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Resumen

La cerveza constituye la bebida alcohdlica mas consumida en Uruguay. En particular, la
cerveza artesanal nacional ha experimentado una expansion productiva, observandose
en los ultimos anos un alto registro de nuevas marcas. El foco en la salud, y el aumento
de demanda de los consumidores por bebida reducidas en calorias ha generado

diversas investigaciones para obtener cervezas artesanales con estas caracteristicas.

Considerando estos mercados en expansion, se vuelve relevante investigar insumos
innovadores que permitan generar productos con identidad propia que impacten en la
competitividad de la industria nacional. En este contexto, el presente proyecto de tesis

planted como objetivo la generacion de insumos microbiolégicos y sensoriales.

Desde el punto de vista microbioldgico, el objetivo fue la busqueda de levaduras nativas
para la produccidon de cervezas reducidas en carbohidratos, centrandose en aquellas
con actividad amilasica y/o alta atenuacion, de manera de reducir los azucares
remanentes y dextrinas que se encuentran en el mosto de las cervezas convencionales.
Se obtuvo asi una coleccién de levaduras con actividad amilasica y otra de levaduras
con potencial para la industria cervecera por su capacidad de fermentar maltosa, uno
de los azucares principales del mosto. No se encontraron levaduras con ambas
caracteristicas. Se seleccionaron dos levaduras con caracteristicas de interés para el
objetivo planteado. Una de ellas, perteneciente a la especie Lachancea thermotolerans
mostré un rendimiento de fermentacién, consumo de azucares y produccion de alcohol
y glicerol similar a una levadura comercial. Es una potencial candidata a ser usada en
cultivo mixto con levaduras con actividad amilasica para producir cerveza reducida en
carbohidratos. Por otro lado, la segunda cepa seleccionada constituye la candidata con
mayor potencial, pertenece a la especie Starmerella meliponinorum, y se destaca por

su alta atenuacion debido al consumo de maltotriosa y produccién de glicerol.

Respecto de los insumos sensoriales, se busco en primer lugar conocer la percepcion
del consumidor uruguayo respecto a la cerveza y cerveza artesanal, asi como recabar
datos sobre habitos de consumo. Los resultados mostraron que el consumidor percibe
a la cerveza artesanal como un producto diferente y sus motivaciones de consumo son
distintas que para la cerveza industrial. La cerveza artesanal se relaciona directamente
con caracteristicas del producto, la experiencia de su consumo 0 su proceso de
elaboracion. Se destacaron las caracteristicas de sabor, aspectos hedodnicos, la
experiencia de la degustacion y la innovaciéon. Esta ultima asociacion fortalece la

importancia de la busqueda de insumos que permitan elaborar productos novedosos.



Por otro lado, para la cerveza los consumidores realizan asociaciones mayoritariamente
con el contexto y motivacién de consumo, asi como con caracteristicas sensoriales del
producto, principalmente relacionado a la temperatura de consumo (categoria
frescal/fria) y la espuma. Referencias especificas a aspectos vinculados a la salud se
mencionaron con muy baja frecuencia en ambos casos, no encontrandose asociaciones
especificas a las cervezas reducidas en carbohidratos. Adicionalmente, se investigaron
las caracteristicas sensoriales que definen a nuestras cervezas artesanales rubias e
India Pale Ale, asi como los atributos de preferencia de los consumidores nacionales

para estos estilos de cerveza.

Los principales resultados de esta investigacién permitieron conocer la percepciéon del
consumidor uruguayo respecto a la cerveza artesanal, sus preferencias respecto a los
estilos mas consumidos, asi como obtener levaduras nativas para generar insumos

microbioldgicos innovadores en la produccion de cervezas reducidas en carbohidratos.
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Introduccion




1. Introduccion

La cerveza es la bebida alcohdlica mas consumida a nivel mundial (Steinbach et al.,
2023), con un consumo en el ultimo afo de 168.000 millones de litros (Statista, 2023).
En los ultimos anos la cerveza artesanal ha experimentado un renovado interés y

crecimiento exponencial a nivel global y local.

En Uruguay, el sector de cerveceria artesanal comenzo a crecer hace unos 15 afos,
experimentando un ‘boom’ en el periodo 2013-2017. Al 2021 existian unas 90
cervecerias (pequefias y medianas empresas) registradas, siendo Montevideo,
Canelones y Tacuarembd los departamentos que nuclean las cervecerias con mayor
capacidad de produccién (en litros). Entre el 2005 y 2020 la venta de cerveza artesanal
aumentd un 43% (Santa Cruz & Sosa, 2021).

En los ultimos afios también ha aumentado el interés del publico por productos mas
saludables, apuntando en el caso de las cervezas a que sean reducidas en
carbohidratos o alcohol (Blanco etal.,, 2016). Considerando estos mercados en
expansiéon se abren posibilidades de trabajar en el desarrollo de insumos locales y

productos con identidad propia.

El enfoque orientado al mercado basado en el consumidor ha sido reconocido como la
mejor manera de desarrollar productos de éxito (Ares et al., 2014). Se vuelve entonces
importante conocer la percepcion del consumidor y sus motivaciones para el desarrollo
de productos innovadores, adaptados a las preferencias del publico objetivo. Diversos
estudios se han realizado en varios paises, como ltalia, México y Brasil, con el fin de
conocer la percepcion, motivacion y actitudes frente a la cerveza y particularmente la
cerveza artesanal (Aquilani et al., 2015; da Costa Jardim et al., 2018; Gémez-Corona et
al., 2016; Steinbach et al., 2023). Esta informacién otorga una guia para definir areas de
trabajo para investigadores y productores con el fin de conseguir productos innovadores

que tengan demanda en el mercado actual.

La produccion de cerveza requiere cuatro materias primas basicas: malta
(principalmente cebada malteada), lupulo, agua y levadura. La fabricacion de esta
bebida esta ligada a una sucesién de tres procesos bioquimicos: la formacion de
enzimas en el grano de cereal germinante, la degradacion de almidon a azucares
simples por parte de esas enzimas, y la fermentacion alcohdlica del azucar
(principalmente glucosa y maltosa) a alcohol y diéxido de carbono (Kunze, 2006). La
degradacién de almidon es una etapa relevante ya que determina la cantidad de

azucares disponibles a ser fermentados posteriormente. Los restos de almidén no
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degradados pueden ocasionar inestabilidad microbioldgica, enturbiamiento de la
cerveza (Bamforth, 2005), aromas no deseados (Wang et al., 2012), y un producto
resultante rico en carbohidratos. Los carbohidratos no degradados en esta etapa

podrian hacerlo durante la fermentacion alcohdlica si se utiliza la levadura apropiada.

Durante la fermentacion alcohdlica se producen la mayoria de los compuestos que
influyen en el sabor y aroma de la cerveza y dependen en gran medida de la levadura
seleccionada (Kunze, 2006; Pires et al., 2014). Saccharomyces cerevisiae es la especie
mas utilizada para la produccién de cerveza y vinos, pero también se ha reportado el
uso de otras especies de Saccharomyces, asi como de levaduras no Saccharomyces.
Estas ultimas son de especial interés debido a su potencial de nuevas e interesantes
caracteristicas, asi como por su metabolismo secundario que aportara compuestos que

podran afectar positivamente el sabor y aroma de la cerveza.

Se han realizado varias investigaciones al respecto de la utilizacion de levaduras no —
Saccharomyces para la produccion de cerveza. Torulaspora delbrueckii es la primera
levadura no Saccharomyces en ser comercializada para la produccién de vino, y se la
conoce por aumentar el sabor y aroma frutado (Roudil et al., 2019). A pesar de ser
inicialmente considerada un contaminante en cerveza, se encontré que podia tener
efectos beneficiosos en su produccién. Genera mayores cantidades de linalol al
transformar los monoterpenos del lupulo, afectando el aroma final de la cerveza (King &
Dickinson, 2000). También se ha encontrado que beneficia el perfil aromatico de las
cervezas debido a que tras la fermentacion con esta levadura se encuentran altos
niveles de compuestos como hexanoato de etilo, a-terpineol, y fenil etanol (aromas de

fruta, rosas, chicle, banana) (Michel et al., 2016).

Mas recientemente, varias levaduras no-Saccharomyces con aptitud cervecera se
estudiaron para explorar su potencial bajo presiones selectivas en condiciones de
fermentacion de cerveza (Burini et al., 2021; lturritxa et al., 2023; Larroque et al., 2021).
En este sentido, algunos de estos ensayos a nivel de laboratorio y escala de cerveceria
piloto proporcionaron aromas y sabores unicos que pueden contribuir a aumentar la
diversidad sensorial y el desarrollo de nuevos estilos de cerveza (Basso et al., 2016;
Larroque et al., 2021; Sannino et al., 2019). Esto se vuelve aun mas relevante dada la
tendencia actual del interés global creciente en la innovacion, buscando crear nuevos
sabores de cerveza, opciones de bajo contenido alcohdlico y una mayor complejidad
sensorial, especialmente teniendo en cuenta que la cerveza se ha percibido
tradicionalmente como un producto con una diversidad sensorial limitada (Gibson et al.,
2017; Postigo et al., 2022).



La presente tesis se enfoca en la generacion de insumos sensoriales y microbiolégicos
para la produccion de cervezas reducidas en carbohidratos, buscando aportar en la
innovacién del mercado nacional de cerveza artesanal con un producto alineado con la

tendencia de consumo de productos mas saludables (Chrysochou, 2014).

El uso generalizado de levaduras comerciales en la elaboracién de cerveza ha llevado
a la estandarizacién de su aroma y sabor, lo que ha provocado inquietud entre
cerveceros y consumidores de cerveza. Fuentes locales para el aislamiento de
levaduras, como materias primas, flora nativa y sus frutos, pueden ser un nicho
interesante como ha ocurrido en otras bebidas como en el caso de los vinos (Carrau &
Boido, 2020; lturritxa et al., 2023; Lappa et al., 2020). La aplicacion de levaduras nativas
no convencionales ha sido promovida con la intencion de preservar particularidades del
terroir especifico, considerando el concepto de levadura local como la mejor adaptada
a las condiciones ecoldgicas de determinadas regiones geograficas (Capece et al.,
2010; Francesca et al., 2016).

La utilizacion de levaduras nativas como insumos microbiolégico innovador, presenta
varias ventajas. Por un lado, generar un producto con identidad local, asi como también
aportar al consumidor una cerveza novedosa y al mercado de insumos cerveceros
nuevas levaduras. La estrategia incluye la generacion de una coleccion de levaduras
nativas y su caracterizacion para fines cerveceros. Aportara informacion respecto a la
diversidad de levaduras encontradas en diversos materiales y su potencial aplicacién en

la industria cervecera.

Otro aspecto importante es generar conocimiento de la percepcion del consumidor de
cerveza nacional, en la busqueda de entender su habitos y motivaciones de consumo,
asi como su percepcion de la cerveza artesanal. Asociado a esto se realizaron
evaluaciones sensoriales de cervezas artesanales nacionales rubias e IPA, los dos
estilos mas consumidos localmente. Se recabaron datos del ideal de estos productos,
obteniendo informacion de interés para utilizar como insumo en la seleccién de

levaduras.

Los resultados obtenidos constituyen un aporte al sector cervecero local, acercandose
a generar productos novedosos y aportando informacion respecto a las motivaciones y

preferencias de los consumidores.



Objetivo

Generar insumos para la elaboracion de cervezas artesanales reducidas en

carbohidratos considerando aspectos microbiolégicos y sensoriales.

Objetivos especificos

1. Aislar y caracterizar levaduras nativas obtenidas a partir de materias primas
cerveceras, uvas, frutos nativos y plantas.

2. Seleccionar levaduras nativas que permitan reducir los azucares residuales del
mosto y asi producir cerveza reducidas en carbohidratos.
Entender las motivaciones de los consumidores de cerveza artesanal.
Explorar las preferencias respecto a los aspectos sensoriales en los estilos mas

consumidos para su posterior incorporacién a la seleccion de las levaduras.



Estructura de la tesis

En la introduccion de la tesis se pone en contexto el tema de estudio, delineandose los
objetivos y la forma de trabajo. El siguiente capitulo incluye el marco tedrico, donde se
brinda informacion general del proceso de produccion y sus materias primas, asi como
el origen de la cerveza, la revolucion de la cerveza artesanal, un resumen de insumos

alternativos y relevancia e informacion de las cervezas reducidas en carbohidratos.

La investigacién llevada a cabo, se divide posteriormente en tres capitulos. El primero
de ellos, el capitulo tres, se refiere a los insumos microbiolégicos trabajados, y los dos
siguientes, capitulos cuatro y cinco, a los considerados como insumos sensoriales
vinculados a la percepcion del consumidor y a las caracteristicas sensoriales del

producto.

En el capitulo tres se describe la metodologia de la busqueda de levaduras nativas para
la produccién de cervezas reducidas en carbohidratos, asi como sus resultados y

discusion.

Con el fin de conocer la motivacion del consumo de cerveza y cerveza artesanal y asi
comprender los intereses del consumidor, en el capitulo cuatro se describe la
investigacion realizada al respecto. El capitulo cinco refiere a otro insumo sensorial,
donde se investigan las preferencias del consumidor en los estilos de cerveza

nacionales mas consumidos.

La tesis finaliza en el capitulo 6, donde se resumen las conclusiones y perspectivas

derivadas de este trabajo. En la Figura 1 se observa el esquema general de trabajo.
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Figura 1. Esquema de la estructura de la tesis
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2. Marco teodrico

2.1. Materias primas y elaboracién de cerveza

La cerveza es una bebida alcohdlica hecha con granos germinados de cebada u otros
cereales fermentados en agua, y aromatizada con lupulo (definicion de la Real
Academia Espafiola). En Uruguay, de acuerdo al decreto N° 286/009 de 15/06/2009 se
entiende exclusivamente por cerveza la bebida resultante de fermentar, mediante
levadura cervecera, al mosto de cebada malteada o de extracto de malta, sometido
previamente a un proceso de coccion, adicionado de lupulo. Una parte de la cebada

malteada o de extracto de malta podra ser reemplazada por adjuntos cerveceros.

La definicion de cerveceria artesanal o cerveza artesanal no tiene consenso. La
Asociaciéon Americana de Cerveceros (Brewers Association), define a la cerveceria
artesanal como pequenia, independiente y tradicional. El término pequeia esta asociado
a tamanos de produccion acordes al mercado, siendo en ese caso una produccion anual

menor a 6 millones de barriles.

En Uruguay, la Asociacién de Microcervecerias Artesanales del Uruguay (AMAU),
elaboré una definicion de cerveceria artesanal guiada por el aprendizaje respecto a las
definiciones utilizadas en otros paises, principalmente Estados Unidos, Brasil y
Argentina; y la adecuacion de éstas al mercado uruguayo. De esta manera definié los
elementos caracteristicos de una cerveceria artesanal segun los puntos detallados a

continuacion (Santa Cruz & Sosa, 2021).

1. Constitucién formal de la empresa

2. Alcance: la empresa debe abarcar los procesos de produccién, logistica y
comercializacion de sus productos.

3. Tamafo: las ventas anuales no podran superar el 2,5% de las ventas totales de
cerveza de Uruguay

4. Independencia: toma sus decisiones sin depender de grupos corporativos,
socios andnimos, inversores externos o capitales de terceros.

5. Elaboracién: elaborar sus productos en establecimientos aptos segun la
autoridad sanitaria competente, utilizando ingredientes nobles (agua, cebada
malteada, lupulo y levadura). Se permite, ademas, la utilizaciéon de ingredientes
no tradicionales exclusivamente cuando aporten caracteres distintivos a la

cerveza.



6. Comercializacion: la empresa no podra aplicar politicas nocivas de
comercializacion que perjudiquen a otras cervecerias artesanales. Se entiende
por politicas nocivas de comercializacién los contratos de exclusividad, imponer
o exigir el retiro de otras cervezas por medio de la baja de precios, o exclusividad

en carteleria u otro tipo de publicidad en los locales comerciales

2.1.1. Materias primas

Para elaborar cerveza se precisan 4 materias primas basicas: Agua, lupulo, malta y

levadura. Pueden utilizarse ademas adjuntos cerveceros (Kunze, 2006).

2.1.1.1. Agua

Cuantitativamente el agua es la materia prima mayoritaria de la cerveza. Para la
produccién de cerveza su calidad debe ser la del agua potable, cumpliendo los requisitos
fisico-quimicos, microbiolégicos y sensoriales correspondientes. En Uruguay para el
agua potable se aplica el Decreto 315/994 referente al Capitulo 25 Aguas y bebidas sin
alcohol del Reglamento Bromatoldgico Nacional y el Decreto 375/011 que incluye la
consideracion de la Norma UNIT 833:2008.

La composicion de iones y minerales del agua afectara la cerveza final obtenida. Cada
cerveza tiene asociada su agua ideal. Esta composicion dependera de la region o fuente
de este elemento, asi como de los agregados de sales que pueda realizar el cervecero

para adecuarla a la cerveza a producir.

Los iones presentes en el agua tendran distintos efectos. Durante el macerado y la
fermentacion la interaccion de iones de calcio (Ca*?), magnesio (Mg*?) y alcalinidad total
como CaCOs influirén el pH y otros factores. Los iones de sodio (Na*'), Cloruro (CI) y
sulfato (SO4*?) pueden afectar el sabor del agua y la cerveza, pero no tendran influencia

en el pH o el rendimiento de la fermentacion (Palmer & Kaminski, 2013).

El sabor de la cerveza también podra verse afectado por los iones del agua. Asi, por
ejemplo, el sulfato o carbonato de calcio puede darle a la cerveza un sabor amargo; el
calcio y el magnesio en grandes cantidades producen sabores metalicos y el exceso de

sodio puede conferir un sabor salobre (Gonzalez, 2017).
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2.1.1.2. Cebada

La cerveza es un fermentado de cereales malteados. El cereal mas comunmente
utilizado es la cebada, pero pueden utilizarse otros como trigo, arroz, avena, etc. La
cebada presenta algunas ventajas como su relacion almiddn / contenido de proteinas y
el mantenimiento de su cascara luego de la cosecha, ya que tiene un importante rol en

el macerado (Fox, 2018).

La cebada, Hordeum vulgare, es una planta anual de la familia de las gramineas.
Existen muchas variedades de este cereal, siendo las mas utilizadas en la produccion
de cerveza las de dos y las de seis hileras, clasificacion de acuerdo a la distribucién de

los granos sobre el eje de la espiga.

La cebada de dos hileras tiene granos grandes y uniformes, usualmente con la cascara
fina y arrugada. Usualmente tienen un periodo mayor de germinacion en el malteado,
pero genera mayor extracto (Rani & Bhardwaj, 2021). La de seis hileras tiene mayor

poder diastatico, mayor cantidad de proteinas solubles.

La materia seca de la cebada se compone en promedio de 70-85% de hidratos de
carbono, 10,5-11,5% de proteinas, 1,5-2% de grasas y 1-2% de otras sustancias. Los
hidratos de carbono incluyen al almidon, azucares, celulosa, hemicelulosa y gomas
(Kunze, 2006).

El almidon es el componente mas importante de la cebada, siendo un 50-65%. Se
estructura en forma de granos conocidos como amiloplastos. También contienen hasta
5% de lipidos y 0,5% de sustancias albuminoides. Los granos de almidon estan
compuestos principalmente de dos polisacaridos con una estructura diferente, amilosa
y amilopectina. La amilosa es una molécula lineal de 200 a 400 unidades de glucosa
unidas por puentes de hidrogeno en la posicion 1,4. La amilopectina es una molécula
de mayor tamano, que presenta diversas ramificaciones, las cadenas glucosidicas
unidas por enlace a-(1-4) poseen varias ramificaciones que se unen en enlaces a-(1-6)
((Kunze, 2006).

El contenido de azucar es bajo siendo de 1,8 a 2%. La celulosa se encuentra en la
cascara y corresponde a un 5-6 %. Se compone de largas cadenas sin ramificaciones
de B-glucosa en enlace 1-4. Es insoluble, no es degradada por las enzimas de la malta,
no influyendo en la calidad de la cerveza. La hemicelulosa es el componente celular
principal en la pared del endospermo y estd compuesta por B-glucanos (80-90%) y

pentosanos (10-20%), teniendo la degradacion del primero influencia en el malteado.

11



2.1.1.3. Lapulo

El lupulo cervecero, Humulus lupulus L, es una de las especies que conforman el género
Humulus de la familia de las Cannabinaceas (Almaguer et al., 2014). Es una especie

dioica, trepadora, perenne en su parte subterranea y anual en su parte aérea.

Se estima que el 97% del lupulo cultivado mundialmente tiene como destino la
produccion de cerveza, siendo los principales paises productores Alemania y Estados
Unidos (Almaguer et al., 2014).

Esta materia prima se utiliza principalmente para aportar aromas y amargor a la cerveza,
pero también influye en la fermentacion por las levaduras, contribuye a la textura de la
cerveza (sensacion en boca), tiene propiedades bactericidas que evitan el crecimiento
de microorganismos contaminantes, reduce el exceso de espuma y ayuda a la
coagulacion de las proteinas durante la coccion, mejora el rendimiento y adherencia de
la espuma en la cerveza(O’Rourke, 2003; Schonberger & Kostelecky, 2011). Aporta
también taninos que aumentan el poder reductor de la cerveza y asi su resistencia a la
oxidacion (O’Rourke, 2003).

En su materia seca el lupulo estd compuesto por proteinas 20%, compuestos amargos
18%, sustancias minerales 8%, taninos 3,5%, aceites esenciales 0,5%, siendo el resto
celulosa y otras sustancias que no tienen relevancia en la produccién de cerveza
(Kunze, 2006).

Respecto a su estructura, la parte relevante es la inflorescencia de la planta femenina,
que madura para producir lo que se conoce como cono. Los conos contienen pequefos
granulos llamados lupulinas que a su vez contienen resinas duras y blandas y aceites
esenciales (O’Rourke, 2003).

Las resinas blandas contienen principalmente a-acidos y B-acidos o lupulonas, siendo
los primeros lo mas importantes para el amargor de la cerveza. La cantidad de a-acidos

y su composicion es dependiente de la variedad de lupulo (Durello et al., 2019).

Durante la coccion los a-acidos, inicialmente insolubles, son isomerizados a iso-a-acidos
solubles. Algunos de estos compuestos precipitan en la fermentacion y enfriamiento y
los restantes son los que proporcionan el amargor a la cerveza y al ser tensoactivos
también dan estabilidad a la espuma (Kunze, 2006). Los compuestos amargos tienen

también efectos bacteriostaticos.
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Para expresar el amargor de una cerveza suelen utilizarse las unidades internacionales
de amargor o IBU por su sigla en inglés (International Beer Units), donde 1 IBU equivale
a 1 mg de iso-0-acidos L' de cerveza (Durello et al., 2019). Su calculo incluye conocer
aspectos que influyen en el amargor de la cerveza como la cantidad de lupulo y de a-

acidos que contiene, la densidad del mosto, el volumen y el tiempo de coccion.

Los aromas aportados por el lupulo provienen principalmente del aceite esencial del
lupulo. Este componente abarca 200 a 250 que se caracterizan por su alta volatilidad
durante la coccion (Kunze, 2006). La composicion del aceite es dependiente de la
variedad de lupulo, por lo que se cultivan variedades especificas para aportar aroma a
la cerveza. Estos lupulos aromaticos tienen cantidades bajas de a-acidos (<5%). Los
lipulos aromaticos se agregan al final del proceso de coccién, para asi evitar pérdida

de volatiles por accion del calor (Durello et al., 2019; Kunze, 2006).

El ldpulo contiene ademas taninos, siendo entre un 2 y 5% de la materia seca, y se
encuentran principalmente en las bracteas y raquis. Participan en la formacién de

turbiedades de la cerveza y contribuyen en su sabor y color (Kunze, 2006).

Las proteinas que se encuentran en el lupulo llegan en baja proporcion a la cerveza, no
teniendo entonces un impacto relevante. Otras sustancias presentes en el lupulo son
hidratos de carbono, sustancias minerales y acidos organicos, ninguno de los cuales

tiene relevancia para la produccion de cerveza.

2.1.1.4. Levadura

Las levaduras son las responsables de realizar la fermentacion alcohdlica durante la
elaboracion de cerveza. Son organismos eucariotas, unicelulares, que pertenecen a
hongos ascomicetos o basidiomicetos. El género Saccharomyces, pertenece a un
diverso grupo de ascomicetos e incluye a algunas de las especies de mayor relevancia

en la industria de alimentos y bebidas (Lodolo et al., 2008).

Las levaduras cerveceras producen diferentes concentraciones de compuestos que
influenciaran el aroma y sabor de la cerveza, que seran dependientes de la composicion
del mosto, las condiciones de fermentacion y principalmente de la cepa de levadura
utilizada (Callejo et al., 2019; He et al., 2014).

Las cervezas pueden clasificarse de acuerdo al tipo de fermentacién, siendo
fermentacion alta o fermentacién baja de acuerdo a la levadura que utiliza. El primer tipo

se caracteriza por realizar la fermentacion alcohdlica con levaduras domesticadas
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Sacharromyces cerevisiae, a una temperatura generalmente de 18-24°C y produce las
cervezas conocidas como ale que se destacan por aromas florales, frutales o
especiados. En el segundo caso, se producen cervezas de tipo lager, mas neutras
sensorialmente, donde el proceso es realizado por Sacharomyces pastorianus (un
hibrido de S.cerevisiae x S. eubayanus), a una temperatura menor de 8-14°C (Burini
et al., 2022; Lodolo et al., 2008; Sannino et al., 2019; Vaughan Martini & Martini, 1987).

2.1.1.5. Adjuntos

En algunos casos se sustituye parte de la malta, entre un 15-20%, por cereales sin
maltear que proporcionen almidén, conocidos como adjuntos (Kunze, 2006). Esta
practica se realiza para reducir costos asociados a la malta, por mejor disponibilidad en
el mercado local o para obtener modificaciones sensoriales (Poreda et al., 2014). Los
mas comunes son maiz y arroz, pero también pueden utilizarse otros como el sorgo o

la cebada sin maltear.

2.1.2. Proceso de produccion de cerveza

La elaboracion de cerveza implica romper los carbohidratos de los cereales malteados
para formar un mosto compuesto por una solucion de azucares fermentables y otros
nutrientes necesarios para el crecimiento de las levaduras. Estos microrganismos a
través de la fermentacion alcohdlica, consumen los azulcares simples, produciendo CO»,
etanol y productos secundarios que influenciaran el sabor y aroma de la cerveza
(Willaert, 2006).

El proceso de produccion de cerveza incluye las etapas del malteado del cereal,
molienda, macerado, coccién, clarificacion y enfriamiento del mosto, fermentacion
alcohdlica, maduracion, acondicionamiento y operaciones de terminacion. En la Figura

2 se muestra un esquema simplificado del proceso.
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Figura 2. Esquema del proceso de produccién de cerveza. Modificado de Willaert et al. (2006)

2.1.2.1. Malteado

El principal objetivo de esta etapa es activar las enzimas del grano de cebada (o cereal
utilizado), que posteriormente degradaran el almidon y otros compuestos durante la
maceracion (Kunze, 2006; Thesseling et al., 2019). El malteado conlleva una serie de
pasos que incluyen el remojo de los granos, la germinacion y el secado o tostado. En
las dos primeras etapas el grano es remojado y aireado periédicamente de manera de
activar las enzimas. En la germinacion se activan varios grupos de enzimas relevantes:
las amilasas, proteasas, peptidasas y B-glucanasas. En la maceracién las amilasas
convierten el almidén en azucares fermentables, las proteasas y peptidasas produciran
nitrégeno libre disponible (FAN) a partir de las proteinas y las B-glucanasas se encargan
de degradar la pared celular del endospermo permitiendo el acceso de otras enzimas
(Thesseling et al., 2019). Posteriormente los granos son secados para detener la

germinacion y mantener la actividad enzimatica dentro de los granos; también reduce
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los riesgos de deterioro y determina el impacto de la malta en el aroma vy el color final

de la cerveza (Parker, 2012).

2.1.2.2. Molienda

Este proceso es necesario para exponer y romper el endospermo el grano del cereal
con el objetivo de tener almidon mas accesible a las enzimas para lograr una mejor
extraccién de los azucares fermentables y otros componentes solubles (Harrison &
Albanese, 2019). Se utiliza un molino de granos, variando el tipo de acuerdo al uso
posterior. La molienda puede ser seca, con sistema de humectacion o humeda (Willaert,
2006). Las cascaras son necesarias para los procesos posteriores de separado y lavado
del grano ya que actua como un filtro natural para poder separar el mosto de los granos

con facilidad.

2.1.2.3. Maceracion

En esta etapa la malta molida se mezcla con agua caliente. El objetivo principal es
activar las enzimas que degradaran el almidén de la cebada en azucares fermentables,
obteniéndose también azucares no fermentables conocidos como dextrinas (Parker,
2012). Dentro de los azucares fermentables el principal es la maltosa (50-60%), seguido
por maltotriosa (15-20%), glucosa (10-15%), sacarosa (8%) y fructosa (2%). Las
dextrinas remanentes, no ‘pueden ser degradados por las mayorias de las levaduras y

forman un 20-25% de los carbohidratos totales de la cerveza final (He et al., 2014).

Durante este proceso se obtiene lo que se conoce como extracto, que es la malta
solubilizada gracias a la accién de las enzimas. Las distintas enzimas provenientes de
la malta se activan e inactivan a diferentes temperaturas, por lo que el proceso y el
extracto obtenido es controlado por el cervecero manipulando las temperaturas y
duracién de cada etapa(Willaert, 2006). El perfil del mosto dependera de las materias
primas utilizadas, la malta y adjuntos, y el proceso de maceracién (He et al., 2014). El
extracto obtenido influenciara el contenido de alcohol de la cerveza, la concentracion de
azucares remanentes, los perfiles de péptidos y aminoacidos, los nutrientes disponibles
para el crecimiento de las levaduras, el pH, y algunas caracteristicas de la cerveza como

espuma, color y claridad (Willaert, 2006).
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En la hidrdlisis del almidén las principales enzimas que participan son la a-amilasa, f3-
amilasa y dextrinasa limite, con una menor contribucion de la a-glucosidasa (Bamforth,
2009).

Un proceso tradicional de maceracion puede comenzar a 45°C, temperatura en la cual
se activan las proteasas y degradan las proteinas formando las fuentes de nitrégeno
libre para la posterior fermentacién. Luego la temperatura aumenta a 62-64°C, el
almiddn se gelatiniza y se vuelve accesible a las amilasas (Thesseling et al., 2019). La
B-amilasa cortara los extremos no reductores de las cadenas de amilasa y amilopectina
formando maltosa. Luego el mosto se calienta a 72°C, permitiendo la accién 6ptima de
la a-amilasa para continuar cortando los enlaces 1-4 de las cadenas de polisacaridos,
produciendo una mezcla de maltosa, maltotriosa y dextrinas. Finalmente se aumenta la

temperatura a 78°C lo que detiene la actividad enzimatica (Kunze, 2006; Willaert, 2006).

Luego de la maceracion se filtra separando el liquido del sélido o bagazo. Esta filtracion

puede realizarse de diferentes maneras.

2.1.2.4. Coccion

La coccidon del mosto, suele tener una duraciéon de unos 60 a 90 minutos y persigue
varios objetivos que incluyen la desnaturalizacion de las enzimas provenientes de la
malta, la esterilizacién y estabilizacion microbioldgica, la precipitacion de proteinas y
polifenoles, el agregado de lupulo y la eliminacion de compuestos volatiles y azufrados,
entre otros (Kunze, 2006; Parker, 2012; Thesseling et al., 2019).

Las proteinas y polifenoles precipitan ya sea durante la coccion o en el enfriamiento. La
agitacion durante la coccion favorece la precipitacion. Un exceso de proteinas puede

dar problemas de clarificacién en etapas posteriores (Willaert, 2006).

El lupulo del amargor se agrega al inicio de la coccidn, con el objetivo de extraer e
isomerizar los a-acidos para otorgar amargor (De Keukeleire, 2000). Los aromas
derivados de los aceites esenciales de estos lupulos por lo general se pierden en la
coccioén. Por este motivo, hacia el final, usualmente unos diez minutos antes de finalizar

la coccidn, se agregan los lupulos aromaticos (Kunze, 2006; Parker, 2012).

Ocurre también durante la coccién la reaccion de Maillard, donde se producen varios
compuestos aromaticos volatiles y no volatiles y melanoidinas coloreadas. Una reaccién
muy intensa y no controlada puede producir sabores no deseados en la cerveza

(Willaert, 2006). Las melanoidinas, junto con la caramelizaciéon de los azucares y la
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oxidacion de polifenoles, producen un aumento de color (Willaert, 2006). El color

aumenta con el aumento del pH del mosto.

La coccion remueve algunos compuestos volatiles, incluyendo compuestos no
deseados, como el dimetilsulfuro (DMS), que proporciona un sabor y aroma
desagradable en la cerveza terminada. Es necesario una combinacion adecuada de
tiempo y temperatura (Thesseling et al., 2019). Otros compuestos volatiles provenientes
de la malta, de los aceites del lupulo y también formados durante esta etapa, son

removidos en el hervor (Willaert, 2006).

En esta etapa, el mosto se acidifica favoreciendo la clarificacién de la cerveza. Se
forman también sustancias reductoras, reduciendo el potencial de éxido reduccion lo

que protege al mosto de reacciones oxidativas (Kunze, 2006).

Con la evaporacion de agua que ocurre en esta etapa aumenta la densidad del mosto y

se concentran azucares y otros componentes no volatiles (Willaert, 2006).

Posterior a la coccién viene la clarificacién y enfriamiento del mosto, donde es necesario
separar los restos de lupulo y las particulas sélidas generadas durante la ebullicion
(turbios calientes), para asi asegurar el sabor y estabilidad coloidal de la cerveza
(Harrison & Albanese, 2019).

Los procesos de clarificacion se basan en la separacién de particulas en suspension
segun su tamafo o densidad, mediante métodos como la sedimentacion, centrifugacion
y/o filtracion. Uno de los métodos mas utilizados es el torbellino o whirlpool, donde el
mosto es bombeado tangencialmente en un recipiente cilindrico lo que produce un flujo
rotativo y hace que los turbios se depositen en forma de cono en el centro del fondo del
recipiente, extrayéndose el mosto clarificado por el lateral (Willaert, 2006).
En las producciones mas caseras el efecto del whirlpool se realiza agitando

vigorosamente.

Finalizando esta etapa, el mosto es enfriado, aireado y transferido al fermentador para
la siguiente etapa. Esto debe hacerse con todos los cuidados sanitarios posibles, asi

como en un corto tiempo para evitar posibles contaminaciones microbioldgicas.

2.1.2.5. Fermentacion alcohdlica

Durante la fermentacion alcohdlica la levadura consume a los azucares fermentables
produciendo anhidrido carbénico y etanol, generando ademas metabolitos secundarios

que influyen en el sabor y aroma de la cerveza (Callejo et al., 2019; Cubillos et al., 2019).
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La eficiencia de la levadura en la fermentacion alcohdlica esta relacionada a su habilidad
de consumir los azucares del mosto. En este proceso, las levaduras consumen los
azucares disponibles del mosto en un orden especifico de preferencia secuencial,
comenzando por la glucosa, seguido de la fructosa, maltosa y finalmente la maltotriosa
(He et al., 2014; Willaert, 2006). La absorcion y el consumo de maltosa y maltotriosa es
reprimido por concentraciones elevadas de glucosa. El consumo de maltosa comienza
cuando el 60% de la glucosa del mosto es absorbida. Altas concentraciones de maltosa
y glucosa inhiben el consumo de maltotriosa (Willaert, 2006). Como se menciono
anteriormente, la maltotriosa tiene la menor prioridad de absorcion para las levaduras
cerveceras. Un consumo incompleto de este trisacarido reduce la eficiencia del proceso
y puede tener un impacto en la calidad de la cerveza. Por otro lado, las dextrinas
remanentes, quedan también como carbohidratos residuales, contribuyendo al sabor,
aportan cuerpo, sensacion en boca, plenitud en el paladar y tomabilidad a la cerveza
(He et al., 2014).

Se producen ademas en el proceso metabolitos secundarios que incluyen alcoholes
superiores, ésteres, acidos organicos, diacetonas vecinales y aldehidos (Walker &

Stewart, 2016). Estos compuestos influenciaran el aromay sabor de la cerveza final.

2.1.2.6. Maduracion y acondicionamiento

Al finalizar la fermentacién primaria se obtiene lo que se conoce como cerveza verde. A
continuacion, se remueve la mayoria de la levadura y la cerveza verde es transferida a
los tanques de maduracion que se mantiene a temperaturas de entre -1 a 5°C. El tiempo
de maduracién dependera del tipo de fermentacion, siendo de unos dias si se utilizan
levaduras tipo ale 0 semanas al utilizar levaduras tipo lager (Harrison & Albanese, 2019;
Thesseling et al.,, 2019). Durante esta etapa la levadura estd aun metabdlicamente
activa por lo que puede continuar aportando productos de la fermentacién, pero
principalmente se reducen sabores y aromas no deseados como el diacetilo (Thesseling
et al., 2019).

En este proceso también ocurre la clarificacién dada por la sedimentacion natural de las

levaduras debido a la temperatura utilizada.
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2.1.2.7. Operaciones de terminacion

Finalmente, la cerveza terminada se envasa. Esto puede hacerse en botella, lata o barril.
Para los dos primeros casos, a nivel industrial es usual pasteurizar la cerveza
previamente para aumentar la vida util (Harrison & Albanese, 2019; Kunze, 2006;
Thesseling et al., 2019).

2.2. Breve historia de la cerveza

La cerveza, aunque no igual a la que conocemos actualmente, ha sido encontrada en
diversas partes del mundo (norte de Africa, Europa, China) desde hace miles de afios
no siendo claro si la técnica de producir esta bebida se originé en un lugar y luego se
expandio al resto, o si se descubrié en varios lugares de forma independiente. Las
primeras evidencias aparecen en China y Mesopotamia hace unos 6000 - 7000 afos
(Cabras & Higgins, 2016; Poelmans & Swinnen, 2011). Su produccién era por
fermentacion espontanea, a partir de cereales humedecidos y germinados expuestos al

aire.

Esta bebida se extendio por el antiguo Egipto alrededor del 3000 ac, siendo consumida
por todas las clases sociales, tanto en ocasiones cotidianas como en festividades
(Poelmans & Swinnen, 2012). La elaboracién de cerveza era realizada por mujeres, ya

que se consideraba una tarea cotidiana.

Posteriormente con la expansion del imperio romano, se impuso el consumo del vino y
cultivo de la vid, ya que consideraban que la cerveza era una bebida para las clases
inferiores. Sin embargo, varios pueblos europeos conquistados por los romanos, como
las tribus Celtas y las regiones donde la influencia de las tribus Germanicas era fuerte
(regidn actual de Bélgica, Alemania) siguieron consumiendo cerveza (Poelmans &
Swinnen, 2011)

Alrededor del 800 dc con el imperio de Carlo Magno surgio la elaboraciéon de cerveza
en monasterios. Previo a la aparicion del lupulo, el “grut” o “gruit’” era uno de los
ingredientes utilizados compuesto por una mezcla a base de hierbas, cuya composicion
variaba de acuerdo a la regién, y aportaba atributos sensoriales (Romero-Medina et al.,
2020). En esta época fue que comenz6 a utilizarse el lupulo como ingrediente, debido a

su influencia en el sabor y conservacion de la cerveza, aunque pasaron varios siglos
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mas antes de que esta practica fuera extendida a otras regiones (Poelmans & Swinnen,
2012).

En el siglo XIV, disminuyé la produccién de cerveza en monasterios y surgieron las
cervecerias comerciales, motivado en parte por el aumento del ingreso y la expansion

del comercio y las ciudades (Poelmans & Swinnen, 2011).

Guillermo IV de Baviera promulgé en 1516 la ley de la pureza o ‘Reinheitsgebot’ que
especificaba que la cerveza solo podia elaborarse utilizando agua, malta de cebada y
lupulo (Meussdoerffer, 2009). En esa época se desconocia de la existencia de las
levaduras. Paso casi un siglo mas para que Anton van Leeuwenhock observara
utilizando un microscopio pequefios elementos interconectados que en ese momento
no fueron considerados organismos vivos. La teoria mas aceptada en la época era que
la fermentacion era una reaccion quimica espontanea promovida por el contacto con el
aire, y que las levaduras observadas eran un producto secundario de dicha reaccion
(White & Zainasheff, 2010).

Otro siglo transcurrio antes de que Antoine Lavoisier and Joseph Gay-Lussac,
formularan la reaccion basica que ocurre durante la fermentacion, donde el mosto de

uva se transforma en acido carbdnico y alcohol (Steensels & Verstrepen, 2014).

La existencia de las levaduras como organismos vivos no fue conocida hasta mediados
del siglo XIX, gracias a los descubrimientos de Luis Pasteur. Hacia mitad del siglo, el
uso la fermentaciéon espontanea comenzé a declinar estableciéndose el concepto de
fermentacion controlada, al inocular el mosto con cultivos de levaduras especificas
(Basso et al., 2016; Lodolo et al., 2008). Christian Hansen, de la cerveceria Carlsberg
fue uno de los pioneros en estas practicas, mejorando la calidad y consistencia de la
cerveza (Cubillos et al., 2019) Es asi como comenzo el proceso de domesticacion de
las levaduras cerveceras, a través de procesos de seleccion natural y artificial,
generando cepas altamente especializadas y adaptadas. Esto también tuvo un impacto
en la reduccién de la diversidad de levaduras cerveceras. Los avances tecnologicos de
este siglo, como la refrigeracion, pasteurizacion y domesticacién de levaduras que
permitieron tener un mayor control del proceso y producto, asi como otros avances
industriales como el motor de vapor que amplié las posibilidades de distribucion,
produjeron un gran aumento en las ventas y globalizacion de la cerveza (Cabras &
Higgins, 2016).

El siglo XX se caracterizé por una consolidacion de las cervecerias, tanto en Europa
como Estados Unidos, aumentando la produccién y consumo, pero reduciéndose el

namero de cervecerias (Poelmans & Swinnen, 2012). Las grandes cervecerias,
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crecieron y adquirieron globalidad en detrimento de la pequefa industria. Alrededor del
mundo, las ales tradicionales perdieron mercado y las cervezas lager dominaron el

mercado (Poelmans & Swinnen, 2012).

2.3. Revolucion de la cerveza artesanal

La falta de variedad y estandarizacion de la cerveza generd un efecto contrario,
provocando un alza en la demanda por productos diferentes. En Estados Unidos, surgio
en 1980 un renovado interés del consumidor por cervezas tradicionales como porters,
pale ales, stout, etc. Ya en 1990, la tendencia de producir cervezas tradicionales y de
estilos particulares se extendio al surgir y crecer las micro cervecerias, extendiéndose
nuevamente la utilizacion de levaduras ale. Este movimiento de micro cervecerias se

observo también en otras regiones, tal como Europa (Poelmans & Swinnen, 2011).

Nuestro pais comenzé a experimentar este fendmeno alrededor del afo 2006,
experimentando su maximo entre los anos 2013 al 2017. La pandemia por COVID-19
ocurrida en 2020 generd una disminucion de las ventas de la mayoria de las cervecerias
artesanales nacionales. Como estrategia para enfrentar los efectos negativos de la
pandemia, una variedad de empresas desarrollé productos o servicios para seguir

promoviendo la demanda (Santa Cruz & Sosa, 2021).

Considerando que el mercado cervecero esta en constante evolucion, con la elaboracion
de productos diversos y la busqueda de nuevas estrategias para promover el consumo,
se presentan multiples oportunidades para investigar nuevas formas de produccion. Una
de las estrategias consiste en utilizar insumos innovadores que ofrezcan un valor

agregado diferencial.

2.4. Levaduras no convencionales para la produccién de cerveza

El uso generalizado de levaduras S. cerevisiae seleccionadas para la produccion de
diferentes tipos de bebidas y alimentos, como vino, pan, cerveza, viene dado por varias
caracteristicas de interés como la producciéon de aromas deseados, la ausencia de
produccion de toxinas, la alta produccién y tolerancia al etanol (Johnson & Echavarri-
Erasun, 2011; PiSkur et al., 2006). Sin embargo, la domesticacién de levaduras provoca

una reduccion de la diversidad microbiolégica disminuyendo las caracteristicas
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sensoriales y complejidad del producto final (Burini et al., 2021; Steensels & Verstrepen,
2014).

El metabolismo de las levaduras es responsable, ademas de producir etanol y CO-
durante la fermentacién alcohodlica, de formar diversos productos metabdlicos
secundarios que afectaran el sabor y aroma de la cerveza y que son dependientes de
la cepa de levadura utilizada (C. Varela, 2016). Estos compuestos son intermediarios en
diversas vias metabdlicas que van desde el catabolismo de los componentes del mosto
hasta la sintesis de los compuestos necesarios para el crecimiento de la levadura
(Stewart, 2017).

Teniendo en cuenta la demanda de los consumidores por productos novedosos e
innovadores, se han realizado diversas investigaciones en el desarrollo de cervezas
especiales, particularmente para la produccion de cervezas con sabores y aromas
novedosos, cervezas bajas en alcohol, cervezas funcionales y cervezas reducidas en
calorias (Blanco et al., 2014, 2016; Burini et al., 2021; Villarreal et al., 2022). De esta
manera ha surgido la busqueda de levaduras no convencionales para la produccién de
cerveza, que incluyen a las levaduras Saccharomyces no tradicionales, asi como en

levaduras no - Saccharomyces.

A pesar de que generalmente las levaduras no convencionales presentan bajo
rendimiento de fermentacién y son mas sensibles al estrés por etanol (Burini et al.,
2021), proporcionan una fuente de insumos alternativos al producir diversos metabolitos

que aportan complejidad de sabor y aromas (Basso et al., 2016).

Dentro de las levaduras Saccharomyces no tradicionales en la produccién de cerveza,
pueden encontrarse aquellas S. cerevisiae que tuvieron un proceso de domesticacion
diferente como las levaduras noruegas farmhouse, levaduras salvajes aisladas de
ambientes naturales o bebidas tradicionales (Cubillos et al., 2019). También estan las
levaduras de diferente especie a S. cerevisiae como es el caso de S. eubayanus (Burini
et al., 2022).

En cuanto a las levaduras no - Saccharomyces, histéricamente hay estilos de cerveza
que se han producido con estas levaduras, como son las cervezas belgas lambicas y
las gueuzes, generadas a través de fermentaciones espontaneas (Basso et al., 2016;
lorizzo et al., 2021; Petruzzi et al., 2016).

En los ultimos anos se han reportado diversas investigaciones sobre el uso de las
levaduras no Saccharomyces, encontrando potencial para su uso en la produccion de

cerveza. Entre ellas encontramos levaduras de diversos géneros Hanseniaspora,
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Lachancea, Torulaspora, Brettanomyces, Kazachstania, Wickerhamomyces,
Kluyveromyces, Zygoascus, Picchia, Torulaspora (Gutiérrez et al., 2018; Holt et al.,
2018; Kayadelen et al., 2023; Larroque et al., 2021).

Particularmente, Domizio et al. (2016) estudiaron levaduras de la especie Lachancea
thermotolerans para la produccion de cerveza. Realizaron ensayos con diferentes cepas
para comprobar caracteristicas de interés como el uso de maltosa y maltotriosa, y
produccién de glicerol. Seleccionaron 3 en las que realizaron andlisis adicionales
(tolerancia al lupulo, floculacién, estabilidad de espuma, entre otros), concluyendo que
levaduras de esta especie son interesantes candidatas para la produccion de cerveza,

en particular para la produccién de cervezas acidas.

También se ha reportado la utilizacién de levaduras no convencionales utilizando
cultivos mixtos, como en el caso de la dupla Saccharomyces cerevisiae y Torulaspora
delbrueckii que mostraron evaluaciones sensoriales positivas respecto a cervezas

producidas solo con S. cerevisiae (Kayadelen et al., 2023).

Larroque et al. (2021) estudiaron el potencial de levaduras Saccharomyces y no -
Saccharomyces autdctonas para la produccion de cerveza. Seleccionaron ftres
levaduras de las especies Saccharomyces cerevisiae, Zygoascus meyerae y Pichia
andémala, para utilizarse en cultivos mixtos entre Saccharomyces y no Saccharomyces
con caracteristicas de interés para la produccion de cerveza, particularmente con los
aromas producidos para estilos particulares de cervezas. También evaluaron una cepa
nativa uruguaya de la especie Hanseniaspora vineae que mostréd producir perfiles
aromaticas frutales de interés y que ha sido recientemente patentada por el grupo de
trabajo del Area Enologia y Biotecnologia de las Fermentaciones de Facultad de

Quimica para su uso en vinos por la empresa Oenobrands.

2.5. El consumidor como herramienta para diseiar productos

Las preferencias de los consumidores pueden generar cambios en la forma y tipo de
produccién, asi como en el tipo de producto, como ocurrié con la revolucion de la
cerveza artesanal. Diversos estudios han mostrado la importancia del desarrollo de
productos con un enfoque orientado al mercado (Donadini & Porretta, 2017; Gémez-
Corona et al., 2016; Reinbach et al., 2014).

Los consumidores buscan experiencias sensoriales placenteras, significativas,

auténticas y Unicas a través de los alimentos que consumen (Rivaroli et al., 2020). En
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particular la cerveza artesanal es un producto simbdlico basado en la experiencia,
encontrandose que la principal motivacion para su consumo es la busqueda de
autenticidad (Gémez-Corona et al., 2016). En ltalia, Aquilani et al. (2015) concluyeron
que el éxito de la cerveza artesanal se debe principalmente a la calidad de la cerveza y
sabores diferenciales. Establecer perfiles de los consumidores para el mercado local
resulta de interés para enfocar qué caracteristicas son mas relevantes en la elaboracion

del producto y mejorar ademas estrategias de marketing.

Para obtener un entendimiento de los patrones de las preferencias de los consumidores
hay disponibles varios métodos y técnicas (Hernandez-Mora et al., 2022; P. Varela &
Ares, 2014). Las pruebas con consumidores son una herramienta muy utilizada para
evaluar las caracteristicas sensoriales de productos, pudiéndose utilizar por ejemplo
preguntas del tipo ‘Marque todo lo que corresponda’ (CATA: Check All That Apply),
siendo metodologias mas sencillas y rapidas que utilizar paneles con evaluadores
entrenados (Jorge et al., 2015). En este enfoque, a partir de una lista que se presenta,
se les solicita a los consumidores que seleccionen todos los términos que describan
apropiadamente el producto que estan evaluando, determinando la relevancia de cada

término calculando la frecuencia de uso (Alcaire et al., 2017).

En la busqueda de antecedentes para la realizacion de esta tesis, no se han encontrado
publicaciones que estudien la percepcion y motivacion del consumidor uruguayo, asi

como las caracteristicas sensoriales de cervezas artesanales nacionales.

2.6. Cervezas reducidas en carbohidratos

En los ultimos anos se ha observado una tendencia al consumo de productos mas
saludables, donde con respecto a las bebidas se ha visto reflejado en un aumento de
demanda de cervezas light, y de cervezas reducidas en alcohol o sin alcohol
(Chrysochou, 2014).

Es importante diferenciar las cervezas light de las cervezas reducidas en carbohidratos.
Las primeras usualmente tienen una reduccién en los carbohidratos no fermentables y
en el contenido de alcohol, mientras que las segundas como su nombre lo indica sélo
tienen una disminuciéon en el contenido de carbohidratos. El aporte calérico de las
cervezas esta dado principalmente por el alcohol con 7 kcal/g, contribuyendo los

carbohidratos en menos proporcion con 3,75 kcal/g (Bamforth, 2005).
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Como se menciond previamente, el mosto estda compuesto por azucares fermentables,
(glucosa, maltosa y maltotriosa) y por azucares complejos no fermentables,
principalmente dextrinas y dextrinas limitantes. Estos azucares no fermentables se
mantienen en la cerveza, proporcionando calorias al consumidor final de la cerveza al
poder ser hidrolizadas a glucosa durante la digestién e ingresar al torrente sanguineo
(Yeo & Liu, 2014).

Para producir cervezas reducidas en calorias se pueden utilizar diversas estrategias.
Una de ellas es la dilucion de los carbohidratos del mosto con agua. La desventaja es
que se producen cervezas calificadas como acuosas y menos valoradas por los

consumidores (Basso et al., 2016).

Oftra estrategia es la utilizacion de levaduras manipuladas genéticamente, donde se
incorporan genes que codifican para glucoamilasas y a-amilasas a levaduras cerveceras
(Blanco et al., 2014). Sin embargo, no todos los mercados permiten la utilizacion de
microrganismos genéticamente modificados en la produccion de alimentos por lo que

puede ser una estrategia de baja aplicabilidad.

El aumento de la fermentabilidad del mosto es otra posibilidad, utilizando condiciones
particulares de maceracioén o agregado de enzimas comerciales como glucoamilasas y
dextrinasas, que degraden las dextrinas residuales (Blanco et al., 2014; Matthews et al.,
2001).

También puede utilizarse un mosto convencional, donde la fermentacién sea inoculando
microorganismos con actividad enzimatica que degraden los carbohidratos complejos o
utilizando levaduras superatenuantes (Blanco et al., 2014; Burini et al., 2021). El grado
de atenuacién es utilizado por los cerveceros para describir la fermentacion de los
azucares extraidos durante la maceracién. En particular para la primera estrategia, se
reportan la utilizacion de Brettanomyces y Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus,
que producen glucoamilasas y glucosidasas, enzimas capaces de hidrolizar
carbohidratos no fermentables en el mosto a azucares simples, que seran
posteriormente fermentados y por lo tanto produciendo una cerveza reducida en hidratos

de carbono (Meier-Dornberg et al., 2018).

La obtencion de cervezas reducidas en carbohidratos con un buen balance de sabor y
cuerpo presenta un desafio, ya que suelen considerarse aguadas y carentes de
sensacion en boca, lo que ha provocado su escasa aceptacion en Europa en
comparacion con Estados Unidos (Malfliet et al., 2009). La utilizacién de levaduras no

convencionales puede dar una respuesta a estas caracteristicas.
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3. Insumos microbiolégicos

Resumen

El objetivo de este capitulo fue obtener levaduras nativas como insumo microbiolégico
para la elaboracion de cervezas reducidas en carbohidratos. Se realizaron aislamientos
a partir de insumos cerveceros, asi como de uvas, plantas y frutos nativos. Se obtuvo
una coleccion de 268 levaduras, aisladas mayoritariamente de uvas, que fueron
evaluadas y seleccionadas en una primera instancia de acuerdo a su capacidad de
fermentar maltosa y su actividad amilasica. La actividad amilasica fue positiva para 56
levaduras. A su vez, 27 levaduras fueron capaces de fermentar la maltosa, siendo 14
de ellas no Sacharomyces. No se encontraron levaduras que presentaran ambas
caracteristicas de interés. Posteriormente se realizaron fermentaciones a escala de
laboratorio para evaluar la capacidad fermentativa de las levaduras no Saccharomyces
con capacidad de fermentar maltosa. Se evaluo la liberacién de anhidrido carbénico
medido por pérdida de peso a lo largo de la fermentacion y se compard con una levadura
comercial. También se evalué la cantidad de maltosa, glucosa y maltotriosa remanente
al finalizar la fermentacion, asi como la produccion de glicerol y etanol, mediante
cromatografia liquida de alta resolucién. A través de los ensayos realizados se encontré
que una levadura de la especie Starmerella meliponinorum codificada como M18_13 es
una interesante candidata para la produccion de cervezas reducidas en carbohidratos
debido a su capacidad de consumir elevadas cantidades de maltotriosa. Ademas, se

destaco por su produccién de glicerol y etanol.
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3.1. Materiales y métodos

3.1.1. Aislamiento de levaduras nativas

Se aislaron levaduras a partir de insumos de la industria cervecera (cebada, trigo,
lupulo), frutos y arboles nativos, uvas, y otras plantas. Los medios de cultivo utilizados

se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Medios de cultivo utilizados para el aislamiento de levaduras.

Nombre Composicion Observaciones Caracteristicas

YPD Dextrosa 20 g/L, Extracto de Esterilizar en
levadura 20 g/L, Peptona 10 autoclave
g/L, Agar 10 g/L.

YPM Maltosa 20 g/L, Extracto de Esterilizar en
levadura 20 g/L, Peptona 10 autoclave
g/L, Agar 10 g/L.

WL Nutrient Agar 75g/L Esterilizar en Pallman et al., 2001
(Sigma) autoclave

ChromAgar 47,7g/L. Esterilizar  por

(Difco): hervido.

3.1.1.1. Aislamiento de levaduras a partir de diferentes variedades de uva

Las uvas se colectaron de las zonas vitivinicolas de los departamentos de Canelones,
Maldonado y Rivera. Para los aislamientos a partir de uva se generé un mosto en
primera instancia y se realizaron aislamientos tanto del mosto como de la fermentacion

del mismo de acuerdo al protocolo que se detalla a continuacion.

a. Sin lavarlas, se separaron las uvas del escobajo manipulando lo menos posible
y cuidando la asepsia para no contaminarlas (para este paso y el siguiente se
utilizaron guantes descartables).

b. Se colocaron las uvas sanas en un recipiente de boca ancha (ej: vaso de
bohemia) previamente sanitizado con alcohol 70% y se molieron con el pufio de

la mano (dejando el hollejo lo mas entero posible, sin triturar en exceso). Se
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trasvaso el contenido del mosto a un matraz estéril rotulado con fecha, variedad
de uva y origen.

A partir del mosto previamente agitado se realizé una dilucién 1:100 con suero
fisiologico estéril, sembrandose 100 ul en superficie de placas conteniendo
medio de cultivo ChromAgar. La placa sembrada correspondié al dia 0 de
fermentacion. Se incubaron a 28°C por 48-72 hs.

Se tapo el matraz con parafilm realizando pequefias perforaciones y se incubd
en estufa refrigerada a 20°C para favorecer la fermentacion.

El mosto se dejé fermentar durante 3 o 4 dias, agitando diariamente y
observando la aparicion de burbujas. Al dia 3 0 4 de fermentacion, se repitieron
los pasos (c-d). Debido a que a medida que avanzan los dias la poblacién de
microorganismos aumenta, fue necesario diluir mas el mosto para la siembra en
superficie.

Luego de incubadas las siembras en superficie, se seleccionaron 2 colonias de
cada tipo describiéndose color, forma, tamano, textura, brillo y consistencia. Se
realizaron estrias en WLN para obtener colonias aisladas. Se incubaron a 28°C
48-72 hs.

Se tomo una colonia aislada y se estrié nuevamente en ChromAgar para obtener
nuevamente colonias aisladas y asegurar su pureza. Se incubaron a 28°C 48-72
hs.

Se anoté la descripcion morfoldgica de las colonias.

3.1.1.2. Aislamiento de levaduras a partir de otros materiales

También se realizaron aislamientos de levaduras a partir de insumos alternativos como

cereales malteados provenientes de cervecerias; colecta de frutos nativos (guayabo,

araza y pitanga) recolectados en Canelones y Rivera; hojas, raices y corteza de arboles

de salida de campo a bosque nativo en el Instituto Nacional de Investigacién

Agropecuaria (INIA, estaciéon experimental Las Brujas); y cereales en salida de campo

a zona cerealera de Canelones.

Debaijo se indican los pasos seguidos para el aislamiento de levaduras a partir de dichos

materiales.

a. Segun la materia prima de partida se procedié de la siguiente manera para

realizar los aislamientos:

i. Cebaday trigo: se peso 1g
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i. Plantas y frutos: se cortaron pequenos trozos de 2 o 3
frutos/hojas/raices distintas

b. Se colocé el material en tubos estériles de 12 mL con 10 mL de medio de cultivo
YPM o YPD. Se incubaron en estufa a 28°C, durante 24-48hs.

c. Se agité y se tomaron 100 ul para sembrar en superficie de placas con medio de
cultivo ChromAgar. Se incubaron las placas a 28°C durante 48-72 hs.

d. Se selecciond una colonia de cada tipo diferente que se encuentren bien aisladas
y se realizaron estrias en medio de cultivo WLN para obtener colonias aisladas.
Se incubaron a 28°C durante 48-72 hs.

e. Nuevamente se tomaron colonias aisladas y se estriaron en medio de cultivo
ChromAgar para obtener nuevamente colonias aisladas y asegurar su pureza.
Se incubaron a 28°C durante 48-72 hs.

f. Se anotd la descripcion morfolégica de las colonias.

Para todos los casos, las cepas se conservaron en frezzer a -70°C, con solucién de

glicerol 20%.

3.1.2. Caracterizacion primaria de levaduras

La seleccioén primaria de las levaduras se realizé mediante el screnning de fermentacion

de maltosa y actividad a y 3 amilasa.

3.1.2.1. Actividad amilasica

La actividad amilasica se evalué mediante un método basado en la reaccién de yodo
(Larroque, 2020). Se utilizé el medio de cultivo MAA (Medio de Actividad Amilasica):
almidon soluble 5g/L y TSA 40g/L. Se autoclavo y repartié en placas. Las levaduras a
evaluar se sembraron en estrias como en la Figura 3 (hasta 6 por placa) junto con una
cepa de Bacillus sp. como control positivo. Se incubaron durante 48hs a 28°C. Luego
se revelaron con solucion de lugol. Se consideraron positivas las colonias con halo
amarillento (la observacion debe ser rapida). Se midié cualitativamente la actividad
amilasica como menor, igual o mayor al control (Bacillus sp.), comparando el tamafio

del halo producido en la placa.
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0 Control positivo

IS

Figura 3. Esquema de sembrado para evaluar actividad amilasica

3.1.2.2. Fermentacion de maltosa

Para las levaduras aisladas a partir de mosto de uva, primero se identificaron a nivel de
especie (ver seccion 3.1.3), y solo en los casos que, de acuerdo con la guia ‘Summary
of Species Characteristics’ (Kurtzman et al., 2011), la especie presenta la capacidad o
potencial capacidad de fermentar maltosa (el azucar principal del mosto cervecero), o
en aquellas levaduras que no estan incluidas en dicha guia, se realiz6 el ensayo de

fermentaciéon de maltosa.

Para evaluar el desempefio de las levaduras frente a la maltosa se realizé un ensayo en
tubos utilizando campanas de Durham (Kurtzman et al., 2011). La liberaciéon de CO; que
ocurre durante la fermentacion del azicar hace que la campana se eleve a distintos

niveles. Se listan a continuacion los pasos a seguir para el ensayo.

a. Se prepararon las siguientes soluciones y se esterilizaron mediante filtracion con
membrana de 0,2 micras

— Solucién de Maltosa (10x): YNB (Yeast Nitrogen Base) 0,67 g, Maltosa 0,5 g,
Agua destilada 10 mL

— Solucién control positivo (10x): YNB (Yeast Nitrogen Base) 0,67g, Glucosa 0,5
g, Agua destilada 10 mL

— Solucién control negativo (10x): YNB (Yeast Nitrogen Base) 0,67g, Agua
destilada 10 mL

b. Para cada cepa a estudiar se prepararon 3 tubos con la soluciéon de maltosa, 2
tubos con solucion control positivo y un tubo con solucién control negativo.

c. Se colocd en un tubo de ensayo estéril 1mL de la solucion correspondiente y 9

mL de agua destilada estéril.

32



d. Cada levadura a estudiar se inoculé previamente en suero fisioldgico hasta
obtener una turbidez segun la escala Mc Farland 1. En cada tubo preparado en
el punto (c) se inocularon 500 uL de la levadura que esta en suero fisioldgico
segun Escala Mc Farland.

e. Se colocaron las campanas de Durham cuidando la esterilidad (se colocaron con
pinzas previamente sumergidas en alcohol 70% y flambeadas en el mechero),
chequeando que luego de ser colocadas no quedara oxigeno introducido en las
mismas.

f. Se incubaron todos los tubos en estufa a 25°C durante 3 semanas y se observo

su evolucion.

3.1.3. Identificaciéon molecular

Las levaduras de interés se identificaron a nivel de especie mediante la secuenciacion
del dominio variable D1/D2 en el extremo 5’ del gen de la subunidad 26S del ADNr
(Kurtzman & Robnett, 1998) y la posterior busqueda de homologias en la base de datos

del National Center for Biotechnology Information (NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Para la extraccion de ADN se adapto el método de Godoy (Godoy, 2013). Se cuantificd
el ADN mediante NanoDrop®. Para la amplificacion por PCR se utilizé el ciclo y los
primers NL-1 (50-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) y NL-4 (50-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG) (Kurtzman & Robnett, 1998; Salgado Silva et al., 2020).
La secuenciacioén de la region amplificada fue secuenciada utilizando el primer NL-1. La
amplificacién por PCR y secuenciacion fueron realizadas por la empresa Macrogen
Korea.

Las secuencias recibidas fueron analizadas y depuradas segun la calidad de las mismas
utilizando el programa Mega5 (Tamura et al., 2011). Las secuencias obtenidas se
compararon con la base de datos del NCBI, utilizando su programa BLASTn

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).
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3.1.4. Evaluacién de la capacidad fermentativa

Considerando las levaduras que fermentaron la maltosa, se realizaron fermentaciones
a escala de laboratorio (microfermentaciones) en matraces de 125 mL y 250 mL, para

evaluar su desempefio en un simil mosto cervecero.

Para las primeras microfermentaciones se utilizé el simil mosto cervecero disefiado por

Larroque et al. (2021), cuya composicion se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicion simil mosto cerveza

Compuesto Mosto (Larroque et al., 2021) Mosto Ajustado

Extracto de 70 g/L 70 g/L

malta

Glucosa 30 g/L 5g/L

Maltosa - 30g/L

Peptona 1,5g/L 1,5g/L

K2HPO4 1,14 g/L 1,14 g/L

MgS04.7H20 1,23 g/L 1,23 g/L

CaCl2.H20 0,44 g/lL 0,44 g/lL

Solucion MnCI2-4H20 200 pg/L, ZnCI2 135 MnCI2-4H20 200 pg/L, ZnCI2 135

elementos pg/L, FeCl2 30 pg/L, CuCI2 15 pg/L, pg/L, FeCl2 30 pg/L, CuClI2 15 pg/L,

traza H3BO3 5 pg/L, CO(NO3)2-6H20 30 H3BO3 5 pg/L, CO(NO3)2-6H20 30
pg/L, NaMo0O4.2H20 25 pg/L, KIO3 pug/L, NaMoO4.2H20 25 ug/L, KIO3
10 pg/L (previamente esterilizados 10 pg/L (previamente esterilizados
por filtracion con membrana 0,45 por filtracion con membrana 0,45
mn) mn)

Tiamina 0,5 mg/L (previamente esterilizados 0,5 mg/L (previamente esterilizados

por filtracion con membrana 0,45
mn)

por filtracién con membrana 0,45
mn)

Se analiz6 su contenido de azucares mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
con detector de indice de refraccién (HPLC-RI). En base a los resultados se ajusto el
disefio del mosto (Tabla 2) considerando un contenido de azucares similar al mosto
cervecero real (sin considerar el lupulo), de manera de utilizarlo en las siguientes

fermentaciones a escala de laboratorio.
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Tabla 3. Composicion de principales azucares (g/L) de simil mosto cerveza

Compuesto Mosto Larroque et al. 2021 Mosto ajustado
Glucosa 35 12
Maltosa 30 60
Maltotriosa 10 12

3.1.4.1. Microfermentaciones

A lo largo del trabajo de tesis, se realizaron microfermentaciones con un volumen de

50mL, 70mL y 120mL de medio, por triplicado para cada levadura.

Para el indculo, se realizaron pie de cuba para cada levadura, utilizando matraces con
15 ml de simil mosto, donde se inocularon 2 a 3 colonias aisladas de cada levadura y
se mantuvieron en agitacion a 25°C hasta el dia siguiente. Posteriormente para la
fermentacion en cada matraz se inoculo la levadura de interés a partir del pie de cuba
correspondiente para obtener una concentracion final de 108 cel/mL. Se incub6 en estufa
a 20°C.

El avance de la fermentacion se controlé diariamente mediante pérdida de peso debida
a la liberaciéon de CO, (F. M. Carrau et al., 2008)., expresandose en gramos cada 100
mL. La fermentacion alcohdlica se dio por finalizada cuando la pérdida de peso alcanzd

un valor constante.

Para los ultimos ensayos se midié la densidad con densimetro EasyDens (Anton Paar)
al inicio y al final de la fermentacién. Con los datos obtenidos se calculd la atenuacién
aparente (%) segun: (Di-Df)/Di)*100

Al finalizar la fermentacion alcohdlica se tomaron muestras de cada matraz, agitando
previamente, y se realizaron recuentos en camara de Neubauer y controles de pureza
mediante siembra en superficie en placa de cultivo con medio WLN. La mismas se
incubaron 48 horas y se corroboré la ausencia de contaminacion microbiologica y el

crecimiento de la levadura sembrada en cada caso.

Posteriormente se almacenan los matraces en heladera durante 24 horas y se filtran

con prefiltro estéril y luego membrana de 0,45 micras.
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3.1.4.2. Analisis por HPLC

Las muestras filtradas se analizaron mediante analisis cromatografico por HPLC con
indice de refraccion (HPLC-RI) (equipo Shimadzu). Para esto se utilizé una columna
Supelcogel C-610H (Supelco®), con fase mévil H,SO4 0,005N, flujo 0,5 mL/min, 55°C.

Se prepararon solucione de glucosa, maltosa, maltotriosa, glicerol y etanol de acuerdo
con las concentraciones de la Tabla 4 para elaborar curvas estandar para identificar y

cuantificar dichos compuestos.

Tabla 4. Concentraciones para curvas estandar para cada compuesto evaluado.

Compuesto Concentracion (g/L)
Glucosa 20; 10; 5; 2,5; 1,25
Maltosa 32:16; 8; 4; 2
Maltotriosa 20;10; 5; 2,5

Glicerol 8;4;2;1;0,5

Etanol 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625

3.1.4.3. Analisis estadistico

Para las curvas de fermentacion, densidad, recuentos y analisis por HPLC — RI se

realizé el promedio de las réplicas bioldgicas y se calculd el desvio estandar.

Se calcularon las diferencias significativas de cada tratamiento realizando analisis de
varianza (ANOVA), siendo la variable de clasificacién las levaduras y las variables
dependientes los gCO, / 100 mL para el seguimiento de las fermentaciones, las
levaduras vivas / muertas para los recuentos finales y los azucares en el caso de los
resultados de HPLC — RI. Cuando se identificaron diferencias significativas en el ANOVA
se realizo el test de Tukey de comparacién de medias con un nivel de significancia de

0,05. Se utilizé el programa Infostat version 2020 (Di Rienzo J.A. et al., 2020)
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3.2. Resultados

3.2.1. Aislamiento de levaduras

Se obtuvo una coleccion de 268 levaduras nativas para explorar su potencial uso en la
produccion de cerveza. El 38% fue aislado a partir de materiales de la industria
cervecera (trigo, cebada, lupulo), frutos y arboles nativos, asi como flores (Figura 4). Se

observa en ese grupo predominancia de aislamientos de Trigo y Pitanga, con un 10% vy

un 8% respectivamente.

Origen levaduras

Lapulo 1%
Guayabo 1%
Espinillo 1%

Arrayan 1%
Tala 1%
Roble 1%
Sombra de Toro 2%
Cebada 2%
Lantana camara 3%
Araza 3%
Coronilla 3%
Trigo 8%
Pitanga 10%
Uva

62%

Figura 4. Origen de las levaduras aisladas

El 62% de la coleccion restante provino de levaduras halladas en uvas de distintas
variedades de acuerdo con el detalle de la Figura 4.

En la Figura 5 se observa la diversidad de levaduras obtenidas de las distintas
variedades de uva, ya sea de la uva directo o del mosto fermentado. Merlot fue la
variedad con mayor cantidad y diversidad de especies, seguido por la uva Tannat. Estas
dos variedades son las principales de los vifiedos uruguayos, estando entre las
variedades de uva tinta mas plantadas (Medina et al., 2019). Saccharomyces cerevisiae

fue la especie mas abundante en la uva Merlot seguida de Hanseniaspora vineae,
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Aureobasidium pullulans y Cryptococcus flavescens. En el caso de las uvas Tannat, la
especie dominante fue Aureobasidium pullulans, seguido de Hanseniaspora uvarum. La
uva Chardonnay fue origen del 14% de las levaduras provenientes de uva, mostrando
también una gran variedad de especies. El resto de las variedades de uva aportaron a

la coleccién menor cantidad y diversidad de levaduras.

Albarifio Cabernet Franc Cabernet Sauvignon

Rhadotorula giuti

sp1z »
Metschikowia 0%
chrysoperlge 10%

uuuuuuuuuuuu
uvarum 22%
Aurecbasidium Lachancea Candida...
pullulans 45% thermatolerans 20%
Cryptococcus flavescen bll‘v “

Cryptococcus flavescens 20%

Lochenceo thermatalerans 28%

Marselan Merlot
omerellomelgonin

soccharomyees

o Cryptococeus
magnus 50%

Moscatel Riesling
starmerell Condidoazyma
bacillaris 13% 1.2

saccharomyces
cerevisioe 25%

ula
% Aureobasidium
il i ure um

Pichia terricoia Xy Ceu
20% Slavescens 208

N ianseniasporauvarum

. . Metschnikowiasp. 25%
H or

Tempranillo

13% vineae 12%

Saccharomyces cerevisioe Zygosaccharomyees baifi
8% 1%
Rhedatorula grominis
Aureobasidtum pullulans
Lach fera
& 17%

Figura 5. Porcentaje de especies encontradas en las distintas variedades de uvas colectadas en

vifiedos del Uruguay,

Teniendo en cuenta la riqueza microbioldgica encontrada en las uvas, se identificaron
molecularmente las levaduras de esta materia prima. Los géneros mas abundantes
fueron Hanseniaspora sp., Aureobasidium sp. Cryptococcus sp. (Figura 6), de acuerdo

a la comparacién realizada con secuencias del repositorio NCBI.
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Identificacion de levaduras - uvas

Meyerozyma guilliermondi 1%
tchenkia terricola 1%
1agnum 1%
nsenii 1%
car 1%
ailii 1%
sp. 2%
fa sp. 3%
ncea thermotolerans 5%
Saccharomyces cerevisiae 7%
a sp. 7%
Candida sp. 8%
R torula sp. 9%
Cryptococcus sp. 12%
Aurecbasidium sp. 19%
Hanseniaspora sp. 22%

0% 5% 10% 15% 20% 25%
Figura 6. Identificacion a nivel de especie de las levaduras aisladas de uvas

También se identificaron mediante técnicas moleculares algunas levaduras que

mostraron la capacidad de fermentar maltosa (ver sesion 3.2.2.2).

3.2.2. Caracterizacion primaria de levaduras

3.2.2.1. Actividad amilasica

De la coleccién de 268 levaduras evaluadas, el 21% presenté actividad amilasica
positiva. De las 56 levaduras con actividad amilasica, 17 mostraron menor actividad que

el control, 18 igual que el control y 21 mayor que el control.

La mayoria de las levaduras con actividad amilasica pertenecieron a Aureobasidium
pullulans (54%). También se encontraron cepas pertenecientes a Cryptococcus sp. y

Lachancea thermotolerans (Tabla 5).
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Tabla 5. Levaduras con actividad amilasica. Evaluacion cualitativa en base al halo formado en

comparacion con cepa control de Bacillus sp.: ++++ Mucho mas que el control, +++ mas que el

control, = igual al control, - menos que el control

Cédigo Identificacion Material Actividad amilasica
CH18 _5G Aureobasidium pullulans Uva Chardonnay. ++++
M18 141G Lachancea thermotolerans Uva Merlot. ++++
BTP18 8 Sin identificar Pitanga ++++
BBHP17_2  Aureobasidium pullulans Pitanga +++
CF18 _31G  Aureobasidium pullulans Uva Cabernet Franc. +++
CH18 42G  Aureobasidium pullulans Uva Chardonnay. +++
CH18_6G Aureobasidium pullulans Uva Tannat +++
M18 100G  Aureobasidium pullulans Uva Merlot. +++
M18 142Ga Aureobasidium pullulans Uva Merlot. +++
R18_25F Aureobasidium pullulans Uva Riesling. +++
T18_106G Aureobasidium pullulans Uva Tannat. +++
T18 22F Aureobasidium pullulans Uva Tannat California +++
T18_8G Aureobasidium pullulans Uva Tannat +++
BBCo18 11 Sin identificar Coronilla +++
BBHP17_1 Sin identificar Pitanga +++
BBHP17_3  Sin identificar Pitanga +++
BBR18_2 Sin identificar Roble +++
BBTa18_15 Sin identificar Tala +++
BBTa18 36 Sin identificar Tala +++
BPP18_14 Sin identificar Pitanga +++
BTP18 7 Sin identificar Pitanga +++
C18_180F Aureobasidium pullulans Uva Cabernet =
Sauvignon.
CF18_178G  Aureobasidium pullulans Cabernet Franc. =
CF18_32Ga Aureobasidium pullulans Uva Cabernet Franc. =
CH18_15F Aureobasidium pullulans Uva Chardonnay. =
CH18 34G  Aureobasidium pullulans Uva Chardonnay. =
CH18 37G  Aureobasidium pullulans Uva Chardonnay. =
M18 117G Aureobasidium pullulans Uva Merlot. =
M18_165F Aureobasidium pullulans Uva Merlot. =
SE18 45G  Aureobasidium pullulans Uva Semillon. =
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Codigo Identificacion Material Actividad amilasica
T18_104G Aureobasidium pullulans Uva Tannat. =
T18 157F Aureobasidium pullulans Uva Tannat. =
TE18 94G Aureobasidium pullulans Uva Tempranillo. =
AL18 69G Aureobasidium sp. Uva Albarino. =
BMeT17_1 Bullera dendrophila Trigo =
CH18 38G  Debaryomyces hansenii Uva Chardonnay. =
BBCo18 7 Sin identificar Coronilla =
BTP18_ 3 Sin identificar Pitanga =
M18_142Gb  Sin identificar Uva Merlot. =
T18_131G Aureobasidium pullulans Uva Tannat. -
T18_134G Aureobasidium pullulans Uva Tannat. -
T18_135G Aureobasidium pullulans Uva Tannat. -
TE18 95G  Aureobasidium pullulans Uva Tempranillo. -
CH18 71G  Meyerozyma guilliermondii Uva Chardonnay. -
CH18 74Ga Aureobasidium pullulans Uva Chardonnay. -
M18 136G  Aureobasidium pullulans Uva Merlot. -
BCT17_3 Bulleromyces albus Trigo -
BCT17_13 Cryptococcus flavescens Trigo -
CH18 _35G  Cryptococcus magnus Uva Chardonnay. -
CH18 _39Ga Cryptococcus magnus Uva Chardonnay. -
CH18_4G Cryptococcus magnus Uva Chardonnay. -
MC18_29G  Cryptococcus magnus Uva Marcelau. -
AL18 68Gb  Sin identificar Uva Albarifo. -
BBCo18 6 Sin identificar Coronilla -
BTP18_6 Sin identificar Pitanga -
R18_26Fb Cryptococcus flavescens Uva Riesling. -
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3.2.2.2. Fermentaciéon de maltosa

A partir de los ensayos de capacidad fermentativa, 27 levaduras son capaces de

fermentar la maltosa, siendo el 48% Saccharomyces cerevisiae (Tabla 6).

Tabla 6. Levaduras que fermentan maltosa.

Fermenta Actividad

Cédigo Especie Origen Maltosa  amilasica
M18_13G Starmerella meliponinorum  Uva Merlot Si Negativa
CH18 _16F  Candida duobushaemulonii Uva Chardonnay Si Negativa
CH18 _18F Candida duobushaemulonii Uva Chardonnay Si Negativa
TE18 50G Lachancea thermotolerans Uva Tempranillo Si Negativa
AL18 67G Lachancea thermotolerans  Uva Albarifio Si Negativa
L18_84F Lachancea thermotolerans  Uva Albarifio Si Negativa
L18_93F Lachancea thermotolerans  Uva Albarifio. Si Negativa
M18_120G Lachancea thermotolerans Uva Tannat Si Negativa
T18 148G  Pichia guilliermondii Uva Tannat Si Negativa
M18 _160F Lachancea thermotolerans Uva Merlot Si Negativa
C18_173G  Lachancea thermotolerans Uva Cabernet Si Negativa

Sauvignon
C18_182F  Lachancea thermotolerans Uva Cabernet Si Negativa

Sauvignon
BCT17_10  Pichia anomalus Trigo Si Negativa
BPL18_7 Pichia myanmarensis Lantana camara Si Negativa
M18_23F Saccharomyces cerevisiae  Uva Merlot Si Negativa
CF18 56F  Saccharomyces cerevisiae  Uva Marcelau Si Negativa
SE18 60F  Saccharomyces cerevisiae  Uva Semillén Si Negativa
L18 83F Saccharomyces cerevisiae  Uva Albarifio Si Negativa
MO18_88F Saccharomyces cerevisiae  Uva Moscatel Si Negativa
TE18_110F Saccharomyces cerevisiae  Uva Tempranillo Si Negativa
M18 112F  Saccharomyces cerevisiae  Uva Merlot Si Negativa
M18 115G  Saccharomyces cerevisiae  Uva Merlot Si Negativa
M18 129F  Saccharomyces cerevisiae  Uva Merlot Si Negativa
M18 130F  Saccharomyces cerevisiae  Uva Merlot Si Negativa
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Codigo Especie Origen Fermenta Actividad
Maltosa amilasica

T18_156F Saccharomyces cerevisiae  Uva Tannat Si Negativa
M18 162F  Saccharomyces cerevisiae  Uva Merlot Si Negativa
BPBC17_7 Saccharomyces cerevisiae  Cebada Pilsen Si Negativa

Dentro de las levaduras no-Saccharomyces, la mayoria con capacidad de fermentar
maltosa pertenecen a la especie Lanchancea termotolerans, encontrando también

levaduras pertenecientes a Candida sp, Pichia sp. y Starmerella sp. (Tabla 6).

Teniendo en cuenta que no se encontraron levaduras que fermenten la maltosa y a su
vez posean actividad amilasica, se decidio utilizar como estrategia la implementacién de
cultivos mixtos. Los siguientes ensayos se realizaron para evaluar la capacidad
fermentativa de las levaduras que fermentan la maltosa para su potencial uso posterior

en cultivos mixtos con alguna de las levaduras con actividad amilasica.
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3.2.3. Evaluacién de la capacidad fermentativa

Con las levaduras no-Saccharomyces que fermentan la maltosa se realizaron
microfermentaciones utilizando siempre como referencia a la cepa comercial

Saccharomyces cerevisiae S33 (SafAle™ S-33, Laboratorio Fermentis).

En los graficos de la Figura 7 puede observarse el seguimiento de las

microfermentaciones realizadas.
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Figura 7. Seguimiento de fermentaciones por pérdida de CO2, expresados cada 100mL. (A)
Saccharomyces cerevisiae S33, Pichia guilliermondii T18_148, Pichia myanmarensis BPL18_7,
Candida duobushaemulonii CH18 18. (B) Saccharomyces cerevisiae S33, Candida
duobushaemulonii CH16_16, Lachancea thermotolerans AL18 84. (C) Saccharomyces
cerevisiae S33, Lachancea thermotolerans T18_50, Lachancea thermotolerans M18_160. (D)
Saccharomyces cerevisiae S33, Starmerella meliponinorum M18_13, Pichia anomalus
BCT17_10. (E) Saccharomyces cerevisiae S33, Lachancea thermotolerans AL18_93, M18_120,
C18_173, C18_182. (F) Saccharomyces cerevisiae S33, Lachancea thermotolerans AL18_67.
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Respecto a las L. thermotolerans que fermentan maltosa, en general, mostraron
rendimientos interesantes, seleccionandose dos de ellas, AL18 84 y M18 160 para

posteriores ensayos.

Para las fermentaciones D, E y F se evalu6 el producto final mediante analisis por HPLC
— IR, para determinar glucosa, maltosa, maltotriosa (azlucares mayoritarios del mosto

cervecero), glicerol y etanol.

En la Tabla 7 se muestra el promedio de las concentraciones en g/L de los azucares
mayoritarios del mosto (maltotriosa, maltosa, glucosa), glicerol y etanol para cada una

de las cepas estudiadas.

Tabla 7. Concentraciéon en g/L de maltotriosa, maltosa, glucosa, glicerol y etanol de las
microfermentaciones D, E y F (ver Figura 7). Se muestra el promedio de las réplicas y desvio

estandar. s/d: sin determinar (sin estandar). n/d: no detectado

Codigo /[g/lL] Fermentacion Maltotriosa Maltosa Glucosa Glicerol Etanol

S33 D 9,3+0,47 1,3x0,10  0,2+0,01 1,4+0,09 2,9+0,15
BCT17_10 D 9,6+0,21 30,6+0,71 0,3+0,12 0,7+0,01 1,6£0,15
M18_13 D 1,4+0,18 0,2¢0,74  0,7+0,33 3,2#0,13 3,4%0,10
S33 E s/d 0,7¢0,20 n/d 1,9+0,43 2,1+0,42
AL18_93 E s/d 24,5+4,05 n/d 2,9+0,80 1,7+0,23
M18_120 E s/d 13,6+2,22 n/d 3,840,110 2,1+0,17
C18_173 E s/d 14,842,57 n/d 4,0£0,32 2,0+0,08
C18_182 E s/d 15,9+2,45 n/d 4,3+0,21 2,2+0,24
S33 F s/d 0,9+£1,030 n/d 2,4+0,08 2,4+0,22
AL18_67 F s/d 11,6£3,10 n/d 4,0+0,38 2,4+0,28

Respecto a la cepa Starmerella meliponinorum M18_13, es interesante observar el alto
consumo casi total de la maltotriosa, siendo del orden de casi 7 veces mayor que el de
la cepa comercial S33. Al mismo tiempo fue la cepa con mayor produccion de etanol y
se encuentra dentro del grupo de las de mayor produccion de glicerol. Por su
rendimiento en la fermentacion y su consumo de maltotriosa fue también seleccionada

para los posteriores ensayos.
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Respecto al glicerol, se destacaron las cepas L. thermotolerans M18_120, C18_173,
C18_182 y la AL18 67, pero para todos estos casos se registré un bajo consumo de

maltosa lo que limita su seleccién con fines cerveceros.

Con las cepas preseleccionadas, S. meliponinorum M18 13, L. thermotolerans
AL18 84, L. thermotolerans M18_160, se realizaron nuevas microfermentaciones para
comparar, en un uUnico ensayo, su rendimiento respecto a la cepa comercial S33

utilizando el simil mosto con el ajuste en la composicién de azucares.

gC02/100 mL

Tiempo (dias)

—e—S33 —=m - M18_13 AL18_84 M18_160

Figura 8. Microfermentaciones cepas preseleccionadas S. meliponinorum M18_13, L.

thermotolerans M18_160, L. thermotolerans AL18_84. Levadura comercial S. cerevisiae S33.

Como se observa en la Figura 8, la cepa L. thermotolerans M18_160 tiene una curva de
fermentacion mas similar a la cepa comercial S33, aunque tiene diferencias
significativas en su cinética de fermentacion (Tabla 8). Las levaduras S. meliponinorum
M18 13y L. thermotolerans AL18_84 muestran una cinética de fermentacion alcohdlica

sin diferencias significativas entre ellas (Tabla 8).
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Tabla 8. Consumo de CO: por dia para las cepas preseleccionadas y la cepa comercial de

referencia (S33).

Levadura Dia0 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6

S33 0 199%0,14°% 290%0,00¢ 3,14+£0,05¢ 3,29+0,05¢ 3,36 £ 0,08 ¢
M18_13 0 097+0,062 1,61+0,052 2,06+0,022 257+0,032 2,93 10,0302
AL18_84 0 094+0,092 159+0,152 2,02+0,142 2,45+0,1132 2,73+0,052
M18_160 0 1,09+0,062 2,00+0,08° 259+0,08> 289+0,15° 3,03+0,14°

Las letras diferentes denotan diferencias significativas entre las levaduras, segun ANOVA con

test de Tukey, significancia 0,05.

A partir del dia 3 de fermentacién es cuando se observan las mayores diferencias entre

los comportamientos de las cepas, el cual se mantiene hasta el fin de la fermentacion

alcohdlica. A lo largo de todo el transcurso de la fermentacion, la cepa comercial de

referencia es la que posee la mayor capacidad fermentativa, no siendo alcanzada por

ninguna de las otras cepas del ensayo.

En la Tabla 9 se pueden observar las medidas de densidad efectuadas utilizando el

densimetro EasyDens de Anton Paar para el calculo de la atenuacién aparente.

Tabla 9. Medidas de densidad y calculo de atenuacién aparente. Se muestra el promedio de la

densidad de las 3 réplicas biolégicas y su desviacion estandar.

Muestra Densidad Atenuacion aparente (%)
Mosto 1037 -
S33 1008 + 0,58 78
M18_13 1008 + 0,58 78
Al18_84 1012 £ 1,15 68
M18_160 1009 + 0,58 76

Como se observa la cepa comercial S33 y la cepa S. meliponinorum M18_13 presentan

los mismos valores de densidad y atenuacion, seguidas por la cepa L. thermotolerans

M18_160 con valores muy proximos.
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Figura 9. Recuento de levaduras vivas y muertas al finalizar la fermentacion alcohdlica. Se
muestra el promedio de las tres réplicas bioldgicas y la desviacion estandar. Las letras diferentes
denotan diferencias significativas entre las levaduras, segun analisis ANOVA con test de Tukey,

significancia 0,05

En la Figura 9 se pueden observar las poblaciones microbianas para cada una de las
levaduras. Al finalizar la fermentacion, las dos L. thermotolerans, AL18_84 y M18_160,
tienen una poblacion de células vivas superior a la levadura S. meliponinorum M18_13.
Sin embargo, en lo que refiere a la poblacién de células muertas, las 3 cepas no-

Saccharomyces muestran valores similares.

A partir del andlisis por HPLC se observa nuevamente un comportamiento similar entre
la cepa L. thermotolerans M18_160 y la cepa comercial S33 respecto al consumo de
azucares, produccion de glicerol y produccion de etanol (Tabla 10). Se destaca a la cepa
S. meliponinorum M18_13 por su consumo casi total de maltotriosa y la mayor
produccion de glicerol, caracteristicas que la distinguen de las otras dos cepas
preseleccionadas y de la cepa comercial S33. Con estos resultados se seleccionan para
la siguiente etapa a la levadura L. thermotolerans M18_160 por su rendimiento similar a
la cepa comercial y a la levadura S. meliponinorum M18_13 por su consumo diferencial

de azucares.
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Tabla 10. Concentracion en g/L de maltotriosa, maltosa, glucosa, glicerol y etanol producido en

las microfermentaciones con las levaduras preseleccionadas. Se muestra el promedio de las

réplicas.

Cédigo / [g/L] Maltotriosa Maltosa Glucosa Glicerol Etanol
Mosto 12,00 59,76 11,76 n/d n/d
S33 11,60+0,30 1,5040,79 n/d 1,30£0,07  3,3110,17
M18_13 2,16+0,08 0,58+0,54  6,35%0,67 4,55+0,21  3,32+0,11
AL18_84 11,3240,59 5,20+2,55 n/d 1,9710,14  2,89+0,08
M18_160 12,17+0,64 1,31+0,10 n/d 1,10£0,070  3,33+0,18

n/d: no detectado

Como ensayo final de la evaluacion de las levaduras, se realizaron nuevamente

microfermentaciones con las dos cepas que mostraron mejor rendimiento en cuanto a

su cinética de fermentacion y consumo de azucares:

M18 13 y M18_160,

correspondientes a S. meliponinorum y L. thermotolerans respectivamente (Figura 10).

A diferencia del ensayo anterior se extendié el tiempo de fermentacién por 24 horas mas

(hasta el dia 7 de fermentacion), para evaluar qué sucedia con el consumo de glucosa

por S. meliponinorum que no fue total en el ensayo anterior.

gC02/100 mL

1,50

o =
=]
o &

o
o
o

Time (days)

—8—S33 —=& - M18_13

M18_160

Figura 10. Microfermentaciones de la cepa comercial S33, S. meliponinorum M18_13 y L.

thermotolerans M18_160.
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Como se observa en la Figura 10 y la Tabla 11, nuevamente la levadura S33 comercial
inicia mas rapidamente la fermentacion, al tiempo que las cepas S. meliponinorum
M18_ 13y L. thermotolerans M18_160 presentaron una cinética de fermentacion similar
a lo largo de toda la fermentacién. Por otro lado, el hecho de haber dejado transcurrir 48
horas mas de fermentacion fue favorable para asegurar la finalizacion de la misma
permitiendo el consumo de los azucares por parte de los tres tratamientos. Como se
observa en la Tabla 11, en el dia 7 de la de fermentacidn alcohdlica no se observan
diferencias significativas entre las 3 cepas, incluida la cepa comercial. Luego de la
fermentacion se dejaron en heladera para estabilizacion durante 48 horas, para luego

ser filtradas y proceder al analisis por HPLC.

Tabla 11. Consumo de CO2 por dia para las cepas preseleccionadas y la cepa comercial de

referencia (S33).

Levadura Dia0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia7
S33 0 0,17 £ 1,56 2,67 £ 3,03 3,25+ 3,35% 3,35¢
0,01°b 0,11° 0,13° 0,10°b 0,09°b 0,08°b 0,08 2
M18_13 0 0,05 0,49 + 1,28 £ 1,86 2,46 2,96 3,13+
0,022 0,032 0,06 2 0,112 0,17 2 0,222 0,252
M18_160 0 0,01+ 0,48 + 1,37 £ 1,98 £ 2,52+ 2,89+ 3,00 +
0,022 0,032 0,052 0,06 2 0,052 0,04 @ 0,04 @

Las letras diferentes denotan diferencias significativas entre las levaduras, de acuerdo a analisis

de varianza con test de Tukey con un nivel de significancia de 0,05.

En la Figura 11 se pueden observar los datos poblacionales de las levaduras al finalizar
la fermentaciéon. Como se observa, la levadura S. meliponinorum M18_13 muestra el
menor crecimiento poblacional de células vivas, pero manteniéndose en el orden de 107,
aligual que las otras dos cepas, y presentado un recuento de células muertas intermedio
entre los tres tratamientos. En este sentido, la cepa L. thermotolerans M18_160 fue la

que presentod la mayor poblacion de células muertas.
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Figura 11. Recuento de levaduras vivas y muertas al finalizar la fermentacion. Se muestra el
promedio de las tres réplicas bioldgicas y la desviacion estandar. Las letras diferentes denotan
diferencias significativas entre las levaduras, segun analisis ANOVA con test de Tukey,
significancia 0,05

La densidad inicial del mosto fue de 1039. La densidad final alcanzada fue de 1008 para
S33, 1009 para L. thermotolerans M18_160 y 1004 para S. meliponinorum M18_13. La
atenuacion aparente mas alta fue la S. meliponinorum con un 85%, seguida por la cepa

comercial S33 con un 74% y L. thermotolerans con un 72% (Tabla 12).

Tabla 12. Medidas de densidad y calculo de atenuacién aparente. Se muestra el promedio de la

densidad de las 3 réplicas bioldgicas.

Muestra Densidad Atenuacion aparente (%)
Mosto 1039 -
S33 1008 £ 0,0 74
M18_13 1004 + 0,58 85
M18_160 1009 + 0,58 72

Al finalizar la fermentacién alcohdlica se evaluaron los principales azucares residuales,
maltotriosa, produccién de glicerol y produccion de etanol para los productos obtenidos
con cada levadura (Figura 12 y Tabla 13).
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Figura 12. Concentracion en g/L de maltotriosa, maltosa, glucosa, glicerol y etanol de las
microfermentaciones. Se muestra el promedio de las réplicas y se indica la desviacion

estandar.

El consumo de glucosa fue casi total para las tres levaduras, lo que es esperable ya que
es el azucar preferencial consumido durante la fermentacion alcohdlica. Respecto al
consumo de maltosa, no se observan diferencias significativas entre la levadura
comercial S33 y la cepa de Starmerella M18_13, mostrando valores residuales de 0,71
y 0,49 g/L respectivamente. En el caso de L. thermotolerans el valor residual de maltosa
fue el mas alto en 1,08 g/L. Para la maltotriosa se observan diferencias significativas
entre las tres levaduras. La levadura comercial mostré el menor consumo de este
azucar, seguido por L. thermotolerans M18_160. Para ambas levaduras los valores no
difieren demasiado de los encontrados en el mosto. Como se observd en las
fermentaciones previas, la levadura S. meliponinorum M18_13 tiene un alto consumo
de maltotriosa, siendo su valor residual en este caso de 0,39 g/L. Este resultado indica

un consumo del contenido inicial de maltotriosa del 96 %.
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Tabla 13. Concentracion en g/L de maltotriosa, maltosa, glucosa, glicerol y etanol de las
microfermentaciones con las levaduras preseleccionadas. Se muestra el promedio de las

réplicas. s/d: sin determinar.

Cédigo / [g/L] Maltotriosa Maltosa Glucosa Glicerol Etanol
Mosto 10,53 60,00 10,60 s/d s/d

S33 10,10+0,06¢ 0,71+0,32@ 0,12+0,002 1,14+0,032 3,46+0,03°
M18_13 0,39+0,112 0,49+0,082 0,38+0,222 4,93+0,12°¢ 3,85+0,04°
M18_160 9,82+0,10> 1,08+0,09° 0,44+0,002 1,58+0,00°> 3,32+0,01°2

Las medias con una letra en comun no son significativamente diferentes, de acuerdo a

comparacion ANOVA con test de Tukey, significancia 0,05.

Respecto a la produccion de etanol y glicerol se encuentran diferencias significativas
entre las tres levaduras. La produccion de etanol y glicerol fue mayor para la cepa
M18_13, alcanzando una concentracion de 3,85 g/L y 4,93 g/L respectivamente. S33
mostro la produccién mas baja de glicerol con un valor de 1, 14 g/L y una produccion de
etanol de 3,46 g/L. Finalmente la levadura M18_ 160 mostré valores intermedios de

glicerol en 1,58 g/L y los mas bajos de etanol en 3,32 g/L.

Finalmente, con las cervezas obtenidas se hizo una evaluacion sensorial preliminar. En
cuanto al aroma, la cepa S33 fue la mejor puntuada, seguida de M18 160 y M18_13.
Para la levadura comercial S33 se mencionaron los descriptores fruta y manzana verde,

frutal para la cepa M18_160 y diacetilo para la cepa M18_13.
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3.3. Discusion

Considerando los materiales a partir de los cuales se aislaron las levaduras, se observa
que la mayor diversidad de especies estuvo presente en el ecosistema de las uvas,
sustrato reportado en numerosas ocasiones por su riqueza microbiolégica (Callejo et al.,
2019; lturritxa et al., 2023; Molinet & Cubillos, 2020; Naumov et al., 1998; Nikulin et al.,
2020; C. Varela & Borneman, 2017), lo que refuerza la relevancia de esta fuente de
biodiversidad y el rescate del componente nativo local para aportar diferenciacion

productiva.

Considerando las levaduras que presentaron actividad amilasica, la mayoria pertenecen
a Aureobasidium pullulans, microorganismo encontrado con frecuencia y abundancia en
vifiedos y mostos de uva (Bozoudi & Tsaltas, 2018; Gaur et al., 2010). Se ha reportado
su uso para la produccion de diversas enzimas como amilasas y pectinasas, asi como
biocontrolador de enfermedades poscosecha causadas por hongos (Gaur et al., 2010).
Es un hongo polimérfico, que se puede crecer como una levadura unicelular o como
hifas policaridticas septadas. Esto conlleva a que su fase de crecimiento micelar
interfiera en la fermentacion, no siendo apto para su utilizacion directa en un cultivo
mixto. Estas levaduras mantienen un interés para utilizarlas como productoras de

enzimas.

Teniendo esto en consideracion, es interesante destacar a la levadura M18_141G
identificada como L. thermotolerans que también posee actividad amilasica. A pesar de
no fermentar maltosa, si fermenta la glucosa. Seria entonces una potencial candidata
para producir cervezas reducidas en carbohidratos en una fermentacion mixta con una

levadura que si fermente la maltosa.

De las levaduras identificadas a nivel de especie, 9 pertenecen a L. thermotolerans, una
especie reportada como de interés para la industria cervecera, asi como para la
elaboracion de vinos. Se ha demostrado su capacidad de producir acido lactico durante
la fermentacion lo que resulta particularmente atractivo para producir cervezas acidas,
asi como también se aprecia por su produccidon de compuestos que afectan
positivamente el sabor y aroma de la cerveza (Domizio et al., 2016; Postigo et al., 2023;
Zdaniewicz et al., 2020).

L. thermotolerans M18_160 mostré un rendimiento similar a la cepa comercial S33,
mostrando incluso mayor consumo de maltotriosa y mayor produccién de glicerol. Esta
levadura no Saccharomyces es una candidata para explorar cultivos mixtos junto con

una levadura con actividad amilasica.
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De acuerdo a la estrategia abordada en esta tesis para producir cervezas reducidas en
carbohidratos, se seleccioné a la levadura M18 13 identificada como Starmerella
meliponinorum como insumo microbiolégico. Una de sus caracteristicas mas
destacables es su alta atenuacién del mosto por su capacidad de consumir maltotriosa,
un azucar del mosto que no llega a fermentarse por una gran cantidad de levaduras
(Burini et al., 2021). Esta caracteristica debe ser confirmada en futuros estudios a

mayores escalas y utilizando mostos cerveceros.

S. meliponinorum M18_13 fue aislada de uvas de la variedad Merlot de un vifiedo en el
departamento de Rivera, una regién de clima fundamentalmente continental ubicado al
noreste de Uruguay, cercano a la frontera con Brasil. Se han reportado levaduras de
esta especie asociadas a abejas de varias especies, sus mieles y panales (Teixeira
etal.,, 2003). Particularmente Salgado et al. (2020) aislaron ejemplares de S.
meliponinorum de miel de abejas Tetragonisca angustula en Brasil con propiedades de
interés en la produccion de bebidas fermentadas. Tres de esas levaduras aisladas
fueron capaces de crecer en 4% etanol de manera similar a la cepa comercial y dos de

ellas también crecieron al someterse a una osmolaridad elevada.

Otro aspecto de interés de S. meliponinorum M18_13 es su producciéon de glicerol,
superior tanto al generado por la levadura comercial como al generado por L.
thermotolerans M18_160. El glicerol es uno de los productos secundarios mas
relevantes de la fermentacién de azucares a etanol por parte de las levaduras. Se ha
utilizado como estrategia para obtener una reduccion en etanol el aumento en la
produccion de glicerol, por ejemplo, realizado modificaciones genéticas en levaduras
Saccharomyces cerevisiae de manera de generar menor etanol redirigiendo el
metabolismo hacia la produccion de glicerol a través de la sobreexpresion del gen GDP1
que codifica la enzima glicerol 3 fosfato deshidrogenasa (Nevoigt et al., 2002). La
sobreexpresion de este gen produjo ademas altos niveles de acetaldehido, acetoina y
diacetilo, compuestos que se asocian con el descriptor ‘tipo jerez’ mencionado en la

evaluacion sensorial realizada en dicho estudio (Nevoigt et al., 2002).

El analisis sensorial preliminar mostro la presencia de los descriptores fruta y manzana
verde para la cepa S33 y citrico para la cepa M18_160. Sin embargo,
para la cepa M18_13 se detectd el descriptor diacetilo, considerado junto con el
acetaldehido subproductos usualmente indeseados de la cerveza (Alves et al., 2020).
De todas formas, tras el proceso de la fermentacién primara la cerveza verde se somete
a un proceso de maduracion a baja temperatura, donde la concentracion de muchos
componentes como el diacetilo, la acetoina, el acetaldehido y los acidos organicos se

reduce en forma moderada (Nevoigt et al., 2002). En este sentido, futuros estudios
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deberian realizarse para evaluar el impacto de la maduraciéon en la reduccién del

diacetilo por debajo del umbral de deteccion.

Ademas, es importante mencionar que algunos estilos de cerveza aceptan bajas
concentraciones opcionales de diacetilo, como los estilos brasilefos (Catharina Sour),
Czech Lager (Czech Pale Lager, Czech Premium Pale Lager, Czech Amber Lager,
Czech Dark Lager), Pale Commonwealth Beer (British Golden Ale), Brown British Beer
(Dark Mild, English Porter), Irish Beer (Irish Red Ale), Dark British Beer (Sweet Stout,
Oatmeal Stout, Tropical Stout, Foreign Extra Stout), y Strong American Ale (Wheatwine)

(Brewers Association, 2017).

Por otro lado, es importante mencionar que el denominado “cuerpo” es un atributo
sensorial clave para la tomabilidad y aceptabilidad de algunos tipos de bebidas incluida
la cerveza y de hecho constituye una caracteristica importante en la decisién de compra
(Ivanova et al., 2022). Ademas, el cuerpo de las bebidas es un atributo deseable para
las cervezas bajas en carbohidratos (Liguori et al., 2015), que se consideran acuosas,
principalmente debido a la falta de sensacion en boca (Malfliet et al., 2009). En este
sentido, y considerando la tendencia mundial de crecimiento exponencial del mercado
de cervezas bajas en carbohidratos, el cuerpo es una caracteristica sensorial clave que

hace de Starmerella meliponinorum M18_13 una cepa muy prometedora.
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4. Percepcion y motivacion de los consumidores

Resumen

Este capitulo tiene como objetivo entender las motivaciones de los consumidores de
cerveza artesanal. Se presenta la encuesta realizada a consumidores de cerveza para
obtener informacion sobre las formas, estilos y frecuencias de consumo y también
conocer su percepcion de cerveza y cerveza artesanal, asi como obtener informacién

de los perfiles de los principales estilos de cerveza consumidos.

Se obtuvieron respuestas de 611 consumidores de cerveza (52% mujeres, 48%
hombres). La mayoria de los consumidores afirmé consumir cerveza con mas frecuencia
que cerveza artesanal. Los estilos mas consumidos de cerveza artesanal son las

cervezas IPA, Blond Ale y Pale Ale, seguidos de Porter, Stout y cervezas de trigo.

Se realizaron preguntas de asociacion libre con los términos cerveza y cerveza
artesanal. Los términos similares fueron agrupados en categorias y posteriormente las
categorias agrupadas en dimensiones. De esta forma se organizaron las respuestas en
6 dimensiones para ambos casos, conteniendo 35 categorias para cerveza y 40 para
cerveza artesanal. Para el término cerveza los consumidores mencionan con mayor
frecuencia el contexto y motivaciéon de consumo y las caracteristicas sensoriales del
producto. Las asociaciones obtenidas para ‘cerveza artesanal son claramente
diferentes, lo que sugiere distintas motivaciones para su consumo. Los términos mas
frecuentemente utilizados tienen relacién directa a caracteristicas del producto, la

experiencia de su consumo o respecto a su proceso.

Por ultimo, se solicito a los participantes que indicaran las caracteristicas que esperan
encontrar en las cervezas rubias y el estilo India Pale Ale, por ser los mas consumidos
en nuestro pais. Las cervezas artesanales rubias fueron descritas principalmente con
términos vinculados al color claro, la frescura, lo frutal y la suavidad, las cervezas

artesanales IPA con términos relacionados con el lupulo, la intensidad y el amargor.
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4.1. Materiales y métodos

4.1.1. Metodologia

Se realiz6 una encuesta online a consumidores de cerveza a fin de conocer sus habitos
de consumo de cerveza, su percepcion del concepto "cerveza" y "cerveza artesanal" y
las caracteristicas esperadas en cervezas artesanales de los estilos rubia e India Pale
Ale (IPA). La encuesta fue publicada en Facebook y los datos recabados a través del
software Compusense Cloud (Compusense Inc., Guelph, Ontario, Canada). Sélo podian

contestar la encuesta aquellos consumidores de cerveza artesanal mayores de 18 anos.

La encuesta comenzé con dos preguntas de asociacion libre donde se solicitd a los
consumidores escribir las primeras palabras que le venian a la mente al pensar en dos
conceptos: cerveza y cerveza artesanal. El orden de estas preguntas fue al azar entre
participantes. Luego se les pregunté sobre las diferencias entre cerveza y cerveza

artesanal.

A continuacion, se realizaron preguntas respecto a los habitos de consumo (Tabla 14)
También se solicitd a los consumidores que describieran las caracteristicas sensoriales
(apariencia, aroma y sabor) de la cerveza artesanal, rubia e IPA, preguntas realizadas
en orden balanceado. Finalmente se realizaron preguntas sobre los estilos de cerveza

gue consumian, asi como preguntas sociodemograficas.

Tabla 14. Cuestionario realizado on line.

Pregunta Opciones

Escriba las primeras palabras que le vienen a la mente
cuando piensa en ‘cerveza’ A

Escriba las primeras palabras que le vienen a la mente
cuando piensa en ‘cerveza artesanal’ A

¢, Qué diferencia una cerveza artesanal de una cerveza
industrial? A

¢ Con qué frecuencia consume cerveza? MO Todos los dias
Entre 4 y 6 veces por semana
Entre 1 y 3 veces por semana
Alguna vez por mes
Ocasionalmente

Nunca
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Pregunta (cont.)

Opciones

¢ Ha tomado ud cerveza artesanal? P

Si/ No

¢ Con qué frecuencia toma cerveza artesanal? MO

Todos los dias

Entre 4 y 6 veces por semana

Entre 1y 3 veces por semana

Alguna vez por mes
Ocasionalmente

Nunca

¢ Dénde compra cerveza artesanal habitualmente? MO

Supermercado

Tiendas especializadas

Tienda on line

Directamente al fabricante

Bar/pub
Restaurante

Cerveceria

¢ Qué estilo de cerveza artesanal consume habitualmente?
MO

India Pale Ale (IPA)
Blond Ale

Pale Ale

Porter

De Trigo

Stout

Dunkel

Irish Red Ale
Belgian Ale
Pilsner

Strong Ale

Brown Ale

Belgian Strong Ale
Dubbel

Otro

Barleywine

Kolsch

,Como describiria las caracteristicas  sensoriales
(apariencia, olor y sabor) de una cerveza rubia artesanal? #

¢(,Como describiria las caracteristicas sensoriales
(apariencia, olor y sabor) de una cerveza IPA artesanal? A
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Pregunta (cont.) Opciones

Género Femenino
Masculino

Edad 18-25 afos
26-35 afos
36-45 afos
46-60 afos

> 60 afos

A Pregunta abierta, P Dicotémica si/no, MO Mdltiple opcion

4.1.2. Analisis de datos

Para el andlisis de datos se consideraron todas las respuestas completas. Las preguntas
de asociacion libre se analizaron utilizando analisis de contenido con un enfoque
inductivo (Krippendorff, 2004), donde todos los términos y expresiones de las respuestas
de los consumidores se agrupan en categorias de acuerdo a su significado similar. La
clasificacion se realizd considerando la interpretacion de dos investigadores (Ares et al.,
2016). Para compensar diferencias subjetivas en la clasificacion, las categorias finales
se definieron por consenso entre ambos investigadores. Se calcul6 la frecuencia de
mencién de cada categoria contando el numero de participantes que mencionaron al
menos uno de los términos incluidos en cada categoria. Si el participante mencioné mas
de un término en una categoria sélo se considerd uno para el céalculo de la frecuencia
de mencion. Las categorias se fusionaron a su vez en dimensiones utilizando el mismo

procedimiento.

Para el analisis estadistico de la pregunta abierta de cerveza y cerveza artesanal, se
realiz6 una regresion logistica con un modelo lineal generalizado (gim), considerando la
categoria como variable dependiente y el estimulo cerveza vs cerveza artesanal como

variable independiente. Se utilizé el programa R studio (R Core Team, 2023).
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4.2, Resultados

4.2.1. Habitos de consumo

Se obtuvieron 609 respuestas completas de consumidores de cerveza, siendo el 52%
mujeres. Del total de encuestados, el 51% se encontraban entre 26 y 35 afios, el 24%
entre 36 y 45 afios, el 18% entre 18 y 25 afos, el 6% entre 46 y 60 anos, el 1% fueron

mayores a 60 afios.

Al explorar la frecuencia de consumo, se observo que el consumo de cerveza artesanal
es mas esporadico que el consumo de cerveza industrial. Como se observa en la Figura
13, la mayoria de los participantes afirmé consumir cerveza entre 1 y 3 veces por
semana, mientras que en el caso de la cerveza artesanal la mayoria de los participantes

afirmé consumirla con una frecuencia inferior a 1 vez por semana (Figura 13).

Frecuencia de consumo

60
50
40
30
20
p N I H
O I
Todos los dias Entredy6 Entre 1y 3 Alguna vez por Ocasionalmente MNunca
veces por veces por mes
semana semana

mCerveza Cerveza artesanal
Figura 13. Frecuencia de consumo de cerveza y cerveza artesanal. Se considerd n=609.
De los 609 consumidores, 4 respondieron no consumir nunca cerveza artesanal. Los
habitos de consumo de cerveza artesanal, referidos al lugar de compra y estilos

consumidos, se analizaron teniendo en cuenta solo aquellos consumidores que

consumian cerveza artesanal (n=605).
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En lo que respecta al lugar de compra de cerveza artesanal, los participantes indicaron
comprarla principalmente en bares y pubs, y con menor frecuencia en supermercados,

cervecerias y tiendas especializadas.

Respecto a los estilos mas consumidos, en la Figura 14 se observa la informacion
recopilada. Los estilos mas consumidos son las cervezas IPA, Blond Ale y Pale Ale,

seguidos de Porter, Stout y cervezas de trigo.

Estilos mas consumidos de cerveza artesanal

so% A% 45y

45% 41%

40%

35% 3

30% 28% 27% 26% 40 -

25% 21% 70%

20% 17% 15%

15% 1% 11% 10% 99

l InEEni:
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Figura 14. Estilos de cerveza artesanal mas consumidos. Se consider6 n=605 de acuerdo a la

cantidad de consumidores de cerveza artesanal.
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4.2.2. Asociacion libre cerveza y cerveza artesanal

Buscando entender cémo la gente representa a la cerveza, qué es lo que el consumidor
de cerveza (n=609) asocia cuando se menciona cerveza o cerveza artesanal, se les
solicité a los participantes que escribieran las primeras palabras que venian a su mente
al pensar en esos términos. Las respuestas a la asociacion libre fueron agrupadas en
35 categorias para cerveza y 40 para cerveza artesanal, que posteriormente en ambos
casos fueron fusionadas en 6 dimensiones segun: caracteristicas sensoriales, contexto
/ motivacion de consumo, caracteristicas hedoénicas y emociones, caracteristicas no

sensoriales, proceso y otros (Tabla 15).

Tabla 15. Porcentaje de consumidores (n=609) que mencionaron términos en cada categoria
identificada a partir del proceso de codificacién de las respuestas a la asociacién libre para
‘cerveza’ y ‘cerveza artesanal’. Se muestra ademas la agrupacion en dimensiones y el p — valor
asociado al analisis estadistico. Se indican en negrita las categorias/dimensiones para las que

hubo diferencias significativas en la frecuencia de mencién entre cerveza y cerveza artesanal

Dimensién Categoria Ejemplos Cerveza Cerveza p-valor
(%) artesanal
(%)
Sensorial 50,1% 25,6% <0,001

Alcohol Alcohol, 4.1% 1,3% 0,003
alcohdlica, resaca

Amargor Amargor, sabor 4,4% 3,9% 0,668
amargo

Aroma Aromas, olor, 3,6% 5,6% 0,101
aromatica,
vainilla, citrico

Color Color, rubia, 7,1% 4,4% 0,0489
dorada, negra,
ambar

Cuerpo Densa, cuerpo, 0,8% 10,8% <0,001
robusta,
consistente

Espuma Espuma, 9,0% 2,1% <0,001
espumosa, Buena
espuma

Fresca/ Fria Fresca, fria, 33,8% 3,3% <0,001
refrescante

Intensa Fuerte, intensa, 0,2% 11,0% <0,001

potente, sabor y
aroma intensos

Sabor Sabor, gusto 6,9% 15,6% <0,001

Otros Prolongado 2,3% 1,8% 0,545
sabor, turbia, tibia
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Dimensidn Categoria Ejemplos Cerveza Cerveza p-valor
(%) artesanal
(%)
Contexto / 51,6% 25,9% <0,001
Motivacion de
consumo
Acompafamiento  Piza, picada, 3,0% 2,1% 0,363
comida, asado
Calor Calor, verano, 14,8% 0,3% <0,001
aire libre
Compartir con Amigos, familia, 29,6% 7,4% <0,001
amigos / Familia pareja, compartir,
reunion
Degustar Degustacion, 0,0% 12,8% <0,001
probar,
experiencia
Diversién / Diversion, buenos 18,6% 3,0% <0,001
Celebracién momentos,
ocasioén especial,
fiesta
Fin de semana Sabado, viernes, 1,3% 0,0% 0,00452
fin de semana
Otras actividades  Viajes, trabajo, 3,3% 2,1% 0,217
cocinar, futbol
Pub/bar Bar, pub, 0,5% 3,8% <0,001
restaurante,
cerveceria
Sed Sed, bebida 5,9% 0,7% <0,001
Caracteristicas 28,2% 33,8% 0,0352
hedénicas y
emociones
Alegria Alegria, disfrute, 3,3% 0,2% <0,001
felicidad, sonrisa
Aspectos Carifio, amor, 1,3% 1,3% 1
emocionales pasion
Descanso Descanso, des 6,9% 1,1% <0,001
estrés,
tranquilidad, relax
Disfrute Disfrutar, 3,4% 1,6% 0,0454
disfrutable, goce
Hedénico Rica, exquisita, 15,6% 30,7% <0,001
excelente,
buenisima
Caracteristicas 7,7% 45,3% <0,001
no sensoriales
del producto
Auténtica Auténtica, 0,0% 4,9% <0,001
verdadera, Unica,
exclusiva
Calidad Calidad, buena 0,8% 10,7% <0,001

calidad

65



Dimensidn Categoria Ejemplos Cerveza Cerveza p-valor
(%) artesanal
(%)
Caracteristicas Estilos IPA, APA, Stout 1,6% 4,4% 0,00451
no sensoriales
del producto
Forma de Pinta, chop, barril, 2,5% 3,4% 0,31
presentacion tirada
Gourmet Gourmet, paladar, 0,3% 3,4% <0,001
sofisticada
Marcas Volcanica, 1,6% 3,0% 0,126
Cabesas, Mastra,
Davok
Natural / Pura Natural, pura, 0,3% 3,1% 0,000178
ecoldgica,
organica
Novedad / Novedosa, 0,0% 14,3% <0,001
Innovacién creatividad,
experimentar,
diferente
Precio Cara, precio, 0,0% 3,9% <0,001
gastar mas
Sano Sano, saludable 0,3% 0,8% 0,256
Variedad Variedad, mayor 0,7% 6,6% <0,001
diversidad, varios
tipos
Proceso 8,9% 10,7% 0,289
Artesanal Artesanal, casera, 4,1% 4,6% 0,674
rastica
Dedicacion Dedicacion, 0,0% 3,8% <0,001
esfuerzo, tiempo,
mas elaborada
Ingredientes Cebada, malta, 5,1% 3,0% 0,0581
lUpulo, levadura
Origen Nacional, 0,2% 2,0% 0,00214
uruguayo, Brasil,
Bélgica
Proceso Proceso, 0,7% 0,3% 0,413
madurado, levado
Otros Otros Invierno, rock, 3,6% 6,1% 0,0453
Homero Simpson,
comercial,
compleja

De acuerdo a los resultados obtenidos, para el término ‘cerveza’ se observa que los
consumidores piensan mayoritariamente en el contexto y motivacion de consumo y las
caracteristicas sensoriales del producto. Ambas dimensiones mostraron diferencias
significativas en comparaciéon con cerveza artesanal y son las que tienen mayor

porcentaje de mencion. El 34% de consumidores mencionan la categoria ‘Fresca / fria’
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dentro de la dimension ‘Sensorial’, seguido de altos porcentajes de mencion de dos
categorias de la dimension ‘Contexto / Motivacion de consumo’. El 30% menciond la
categoria ‘Compartir con amigos / Familia’ y el de 18% utiliz6 palabras como diversion,
buenos momentos, ocasion especial, fiesta codificados dentro de la categoria ‘Diversion

|/ celebracion’.

Las asociaciones obtenidas para ‘cerveza artesanal’ son claramente diferentes, lo que
sugiere distintas motivaciones para su consumo. Los términos mas frecuentemente
utilizados tienen relacién directa a caracteristicas del producto, la experiencia de su
consumo o respecto a su proceso. La categoria ‘Hedonico’ fue la mas relevante,
mencionada con una frecuencia de 31% y reune términos como rica, exquisita,
excelente, buenisima. Esta categoria también fue mencionada para el término ‘Cerveza’
pero con la mitad de la frecuencia. Otras asociaciones relevantes tienen relacién con las
caracteristicas sensoriales (dimension ‘Sensorial’) principalmente términos de las
categorias ‘Intensa’, ‘Cuerpo’ y ‘Sabor’, al mencionarse con una frecuencia de 11% para
las dos primeras y de 16% la ultima. Respecto al contexto / motivacion del consumo,
términos como degustacion, probar, experiencia, pertenecientes a la categoria
‘Degustar’, fueron mencionados con una frecuencia de 13%. Es interesante resaltar que
los consumidores no mencionaron conceptos de esta categoria al responder respecto a
‘cerveza’. Las categorias con mayor frecuencia de mencion de la dimension
‘Caracteristicas no sensoriales del producto’ fueron ‘Calidad’ y ‘Novedad / Innovacién’
con 11 y 14% respectivamente. Nuevamente es destacable, que al responder sobre
‘cerveza’ los consumidores no mencionaron términos de la categoria ‘Novedad /
innovacién’ como por ejemplo novedosa, creatividad, experimentar, diferente. Estas
diferencias denotan la percepcion de la cerveza artesanal como un producto diferente y

novedoso.

4.2.3. Caracteristicas sensoriales de los estilos de cerveza artesanal mas

consumidos en el pais

Se les solicitd a los participantes que indicaran las caracteristicas que esperan en los
tipos de cerveza artesanal mas consumidos en el mercado nacional (designados
genéricamente como rubias y el estilo India Pale Ale -IPA-). Las cervezas artesanales
rubias fueron descritas principalmente con términos vinculados al color claro y

dorado/amairillo, la frescura, y la suavidad. Por otro lado, las cervezas artesanales IPA
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fueron descriptas en mayor frecuencia con términos relacionados con el lupulo, la

intensidad y el amargor (Tabla 16).

Tabla 16. Descripcion de los consumidores de los tipos de cerveza artesanal ‘rubia’ e IPA. Se

consideraron las respuestas de consumidores de cerveza artesanal (n=605).

Dimensiéon Categoria Rubia IPA Ejemplos
Apariencia Color ambar 2% 5% Color ambar, color beige, color
cobre
Color claro 12 % 4%  Color claro, apariencia clara, clara
Color dorado- 20 % 12 % Color dorado, color amarillo, rubia
amarillo
Color oscuro 4% 8 %  Color oscuro, mas oscura, opaca
Turbia 1% 6 %  Turbia, mas turbia, sin filtrar
Espuma 7% 4% Espumosa, buena espuma,
espuma cremosa
Sabor Amarga 18 % 35% Amarga, mas amarga, sabor
amargo intenso
Citrica 5% 7% Citrico, olor citrico, sabor citrico
Dulce 4% 2% Dulce, dulzona, dejo a miel
Fresca 12 % 2% Fresca, refrescante
Frutal 4% 4% Sabor frutal, olor frutal, frutada
Intensa 26 % 31% Intensa, fuerte, sabor mas
pronunciado
Lupulo 6% 14 % Lupulada, aroma a lupulo, sabor a
lupulo
Malta 6 % 1% Malta, malteada, sabor maltoso
Suave 29 % 3% Suave, sutil, sabor no muy intenso
Cuerpo Densa / con 15% 12 % Denso, con cuerpo, espesa

cuerpo
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4.3. Discusion

La percepcion del consumidor es un importante campo de estudio que permite conocer
las caracteristicas, preferencias y motivaciones de los consumidores de cerveza
artesanal. Santa Cruz & Sosa (2021) reportan que las cervecerias artesanales
uruguayas indican que la venta en resto pub de terceros, o propios en menor medida,
es uno de los canales mas utilizados para la comercializacion de cerveza artesanal.
Estos datos concuerdan con lo reportado por los consumidores en el presente estudio.
La menor frecuencia de compra en supermercados y tiendas especializada también se
ve alineado con la dificultad de las cervecerias artesanales uruguayas en acceder a la
comercializacion de sus productos por esta via (Santa Cruz & Sosa, 2021). La
adquisicion de cerveza artesanal en bares esta fuertemente asociado al tipo de
producto, ya que esta modalidad permite un intercambio mas directo entre el consumidor

y el cervecero.

Los datos de consumo nuevamente se correlacionan con el reporte de las cervecerias
artesanales respecto a que la variedad mas elaborada es la India Pale Ale, seguida de
la cerveza Blonde, las American Pale Al y la Stout (Santa Cruz & Sosa, 2021). Siguiendo
el listado, se mencionan también como variedades producidas cervezas Scotish, Brown
Ale, Doble IPA, Dubbel, English Pale Ale, Golden Ale, Lager, New English IPA, Porter,
Sour y cervezas de trigo. Otros mercados reportan una produccion diferente en cuanto
alos estilos. En Italia, por ejemplo, las cervecerias artesanales producen principalmente
Amber Ale, Witbier, IPA, y Pale Ale (Bimbo et al., 2023). Los estilos de cerveza varian
de acuerdo a la region, reflejando preferencias culturales y tradiciones cerveceras (Da
Costa Jardim et al., 2018).

Las diferencias en la percepcion de cerveza y cerveza artesanal también fueron
observadas por otros autores (Aquilani et al.,, 2015; Carvalho et al., 2018; Gémez-
Corona et al., 2016; Lerro et al., 2020). A diferencia de lo hallado en esta encuesta,
otros autores reportan la descripcidon de cerveza artesanal utilizando términos
relacionados al proceso de produccion de la cerveza, principalmente en relacion a la
escala, mencionando que es ‘una cerveza producida a pequefia escala’ o con una
‘produccion limitada’ (Goémez-Corona et al., 2016). Otra investigacién realizada en Italia,
donde se realiz6 un estudio utilizando una escala mejor-peor, menciona que los
consumidores declaran que el atributo mas relevante de la cerveza artesanal es el
sabor, seguido del proceso de fermentacion, el color, la certificacion y el pais de origen

(Lerro et al., 2020). Estos resultados refuerzan lo expuesto en esta investigacion, donde
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para la cerveza artesanal se destacan las caracteristicas intrinsecas del producto y su

proceso, diferenciandose de la cerveza comercial.

La expectativa de probar una cerveza con un sabor Unico y que expresa la singularidad
de un territorio en particular es lo que impulsa al consumidor a tomar cerveza artesanal
(Lerro et al.,, 2020). Los consumidores de cerveza artesanal se diferencian de los
consumidores de cerveza industrial principalmente en dos aspectos, el primero
relacionado a la innovacion del producto y sus sabores complejos, y el segundo en
relacién a un mayor involucramiento en actividades relacionadas a la cerveza (Jaeger
et al., 2020). Estos aspectos ponen de manifiesto la relevancia de contar con insumos
innovadores y con identidad local, que permitan producir cervezas que se adapten a las
preferencias del consumidor. Una estrategia para este fin es el uso de levaduras nativas
que produzcan innovacion, tanto en sabor y aroma, asi como otorgue una identidad

particular.

En relacién a la cerveza reducida en carbohidratos, los resultados mostraron que la
salud y el contenido de calorias de la cerveza no son caracteristicas salientes en la
mente de los consumidores de cerveza artesanal, o que sugiere que los consumidores
no asocian cerveza artesanal con cerveza reducida en carbohidratos, o con los
potenciales beneficios que tiene en términos de salud. Las asociaciones con cerveza y
cerveza artesanal si se menciona la categoria ‘sano’ en ambos casos, pero con una baja
frecuencia de mencion (menor al 1%). Otros trabajos han investigado especificamente
a la cerveza light, reportandose que los consumidores de cerveza en Islandia perciben
a la cerveza light como mas saludable que la cerveza regular, siendo los principales
motivos para su compra el sabor, la salud y el control del peso (Chrysochou, 2014). Los
mismos autores reportan que el bajo contenido de calorias es un factor mas relevante
que el bajo contenido de alcohol en cervezas light. Es importante destacar que la
encuesta realizada en esa investigacién presentd la limitacion de no consultar
especificamente respecto a la cerveza reducida en calorias. Es necesario realizar
nuevos estudios para conocer las expectativas e intencion de compra de los

consumidores uruguayos sobre este tipo de cerveza artesanal.
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5. Preferencias sensoriales de los consumidores

Resumen

En este capitulo se presenta la evaluacion sensorial con consumidores realizada a
cervezas artesanales comerciales rubias y cervezas India Pale Ale, los dos estilos mas
consumidos en nuestro pais. Los consumidores fueron reclutados en ferias de cerveza
o plazas de comida, en dos instancias para las cervezas rubias y en una instancia para
las IPA. Cada consumidor debioé evaluar las muestras presentadas indicando en la lista
de términos presentada todos los términos que describian a cada muestra (prueba
CATA) e indicando la aceptabilidad para cada una utilizando una escala heddnica
semiestructurada de 9 puntos. También se consultaron datos socio demograficos y se

solicité describir mediante la misma prueba CATA a las cervezas rubia e IPA ‘ideal’.

A partir del analisis de correspondencia sobre los datos de la pregunta marque todo lo
que corresponda, se identificaron 4 grupos de cervezas para la cerveza rubia y cuatro

para la cerveza IPA.

Se realizaron analisis de penalizacion para identificar las caracteristicas sensoriales que
afectan positiva y negativamente la aceptabilidad de los consumidores para ambos tipos
de cerveza. Para cervezas rubias, los términos con el mayor impacto positivo en la
aceptabilidad fueron frutal, suave, frutas tropicales, dulce, citrica y poco amarga. Por el
contrario, los atributos con mayor impacto negativo en la aceptabilidad fueron
defectuosa, sabor extrafio, acida y amarga. En el caso de las cervezas IPA, los términos
con el mayor impacto positivo en la aceptabilidad fueron dulce, suave, frutas tropicales,
caramelo, frutal y poco amarga. Por el contrario, los atributos con mayor impacto

negativo en la aceptabilidad fueron defectuosa, sabor extrano, acida y amarga.
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5.1. Materiales y métodos

5.1.1. Marque todo lo que corresponda

Para la caracterizacion sensorial de cervezas artesanales ‘rubias’ (donde se incluyeron

los estilos Blonde Ale, Golden Ale y American Pale Ale), y cervezas India Pale Ale (IPA)

se utilizaron preguntas tipo ‘Marque todo lo que corresponda’ (preguntas CATA por sus

siglas en inglés — Check All That Apply) (Varela & Ares, 2012). Se evaluaron 12 marcas

comerciales de cervezas artesanales IPA, 10 nacionales y 2 extranjeras. Para las

cervezas rubias se evaluaros 12 marcas nacionales y 2 extranjeras.

Tabla 17. Estilos de las cervezas evaluadas

Categoria N° muestra Estilo

Rubias Muestra 1 Blonde Ale
Muestra 2 Rubia
Muestra 3 Blonde Ale
Muestra 4 Blonde Ale
Muestra 5 Golden Ale
Muestra 6 Blonde
Muestra 7 English Blonde Ale
Muestra 8 Golden Ale
Muestra 9 Golden Ale
Muestra 10 American Pale Ale
Muestra 11 Golden Ale
Muestra 12 Golden Ale
Muestra 13 Belgian Blonde Ale
Muestra 14 Blonde

IPA Muestra 1 IPA
Muestra 2 IPA
Muestra 3 IPA
Muestra 4 IPA
Muestra 5 American IPA
Muestra 6 IPA
Muestra 7 IPA
Muestra 8 IPA
Muestra 9 IPA
Muestra 10 IPA
Muestra 11 IPA session
Muestra 12 Belgian IPA
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Los consumidores se reclutaron en tres lugares diferentes que incluyeron una feria
artesanal de cerveza organizada en Punta del Este, el Mercado Agricola de Montevideo
y Sinergia Montevideo. Se trabajo con 133 consumidores para cervezas rubias y 100
para cervezas IPA, comprendidos entre 18 y 78 afios, con un promedio de 33 + 11 afios.
Se les solicitdé probar las muestras y seleccionar las caracteristicas que mejor describia
a cada una. Se utilizé un disefio incompleto, donde cada consumidor debié probar 7
muestras para el caso de las cervezas rubias y 6 para el caso de las IPA. Las cervezas
se mantuvieron refrigeradas hasta el momento de la degustacion sirviéndose a una

temperatura aproximada de 4°C.

En primer lugar, se solicitdé evaluar la aceptabilidad de cada muestra en una escala del

uno al nueve, siendo 1 Me disgusta mucho, 5 me es indiferente y 9 Me gusta mucho.

Para la pregunta CATA se utilizé una lista de 23 términos de olor y sabor (Tabla 18),
generados a partir de los resultados de la encuesta online (seccion jError! No se
encuentra el origen de la referencia.) y datos de la guia de estilos de Brewers
Association (Brewers Association, 2017). Se solicitdé a los consumidores probar las
muestras y marcar todos los términos que consideraban aplicaban para describir su
aroma y sabor. También se solicité marcar todos los términos que describieran a la

cerveza ideal, ya sea rubia o IPA.

En el Anexo | puede verse un ejemplo de las boletas utilizadas.

Tabla 18. Lista de términos utilizados en las pruebas CATA para cervezas rubias e IPA

v Acida v" Clavo de olor v' Frutas v' Sabor
tropicales extrafo

v" Alcohdlica v Defectuosa v Intensa v' Suave

v Amarga v" Dulce v' Levadura v' Tostada

v' Caramelo v' Especiada v' Lupulo v' Trigo

v' Cebada v Floral v' Malta v' Vegetal

v' Citrica v' Frutal v" Poco amarga

También se recabaron datos demograficos de acuerdo con el detalle de la Tabla 19.
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Tabla 19. Cuestionario entregado a los consumidores. A Pregunta abierta, P Dicotémica si/no, MO

Multiple opcion

Pregunta

Marque todas las palabras que considera adecuadas para describir su cerveza rubia / IPA ideal MO

Género MO

Edad A

5.1.2. Analisis de datos pregunta CATA

Para el analisis de las respuestas a las preguntas CATA, se determiné la frecuencia de

uso de cada término contando el numero de consumidores que selecciond a cada uno.

Se aplicaron modelos lineales generalizados (GLM) con distribucién binomial para
analizar los datos obtenidos en la evaluacién sensorial de las distintas cervezas. Para
evaluar las diferencias entre cervezas en la seleccion de cada descriptor sensorial, se

realiz6 un analisis de devianza mediante la funcion anova().

Se realizaron analisis de correspondencia para obtener una representacion
bidimensional entre las muestras y los términos de las preguntas CATA. Este analisis
se realiz6 con la tabla de frecuencias conteniendo a los términos CATA en las columnas

y las muestras como filas.

Con los datos de aceptabilidad recabados y la descripcion de la cerveza ideal solicitada

se realizaron andlisis de penalizaciéon para cada estilo (Ares et al., 2014).
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5.2.

5.21.

Resultados

Cervezas rubias

Se encontraron diferencias entre las cervezas en 11 caracteristicas: amarga, lupulo,

malta, citrica, intensa, suave, frutal, frutas tropicales, acida, caramelo y floral. Al

solicitarles a los consumidores una descripcion de su cerveza rubia ‘ideal” los términos

mencionados mas frecuentemente fueron suave, poco amarga y cebada (Tabla 20).

Tabla 20. Porcentaje de consumidores que utilizé cada uno de los términos para describir 14

muestras de cerveza artesanales rubias.

- N ® & 1B, © ~ o o 2 T 9 o 3

£ £ £ £ £ £ £ £ £ g 8 8 8 &8 3
Amarga* 11 21 31 27 16 35 34 18 15 29 35 16 13 22 24
Poco 27 14 22 23 15 24 24 25 21 15 26 30 29 24 67
amarga
Cebada 9 8 17 20 13 7 21 12 18 12 16 14 22 27 50
Trigo 2 11 13 19 12 10 6 4 10 8 14 14 10 14 33
Lapulo* 12 8 16 11 3 12 15 12 15 27 16 20 3 14 43
Malta* 8 16 14 16 3 21 6 13 9 7 10 7 6 10 25
Citrica* 21 5 5 9 10 4 24 13 16 25 1 7 15 8 41
Intensa* 20 14 22 17 19 19 34 12 25 40 20 11 6 10 39
Suave* 24 27 31 34 22 25 25 29 21 14 22 36 44 30 80
Frutal* 23 5 6 9 15 13 43 18 16 33 12 11 13 11 47
Especiada 12 6 8 14 7 10 9 4 13 11 12 14 3 13 22
Frutas* 9 0 3 3 12 3 3 7 3 34 3 5 7 8 37
tropicales
Levadura 8 8 5 10 9 9 19 15 7 7 7 7 12 10 13
Acida* 30 219 11 6 18 12 13 21 30 14 13 18 16 10 8
Dulce 18 11 8 14 12 22 15 9 16 11 12 11 15 11 42
Tostada 3 10 13 14 10 18 15 13 15 10 9 7 7 5 36
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Caramelo* 3 22 5 10 6 19 4 9 4 5 3 4 7 3 28
Clavo de 8 5 3 11 15 4 6 1 10 8 6 7 4 11 9
olor
Floral* 14 5 5 7 12 7 15 12 6 23 13 4 15 6 19
Vegetal 8 3 8 3 10 9 9 7 7 10 13 4 6 8 1
Sabor 35 29 14 23 36 26 7 29 18 5 16 13 25 14 4
extrano*
Alcohdlica* 6 8 14 1 4 12 19 6 15 11 13 4 6 8 10
Defectuosa 14 13 6 9 27 6 4 12 7 0 3 2 15 3 1

*

* Indica que existieron diferencias significativas entre las muestras.

Respecto al analisis de correspondencia realizado entre los atributos y las cervezas

evaluadas (Figura 15), se graficaron las primeras dos dimensiones que representan el

59% de la inercia.
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Figura 15. Anadlisis de correspondencia de cervezas rubias analizadas con los atributos de la
prueba CATA.

Las cervezas evaluadas se congregan en cuatro grupos de cervezas. El primero
compuesto por las muestras 7 y 10 descriptas principalmente como frutal, frutas
tropicales, citrica, floral. El segundo incluye a las muestras 1, 5, 13 y 8, asociadas a
defectuosa, acida, sabor extrafio y posicionadas en valores positivos de la dimension 2
y valores negativos de la dimension 1. Un tercer grupo reune las muestras 3, 4, 6, 9,
11,12,14 asociadas con los términos levadura, vegetal, dulce, suave, poco amarga,
tostada, trigo, cebada, especiada. La muestra 2 se asocid principalmente a caramelo y

sabor extrafo.

Se utilizé el analisis de penalizacién para identificar las caracteristicas sensoriales que
afectan positiva y negativamente la aceptabilidad de los consumidores. Como se
observa en la Figura 16, para cervezas rubias, los términos con el mayor impacto
positivo en la aceptabilidad fueron frutal, suave, frutas tropicales, dulce, citrica y poco
amarga. Por el contrario, los atributos con mayor impacto negativo en la aceptabilidad

fueron defectuosa, sabor extrano, acida y amarga.
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Figura 16. Impacto de las caracteristicas sensoriales en la aceptabilidad de los consumidores

de cervezas rubias artesanales.

5.2.2. Cervezas IPA

En cuanto a las cervezas artesanales IPA se encontraron diferencias entre las cervezas
en 10 caracteristicas. Al solicitar a los consumidores una descripcion de su cerveza IPA

‘ideal” los términos mencionados mas frecuentemente fueron poco amarga y malta

(Tabla 21).

Tabla 21. Porcentaje de consumidores que utilizé cada uno de los términos para describir 12

muestras de cerveza artesanales IPA.

Muestra 1
Muestra 2
Muestra 3
Muestra 4
Muestra 5
Muestra 6
Muestra 7
Muestra 8
Muestra 9
Muestra 10
Muestra 11
Muestra 12
Ideal
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Cebada 8 14 2 16 10 20 10 18 10 12 14 20 36

Trigo 4 12 13 10 4 4 0 4 8 6 8 10 16
Lapulo 16 18 4 12 18 14 16 14 19 22 10 8 26
Malta* 24 12 4 25 26 33 8 18 15 26 24 16 41
Citrica* 18 16 27 29 22 6 14 4 25 4 6 6 24
Intensa* 24 51 25 14 22 12 24 12 33 28 41 14 35
Suave* 2 10 17 22 26 33 20 40 17 22 8 30 38
Frutal* 10 10 23 14 22 4 14 4 23 4 8 6 17
Especiada 8 12 4 6 6 8 8 6 13 8 10 8 12
Frutas 8 0 25 6 24 2 4 6 12 2 2 10 12
tropicales*
Levadura 6 4 8 8 4 10 6 2 6 12 10 12 14
Acida 2 24 219 12 16 10 20 12 23 8 24 18 12
Dulce 14 12 15 12 2 10 6 6 4 8 6 12 28
Tostada* 16 24 6 6 12 14 10 20 13 32 18 14 15
Caramelo 10 8 8 20 6 10 8 10 2 6 4 14 21
Clavo de olor* 4 14 0 2 6 6 6 2 10 8 2 0 6
Floral* 6 8 13 16 10 4 14 6 19 0 6 4 6
Vegetal 8 6 10 8 10 6 10 6 6 4 4 6 6
- N ) < Ty} © ~ o o e A N
£ £ £ £ £ £ £ £ £ g g8 g8 3
2 % % % » % % % % % T g 8
£ £ £ 2 2 2 2 £ £ 2 2 2
Saborextrano 24 20 23 25 22 14 20 20 17 16 20 24 7
Alcohdlica 10 10 15 14 12 6 10 23 16 20 12 29

Defectuosa 2 4 4 2 4 2 4 8

N
N
(o]
N
N

* Indica que existieron diferencias significativas entre las muestras.

Al realizar el analisis correspondencia (Figura 17), las dimensiones 2 y 3 representan un
73% de la varianza. Al igual que en caso de las cervezas rubias se pueden observar
cuatro grupos. Uno de los grupos incluye las muestras 2 y 10 descriptas principalmente
como acida, especiada, intensa. Las muestras 4 y 12 conforman un segundo grupo
asociadas a caramelo y poco amarga, estando las muestras 5 y 7 asociadas a un tercer
grupo relacionado mayoritariamente a suave y frutas tropicales. Las demas muestras

se encuentran en una posicion intermedia del mapa de correspondencia.
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Figura 17. Analisis de correspondencia de cervezas IPA analizadas con los atributos de la
prueba CATA.

Respecto al analisis de penalizacién, para las cervezas IPA, los términos con el mayor
impacto positivo en la aceptabilidad fueron dulce, suave, frutas tropicales, caramelo,
frutal y poco amarga. Por el contrario, los atributos con mayor impacto negativo en la

aceptabilidad fueron defectuosa, sabor extrafio, acida y amarga (Figura 18).
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Figura 18. Impacto de las caracteristicas sensoriales en la aceptabilidad de los consumidores
de cervezas IPA artesanales.
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5.3. Discusion

En esta seccion se presentd el estudio sensorial de cervezas artesanales nacionales

rubias e IPA utilizando preguntas del tipo CATA.

El movimiento de la cerveza artesanal estd en auge y ofrece muchos aspectos
sensoriales diferentes que deben evaluarse para obtener informacion sobre como
reaccionan las distintas personas ante los diferentes productos, para determinar a qué

grupo de personas les gusta un determinado tipo de cerveza (Habschied et al., 2020).

A través del analisis de penalizacién se conocieron los términos con el mayor impacto
positivo y negativo para cada estilo. En ambos casos los términos dulce, suave y frutas
tropicales fueron términos con alto impacto positivo, diferenciandose en mayor

aceptabilidad a citrico para las rubias y a caramelo para las IPA.

Los términos con mayor impacto negativo fueron iguales para ambos casos, siendo
defectuosa, sabor extrafo, acida y amarga. En el caso de las cervezas IPA, se penalizé
negativamente el término amarga, a pesar de ser una caracteristica de este estilo de

cerveza (Brewers Association, 2017).

La investigacion realizada, presenta el primer antecedente de este tipo de analisis de
cervezas artesanales nacionales con consumidores en el Uruguay. La informacion
recabada es una herramienta de utilidad para conocer la descripcion de los productos
del mercado artesanal de los dos estilos mas consumidos de cerveza. También brinda
informacion de las preferencias de los consumidores uruguayos pudiendo orientar asi la

blusqueda hacia nuevos insumos que consideren las preferencias locales.
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6. Conclusiones y perspectivas

El objetivo general de esta tesis fue generar insumos para la elaboracién de cervezas
artesanales reducidas en carbohidratos considerando aspectos microbiolégicos y

sensoriales.

A partir de la informacion recabada a través de la encuesta realizada a consumidores
uruguayos de cerveza se concluye que se mantiene una percepcion diferencial para
cerveza y cerveza artesanal. La cerveza artesanal se relaciona con caracteristicas del
producto, la experiencia de su consumo o respecto a su proceso, percibiendo este tipo
de producto como diferente e innovador. Estos resultados refuerzan la importancia de
obtener insumos novedosos y diferenciales para la produccién de cervezas artesanales,
particularmente de cervezas reducidas en carbohidratos. En ese sentido, la busqueda

de levaduras nativas como insumos microbioldgicos resultd una estrategia adecuada.

Al respecto de los insumos microbiol6gicos, se obtuvo una coleccion de 268 levaduras
nativas con varias candidatas de interés para el foco de esta tesis, asi como para otros
usos futuros en bebidas fermentadas. Se evallo su actividad amilasica y su capacidad
de fermentar maltosa. Se destacaron 56 levaduras con actividad amilasica, 27 levaduras
con capacidad de fermentar maltosa, siendo 14 no Saccharomyces y 13
correspondientes a Saccharomyces cerevisiae. A partir de los resultados de
microfermentaciones y el analisis de los azucares finales y produccién de glicerol y
etanol se seleccion6 a una levadura de la especie Starmerella meliponinorum como
candidata para la produccién de levaduras reducidas en carbohidratos. Se destacé por
su alto porcentaje de atenuacion, dado por su capacidad de consumir la maltotriosa, asi

como por su produccion de glicerol superior a la cepa comercial de referencia.

El conocimiento de las preferencias de los consumidores a nivel local es de gran
relevancia para el aporte de informacion como guia en la innovacion y desarrollo de
nuevos productos, en particular en aquellos con un nicho especifico como la cerveza
reducida en carbohidratos. En el presente trabajo se caracterizaron sensorialmente y se
evaluo su aceptacién por parte de los consumidores de cervezas artesanales nacionales
de los dos estilos de cerveza mas consumidos en nuestro pais. Complementariamente
los consumidores describieron una cerveza ideal para estas variedades, aportando

datos sobre las caracteristicas que el consumidor busca en esos estilos.

Como perspectivas para continuar evaluando la levadura seleccionada perteneciente a
la especie S. meliponinorum, seria de interés evaluar su capacidad fermentativa en un

mosto real y a escala piloto, evaluando el rendimiento de la fermentacion, asi como el
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consumo de azucares y produccion de etanol y glicerol. Adicionalmente seria de interés
realizar una evaluacion del perfil aromatico volatil por espectrometria de gases acoplado
a masa y correlacionar los datos con descriptores sensoriales. La evaluacion sensorial
de las cervezas producidas seria utilizando grupos de consumidores a través de la
metodologia CATA. Estos resultados podrian compararse con los obtenidos en el
capitulo 5, considerando las preferencias observadas de los consumidores para las

cervezas rubias e IPAs.

Los resultados de esta tesis abren ademas otras posibles lineas de investigacion. Por
ejemplo, las levaduras obtenidas pertenecientes a Aureobasidium pullulans son
potenciales candidatos para continuar su exploraciéon en la produccion de enzimas
amilasicas para la produccion de cervezas reducidas en carbohidratos u otros tipos de
cerveza, como el trabajo realizado por Tourné (2023). Se cuenta también con una
pequena coleccién de 8 Lachancea thermotolerans que fermentan maltosa y serian
interesantes candidatos para su uso en produccién de cerveza, en particular cervezas
acidas. La levadura Lachancea thermotolerans que presentd actividad amilasica, pero
no fermenta maltosa, aunque si glucosa, es una interesante candidata para explorar su
utilizacion en la produccién de cervezas reducidas en calorias utilizando un cultivo mixto,

por ejemplo, en conjunto con una levadura Saccharomyces.
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Anexo |

W SciE

Participante N*1

Estimado participante,

Usted ha sido invitado a participar en un estudio sobre percepcion de cerveza en el marco de un
proyecto desarrcllado por investigadores de la Facultad de Cuimica de la Universidad de la
Republica.

Antes de comenzar a participar en el estudio, por favor lea este consentimiento detalladamente.
Siéntase libre de plantear todas las preguntas gue tenga para asegurarse de que entiende los
procedimientos del estudio al investigador que lo acompanie.

El estudio consiste en evaluar siete muestras de cervezas artesanales y responder una serie de
preguntas, lo cual no le llevarda mas de 10 minutos. Es importante que tenga en cuenta gue
unicamente nos interesa conocer su percepcion ya que en este estudio no existen respuestas
correctas o incorrectas.

Los ingredientes de las cervezas son agua, malta, ldpulo y levadura.

Mo podran participar del estudio menores de 18 afios, celiacos, personas que no puedan
consumir alcohol o alérgicas a alguno de los ingredientes de las cervezas. Luego de la prueba
no debe conducir aungue no tome las muestras de cerveza.

Todos los datos del proceso son estrictamente confidenciales. La participacion es voluntaria y
usted tiene el derecho de no participar o abandonar el estudio en el momento en gue lo desee.
El estudio no conlleva ningun riesgo para su salud fisica o mental.

Si tiene alguna pregunta sobre este estudio o sobre su participacion en el mismo, puede
contactar a:

Dr. Gastdn Ares
Mail: gares@fq.edu.uy
Tel: 22922021 int. 225
Facultad de Quimica - UdelaR

Si ha leido y comprendido |la informacion de este consentimiento y todas sus preguntas sobre el
estudio y su participacién fueron atendidas, por favor complete sus datos y firme el presente
formulario de consentimiento informado para participar del estudio.

MNombre

Email

Firma
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FORMULARIO DE EVALUACION

INSTRUCCIONES:

+ Usted debera evaluar una serie de cervezas IPA artesanales, las cuales le seran
presentadas en vasos plasticos codificados con nimeros de tres cifras.

» Usted debera evaluar las cervezas de a una, en el orden que se indica en el formulario.

+ Para cada una de las cervezas, Usted debera indicar cuénto le gusta y seleccionar las
palabras gue describen sus caracteristicas.

* Una vez que termine de evaluar cerveza, tome un poco de agua antes de pasara la
siguiente.

Muestra N° 312

Por favor, pruebe la cerveza indicada en el formulario y responda las preguntas.

¢ Cuénto le gusta esta O O 0O 0Oo0oQgQoQgogo o
cerveza? Me disgusta Me es Me gusta
mucho Indiferanta mucho

Marque todas las palabras que considera adecuadas para describir esta cerveza:

Amarga O Citrica a
Alcohdlica [l Caramelo O
Poco amarga O Intensa O
Defectuosa O Tostada O
Cebada O Suave O
Sabor extrafio O Dulce O
Trigo O Frutal O
Vegetal O Acida O
Lipulo O Especiada O
Floral O Levadura O
Malta U Frutas tropicales U
Clavo de olor 0
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Marque todas las palabras que considera adecuadas para describir su CERVEZA IPA

ARTESANAL IDEAL:

Amarga
Alcohdlica
Poco amarga
Defectuosa
Cebada
Sabor extrafio
Trigo

Vegetal
Lupulo

Floral

Malta

Clavo de olor

OO0d oodoOoo0ooOogoadad

Citrica
Caramelo
Intensa
Tostada
Suave
Dulce
Frutal
Acida
Especiada
Levadura

Frutas tropicales

N I Y I A I 0 O
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