar la separacion de las fases. El extracto se anhidrifico y se concentr6 con corriente de N2 hasta
0,5 mL esto se realiz6 antes de realizar el analisis cromatografico. Se utilizaron los mismos cartuchos

para la extraccion de los compuestos libres y ligados de todas las muestras procesadas.

4.11.3 Identificacion de los compuestos aromaticos

La identificacion se realizO mediante GC-MS Cromatografo de gases Shimadzu GC 2010 Plus
acoplado a un espectrometro de masa Shimadzu QP 2020. Las condiciones de trabajo fueron;
columna capilar de silica fundida (30 m x 0.25 mm d.i.), fase estacionaria DB-WAX (film de 0,25
um de espesor) (Agilent J&W GC Columns); programa de temperatura 40°C (6 min), 40-180 °C a
3°C/min,180-220 °C a 10 °C/min,220°C (20 min); temperatura del inyector,250 °C; modo de
inyeccion Split, relacion de Split 1:40,volumen de inyeccion, 1.0 uL. Gas portador He, 92,6 kPa

(55.9 cm/seg); temperatura de interface 250 °C; rango de masas 40-40 uma.

La identificacion de los diferentes compuestos se realizo utilizando bibliotecas de referencia. Las
bibliotecas de compuestos empleadas para realizar dicha identificacion fueron: Adams, 2007,
McLafferty & Stauffer, 1991; NIST08, versién 2.0, National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg, MD, USA, FFNSC MS library. La identificacion de los compuestos se confirmé por

medio de la determinacidn de indices de retencién de kovats para los diferentes compuestos.

4.11.4 Analisis estadistico

Anédlisis de varianza (ANOVA) fue desarrollado para determinar si existia diferencia significativa
para las distintas cepas inoculadas en cuanto a su capacidad fermentativa y su produccion de aromas.
El software statistica 7.1 fue usado para este analisis. En particular para los compuestos aromaticos
volatiles se evaluo la diferencia significativa entre las distintas cepas, para la produccion de grupos
de compuestos significativos en las microfermentaciones y para la produccion de compuestos

aromaticos caracteristicos de la cerveza.

También se realizd un andlisis multivariado de componentes principales (PCA) para discriminar
entre aquellas variables (compuestos volatiles y descriptores sensoriales), que permitieron diferenciar

a las cepas estudiadas.
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4.12 Elaboracion a escala semi-piloto

La elaboraciéon a escala semi-piloto fue realizada en una cerveceria artesanal. La idea en esta etapa
fue probar las levaduras elegidas en la produccion de una cerveza. Se prepararon los indculos de las
levaduras: Pichia anomala BCMO15 2 y Zygoascus meyerae T12 135F. Estas levaduras se
utilizaron en cultivos mixtos con una cepa Saccharomyces cerevisiae comercial presente en la
cerveceria. Se trasladaron los inoculos de manera estéril a la cerveceria y la manipulacion y
elaboracion fue a cargo del maestro cervecero en base al estilo seleccionado para la elaboracion y en
base a su experiencia y técnicas utilizadas por la cerveceria. Para ampliar mas de esto dirigirse a la

seccion 5.8.12

76



RESUMEN. En la Figura 4.13 se representa de manera resumida la secuencia de las distintas

actividades desarrolladas durante el transcurso del trabajo de tesis.

Mzl

Evaluacién de la capacidad para
fermentar maltosa. Con las cepas
maltosa positiva se realizd un
screening de la actividad o—

amilasa.

Microfermentaciones con las cepas seleccionadas
en la etapa anterior. Se realizaron cultivos puros y
mixtos, donde se evalud la capacidad fermentativa
evaluacién  sensorial, e identificacion vy

cuantificacién de compuestos volétiles deseados.

Se partié de un total de 47 cepas aisladas de la

industria cervecera y vitivinicola.

Con las cepas seleccionadas en la etapa anterior,
en cultivo mixto entre las S.cerevisiae y las no-

Sac, se elaboraron cervezas a escala semipiloto.

Figura 4.13-Representacion de las principales etapas del trabajo de tesis.
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CAPITULOS5

RESULTADOS Y DISCUSION
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5.1 Levaduras nativas. Aislamientos y coleccion

Como se menciono anteriormente en Materiales y Métodos, en este trabajo de tesis se utilizaron un
total de 47 cepas de levaduras nativas de las cuales 17 eran Saccharomyces, 30 no-Saccharomyces;
siendo 35 de estas levaduras provenientes de la industria enologica y las 12 restantes de la industria

cervecera, estas cepas fueron aisladas en el presente trabajo de tesis.

A continuacion se desglosan las cepas y su correspondiente identificacion y codificacion:
Saccharomyces cerevisiae (KUI, 882, T11/137F, T11/145F, T11/146F, PV 11/154F, CHV 11/172F,
A 11/181F, 00/12, 00/13, 00/15, 00/17, 00/30, 00/35, BM15_2, BS15 3, BL15_5), Pichia anomala
(BCMO15 2), Zygoascus meyerae (T12_135F, T12 129F), Candida azyma (M12_04G),
Kluyveromyces marxianus (T12_171G), Candida californica (C12_207, C12-207°G), Candida silvae
(BT15 4), Candida akabanensis (BM15 1), Schizosaccharomyces pombe  (s/cod.),
Wickerhamomyces anomalus (Ang 5, BCMO15_1), Aureobasidium proteae (T13EN_19, T13EN_17,
T13EN_01, T13EN_07, T13EN_23, T13EN_11), Aureobasidium pullulans (T13EN_09, T13EN_08,
T13EN_12, T13EN_24, T13EN_15), Meyerozyma guilliermondii (Ang 3, Ang 6), Dekkera (1653,
1791) y Brettanomyces sp. (24/04A, 24/04B, 24/04 C).

En la Tabla 5.1 se presentan los datos correspondientes a las diferentes materias primas de las cuales

fueron aisladas cada una de las levaduras que formaron parte del estudio.
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Tabla 5.1 Lugar de procedencia de cada una de las diferentes cepas (FA, fermentacidn alcoholica).

CEPAS CcODIGO ORIGEN
Saccharomyces cerevisiae KUI Uvas
Saccharomyces cerevisiae 882 Inicio de FA
Saccharomyces cerevisiae T11/137F Inicio de FA
Saccharomyces cerevisiae T11/145F Inicio de FA
Saccharomyces cerevisiae T11/146F Inicio de FA
Saccharomyces cerevisiae PV 11/154F Inicio de FA
Saccharomyces cerevisiae CHV 11/172F Inicio de FA
Saccharomyces cerevisiae A 11/181F Inicio de FA
Saccharomyces cerevisiae 00/17 Uvas
Saccharomyces cerevisiae 00/13 Uvas
Saccharomyces cerevisiae 00/35 Uvas
Saccharomyces cerevisiae 00/30 Uvas
Saccharomyces cerevisiae 00/15 Uvas
Saccharomyces cerevisiae 00/12 Uvas
Saccharomyces cerevisiae BM15_2 Granos de cebada
Saccharomyces cerevisiae BS15_3 Fondos de pileta FA
Saccharomyces cerevisiae BL15_5 Lapulo

Pichia anomala BCMO15 2 Granos de cebada caramelizada
Zygoascus meyerae T12_129F Inicio de FA
Zygoascus meyerae T12_135F Inicio de FA

Candida azyma M12_04G Uvas

Kluyveromyces marxianus T12_171G Uvas
Candida californica C12_207 Uvas
Candida californica C12_207G Uvas
Candida silvae BT15 4 Granos de trigo
Candida akabanensis BM15_1 Granos de cebada
Schizosaccharomyces pombe S/cédigo Granos de trigo caramelizado
Wickerhamomyces anomalus Ang 5 Granos de cebada
Wickerhamomyces anomalus BCMO15_1 Granos de cebada
Aureobasidium proteae T13EN_01 Uvas
Aureobasidium proteae T13EN_07 Uvas
Aureobasidium proteae T13EN_11 Uvas
Aureobasidium proteae T13EN_17 Uvas
Aureobasidium proteae T13EN_19 Uvas
Aureobasidium proteae T13EN_23 Uvas
Aureobasidium pullulans T13EN_08 Uvas
Aureobasidium pullulans T13EN_09 Uvas
Aureobasidium pullulans T13EN_12 Uvas
Aureobasidium pullulans T13EN_15 Uvas
Aureobasidium pullulans T13EN_24 Uvas
Meyerozyma guilliermodii Ang 3 Uvas
Meyerozyma guilliermondii Ang 6 Uvas
Dekkera 1653 Granos de trigo
Dekkera 1791 Granos de trigo
Brettanomyces sp. 24/04A Uvas
Brettanomyces sp. 24/04B Uvas
Brettanomyces sp. 24/04C Granos de cebada
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5.2 Capacidad fermentativa frente a la maltosa
Se obtuvieron un total de 26 cepas con fermentacion de maltosa positiva (Tabla 5.2) y 21 cepas que

no fermentan maltosa (Tabla 5.3). Dentro de las cepas con capacidad de fermentar maltosa, 17 cepas
fueron Saccharomyces cerevisiae, y 9 no-Saccharomyces. Los resultados obtenidos en relacion a la

fermentacion de la maltosa coincidieron con los reportados por Kurtzman et al. (2011).

Tabla 5.2 Cepas con fermentacion de maltosa positiva. Las cepas que tienen *, fueron aisladas en el presente trabajo de

tesis.
CEPA CcODIGO
Zygoascus meyerae T12_135F
Saccharomyces cerevisiae KUI
Saccharomyces cerevisiae 882
Saccharomyces cerevisiae T11/137F
Saccharomyces cerevisiae T11/145F
Saccharomyces cerevisiae T11/146F
Saccharomyces cerevisiae PV 11/154F
Saccharomyces cerevisiae CHV 11/172F
Saccharomyces cerevisiae A 11/181F
Schizosaccharomyces pombe S/cédigo
Saccharomyces cerevisiae 00/17
Saccharomyces cerevisiae 00/13
Saccharomyces cerevisiae 00/35
Saccharomyces cerevisiae 00/30
Saccharomyces cerevisiae 00/15
Saccharomyces cerevisiae 00/12
Wickerhamomyces anomalus Ang 5
Dekkera 1791
Brettanomyces 24/04A
Brettanomyces 24/04B
*Saccharomyces cerevisiae BM15_2
*Saccharomyces cerevisiae BS15_3
*Saccharomyces cerevisiae BL15 5
*Wickerhamomyces anomalus BCMO15_1(MY5)
*Pichia anomala BCMO15_2(MYB)
*Candida akabanensis BM15_1
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Tabla 5.3 Cepas con fermentacion de maltosa negativa

CEPA CODIGO
Candida azyma M12_04'G
Kluyveromyces marxianus T12_171G
Candida californica C12_207G
Candida californica C12-207°G
Zygoascus meyerae T12_129F
Dekkera anomala 1653
Meyerozyma guilliermondii Ang 3
Meyerozyma guilliermondii Ang 6
Brettanomyces 24/04 C
Aureobasidium proteae T13EN_19
Aureobasidium proteae T13EN_17
Aureobasidium proteae T13EN_01
Aureobasidium proteae T13EN_07
Aureobasidium proteae T13EN_23
Auerobasidium proteae T13EN_11
Aureobasidium pullulans T13EN_09
Aureobasidium pullulans T13EN_08
Aureobasidium pullulans T13EN_12
Aureobasidium pullulans T13EN_24
Aureobasidium pullulans T13EN_15
Candida silvae BT15 4

5.3 Evaluacion de actividad alfa amilasa
Como se mencioné en Materiales y Métodos, para aquellas levaduras aisladas que dieron maltosa
positiva se evalud la actividad a-amilasa. Ninguna de las cepas evaluadas dio actividad a-amilasa

positiva.

5.4 Analisis sensorial preliminar para descarte de cepas productoras de defectos aromaticos

A partir de las 26 cepas maltosa positivas obtenidas en el screening anterior (parte de las
microfermentaciones etapa 1), se realizd un analisis sensorial preliminar, que permitié descartar
aquellas cepas que, a pesar de tener capacidad de fermentar maltosa, presentaban defectos sensoriales
notorios que imposibilitaron su utilizacion posterior como cepas seleccionadas para la elaboracién de

cerveza.

Este analisis “rapido” realizado luego de finalizada la fermentacion alcohdlica en el medio SMC,
mostré una preferencia sensorial del panel para tres cepas nativas de Saccharomyces cerevisiae (Sc
00/30, Sc 00/35, Sc 882) y cuatro cepas no-Saccharomyces Candida akabanensis (BM15_1), Pichia
anomala (BCMO15 2), Wickerhamomyces anomalus (BCMO15 1) y Zygoascus meyerae
(T12_135F).
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Estas cepas fueron caracterizadas segun su dinamica de fermentacion y crecimiento microbiano.

5.5 Evaluacion sensorial de las cepas con fermentacion de maltosa positiva.
La evaluacion sensorial de las cepas que dieron positivo a la fermentacion de maltosa, fue realizada

segun se indicd previamente en el capitulo 4.

Con los descriptores aromaticos obtenidos de cada panelista interno, se realizd un resumen de las

caracteristicas arométicas con mayor frecuencia de mencion para cada cepa (Tabla 5.4 y Tabla 5.5).

Tabla 5.4 Descriptores aromaticos de las cepas no Saccharomyces maltosa positiva.

CEPA cODIGO DESCRIPTORES AROMATICOS
Zygoascus meyerae T12_135F Malta, cebada, miel, frutal, compota manzana y pera, rico agradable, reducido y un poco de caucho
Schizosaccharomyces pombe Slcodigo Malta, rico, suave, agradable, chato
Wickerhamomyces anomalus Ang 5 Herbaceo y floral, algo acético, solvente, pera, compota manzana, almibar
Dekkera spp 1791 Fruta pasada, establo, olora a pata, poco agradable, no muy rico
Brettanomyces 24/04A Malta, algo de queso, frutal, fendlico, agrio intenso, rancio, lacteo
Brettanomyces 24/04B Pata, rancio, queso, agrio, fendlico, acético
Wickerhamomyces anomalus BCMO15_1 Acetato etilo, acetona, vinagre
Pichia anomala BCMO15_2 Malta, frutal, clavo olor/dentista, algo acetato, acetona leve
Candida akabanensis BM15_1 Malta, rico, suave, agradable, chato

Tabla 5.5 Descriptores aromaticos de las cepas Saccharomyces maltosa positiva.

CEPA CODIGO DESCRIPTORES AROMATICOS
Saccharomyces cerevisiae KUl Frutal, clavo de olor, rico, cerveza, malta, pasto, ahumado
Saccharomyces cerevisiae 882 Frutal, reducido, punta sulfhidrico, goma
Saccharomyces cerevisiae T1V137F Frutal, manzana, algo acético, agradable, rico, fresco, pasto seco, herbéceo, algo a acetato etilo, algo a goma
Saccharomyces cerevisiae T1V/145F Rico, suave, agradable, fresco, frutado, acético, algo a goma, malta
Saccharomyces cerevisiae T1V/146F Aldehido, sulfhidrico, fruta, flor, miel, rico, buena intensidad
Saccharomyces cerevisiae PV 11/154F Fresco, frutal, manzana, banana, algo a acético, acetato, solvente, acetaldehido, dentista, goma, algo oxidado
Saccharomyces cerevisiae CHV 1V172F Manzana madura/cocida, fruta madura, rico, agradable, malta, cerveza, remedio, dentista, pasto, herbéceo, fresco, especiado
Saccharomyces cerevisiae A 11/181F Punta de reduccion, pesado, lacteo, queso, goma, suve se limpia, no muy rico, ciruelas, peras
Saccharomyces cerevisiae 00/12 Frutado, fenélico, dulce, agradable, herbéceo, floral, pasto cortado, pimiento verde
Saccharomyces cerevisiae 00/13 Manzana verde y cocida, pasto seco, frutado, acético, dulce, olor a cerveza, agradable
Saccharomyces cerevisiae 00/15 Malta, rico, suave, agradable, chato
Saccharomyces cerevisiae 00/17 Grano fermentado, algo acético, reduccién SH,, frutal, mineral, hierro, algo alcohdlico
Saccharomyces cerevisiae 00/30 Clavo de olor, malta, cebada, frutado, fendlico, suave, fresco, herbaceo, dulce, nota tostada, cebada
Saccharomyces cerevisiae 00/35 Caramelo, frutal, malta, cebada, miel, lapulo, floral, rico, cerveza, agradable
Saccharomyces cerevisiae BM15_2 Malta, rico, suave, agradable, chato
Saccharomyces cerevisiae BS15_3 Malta, cebada, cereza, ciruela, fruta fresca, vegetal, muy rico
Saccharomyces cerevisiae BL15_5 Malta, caramelo, miel, levadura, suave, agradable

Para realizar la selecciéon de cepas para continuar con el trabajo de tesis, se seleccionaron aquellas
que tenian caracteristicas aromaticas mas interesantes (descriptores mas buscados en distintos estilos

de cervezas) y los mejores resultados de capacidad fermentativa (Figuras 5.3, 5.4 y 5.5).

En la Figura 5.1 se muestra un resumen de los descriptores mas relevantes que caracterizaron a las

cepas seleccionadas.
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Clarn. de olor, Frutal,
malta/cebada malta/cebada
Saccharomycer cerevisiae 00/30 — Saccharomyces cerevisiae 00 33

Compota, miel,
malta/cebada

/ Clavo de olor

Pichia anemala BCMO15 2 Zvgoascus meyerae T12_133F

Figura 5.1- Descriptores con mayor frecuencia de mencion para las 4 cepas nativas seleccionadas

5.6 Microfermentaciones Etapa |
Para la evaluacion de las distintas cepas con fermentacion de maltosa positiva se realizaron un total

de tres secuencias de microfermentaciones.

Debido al gran nimero de cepas, fue imposible por razones de disponibilidad de materiales, espacio
fisico y capacidad de procesamiento de los datos realizar las microfermentaciones con todas las

cepas a la vez para garantizar las mismas condiciones.

En las Figuras 5.2, 5.3 y 5.4 se muestran las diferentes gréficas de la capacidad fermentativa
mediante pérdida de peso, expresado en gramos de CO> liberado cada 100 mL de mosto. En las tres

secuencias de microfermentaciones, se incluyd la cepa cervecera comercial de referencia (S-33).
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Figura 5.2- Evaluacion de la capacidad fermentativa de las cepas nativas no-Saccharomyces seleccionadas con
fermentacion maltosa positiva.

Cepas Saccharomyces S, cerevisiae S-33

==¢= S. cerevisiae-Nothingam Lallemand

=@ S, cerevisiae KU1

«=@ S. cerevisiae 882

W -« S, cerevisiae T11/137 F

==<%=S, cerevisiae T11/146 F

- @ =S, cerevisiae PV11/154 F

- S, cerevisiae CHV11/172 F

Dias ==—3, cerevisiae A11/181 F

Figura 5.3- Evaluacion de la capacidad fermentativa de las cepas nativas con fermentacion de maltosa positiva (grupo 1),

pertenecientes a la especie Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 5.4- Evaluacién de la capacidad fermentativa de las cepas nativas con fermentacion maltosa positiva (grupo 2),
pertenecientes a la especie Saccharomyces cerevisiae.

Como era de esperar se observd que todas las cepas Saccharomyces cerevisiae tuvieron curvas de

fermentacion con valores por encima de las cepas no-Saccharomyces.

Los valores de las cepas S. cerevisiae en general se encontraron dentro de los rangos de 4 a 6 ¢
CO2/100mL en el dia 8 de fermentacion. En particular cabe destacar que en la figura 5.5 la cepa S.

cerevisiae 00/35 tiene un comportamiento bastante similar a la cepa comercial.

En general las cepas no Saccharomyces presentaron valores de capacidad fermentativa bastante
menores a las Saccharomyces, con valores que se encontraron dentro de los rangos de 1 a 3 ¢
C0O2/100 mL en el dia 8 de fermentacion.

5.7 Microfermentaciones Etapa Il

La seleccion de cepas para pasar a la siguiente etapa del trabajo se realiz6 en base a los resultados de
capacidad fermentativa y un nuevo screening de evaluacion sensorial realizado con el panel interno
de técnicos y consumidores del laboratorio de Enologia y Biotecnologia de las Fermentaciones para

descarte de cepas defectuosas desde el punto de vista aromatico.

A su vez para algunas de estas cepas se contaba con informacién adicional previa de trabajos

realizados en el Area de Enologia y Biotecnologia de las Fermentaciones que fueron Utiles para
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ayudar a definir con cuales cepas nativas S. cerevisiae se continuaria el trabajo. En este sentido y de
acuerdo a lo reportado por Pérez et al., 2011, se seleccionaron las cepas nativas Saccharomyces
cerevisiae 00/30 y Saccharomyces cerevisiae 00/35 por su alta actividad R-glicosidasa. Esta enzima
contribuye a la liberacion de compuesto aromaticos glicosilados (también llamados precursores de

aromas).

Las cepas no-Saccharomyces seleccionadas fueron Pichia anomala BCMO15 2 y Zygoascus
meyerae T12_135F.

Las cepas seleccionadas Saccharomyces cerevisiae y no-Saccharomyces se visualizan en las Figuras
58y5.9.

Las cepas Candida akabanensis y Wickerhamomyces anomalus no fueron incluidas en esta siguiente
etapa, debido a la reducida capacidad fermentativa de Candida akabanensis BM15 1 (1 g CO2/100
mL al dia 8 de fermentacion) y a los descriptores aromaticos no deseados que fueron mencionados
para Wickerhamomyces anomalus BCMO15 1 y que prevalecieron en esta etapa, determinando de
esta forma la exclusion de esta cepa también para etapas posteriores.

A continuacién en la Figura 5.5 se presentan los datos de capacidad fermentativa para este nuevo

ensayo de microfermentacion.
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Figura 5.5- Evolucidn de la capacidad fermentativa de las cepas seleccionadas.

Los mejores perfiles de fermentacion correspondieron a Saccharomyces cerevisiae, con

comportamientos similares para las tres cepas (Figuras 5.4, 5.5y 5.6).

Pichia anomala BCMO15 2 y Zygoascus meyerae T12 135F presentaron valores muy bajos de
capacidad fermentativa. En este sentido los resultados obtenidos para Pichia anomala (BCMO15 2)
coinciden con los reportados previamente por Saninno, 2019 y Basso et al., 2016, quienes reportaron
una baja tolerancia al etanol y fue sugerida como una cepa prometedora para la produccion de

cervezas reducidas en alcohol.

En cuanto al crecimiento celular, se observa en la Figura 5.6, mayores niveles de poblacion celular
para las cepas Saccharomyces cerevisiae, destacandose la cepa comercial S 33 con una poblacion

celular de 5 x 107 cel/mL, seguida por las cepas Sc 00/35 y Sc 00/30.

Dentro de las no-Saccharomyces, Zygoascus meyerae T12 135F presentd una poblacion celular
mayor, siendo de 3,5 x 107 cel/mL, mientras que  Pichia anomala BCMO15 2 presentd una

poblacion celular de 1,75 x 107 cel/mL.
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Figura 5.6 — Crecimiento celular de las cepas seleccionadas en SMC a 20 °C.

En las Figuras 5.7, 5.8 y 5.9 se muestra la morfologia en el medio de cultivo WLN de las cepas
seleccionadas. En la Tabla 5.6 se indica la morfologia de cada una.

Figura 5.7 — Izquierda: Pichia anomala (BCMO15_2); derecha: Zygoascus meyerae (T12_135F)
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Figura 5.8 — Izquierda: Saccharomyces cerevisiae 00/35; derecha: Saccharomyces cerevisiae 00/30

Figura 5.9 — Izquierda: Saccharomyces cerevisiae S 33; derecha: Hanseniaspora vineae (T02/5)
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Tabla 5.6 Morfologia de las cepas seleccionadas en WLN.

CEPAS

DESCRIPCION COLOR CEPAS
Saccharomyces cerevisiae S33 | colonias medianas,circulares,convexas,con elevacion verde muy claro S.c.S33
Saccharomyces cerevisiae 00/35 colonias grandes,circulares,convexas,con altura blanco a crema S.c. 00/35
Saccharomyces cerevisiae 00/30 colonias grandes,circulares,convexas,con altura blanco a crema S.c. 00/30
Zygoascus meyerae (T12_135F) [ colonias medianas,circulares ,chatas,como atercipeladas blanco opaco Zm.
Pichia anomala (BCMO15_2) colonia mediana, circular, convexa,chata blanca,opaco P.a.
Hanseniaspora vineae (T02/5) colonia mediana,circular verde intenso H.v.

5.8 Efecto de las levaduras seleccionadas en la produccion de compuestos aromaticos
La Tabla 5.7 muestra los compuestos aromaticos producidos por las cepas seleccionadas, los que

fueron analizados mediante GC-MS al final de la fermentacién. Los resultados se comparan con el
tratamiento de la cepa control S33.
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Tabla 5.7 Compuestos aromaticos producidos por las cuatro cepas seleccionadas y la cepa comercial. Los promedios se obtuvieron de la frecuencia de mencién entre
tratamientos. Las letras indican la diferencia significativa segun el test de Tukey o = 0.05. n.d., no disponible; n.c., no cuantificable. Los medios donde fueron determinados
los umbrales de percepcion son (1) cerveza (Meilgaard, 1975), (2) agua (Rychlik et al., 1998) y (3) whisky (Miller, 2019).

COMPUESTOS AROMATICOS(ug/L) | Umbral de percepcion (ug/L) | Descriptores |S.cerevisiae OO/30| S.cerevisiae 00/35| P. Anomala BCMO15_2 | Z. meyerae T12_ 135F | S.cerevisiae S 33

ALCOHOLES SUPERIORES

1-Propanol 306000(1) Rancio 430 b 520 b 205 a 173 a 431 b
2-Metil 1-propanol 40000(1) Goma, alcohol 7791 c,d 9435 d 3997 a,b 6539 c,b 7893 c,d
3-Metil-1-butanol 30000(1) Balsamico, alcohol 65356 b 62995 b 31479 a nc nc
1-Pentanol 80000(1) Frutal, balsamico nc 15 a 7a nc nc
4-Penten-1-ol 400(2) Pungente 73 a 70 a nc nc nc
4-Metil- 1-pentanol 50000(1) Nuez 16 a nc nc nc nc
1-Hexanol 8000(1) Pasto verde 39 a nc nc 13 a 38 a
3-Etoxy-l1-propanol n.d. Frutal, irritante 549 c 1504 d 83 a,b 20 a 442 c
2-Ciclohexen-1-ol n.d. n.a. nc 430 a 320 a 443 a 219 a
2-Etil-1-hexanol 8000(1) Verde suave, alcohol 39 a nc 10 a 13 a 39 a
Alcohol furfuril >3000000 (3) Olor a pata,sudoroso nc 1324 a nc nc nc
3-(Metiltio)-1-propanol 500(1) Papa 497 a,b 1108 a,b,c 967 a,b,c 194 a 1757 d
2-Feniletanol 14000(1) Floral 33414 b,c 38040 b,c 25271 a,b,c 6950 a 42450 c
Alcohol 4-hidroxi-3-metoxibencilico n.d. Cremoso, matices de vainilla y nuez |nc 85 a 111 a 188 b nc
Tirosol 200000(3) Amargo, quimico 9260 a nc 2884 a 1357 a 9395 a
Alcohol coniferilico n.d. Inodoro 135 a nc nc 194 a 78 a
ESTERES ETILICOS
Hexanoato de etilo 154636(1) Frutal, gueso 199 a 108 a 12 a 21 a 70 a
Lactato de etilo 5(1) Afrutado, jugoso 80 a 98 a 126 a 74 a 42 a
Octanoato de etilo 2(1) Dulce, jabonoso, fresco 257 b 189 a,b 189 a,b nc 91 a,b
3-Hidroxi butanoato de etilo n.d. n.a. 54 a 48 a 48 a nc 66 a
2,2-Dietil-3-oxo butanoato de etilo n.d. Frutas verdes, vino 1960 a nc nc nc nc
ACETATOS
Acetato de isoamilo 30(1) Banana 564 a,b 601 a,b 31la 54 a 255 a,b
Acetato de 2-fenil etilo 250(1) Miel, manzana 606 a 516 a nc nc 2441 a
Diacetato de 1,3-propanediol n.d. Frutal, acético nc 7255 b 361 a 112 a 2583 a,b
ACIDOS
Acido butanoico (ac. butirico) 135(2) Sudoroso, rancio 553 a 2724 b 549 a 214 a nc
Acido hexanoico (ac. caproico) 3000(1) Sudoroso 3314 b 5602 c nc 613 a 3247 b
Acido octanoico (ac. caprilico) 500(1) Queso 8031 a 633 a 1370 a 1073 a 6281 a
Acido decanoico(ac. caprico) 15000(1) Polvo, tierra 1287 a 1038 a nc nc 1294 a
Acido 9-decenoico n.d. Rancio nc 634 a nc nc nc
ISOACIDOS
Acido isobutirico [200000(1) [Sudoroso [1014 a [858 a [o12 a [724 a [nc
Acido isovalerico [33(D) [Olor a pata, sudoroso [894 a 954 a [787 a 834 a [529 a
LACTONAS
vy— Butirolactona n.d. Dulce, rancia 70 a 92 a 89 a 107 a 76 a
Pantolactona n.d. Caramelo,algodén 105 a 85 a 57 a 49 a 41 a
v— Nonalactona 148(2) Ducle, durazno 76 a 84 a nc nc nc
y—Decalactona 400(2) Dulce, coco nc nc 25a 29 a 53 a
FENOLES VOLATILES
4-Vinil guaiacol [300(3) [Fendlico,amargo [1632 b 1145 a,b 1686 b 1107 a,b 633 a
COMPUESTOS CARBONILICOS (ALDEHIDOS Y CETONAS)
3-Hexanona n.d. Dulce, frutal, ceroso 4 a nc nc nc nc
Acetoina 150000(1) Butterscotch 211 a 182 a 274 a 676 a 917 a
2-Ciclohexen-1-one n.d. n.d. 259 a 352 a 229a 340 a 170 a
TERPENOS
B-mirceno |1860(2) |Ba|sa’mico,picante |105a |41a |nc |nc |nc
Limoneno |200(1) |Limén, naranja |221b |275b |40a |36a |nc
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5.8.1 Alcoholes

Las cepas Saccharomyces cerevisiae (Sc 00/30, Sc 00/35) producen mayoritariamente alcohol
isoamilico, alcohol - fenil etilico y alcohol isobutilico. Para la cepa Saccharomyces cerevisiae
comercial S33 el alcohol B- fenil etilico no fue un compuesto mayoritario y no se registro

produccion de alcohol isoamilico.

Pichia anomala BCMO15_2 mostré valores menores para los alcoholes superiores en comparacion a
los niveles producidos por las cepas Saccharomyces cerevisiae (Sc 00/30, Sc 00/35). Contrariamente
Zygoascus meyerae T12_135F produce cantidades similares de alcohol isobutilico, alcohol B— fenil

etilico y no se registrd produccion de alcohol isoamilico.

5.8.2 Esteres etilicos

Los compuestos del tipo esteres etilicos que fueron producidos por las cepas seleccionadas fueron:
hexanoato de etilo, lactato de etilo y octanoato de etilo. Para las cepas Saccharomyces cerevisiae (Sc
00/30, Sc 00/35) y para la cepa Saccharomyces cerevisiae comercial S33 se observd una misma
tendencia en la produccién de estos compuestos. Pichia anémala BCMO15 2 mostrd0 una
produccién mayor, a la cepa comercial, del compuesto octanoato de etilo mientras que la cepa

Zygoascus meyerae T12_135F no lo produjo.

5.8.3 Esteres de acetatos

Los compuestos principales fueron el acetato de isoamilo, acetato de 2 feniletilo y diacetato de 1,3
propanediol. Saccharomyces cerevisiae 00/35 presentd los valores méas altos para el compuesto
diacetato de 1,3 propanediol. Para el compuesto acetato de isoamilo, Saccharomyces cerevisiae (Sc
00/30, Sc 00/35) presentaron los valores mas altos de produccién. Saccharomyces cerevisiae Sc
00/30, Sc 00/35 y Sc S33 produjeron acetato de 2-feniletilo mientras que las cepas no-
Saccharomyces no lo produjeron.

5.8.4 Acidos

Los acidos producidos en la concentracion més alta fueron: &cido decanoico, &cido octanoico, &cido
hexanoico y acido butanoico. Saccharomyces cerevisiae 00/35 produce acido butanoico y &cido
hexanoico con una diferencia significativa respecto a la produccion de estos compuestos por las
cepas Saccharomyces cerevisiae Sc 00/30 y Saccharomyces cerevisiae Sc 33. Solo las cepas
Saccharomyces cerevisiae producen acido decanoico. Las cepas no Saccharomyces tuvieron una
produccion de compuestos acidos volatiles baja. Solamente el &cido octanoico no presento diferencia

significativa entre todas las cepas incluidas la cepa comercial.
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5.8.5 Fenoles

El compuesto 4 vinil guaiacol fue producido por las cepas: Pichia anomala BCMO15 2 y la
Saccharomyces cerevisiae Sc 00/30 en una concentracion tal que excedieron el umbral de percepcion
reportado para cervezas y whisky de este compuesto (Tabla 5.6). Adicionalmente, el descriptor clavo
de olor (asociado con 4-vinil guaiacol) fue detectado por distintos evaluadores en el analisis sensorial

como se menciond anteriormente en este capitulo (Figura 5.6).

5.8.6 Monoterpenos

Los compuestos —mirceno y limoneno fueron producidos por las cepas Saccharomyces cerevisiae
Sc 00/30 y Saccharomyces cerevisiae Sc 00/35. La cepa comercial Saccharomyces cerevisiae Sc 33
no presentd produccion de estos dos monoterpenos. Las cepas Pichia anomala BCMO15 2 y
Zygoascus meyerae T12_135F produjeron limoneno también y existié diferencia significativa entre

estas y las cepas Saccharomyces cerevisiae nativas.

5.9 Estudio estadistico de los grupos de compuestos

Se realizd un andlisis estadistico para evaluar la diferencia entre los distintos compuestos
aromaticos de los distintos grupos de compuestos para las cepas que fueron testeadas que se indican
en la tabla con letras diferentes. Diferencias significativas fueron observadas entre las cepas
seleccionadas para los siguientes grupos de compuestos: acetatos, alcoholes superiores, isoéacidos,
acidos, esteres etilicos fenoles volatiles y terpenos. Para las lactonas y los compuestos carbonilicos

no hubo diferencias significativas.

5.10 Estudio de los valores de unidades de aroma en las microfermentaciones

El umbral de percepcién de los compuestos volatiles presentes en la cerveza es muy variado, y esto
determina que el impacto de los distintos compuestos volatiles en el aroma dependa de las unidades
de aroma, que se definen como la relacién entre la concentracion de una sustancia y el umbral de

percepcion de la misma (ambos expresados en las mismas unidades).

Es por esta razén, que compuestos que estan presentes en una cerveza en concentraciones del orden
de ng/L pueden tener un impacto notable en el aroma, mientras que otros con concentraciones de
varios cientos de mg/L pueden practicamente no influir en las caracteristicas sensoriales de la

muestra, dependiendo de sus respectivos umbrales de percepcion (Ribéreau-Gayon et al., 1998).

Por otro lado se debe tener en cuenta que bebidas como la cerveza, asi como también lo es el vino,

constituyen una matriz de composicion muy compleja donde existen interacciones entre los distintos
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compuestos, que pueden en muchos casos causar modificaciones en los umbrales de percepcion de

las sustancias volatiles contenidas en la muestra.

Para estudiar la posible contribucién de los distintos compuestos volatiles en el perfil sensorial de las

cervezas obtenidas con las microfermentaciones se calcularon las unidades de aroma.

Es importante destacar que en muchos casos existe dificultad de obtener los valores de umbral de
percepcion para un importante nimero de compuestos volatiles estudiados en una muestra de la

misma naturaleza de la que se esté trabajando.

Por otro lado, el tema se complejiza ain mas, ya que la dificultad es mayor porque el impacto de
estos compuestos en forma individual no es el percibido sensorialmente debido a las interacciones

que aparecen en mezclas complejas como son las bebidas fermentadas.

En la Tabla 5.8, se presentan los compuestos aromaticos encontrados en las microfermentaciones,
para los que la unidad de aroma fue igual o mayor a 1 en algunos de los tratamientos, y su

correspondiente descriptor y umbral de percepcion.

Tabla 5.8 Calculo de UA (unidades de aroma) para los diferentes compuestos volatiles producidos por las cepas

seleccionadas.

COMPUESTOS AROMATICOS (UNIDADES DE AROMAS) |S.cerevisiae 00/30| S.cerevisiae 00/35|P. anomala BCMO15_2|Z. meyerae T12_135F| S.cerevisiae S33
ALCOHOLES SUPERIORES
3-Metil-1-butanol 2 2 1 <1 <1
3-(Metiltio)-1-propanol 1 2 2 <1 4
2-Feniletanol 2 3 2 <1 3
ESTERES ETILICOS
Hexanoato de etilo 16 20 25 15 8
Octanoato de etilo 129 95 95 <1 46
ACETATOS
Acetato de isoamilo 19 20 1 2 9
Acetato de 2-fenil etilo 2 2 <1 <1 10
ACIDOS
Acido butanoico 4 20 4 2 <1
Acido hexanoico 1 2 <1 <1 1
Acido octanoico 16 1 3 2 13
ISOACIDOS
Acido isovalerico | 27 | 29 [ 24 [ 25 | 16
FENOLES VOLATILES
4-Vinil guaiacol | 5 | 4 | 6 | 4 | 2
TERPENOS
Limoneno | 1 [ 1 [ <1 [ <1 [ <1

Los esteres etilicos indicados en la Tabla 5.8 presentaron las UA maés altas. Para el octanoato de etilo
la cepa Saccharomyces cerevisiae Sc 00/30 presento 129 UA el valor més alto para este compuesto
y para la Tabla 5.7. Mientras que la Saccharomyces cerevisiae Sc 00/35 y la Pichia anomala
BCMO15 2 presentaron 95 UA. Siendo 45 UA para la Saccharomyces cerevisiae Sc 33 y
correspondiente al menor valor dentro de las Saccharomyces cerevisiae. ElI hexanoato de etilo se
encontrd dentro del rango de 8-25 UA presentando el mayor valor para la Pichia anomala

BCMO15 2. Para el acetato de 2-feniletilo las cepas Saccharomyces cerevisiae Sc 00/35 y Sc 00/30
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presentaron 2 UA y la Saccharomyces cerevisiae Sc 33 10 UA. Para el acetato de isoamilo las cepas
Saccharomyces cerevisiae fueron las que obtuvieron mayores valores de UA siendo la

Saccharomyces cerevisiae Sc 00/35 20 UA.

Con respecto a los &cidos para el &cido butanoico la Saccharomyces cerevisiae Sc 00/35 present6 20
UA siendo el mayor valor de UA presentado por todas las cepas. Para el &cido octanoico la
Saccharomyces cerevisiae Sc 00/30 presentd el mayor valor siendo este de 16 UA y para la cepa
Saccharomyces cerevisiae Sc 33 13 UA para el resto de las cepas los valores de UA fueron menor

presentando un rango de 1-3 UA.

El acido isovalerico fue mayor a 15 UA para todas las cepas siendo el mayor valor para la cepa

Saccharomyces cerevisiae Sc 00/35 de 29 UA.

El 4-vinilguaiacil obtuvo el mayor valor para la Pichia anomala BCMO15_2 siendo este de 6 UA, y
de 5 UA para la cepa Saccharomyces cerevisiae Sc 00/30 y 4 UA para Saccharomyces cerevisiae Sc
00/35.

Para el caso del terpeno limoneno las cepas nativas Saccharomyces cerevisiae Sc 00/35 y Sc 00/30
obtuvieron 1UA, esta produccion de es debido a la B glucosidasa previamente reportada en estas
cepas (Pérez et al., 2011). Los compuestos terpénicos son sensibles a las condiciones acidas y a los
aumentos de temperatura y tiempo de almacenamiento. En estas condiciones se transforman en otros
compuestos que pueden tener aromas mas 0 menos intensos. Un ejemplo de este fendmeno es la
transposicion catalizada en medio &cido de nerol y linalol a un carbocation que podria estabilizarse
transformandose en alfa-terpineol, terpinoleno y limoneno (Whittaker., 1972). Mientras que las

restantes su valor fue menor a 1 UA incluyendo la cepa Saccharomyces cerevisiae Sc 33 comercial.

Dentro de los alcoholes superiores para el caso del compuesto 2-Feniletanol la Unica cepa que
presentd un valor menor a 1 UA fue la Zygoascus meyerae T12 135F. Las Saccharomyces
cerevisiae Sc 00/35, Sc 00/30 y Sc S33 presentaron valores entre 2 y 3 UA al igual que la Pichia
anomala BCMO15 2. Para el compuesto 3-Metil-1-butanol la Saccharomyces cerevisiae Sc 00/35 y
la Saccharomyces cerevisiae Sc 00/30 presentaron 2UA y Pichia anomala BCMO15 2 1UA. Las
restantes cepas su valor fue menor a 1 UA. El 3-(metiltio)-1-propanol Saccharomyces cerevisiae Sc
00/35 y Pichia anomala BCMO15 2 presentaron 2UA y de las restantes la Saccharomyces

cerevisiae Sc 00/30.
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5.11 Andlisis sensorial
El andlisis sensorial para las distintas cepas se muestra en la Figura 5.10.

Los descriptores con diferencia significativa fueron compota para Zygoascus meyerae T12 135F,
clavo de olor para Pichia anomala BCMO15_2 y Saccharomyces cerevisiae Sc 00/30 y &cido acético
para Saccharomyces cerevisiae S 33. Los descriptores fruta para Saccharomyces cerevisiae Sc 00/35

y caramelo para Zygoascus meyerae (T12_135F) son notorios, pero no hubo diferencia significativa

entre cepas.
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Figura 5.10- Analisis sensorial de las microfermentaciones. Los valores representados, muestran la intensidad de los

descriptores principales evaluados para cada cepa. Test de Tukey (a. = 0.05).Nivel de significacion *xx*, 99,9%.

La Tabla 5.9 muestra para las distintas cepas los descriptores con mayor frecuencia de mencion por
parte de los evaluadores sensoriales. Esta tabla confirma los resultados obtenidos en la figura 5.10.
La Tabla 5.9 muestra que el descriptor clavo de olor fue descriptor mencionado con mayor
frecuencia de repetitividad por los evaluadores. Para la cepa Pichia anomala BCMO15_2 se obtuvo
un valor de repetitividad de 4,5. Este valor fue el mayor junto con el valor de repetitividad de 3,5
para la cepa Saccharomyces cerevisiae Sc 00/30. Sin embargo para las cepas, Zygoascus meyerae
T12 135F y Saccharomyces cerevisiae Sc 33 no fue percibido dicho descriptor vy el valor de
repetitividad para la Saccharomyces cerevisiae Sc 00/35 fue de 0,5, existiendo de esta forma

diferencia significativa entre las cepas.
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Para el caso del descriptor compota este fue mencionado mas veces por los evaluadores para las
cepas Zygoascus meyerae T12 135F (2,5) y Pichia anomala BCMO15 2 (1), no registrandose
mencidn de este descriptor para la cepa comercial.

Tabla 5.9- Valores de la frecuencia de mencion entre evaluadores. Las letras indican la diferencia significativa entre

cepas segun test de Tukey (o = 0.05)

CEPAS COMPOTA | CLAVO DE OLOR
Sc S33 0 (a) 0 (a)
Sc 00/30 0,5 (a) 3,5 (b)
Sc 00/35 0,5 (a) 0,5 (a)
Zm T12 135F 2,5 (b) 0 (a)
Pa BCMO015 2 1 (a, b) 4,5 (b)

5.12 Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis multivariado de los componentes principales (PCA) para discriminar entre las
variables de compuestos volatiles y descriptores sensoriales (Figura 5.11).

Los componentes principales (PC) 1y 2 explican el 63,12% de la varianza del sistema.

Las levaduras no Saccharomyces, (Z. meyerae y P. Anomala) se agruparon en valores positivos de
los componentes 1y 2, correlacionandose positivamente con los descriptores caramelo y compota y
los compuestos aromaticos butirolactonas y alcohol de vainillina (que pueden explicar estas notas
sensoriales).

Por otro lado, la levadura Saccharomyces nativa S. cerevisiae 00/30 se colocé en valores negativos
del componente 1, la levadura S. cerevisiae 00/35 en valores positivos de PC2, en ese cuadrante se
colocaron los descriptores levadura, fruta, miel y crianza. Esta levadura se correlacion6
positivamente con los compuestos volatiles pantolactona, hexanoato de etilo, acetato de isoamilo, y-
nonalactona, 3-etoxi-1-propanol. Estos componentes pueden explicar las notas de frutas y miel
presentes en ese cuadrante.

La levadura nativa S. cerevisiae 00/30 se coloco en valores negativos del PC 1y 2 se correlacion6
con los descriptores floral, vegetal, malta y clavo de olor. Esta levadura correlaciond positivamente
entre otros compuestos con el octanoato de etilo, el lactato de etilo, el 3-hidroxi-butanoato de etilo y
el 2-fenil-etanol siendo el ultimo posible responsable de la nota floral. La cepa comercial de levadura

S. cerevisiae 33 se ubicd en el cuadrante restante donde se colocaron los descriptores acetona y
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lUpulo y esta levadura se correlaciond positivamente con compuestos como 1-hexanol, 2-etil-1-

hexanol, acido octanoico y acetato 2-feniletilo.
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Figura 5.11- Principales Componentes. Analisis usando como variables compuestos volatiles y los descriptores

sensoriales. Los compuestos volatiles estan representados con nimeros asignados de la siguiente manera:1: 1-Propanol;
2: 2-Metil-1-propanol; 3: 3-Metil-1-butanol; 4: 1-Pentanol; 5: 4-penten-1-ol; 6: 4-Metil-1-pentanol; 7: 1-Hexanol; 8: 3-
Etoxi-1-propanol; 9: 2-Ciclohexen-1-ol; 10: 2-Etil-1-hexanol; 11: Alcohol furfurilico; 12: 3-(Metiltio)-1-propanol; 13: 2-

Feniletanol; 14: Alcohol vanililico; 15: Tirosol; 16: Alcohol de coniferilo; 17: Lactato de etilo; 18: Hexanoato de Etilo;

19: Octanoato de etilo; 20: 3-Hidroxi butanoato de etilo; 21: 2,2-dietil-3-oxobutanoato de etilo; 22: Acetato de isoamilo;
23: 2- Acetato de feniletilo; 24: Diacetato de 1,3-Propanodiol ; 25: Acido butanoico; 26: Acido hexanoico; 27: Acido

octanoico; 28: Acido decanoico; 29: Acido 9-decenoico; 30: Acido isobutirico; 31: Acido isovalerico; 32: Y-

Butyrolactona; 33: Pantolactona; 34:Y'-Nonalactona; 35: Y'-Decalactona; 36: 4-Vinylguaiacol; 37: 3-Hexanona; 38:

Acetoina; 39: 2-Ciclohexen-1-ona; 40: 3-Myrceno; 41: Limoneno.

5.13 Fermentaciones con cultivos mixtos y analisis sensorial

En relacion a los resultados previamente obtenidos para los cultivos puros, en términos de

desempefio fermentativo y la limitada capacidad de crecimiento celular en el SMC, la estrategia

seleccionada para la siguiente etapa de estudio fue el desarrollo de fermentaciones mixtas con cepas

Saccharomyces y no-Saccharomyces.

Las co-fermentaciones fueron inoculadas inicialmente con una cepa no-Saccharomyces y 24 hs

después con una cepa Saccharomyces. Esta estrategia de una inoculacién secuencial arrancando con

una cepa no-Saccharomyces e inoculando la cepa Saccharomyces 24 horas mas tarde, garantiza una

mejor implantacion de la cepa no-Saccharomyces, en términos de poblacion celular, capacidad

fermentativa y produccion de aromas, ya que la misma se encuentra sola en el medio, sin una
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competencia inicial por nutrientes, lo que la hace implantarse con ventaja y “dominio” del proceso

productivo (Medina et al., 2012).

La cepa Saccharomyces cerevisiae seleccionada fue la Saccharomyces cerevisiae Sc 00/35 debido a
los datos de capacidad fermentativa, composicién aromética y analisis sensorial previamente

mostrados.

Como se mencion06 en Materiales y Métodos, en esta etapa de cultivos mixtos, se incluyo a la cepa
Hanseniaspora vineae T02/5 por sus antecedentes de investigacion en vinos ( gran capacidad de
produccion de acetatos compuestos derivados de la acetilacion de alcoholes y &cidos, y otros
fenilpropanoides como el alcohol bencilico) (Del Fresno 2020; Martin et al., 2018; Medina 2014;

Medina et al., 2013), a pesar de no tener la capacidad de fermentar la maltosa

Los cultivos mixtos seleccionados para su realizacion fueron los siguientes: Pa BCM015 2 + Sc
00/35; Zm T12_135F + Sc 00/35 y Hv T02/5 + Sc 00/35, y los tamafios de indculos asi como las

condiciones de fermentacidn se detallaron en el Capitulo 4 (seccion 4.8.2).

La Figura 5.12 muestra el perfil fermentativo de los cultivos mixtos y de los cultivos puros de las

cepas Saccharomyces. Estos ultimos, presentaron las capacidades fermentativas mas altas.

Dentro de las fermentaciones mixtas, el cultivo mixto Hv T02/5 + Sc 00/35 fue el que tuvo la

mayor capacidad fermentativa.

= 3 A % K =

S '}E - ok SCS33

S S -

S 2 oy —e- -5c00/35

2 : —=— Hv + Sc 00/35

--®--Pa+ Sc 00/35
Zm + Sc 00/35

Figura 5.12- Fermentacién de cultivos mixtos en SMC
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La Figura 5.13 muestra graficos de arafias donde se representan los descriptores obtenidos en las

evaluaciones sensoriales. Los descriptores destacados fueron el clavo de olor para Pa BCM015 2 +
Sc 00/35 y el frutal para Hv T02/5 + Sc 00/35, Zm T12_135F + Sc 00/35, Sc 00/35 y Sc S33.
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Figura 5.13- Evaluacion sensorial para los cultivos puros y mixtos. Test de Tukey (o = 0.05).Nivel de significacion

*x%,099.9%.

Para Zygoascus meyerae T12 135F + Sc 00/35, no se observd el descriptor compota obtenido

previamente para el cultivo puro de Zygoascus meyerae y por otro lado el descriptor frutal aumento

de 2,5 a 4,5 (Tabla 5.9). Este resultado confirma el efecto de interaccion entre cepas. Estos resultados

son los primeros reportados en cerveza, en los cuales el descriptor frutal esta presente en el analisis

sensorial, especialmente en cultivos mixtos con Saccharomyces cerevisiae, y el alcohol isoamilico no

es detectado en fermentaciones con cultivos puros con una sola cepa.
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Rollero et al. (2018) report6d previamente que las levaduras Zygoascus meyerae estan asociadas a
producciones elevadas de alcoholes superiores, en particular de alcohol isoamilico y esteres etilicos

en co-inoculaciones con Saccharomyces cerevisiae en vinos.

En la fermentacion mixta con Pichia anomala BCMO15 2, la frecuencia de mencion entre los
panelistas para el clavo de olor aumentd de 4,5 a 5,5 y el descriptor compota desaparecid en
comparacion con la fermentacion de la levadura Pichia anomala BCMO15_2 pura (Tabla 5.10). El
descriptor clavo de olor se detectd por parte del panel sensorial en todas las fermentaciones con

Pichia anomala BCMO15_2 ya sea en cultivo puro y cultivo mixto.

La nota de clavo de olor esta asociada al compuesto 4-vinylguaiacol; esto esta correlacionado con la
alta concentracion producida por esta cepa, la cual supera el limite de percepcién. La produccion de
este compuesto ha sido reportada previamente para Pichia anomala con POF+ (phenolic off-flavour
positive) con una produccidn intermedia de entre 1,89 y 2,89 mg/L (Holt et al., 2018). Este descriptor
aromatico de clavo de olor es un descriptor esencial en cervezas de trigo (wheat beer) y diferentes

estilos de cervezas rubias (blond beer styles).

También esta cepa ha sido reportada como productora de altos niveles de acetato de etilo y bajos
niveles de alcohol isoamilico (Holt et al., 2018); al tiempo que también produce propanoato de etilo,

fenil etiletanol y acetato de 2-feniletilo (Passoth et al., 2006).

En este estudio sensorial pero no para todos los tratamientos, Pichia anomala BCMO15_2 presentd
como descriptor esmalte de ufias y descriptores asociados a solventes, que estan vinculados al acetato

de etilo.

Tabla 5.10- Valores principales de la frecuencia de mencidn de los diferentes descriptores entre evaluadores. Las letras

indican una diferencia significativa entre las muestras, segun el Test de Tukey (o = 0.05).

CEPAS FRUTAL | CLAVO DE OLOR
Sc S33 2,5(a, h) 2,5(a, b)
Sc 00/35 2,5 (a, b) 1,0 (@)
(Zm+ Sc00/35) | 4,5 (b) 0 (a)
(Pm+ Sc00/35) 0 (a) 5,5 (b)
(Hv+ Sc00/35) 4,5 (b) 0,5 (a)

El cultivo mixto de Hanseniaspora vineae T02/5 y Saccharomyces cerevisiae 00/35 mostrd una
reduccion de la capacidad fermentativa comparado con la fermentacion individual de la cepa
Saccharomyces cerevisiae 00/35. Sin embargo, desde el punto de vista sensorial, la cepa

Hanseniaspora vineae TO02/5 potencié la percepcion del descriptor aromatico frutal. Este
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comportamiento ya habia sido reportado con cepa Hanseniaspora vineae T02/5 en vinos (Medina et
al., 2013; Medina, 2014; Martin et al., 2018), y estos resultados demuestran un comportamiento

similar de la cepa pero en este caso sobre otra matriz fermentativa como lo es el mosto cervecero.

Estos resultados muestran que algunas cepas no-Saccharomyces pueden aumentar la complejidad
aromatica cuando son empleadas en condiciones de cultivos mixtos en cerveza. En este sentido, es
necesario realizar mas estudios y una mayor exploracion en la diversidad de levaduras, de tal manera

de poder mejorar los procesos de elaboracién de la cerveza.

Muchos estudios indican que para las bebidas fermentadas la percepcién de los compuestos
aromaticos depende de mdaltiples factores, y que esto puede determinar interacciones tanto sinérgicas
como antagonicas (San-Juan et al., 2011; Lytra et al., 2013; Holt et al., 2018b). Dependiendo el tipo
de cerveza que se desee elaborar, estas interacciones pueden ser deseadas 0 no, y es por esta razon
que resulta un factor clave a considerar en la industria de bebidas fermentadas.

5.14 Aplicacién a escala semi-piloto de las levaduras no-Saccharomyces seleccionadas
Las levaduras Pichia anomala BCMO15 2 y Zygoascus meyerae T12_ 135F, fueron utilizadas en
cultivo mixto, para la elaboracién de cerveza artesanal en una cerveceria de pequefio porte y amplia

experiencia en Uruguay, ubicada en la zona de Montevideo.

Los cultivos mixtos se realizaron con una cepa comercial Saccharomyces cerevisiae SAF 05 de la
empresa Fermentis. Esta levadura comercial fue la elegida debido al amplio conocimiento de sus
caracteristicas y manejo por parte de la cerveceria. Desde el punto de vista sensorial se caracteriza

por un perfil de notas aromaticas neutras.

El estilo de cerveza seleccionado para la utilizacion de estas levaduras fue el estilo Blond Ale, por
tratarse de una variedad relativamente neutra desde el punto de vista aromatico, lo que permite una

mejor evaluacion sensorial de las cervezas obtenidas.

El volumen de produccién fue de 50 litros, para cada una de las siguientes elaboraciones: Pichia
anomala BCMO15 2 + Saccharomyces cerevisiae SAF 05 y Zygoascus meyerae T12 135F +
Saccharomyces cerevisiae (SAF 05). El indculo inicial utilizado fue de 1x10 ® ufc/mL, al igual que
para las microfermentaciones de laboratorio y la dinamica de inoculacién secuencial también fue
similar, inoculando primero las cepas no-Saccharomyces y a las 24 hs la cepa comercial

Saccharomyces cerevisiae SAF 05.

Luego de obtenidas las respectivas cervezas se realizd una evaluacion sensorial por parte de los

maestros cerveceros y del panel interno de técnicos y consumidores del laboratorio de Enologia y
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Biotecnologia de las Fermentaciones, y se realizaron los andlisis fisicoquimicos completos, cuyos

datos se presentan en la Tabla 5.10.

En la cerveza elaborada con Pichia anomala BCMO15 2+ Saccharomyces cerevisiae SAF 05, se
obtuvo el siguiente perfil aromético: fenolica, clavo de olor, especiado (algunos evaluadores
pudieron identificar coriandro), notas de anis, y manzana roja. Para varios evaluadores la cerveza

presentaba similitud con cervezas de estilos belga y Hoegarden Blanche.

En cuanto a la cerveza elaborada con Zygoascus meyerae T12_135F + Saccharomyces cerevisiae
SAF 05, se observo un perfil frutado con leves notas a durazno y en boca notas a pomelo, miel y

vainilla.

Tabla 5.11- Andlisis fisicoquimicos de las cervezas producidas a escala piloto

Zygoascus meyerae T12_135F + Pichia anomala BCMO15 2 +
Saccharomyces cerevisiae SAF 05 | Saccharomyces cerevisiae SAF 05

pH 3,74 3,72

Azlcar (g/L) 17,5 19,1

Alcohol (% viv) 4,16 4,57

Acidez Total expresada

en acido acético (% m/m) 0,11 0,12

Acidez Volatil expresada

en 4cido acético (% m/m) 0,012 0,02

De acuerdo a datos analiticos previos realizados por el Laboratorio de Enologia y Biotecnologia de
las Fermentaciones para un total de 20 cervezas nacionales de las marcas mas representativas del
mercado (Giannone et al., 2019), se observa que la mayoria de los datos analiticos presentados en la

Tabla 5.11 se encuentran dentro de los rangos esperados para cervezas del estilo rubias Ale.

Giannone et al. 2019, reportaron valores promedio de grado alcohdlico de 4 a 6,7 %; azUcares
reductores entre 10 y 30 g/L (constituye el pardmetro con mayor variabilidad, que demostro ser para
las cervezas nacionales un parametro independiente de estilo y que obedece a caracteristicas de cada
marca); acidez volatil entre 0,015 y 0,049 % acido aceético; y acidez total entre 0,07 y 0,17 % éacido

acético.

En cuanto al pH, la cerveza tiene un pH promedio de entre 4.1 a 4.6. Para este parametro los valores
distan bastante de los obtenidos en las elaboraciones realizadas y deberia ser un factor importante a
controlar en futuras elaboraciones a escala piloto ya que sensorialmente pueden resultar cervezas
acidas. En este sentido los controles microbioldgicos realizados a las cervezas terminadas no
mostraron contaminacion bacteriana e indirectamente los datos de acidez total y acidez volatil

también confirman la ausencia de dicha contaminacion.
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El parametro que tuvo mayor diferencia entre las elaboraciones mixtas fue el grado alcoholico. La
fermentacion realizada por Pichia anomala BCMO15_2 + Saccharomyces cerevisiae SAF 05, dio un
valor de 0,4 % mayor que para Zygoascus meyerae T12_135F + Saccharomyces cerevisiae SAF 05.
Este resultado demostrd una mayor eficiencia fermentativa por parte del cultivo mixto con Pichia
anomala BCMO15 2, en el que a su vez el contenido de azucar residual es levemente superior al

otro cultivo mixto.

El valor de acidez volatil para Pichia andmala BCMO15 2 + Saccharomyces cerevisiae SAF 05
también fue mayor que para el otro cultivo mixto. Esto puede ser explicado como consecuencia de
una mayor produccion de etanol, donde como producto del metabolismo secundario de la levadura

también se forma algo mas de acido acético.

5.15 Conclusiones finales

La informacidn presentada en este trabajo de tesis permite una mayor comprension del potencial
cervecero fermentativo, aroméatico y sensorial de cepas nativas, ya sea pertenecientes a la especie
tradicional de levaduras Saccharomyces cerevisiae como de levaduras no convencionales

pertenecientes al grupo de las no-Saccharomyces.

Este estudio puso una vez méas de relevancia, que la seleccién de levaduras constituye una
herramienta fundamental para la elaboracién de nuevos estilos de bebidas fermentadas, en particular

para la produccion de diferentes tipos y estilos de cerveza innovadores.

El uso de cepas no-Saccharomyces permite la elaboracion de productos Unicos, que no se encuentran
de manera masiva en la oferta cervecera habitual, y que permiten cubrir una demanda insatisfecha de
consumidores avidos por productos cerveceros alternativos cada vez méas buscados en el mercado de

las bebidas fermentadas.
Los resultados se pueden resumir de la siguiente manera:

1- Se disefid un simil mosto cervecero de composicion estandarizada y que permitié su
disponibilidad de manera rapida y relativamente sencilla.

2- Se seleccionaron tres cepas nativas con potencial para su utilizacion en la industria
cervecera. Las cepas nativas seleccionadas pertenecen a las especies Saccharomyces
cerevisiae (Sc 00/35), Zygoascus meyerae (Zm T12 135F) y Pichia anomala (Pa
BCMO15_2).
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Las dos primeras cepas fueron aisladas de la industria vitivinicola, mientras que la tltima
fue aislada a partir de muestreos de granos de cebada malteada provenientes de una
malteria.

La cepa Saccharomyces cerevisiae 00/35 presentd una capacidad fermentativa similar a la
de las levaduras comerciales utilizadas como control. En cuanto a su potencial aromatico,
produce compuestos tales como el acetato de isoamilo cuyos descriptores son frutales
(banana) y acetato-2-feniletilo el cual tiene descriptores de manzana, rosa y miel.
También produjo esteres etilicos: octanoato de etilo y hexanoato de etilo con descriptores
frutales y dulce, jabonoso respectivamente. El octanoato de etilo supero el umbral de
percepcion de este compuesto ubicandose en un valor de 95 UA. Dentro de su pool
aromatico la produccién de &cido butanoico y &cido isovalerico estuvieron presentes y
deben considerarse. Ademas mostré capacidad de liberar aromas ligados como algunos

terpenos gracias a su capacidad glucosidasa.

La utilizacion de una cepa Saccharomyces cerevisiae nativa, constituye una herramienta
interesante de diferenciacion productiva y comercial que permitira la obtencion de

cervezas con identidad nacional.

Se demostr6 que las cepas Pichia anomala BCMO15 2 y Zygoascus meyerae T12 135F
producen compuestos aromaticos como el 4 vinil-guaiacol, 2-feniletanol, alcohol
isoamilico, hexanoato de etilo y octanoato de etilo. Estos compuestos las vuelven cepas
interesantes para la elaboracion de cervezas de estilos belgas (Belgian Golden Strong ale),
cervezas de trigo (German wheet beer, Weissbier), cervezas ahumadas (Rachbier) y

cervezas Kolsch.

Se observd que debido al bajo poder fermentativo de las cepas no-Saccharomyces
estudiadas, se debid recurrir al uso de cultivos mixtos con una cepa Saccharomyces
cerevisiae de manera de garantizar la finalizacion de la fermentacion alcoholica. Esto se

constaté tanto en el simil mosto cervecero como en el mosto cervecero industrial.

La cepa Hanseniaspora vineae T02/5 no fermenta maltosa, pero sin embargo produjo en
cultivos mixtos, cervezas con aromas frutales al igual que como fuera previamente
reportado para vinos. Esta caracteristica la vuelve una levadura interesante para la
elaboracion de cervezas frutales, las cuales son cada vez mas buscadas por los

consumidores.
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8- La limitada capacidad fermentativa de las cepas Hanseniaspora vineae T02/5, Pichia
anomala BCMO15 2 y Zygoascus meyerae T12_135F, las vuelven cepas interesantes

para profundizar en la elaboracion de cervezas reducidas en etanol.

Las pruebas a escala semi-piloto reprodujeron los resultados obtenidos a escala de
laboratorio. En ese sentido, serd necesario profundizar en el escalado industrial que
constituye el eslabon fundamental sobre el que hay que seguir profundizando para una

posible comercializacion de algunas de las levaduras estudiadas.
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