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1. RESUMEN

En la actualidad, existe un interés creciente por los alimentos funcionales, definidos
como aquellos que, ademas de su valor nutricional, aportan beneficios a la salud. Entre los
ingredientes de alimentos funcionales se destacan los probidticos, microorganismos vivos que,
administrados en cantidades adecuadas, confieren un beneficio al huésped. Dado que la cerveza
es una de las bebidas alcohdlicas de mayor consumo a nivel mundial, representa un vehiculo
ideal para la incorporacién de microorganismos con potencial probiotico. En la provincia de
San Juan, Argentina, la industria vitivinicola genera entornos de gran biodiversidad microbiana,
lo que permite la seleccién de levaduras nativas que otorguen identidad y valor regional a
productos locales. El objetivo de este trabajo fue elaborar una cerveza funcional con
propiedades organolépticas distintivas, mediante el uso de una levadura autdctona seleccionada
con aptitudes probidticas. La presente investigacion se sustento en el estudio de 15 aislamientos
pertenecientes a los géneros Hanseniaspora, Pichia, Wickerhamomyces y Saccharomyces,
seleccionados por sus antecedentes de para ser utilizadas como potenciales probioticas. Sobre
este grupo, se realiz6 una caracterizacién tecnoldgica para determinar su aptitud cervecera,
evaluando la actividad de descarboxilacion, la formacion de compuestos indeseables (off-
flavors) y la capacidad de fermentar los azlcares del mosto. Como resultado de este proceso,
se selecciond la levadura Saccharomyces cerevisiae PB101 para la elaboracion de cerveza Ale
sin filtrar. Se elaboraron lotes experimentales en los que se determind la viabilidad del
microorganismo durante la fermentacion, maduracion y almacenamiento, asi como su
resistencia a condiciones simuladas del tracto gastrointestinal post fermentacion. Los resultados
mostraron que la levadura seleccionada, PB101, mantuvo su viabilidad durante las instancias
evaluadas, alcanzando niveles de unidades formadoras de colonias compatibles con los
requeridos para que un producto sea considerado funcional. En conclusion, la adicién de la
levadura seleccionada con potencial probidtico en cerveza artesanal Ale sin filtrar result6
técnicamente factible, permitié desarrollar un producto con valor agregado por sus beneficios
potenciales para la salud y constituyé una alternativa innovadora que podria mejorar la

competitividad del sector cervecero regional.



2. INTRODUCCION

El tracto gastrointestinal (TGI) representa una de las principales interfaces de contacto
con el ambiente externo, con una superficie de entre 250 y 400 m2, donde interactdan el
huésped, los factores ambientales y los antigenos (Thursby & Juge, 2017). Este ecosistema
digestivo es colonizado por bacterias, arqueas y una fraccién fangica (levaduras y hongos) que
conforman la microbiota intestinal (Underhill & lliev, 2014), estableciendo una relacion de
coevolucion mutuamente beneficiosa (Backhed et al., 2005; Neish, 2009) y constituyendo la
poblacion microbiana mas diversa del cuerpo humano (Quigley, 2013). Bajo el concepto de
microbioma, estos microorganismos forman una unidad metabdlica integrada que abarca no
solo sus genomas, sino también sus metabolitos y las condiciones fisico-quimicas de su habitat
(Requena & Velasco, 2019; Sebastian et al., 2021). Dichos gradientes ambientales a lo largo
del TGI determinan la funcionalidad de esta comunidad (Hillman et al., 2017), la cual cumple
funciones esenciales como el fortalecimiento del epitelio, la obtencidn de energia, la proteccion
frente a patdgenos y la regulacion inmunitaria (Natividad & Verdu, 2013; Baumler y Sperandio,
2016; Gensollen et al., 2016). Alteraciones en este equilibrio, fendmeno conocido como
disbiosis, pueden comprometer dichas funcionesy se han asociado con el desarrollo de diversas

enfermedades inflamatorias y cronicas no transmisibles (Huang et al., 2023).

En este contexto, y ante la creciente evidencia que vincula el equilibrio microbiano
intestinal con la salud general del huésped, surge el interés por estrategias capaces de modular
la microbiota de manera beneficiosa (Almada et al., 2015). Entre ellas, el uso de probioticos ha
cobrado especial relevancia en las ultimas décadas, siendo definidos como “microorganismos
vivos que, administrados en cantidades adecuadas, confieren beneficios a la salud del huésped”
(Hill et al., 2014). Estos microorganismos contribuyen a modular la microbiota y limitan la
proliferacion de bacterias patdgenas (Almada et al., 2015). Ademas, favorecen la digestion y
absorcion de nutrientes, fortalecen la barrera intestinal y mitigan sintomas asociados a la
intolerancia a la lactosa, propiedades que han impulsado su integracion sistemaética en la
industria alimentaria (Leahy et al., 2005; Ifiiguez-Palomares et al., 2014; Pandey et al., 2015).

Aunque la mayoria de los probioticos comercializados corresponden a bacterias, las
levaduras presentan caracteristicas diferenciales que las posiciona como alternativas de interés.
Entre ellas se destaca su resistencia intrinseca a antibacterianos, su mayor tamafio celular que
favorece una proteccion mas efectiva de la mucosa intestinal y su baja capacidad de
transferencia genética horizontal (Czerucka et al., 2007; Banik et al., 2019). Ademas, su

afinidad por ambientes de pH acido refuerza su estabilidad durante el pasaje por el TGI,
8



particularmente durante la fase gastrica (Ogunremi et al., 2015; Banik et al., 2019; Hsiung et
al., 2021). Actualmente, hay dos levaduras probidticas que son comercializadas:
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii CNCM 1-745 y Kluyveromyces marxianus B0399
(Quarella et al., 2016; di Cagno et al., 2020). No obstante, la investigacion cientifica se ha
orientado hacia la identificacién y caracterizacion de nuevas cepas, incluyendo tanto especies
de Saccharomyces como levaduras no convencionales, con el objetivo de ampliar la diversidad

de productos funcionales disponibles (Fernandez-Pacheco et al., 2021; Angulo et al., 2023).

En el marco normativo de Argentina, la incorporacién de cepas probidticas en
alimentos se encuentra regulada por el Cédigo Alimentario Argentino (CAA). De acuerdo con
lo establecido en el Articulo 1389 del Capitulo XVII, este marco regulatorio se inscribe en una
concepcion ampliada de la alimentacién, donde los productos no solo deben aportar nutrientes
esenciales para el metabolismo y la obtencién de energia, sino también ejercer efectos
fisiol6gicos especificos que contribuyen a la prevencion de enfermedades (Sir6 et al., 2008).
Bajo este contexto surgen los alimentos funcionales, definidos como aquellos productos que,
consumidos de manera regular dentro de una dieta equilibrada, proporcionan beneficios

fisioldgicos adicionales a su valor nutricional basico (Granato et al., 2017).

En las Gltimas décadas, el interés por los alimentos funcionales ha crecido de manera
notable, tanto en el ambito cientifico como en el mercado global, especialmente tras el impacto
de la reciente crisis sanitaria (Onwe et al., 2022, Lafarga et al., 2023, Galanis et al., 2024). Los
probidticos se destacan como uno de los ingredientes funcionales con mayor aceptacion para
modular la microbiota (Suvarna et al., 2018), lo que ha impulsado a la industria alimentaria a
diversificar las matrices de administracion hacia alternativas no lacteas, destinadas a
consumidores con alergias, intolerancias o preferencias éticas especificas (Chui et al., 2023). Si
bien los estudios sobre alimentos funcionales fermentados con levaduras probidticas son adin
limitados en comparacion con las matrices fermentadas por bacterias, el interés cientifico en
este campo ha aumentado de manera sostenida en los Gltimos afios (Fernandez-Pacheco et al.,
2021). Dentro de la tendencia hacia matrices no lacteas, surge el interés por explorar bebidas

fermentadas de amplio consumo como vehiculos para la administracion de probidticos.

La cerveza es una bebida obtenida a partir de la sacarificacion de almidones de
cereales, principalmente cebada malteada, y su posterior fermentacién (Hornsey, 2003). En la
elaboracion de cervezas tipo Ale, S. cerevisiae es la levadura fermentativa predominante y se
ha establecido como el principal agente responsable de la conversion de azlcares del mosto, asi

como de la produccion de compuestos organolépticos deseables (Verstrepen et al., 2003;
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Kunze, 2010). Estas fermentaciones suelen realizarse a temperaturas mas elevadas que las de
tipo Lager, lo que favorece la produccion de esteres y otros metabolitos que contribuyen al
perfil sensorial caracteristico del producto final. La floculacion constituye un rasgo relevante
en levaduras cerveceras ya que influye en la clarificacion natural del producto, y en la gestion
de la biomasa durante y después de la fermentacion (Basso et al., 2016; Stewart, 2017). En
conjunto, estos aspectos fisioldgicos y tecnoldgicos son criterios clave en la seleccion de

cultivos starter para procesos cerveceros tipo Ale.

Tras la recuperacion de los mercados posteriores a la pandemia, la produccion mundial
de cerveza alcanz6 nuevamente niveles elevados, consolidandose como la bebida alcohdlica
fermentada mas consumida a nivel global (Statista, 2025). Segun datos de consumo per capita
reportados por fuentes estadisticas internacionales, el consumo de cerveza en Argentina se
encuentra alrededor de 42.6 L por persona en 2021, ubicando a la cerveza como una de las
bebidas alcohdlicas preferidas en el pais y confirmando su importancia cultural y de mercado
(Helgi Library, 2023). En particular, la provincia de San Juan, ha experimentado un crecimiento
sostenido del sector cervecero artesanal desde 2015, posicionandose como un producto de gran
importancia regional tanto por su escala de elaboracién como por su arraigo en el consumo
local (Ruarte et al., 2025). En este contexto de expansién del sector, la incorporaciéon de
microorganismos probiéticos en la cerveza representa una estrategia innovadora que fusiona la
tradicion cervecera con la tendencia global hacia el desarrollo de alimentos funcionales (Basso
et al., 2016; Ruarte et al., 2025). Ademas de su elevada aceptacion por parte de los
consumidores, la cerveza puede considerarse una matriz biolégicamente adecuada para este
proposito, ya que contiene compuestos nutricionales de interés, tales como polifenoles, folatos,
maltodextrinas, vitaminas del complejo B, proteinas y fracciones de fibra soluble (Sohrabvandi
et al., 2012). Estos componentes no solo enriquecen el perfil nutricional del producto, sino que
también pueden favorecer la viabilidad y el transporte de los microorganismos probi6ticos hacia

su sitio de accion en el TGI (Zendeboodi et al., 2021).

A pesar de que la literatura define a la cerveza funcional como aquella que incorpora
ingredientes no convencionales (como frutas o granos alternativos) o microorganismos capaces
de generar compuestos beneficiosos (Basso et al., 2016), el CAA no contempla actualmente
una categoria que tipifique a la cerveza como un alimento funcional o con probiético. Dado que
este producto debe ajustarse estrictamente a los estandares de identidad establecidos en el
Articulo 1080 del CAA, cualquier innovacion que incluya microorganismos vivos queda fuera

de los parametros vigentes. Esta situacion pone de manifiesto la necesidad de generar evidencia
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cientifica solida que respalde la seguridad y la eficacia de estas formulaciones, y que contribuya
al desarrollo de futuras normativas que acomparien esta innovacion en la industria alimentaria

nacional.

En el ambito de la microbiologia de alimentos, existe un interés creciente por los
microorganismos con funciones multiples, por ejemplo, capaces de llevar a cabo procesos
fermentativos, y sintetizar compuestos beneficiosos ejerciendo efectos probioticos (Bevilacqua
et al., 2012). En la industria cervecera, el concepto de cultivo starter se refiere al uso de cepas
seleccionadas que aseguran una fermentacion alcoholica controlada y contribuyen de manera
predecible a las caracteristicas sensoriales del producto final. Su seleccién depende de criterios
tecnologicos especificos, tales como un corto periodo de adaptacion al mosto, una atenuacion
adecuada y la capacidad de fermentar determinados azucares (Comitini et al., 2011; Lengeler
et al., 2020), pero también de una rigurosa evaluacion de seguridad y calidad organoléptica. En
este aspecto, resulta importante descartar rasgos negativos como la actividad de
descarboxilacion, precursora de aminas bidgenas (AB), y la produccion de compuestos off-
flavors como fenoles volatiles o &cido sulfhidrico (H2S) (Capece et al., 2018; Pietrafesa et al.,
2023). Ademas, se valoran atributos positivos como la actividad de enzimas S-glucosidasas, las
cuales potencian el aroma del producto y la biodisponibilidad de compuestos bioactivos
(Bevilacqua et al., 2012; Capece et al., 2018). En este sentido, el empleo de levaduras
autoctonas representa una ventaja estratégica, ya que permite obtener perfiles aromaticos
diferenciados al integrar de manera natural las capacidades fermentativas con las funciones

probidticas (Pietrafesa et al., 2023).

Estas caracteristicas adquieren especial relevancia cuando se busca desarrollar
cervezas con potencial funcional, ya que no solo es necesario garantizar la eficiencia
fermentativa, sino también preservar la viabilidad del microorganismo y evitar la generacién
de compuestos que puedan comprometer la calidad sensorial o la aceptaciéon del producto.
Dado que la viabilidad celular es un requisito indispensable para la eficacia de los probiéticos,
la cerveza artesanal destinada a este fin no deberia someterse a procesos de pasteurizacion ni a
filtraciones posteriores a la fermentacion (Zendeboodi et al., 2021). De este modo, una cerveza
Ale artesanal sin filtrar constituye una matriz potencialmente favorable para la conservacién de
microorganismos probioticos viables. Por ello, la ejecucién de ensayos de simulacion del TGl,
que evaluan la resistencia a jugos gastricos, pancreaticos y sales biliares, resulta un paso critico
para validar la robustez de las levaduras seleccionadas y su potencial funcional post

fermentacion (Vergara et al., 2023; Vergara, 2024).

11



En el Instituto de Biotecnologia (IBT), de la Facultad de Ingenieria (FI) de la
Universidad Nacional de San Juan (UNSJ), se inicié en 2018 una linea de investigacion para
evaluar las aptitudes probidticas de levaduras autdctonas aisladas de vifiedos y bodegas de la
provincia de San Juan, ecosistemas donde los microorganismos han evolucionado adaptandose
a condiciones ambientales hostiles como bajo pH, alta osmolaridad y concentraciones
crecientes de etanol (Kurtzman et al., 2011; Vergara et al., 2023). Estas caracteristicas presentan
notables similitudes con las barreras del TGI humano, posicionando a estas levaduras como
candidatas probidticas potenciales para la promocion de la salud. La integracion de métodos
cerveceros tradicionales con herramientas biotecnoldgicas constituye una estrategia de interés
para optimizar la calidad del producto y favorecer la diferenciacion en el sector cervecero
artesanal regional. En este sentido, resulta fundamental considerar la multifuncionalidad de las
levaduras seleccionadas, las cuales pueden desempefiar un doble rol durante el proceso
productivo. Por un lado, actiian como agentes fermentativos responsables de la transformacién
del mosto cervecero y del desarrollo de perfiles sensoriales especificos, que permitan la
diferenciacion del producto (Senkarcinova et al., 2019; Vergara, 2024); por otro, pueden
funcionar como microorganismos con potencial funcional probiotico al mantener su viabilidad
en la matriz final (Zendeboodi et al., 2021). En este marco, se analizaron 96 aislamientos, de
los cuales se seleccionaron 15 levaduras autdctonas con las mejores aptitudes probidticas
(Vergara et al., 2023). Se evaluaron propiedades beneficiosas, como la disminucion de niveles
de colesterol, actividad antioxidante, antimicrobiana, inmunomoduladora y la sintesis de
enzimas hidroliticas (proteasas, amilasas y fitasas), vinculadas a la mejora de la digestibilidad
(Vergara, 2024; Leiva Alaniz et al., 2025). No obstante, a pesar del creciente interés en cervezas
funcionales, aun son limitados los estudios que evaltan de manera integral el desempefio
tecnologico, fermentativo, sensorial y probiotico de levaduras autdctonas en cervezas
artesanales sin filtrar, por lo que resulta necesario generar evidencia experimental que valide su
seguridad, estabilidad y viabilidad en matrices reales. En consecuencia, el presente trabajo
propuso la seleccion de una de estas 15 levaduras para su empleo como cultivo starter en una

cerveza artesanal tipo Ale.
3. HIPOTESIS

Las levaduras autoctonas aisladas de ambientes vitivinicolas con funcionalidad
probidtica son propicias para ser empleadas como cultivos iniciadores (starters) en la
elaboracion de cerveza artesanal tipo Ale, estilo Kdlsch, permitiendo la obtencién de una

cerveza con propiedades funcionales.
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4.

OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Elaborar una cerveza funcional con propiedades organoléepticas distintivas, mediante

el uso de una levadura autéctona seleccionada con aptitudes probidticas.

4.2. Objetivos especificos

5.

Evaluar las caracteristicas tecnoldgicas de levaduras autoctonas con potencial
probidtico, con el fin de determinar su aptitud como cultivos starter en el proceso

fermentativo de cerveza artesanal tipo Ale, estilo Koélsch, sin filtrar.

Conducir el proceso fermentativo mediante la inoculacion de una levadura autéctona

seleccionada con aptitudes probioticas.

Evaluar la supervivencia postfermentacion de la levadura autoctona con aptitudes

probidticas, bajo condiciones gastrointestinales simuladas.

Evaluar las propiedades organolépticas de la cerveza artesanal tipo Ale, estilo Kolsch,
elaborada mediante la implementacion de la levadura autdctona seleccionada con

aptitudes probioticas.

MATERIALES Y METODOS

5.1. Microorganismos

Los aislamientos de levadura de origen vitivinicola utilizados en el presente trabajo

fueron 15: Hanseniaspora guilliermondii (PB15), Pichia kudriadzevii (PB48, PB50, PB51,
PB52, PB53 y PB100), Pichia manshurica (PB54), Pichia occidentalis (PB56, PB57, PB58),
Wickerhamomyces anomalus (PB97, PB98, PB99), y Saccharomyces cerevisiae (PB101). Los

mismos forman parte de la coleccion de cultivos microbianos del IBT-FI-UNSJ y fueron

identificados bioguimica, morfoldgica y molecularmente mediante protocolos establecidos por
Kurtzman et al. (2011) y Esteve- Zarzoso et al. (1999) (Figura 1).

Estas levaduras fueron seleccionadas de acuerdo con los siguientes parametros:

> Rasgos de bioseguridad: actividad hemolitica y ureasa negativa, resistencia a

antibacterianos (ampicilina 25, gentamicina 10, levofloxacina 10, rifampicina 20,
tetraciclina 80, cloranfenicol 60 pg/mL) y sensibilidad al menos a 6 antiflngicos
ensayados (ketoconazol 50, clotrimazol 10, fluconazol 10, itraconazol 10, miconazol

50, nistatina 100 ug/mL). Supervivencia mayor al 90 % de larvas de G. mellonella.
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Tolerancia a las condiciones del TGI: Crecimiento a 37, 39y 42 °C, resistencia a valores
de pH acidos (2 y 3) y sales biliares (1 %) IRviis (Indice de Resistencia a las sales
biliares) mayor o igual a 10.

Propiedades para adherirse a las células epiteliales del intestino: hidrofobicidad,
produccion de biofilm (>cepa control) y autoagregacion (> 85 %).

Tolerancias a condiciones del TGI simuladas.

Propiedades benéficas: Actividad antimicrobiana frente a enteropatdgenos, actividades
enzimaticas (lipasas, amilasas, esterasas, proteasas, fitasas), actividad antioxidante
(resistencia al perdxido de hidrogeno, eliminacion de radicales libres DPPH, actividad
de captacion de radicales hidroxilo), accion antagonista (produccién de sideréforos,
produccion de acidos organicos de cadena corta y etanol, produccion de toxinas killer,
actividad de la catalasa), capacidad para reducir el colesterol (Leiva Alaniz et al., 2025).
Ademas, cuatro de este grupo de levaduras (PB54, PB97, PB98, PB99) presentan
estudios de actividad inmunomoduladora, capacidad de adhesion a células Caco-2/TC-
7, y efecto sobre la asociacion e invasion de Salmonella enterica serovar Enteritidis
CIDCA101 en células Caco-2/TC-7 (Vergara Alvarez et al., 2024).

15 aislamientos de levadura  —— Seleccionadas por:

* Hanseniaspora guilliermondii — PB15 ® Rasgos de bioseguridad

Pichia manshurica — PB54 N

Pichia occidentalis { PB56, PB57, PB58

PB48, PB50 e Tolerancia a las condiciones del TGI

Pichia kudriadzevii { PB51, PB52

PB53, B100 e Propiedades para adherirse a las células epiteliales del intestino
Tolerancias a condiciones del TGl simuladas.

e Propiedades benéficas

Wickerhamomyces anomalus { PB97, PB98, PB99 Antes de cada ensayo, las levaduras se activaron en medio YEPD

a 100 rpm, durante 24-48ha28+1 °C.

Saccharomyces cerevisiae — PB101

Figura 1: Aislamientos de levaduras de origen vitivinicola seleccionados para el estudio y criterios aplicados en

su seleccion.

Como controles positivos se emple6 un aislamiento de la especie Brettanomyces spp.

para produccion de fenoles volatiles y Pichia spp. para produccién de acido sulfhidrico, ambas

pertenecientes a la coleccion del IBT-FI-UNSJ. Ademas, como control positivo del proceso

fermentativo de cerveza tipo Ale sin filtrar se utiliz6 la cepa comercial S. cerevisiae US05 (®

Fermentis, France). Como cepa de referencia probidtica se utilizd a S. cerevisiae var. boulardii
CNCMI-745 (® Floratil).
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Antes de cada ensayo, las levaduras se activaron en medio caldo YEPD (Yeast Extract
Peptone Dextrose: 1 % extracto de levadura, 2 % peptona y 2 % dextrosa) a 100 rpm, durante
24-48ha28+1°C.

5.2. Caracterizacion tecnoldgica de levaduras para ser empleadas en el proceso
fermentativo de cerveza tipo Ale.

5.2.1. Rasgos negativos
5.2.1.1. Actividad de descarboxilacion

La capacidad de las levaduras para descarboxilar aminoacidos, produciendo AB, se
evaluo segun lo descrito por Zullo et al., (2019) con modificaciones. Se realizé un medio que
contenia (g/L): glucosa, 0.1; parpura de bromocresol 0.06; Yeast Nitrogen Base (YNB), 6.7;
agar 15; pH final ajustado a 5.3. Después de la esterilizacion, se afiadio a la solucion 1 g/L de
cada aminoéacido (L-lisina, L-histidina, L-arginina), previamente esterilizados por filtracion
(0.22 um). Las levaduras fueron sembradas puntualmente (5 puL) y después de 4 dias de
incubacion a 25 £ 1 °C, se designd como positiva a aquellas en las cuales se visualiz6 un halo

violeta alrededor de la siembra.
5.2.1.2. Determinacion de compuestos Off-flavors
- Produccién de fenoles volatiles

Las levaduras fueron sembradas en estria en medio Brett-agar que contenia (g/L):
glucosa 10, extracto de levadura 10, agar 15, cloranfenicol 0.5, ciclohexamida 0.05, acido p-
cumarico 0.4, etanol 99.9 %, 6 v/v, a pH 5.0. Paralelamente se sembré una concentracion de 1
x 108 UFC/mL de cada aislamiento en 7 mL de medio Brett liquido. Tanto el medio agarizado
como el liquido fueron incubados de 7 a 10 dias a 28 + 1 °C. Luego de incubacién, se determind
la aptitud indeseable de los aislamientos mediante dos criterios: en el medio sélido se evalud el
crecimiento como indicador de resistencia a la ciclohexamida, mientras que en el medio liquido
la determinacién fue cualitativa mediante olfaccion. Se considerd un resultado positivo la

deteccion de aromas fendlicos, en comparacion con el control positivo Brettanomyces spp.
- Produccion de acido sulfhidrico (H2S)

Las levaduras se sembraron en estrias medio Bismuth Glucose Glycine Yeast (BIGGY -
agar) (BBLTM, Becton, Dickinson and Company, Sparks, EE.UU., Le Pont de Claix, Francia)
y se incubaron por 72 h a 25 + 1 °C. Se evalué de forma cualitativa el color utilizando una

escala arbitraria propuesta por Comitini et al. (2011), donde para el color: 1, color blanco (sin
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produccion); 2, marron claro; 3, marrén; 4, marrén oscuro (alta produccion). Como control

positivo se utilizo Pichia spp (Figura 2).

O I blanco (sin produccién)

O 2 marrén claro

I . 3 marrén

. 4 marrdn oscuro (alta produccién)

Figura 2: Imagen representativa de la escala arbitraria propuesta por Comitini et al., (2011) para el color de los
aislamientos estriados. Imagen generada con ayuda de inteligencia artificial utilizando ChatGPT (OpenAl, GPT-
5)

5.2.2. Rasgos positivos
5.2.2.1. Determinacion cuantitativa de actividad p-glucosidasa

Los aislamientos, previamente activados, fueron inoculados e incubados durante 72 h,
a 25 £ 1°C en agitacion constante en medio para induccién de produccion de enzimas f-
glucosidasas (g/L): YNB sin aminoacidos, 7; (NH4)2S0s, 5; Extracto de levadura, 5; Peptona,
5; Glucosa, 5 en buffer Citrato-Fosfato 50 mM pH 5 (Rodriguez et al., 2004). Con el fin de
estudiar la localizacion de la actividad enzimatica, las levaduras desarrolladas en el medio para

produccion de B-glucosidasa fueron centrifugadas (13000 rpm durante 10 min) para obtener:

- Pellet el cual fue resuspendido en buffer citrato fosfato 50 mM pH 5.0 (enzimas
del espacio periplasmatico).

- El sobrenadante de cultivo libre de células (enzimas extracelulares).

El sistema de reaccion se prepard de la siguiente manera: incubacion 0.3 mL del
sobrenadante o el pellet del cultivo con 0.3 mL de sustrato durante 1 h a 30 £ 1 °C en
condiciones estériles. Luego se afiadié 1.2 mL de carbonato de sodio 1 M para detener la
reaccion. El p-nitrofenol liberado se midio a 400 nm (Rosi et al., 1994; Chassagne et al., 2005).
Una unidad (U) de B-glucosidasa se definié como la cantidad de enzima que libera un umol de
p-nitrofenol/h, bajo las condiciones especificadas (Maturano et al., 2012). Se utiliz6 p-
nitrofenol para realizar la curva de calibracion. Las lecturas del espectrofotometro se obtuvieron
utilizando un fotometro de microplacas (Thermo Fisher Scientific Multiskan™ FC Microplate

Photometer) (Figura 3).
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Figura 3: Determinacion de la actividad p-glucosidasa en microplaca (96 pocillos) segln la metodologia

propuesta por Maturano (2012).

5.2.2.2. Metabolizacién de azucares por metabolismo fermentativo

Se inoculd una concentracion de 5 x 10° cel/mL de cada aislamiento en tubos de ensayo
con 5 mL de medio liquido YNB (6,7 g/L) y el azucar en estudio (20 g/L). Los glucidos
evaluados (glucosa, sacarosa, fructosa y maltosa) fueron seleccionados por ser los principales
constituyentes del mosto cervecero. Previo a la inoculacion, el pH de los medios se ajusté a 5.2
con acido fosforico 1 N para simular las condiciones iniciales de la fermentacion. Con este
experimento se determind la capacidad de metabolizacion de los azlcares via fermentativa. En
cada tubo se coloc6é una campana de Dirham invertida para entrampamiento de gases y fue
cerrado herméticamente (Suarez Lepe, 2006). Los tubos se incubaron durante 96 ha 19 + 2 °C,
estableciéndose como parametro de medida el entrampamiento de CO; en los tubos con medio
liquido evidenciado por el llenado completo de la campana. Como control positivo se utilizd

YNB glucosa.

La aptitud fermentativa de los aislamientos fue evaluada mediante ensayos de
metabolizacion por via fermentativa de sacarosa, fructosa y maltosa, asi como en mosto
cervecero. El resultado se analiz6 mediante la observacién de patrones de respuesta
fermentativa, considerando el volumen relativo de CO> producido en la campana de Diirham y

el tiempo de inicio de la fermentacion.
5.2.2.3. Metabolizacién de azucares por via fermentativa en mosto cervecero

Se inoculd una concentracion de 5 x 108 cel/mL de cada aislamiento en tubos de ensayo
con 5 mL de mosto cervecero (20 IBU, densidad inicial 1048, pH 5.2), previamente esterilizado
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a 0.5atm durante 10 min para evitar la caramelizacion de los azucares presentes en el mismo.
Dentro de cada tubo se coloco una campana de Dirham invertida para entrampamiento de
gases, Y se sellaron herméticamente (Suarez Lepe, 2006). Los tubos se incubaron durante 96 h
a 19 + 2°C. El pardmetro a medir fue el entrampamiento de CO: en los tubos con mosto
cervecero, registrandose como resultado positivo el llenado total de la campana (Figura 4).

Figura 4: “A” representa un entrampamiento de 50 % 0 menos de CO; en la campana de Dirham y “B” un

entrampamiento de 50 % o mas de CO; de la campana.

5.3. Proceso fermentativo de cerveza tipo Ale estilo Kélsch a escala de laboratorio

De acuerdo a los resultados de la caracterizacion tecnoldgica (metodologia 5.2), se
selecciond una levadura para conducir el proceso fermentativo. Se llevé a cabo un ensayo
comparativo utilizando dos tratamientos: la levadura, que se seleccionard segin parametros
descritos anteriormente, y una cepa comercial S. cerevisiae US05 utilizada como control. En
ambos casos, el indculo fue de 1 x 107 cel/mL de levadura (previamente activada) en frascos
Erlenmeyer de 2000 mL de capacidad, conteniendo 1400 mL de mosto cervecero con una
densidad inicial de 1046 °DI (equivalente a grados Plato, °P), 20 IBU (International Bitterness
Units) y pH 5.2. Se incubaron en condiciones estaticas a 18 + 1 °C. El mosto cervecero
empleado fue estilo Kolsch (dorada pampeana) facilitado por la cerveceria Donata del Desierto,
San Juan, Argentina. Dicho mosto fue tomado directamente en la planta productora tras
finalizar la etapa de hervor, asegurando la obtencion de un mosto estéril (Figura 5).
Posteriormente, el material fue envasado en recipientes estériles con cierre hermético y
trasladado al laboratorio bajo condiciones de refrigeracion para su conservacion y posterior

utilizacion en los ensayos experimentales.
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El monitoreo de la cinética fermentativa se llevd a cabo mediante la medicion de la
densidad del mosto, utilizando un densimetro, y de la pérdida de peso del sistema fermentativo,
empleando una balanza con una precision de 0.01 g. Asimismo, se realizaron tomas periddicas
de muestras para su observacién microscopica, asi como diluciones seriadas y siembra en medio
YEPD-agar, con el fin de determinar la poblacion de levaduras viables durante el proceso
fermentativo (Figura 5).

Esquema del disefio experimental y monitoreo de la cinética fermentativa comparativa

BLOQUE 1: Obtencion del mosto estéril BLOQUE 2: Preparacion del inoculo
Sl
Mosto estilo Kolsch w Mosto obtenido
1046 °DI / °Pinicial N
0BV po(setst’;ﬁ,')w
pH5.2 :%:
Inéculo 1x 107 cel/mL
BLOQUE 3: Montaje del ensayo fermentativo BLOQUE 4: Monitoreo de la cinética fermentativa
! n =
r ""‘# \
(8,
. e
Medicion de Pérdida de Observacion Recuento de levaduras

Incubacion estdtica 18 +1°C densidad peso (CO,) microscopica viables (UFC/mL)

Figura 5: Esquema del disefio experimental y del monitoreo de la cinética fermentativa comparativa en mosto
estilo Kolsch estéril. Imagen generada con ayuda de inteligencia artificial utilizando ChatGPT (OpenAl, modelo
GPT-5)

Los parametros determinados al final de la fermentacion fueron:

*Atenuacion aparente (AA): es el porcentaje de azlcares fermentables consumidos
(Mestre et al., 2017; Canonico et al., 2021),

(Dinicial — Dfinal)
AA = 100 = ( T )
Dinicial
Donde:
Dinicial: Densidad del mosto antes de iniciar la fermentacion.

Dfinal: Densidad al finalizar la fermentacion.

*Poder fermentativo (PF): se estim6 como la capacidad de la levadura para producir

etanol expresado en % v/v (Capece et al., 2018; Pietrafesa et al., 2023).

(Dinicial — Dfinal)
7.5

PF =
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Donde: 7.5 corresponde a la constante estequiométrica empirica derivada de la relacion teorica entre consumo de

glucosa y produccién de etanol.

Para la determinacion del contenido alcoholico y la atenuacién, los valores de
gravedad especifica se convirtieron al formato de puntos. El procesamiento de estos datos se
realiz6 mediante la herramienta digital Brewfather (Alcohol Calculator), aplicando las formulas
estandar de atenuacion aparente y de estimacion de alcohol por volumen (% v/v), empleando

en este Ultimo caso la constante estequiométrica de 7.5.
5.4. Simulacidn del tracto gastrointestinal de levadura starter

Se llevo a cabo siguiendo la metodologia propuesta por Vergara et al. (2023). Se
realizaron soluciones que simularon las condiciones de digestion gastrica (DG) y digestion
pancreatica (DP) in vitro. Para la DG, se prepard un jugo gastrico (JG) sintético en una solucion
buffer a pH 2.0 compuesta por (g/L): NaCl 2.05; KH2PO4 0.60; CaCl» 0.11 y KCI 0.37. Despues
de la esterilizacion del medio, se adicion6 pepsina (3 g/L) esterilizada por filtracion (0.22 pm),
para completar la solucion gastrica. La simulacion de jugo pancreético (JP) se realiz6 utilizando
una solucion buffer con pH de 7.0, ajustado con HCI 1M, formulado con (g/L): sales biliares

3.0, pancreatina esterilizada por filtracion, Na;HPO4 26.9 y NaCl 8.5.

Para determinar la resistencia de la levadura tras la simulacion del TGl, se utilizo como
indculo las células viables de la levadura starter recolectada luego de la etapa de fermentacién
y maduracion. Para la fase gastrica se inocularon las levaduras en 7 mL de JG estéril, luego de
3 h de incubacién a 37 °C a 100 rpm, se recolectaron las levaduras y se resuspendieron en 7 mL
de JP simulado estéril. La suspension se incubd a 37 £ 1 °C durante 3 h a 100 rpm. En ambas
fases se determind el porcentaje de supervivencia mediante siembra en placaalos 0, 1.5y 3 h.

(Inn°UFC/mL final)
(Inn° UFC/ mlL inicial)

% supervivencia = ( ) * 100

Doénde:

In n® inicial UFC/mL es el logaritmo natural del nimero inicial de unidades formadoras de colonias por mililitro.

In n® final UFC/mL es el logaritmo natural del nimero final de unidades formadoras de colonias por mililitro.
5.5. Evaluacion sensorial de cerveza tipo Ale estilo Kdlsch

Al finalizar el proceso fermentativo, las cervezas se conservaron a 4 £ 1 °C durante
dos semanas sin carbonatar para su maduracion. Luego se sometieron a un analisis sensorial en

las instalaciones productivas de las cervecerias artesanales Ancestral y Donata del Desierto
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(San Juan, Argentina), siguiendo la metodologia propuesta por Mestre Furlani et al. (2024). El
analisis se realizd mediante una prueba a ciegas con un panel conformado por 8 evaluadores de
entre 25 y 45 afios (1 mujer, 7 varones). Debido a que las muestras se suministraron sin
carbonatacion previa, la valoracion visual y de espuma fue omitida, centrandose el estudio

exclusivamente en los caracteres olfativos y gustativos (Figura 6).

El panel puntud atributos especificos, tales como aroma (ésteres y fenoles), sabor
(balance amargor/dulzor) y sensacion en boca (cuerpo), utilizando una escala estructurada de 1
a 5, mientras que la aceptacion general del producto se valoré en un rango de 1 a 10. Las
muestras fueron servidas a una temperatura controlada de 4 + 1 °C en vasos descartables (Figura
6).

La evaluacion sensorial se utilizé para determinar la aceptabilidad e identificar
caracteres aromaticos y gustativos. Esto abre la posibilidad de realizar la fermentacion en otros
estilos de mosto cervecero a la cual se adecue mejor al perfil de la levadura seleccionada.
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HOJA DE EVALUACION DE CERVEZA

Muestra: ___~~~ Catador: Fecha:
AROMAS GUSTO

MALTA AMARGO
[ 2 [s [4 [s [+ [2 [s [4 [5 |
LUPULO ACIDO
[+ [2 [3 [4 [5 [J[* [2 [3 [4 [5 |
FRUTAS MADURAS SALADO
(1 J2 [3 [4 J5 [J|[v [2 [3 [4 [5 |
FLORAL ASTRINGENCIA
[ 2 [3 [4 [s [+ [2 [3 [4 [5 |
PIMIENTA BALANCE
[ 2 [3 [4 [s [+ [2 [3 [4 [5 |
CLAVO CUERPO
[ [2 [3 [4 5 [j[r _[2 [38 [4 5 |
MANZANA RETROGUSTO
(v J2 [3 [4 [5 [|[n [2 [3 [4 [5 |

BANANA EQUILIBRIO
[+ 2 [s J4 [5 J|[x 2 [3 4 [5 |
ALCOHOL INTENSIDAD

[r 2 [s Ja J5 |1 2 [3 [4 [5 |

VALORACION GENERAL (1 AL 10): covevovrrerevveres e

Nota:

ESTILO AL QUE MAS SE PUEDE ADAPTAR: .........oouueutoueiusiassssos s asessss oss st ses seasssss s1ss sbsssess a0 s sssss st aatseses s asssssesss

Figura 6: Hoja de evaluacion sensorial entregada al panel de catadores en las cervecerias artesanales Ancestral y

Donata del Desierto (San Juan, Argentina).
5.8. Analisis estadistico

Cada ensayo se realizd6 de forma independiente por triplicado y los resultados
representan el promedio de las 3 determinaciones con la desviacion estandar correspondiente
(= DE). Los datos experimentales se procesaron con analisis de varianza (ANOVA), se utilizo
la prueba de Shapiro-Wilk para supuesto de normalidad y la prueba de Levene para
homogeneidad de varianza. Las diferencias significativas se determinaron mediante la prueba

de Tukey y los resultados se consideraron significativos si el valor de p asociado era < 0,05.

El analisis estadistico se realizo utilizando el software R version 4.5.1 (R Core Team,
2025; https://www.R-project.org), mientras que la representacion grafica y el andlisis
descriptivo de los datos se efectuaron con Microsoft Excel.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacion tecnologica de levaduras para ser empleadas en el proceso

fermentativo de cerveza tipo Ale.
6.1.1. Rasgos negativos
6.1.1.1. Actividad de descarboxilacion

Ninguna de las 15 levaduras ensayadas presenté actividad de descarboxilacion frente
a los aminoacidos L-lisina, L-histidina y L-arginina, precursores de AB, bajo las condiciones

experimentales empleadas (Tabla 1 y Figura 7).

T -
|

N\

Figura 7: Ensayo in vitro para la deteccion de actividad de descarboxilacion frente a los aminoacidos L-lisina,

L-histidina y L-arginina. En la imagen se observa que las levaduras mostraron actividad negativa.

6.1.1.2. Determinacion de compuestos Off-flavors

Los aislamientos H. guillermondii PB15 y W. anomalus PB98 crecieron en el medio

ensayado y produjeron fenoles volatiles detectables.

En cuanto a la produccion de H2S, los aislamientos de género Pichia presentaron
valores de 4 dentro de la escala (alta produccién de H»S). Los aislamientos W. anomalus, PB97,
PB98 y PB99 presentaron una leve coloracion marrén por lo que se infiere un nivel de
produccion bajo (valores 2 y 3), mientras que S. cerevisiae PB101 presento valor de escala 1

(produccién nula) (Figura 8).

La caracterizacion tecnologica permitié identificar aislamientos con atributos
considerados no deseables para su aplicacién en el proceso fermentativo cervecero. En funcion

de los resultados obtenidos (Tabla 1), se seleccionaron para los ensayos posteriores las
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levaduras W. anomalus PB97, PB98, PB99 y S. cerevisiae PB101, al no presentar produccion

detectable de compuestos indeseables en las condiciones evaluadas.

Figura 8: Produccion de H,S detectado en medio Biggy-agar de las levaduras ensayadas junto al control

positivo y cepa de referencia probi6tica.
Tabla 1: Produccion de fenoles volatiles (medio BRETT) ,produccidn de H2S (medio Biggy-agar) y actividad de

descarboxilacion de aminoéacidos.

BRETT BigGy-agar Actividad de
Nomenclatura Especie agar ligquido Valor de escala| descarboxilacion
PB15 Hanseniaspora guillermondii | " - =
PB48 Pichia kudriadzevii - - 4 -
PB50 Pichia kudriadzevii - - 4 -
PB51 Pichia kudriadzevii - - 4 -
PB52 Pichia kudriadzevii - - 4 -
PB53 Pichia kudriadzevii - - 4 -
PB54 Pichia masmurica - - 4 =
PB56 Pichia occidentalis - - 4 -
PB57 Pichia occidentalis - - 4 o
PB58 Pichia occidentalis - - 4 -
PB97 Wickeranomyces anomalus |- - 2 -
PB98 Wickeranomyces anomalus |- + 2 -
PB99 Wickeranomyces anomalus |- - 2 -
PB100 Pichia kudriadzevii - - 4 -
PB101 Saccharomyces cerevisiae |- - 1 -
s.b. Saccharomyces cerevisiae var. _
boulardii CNCM I-745 - - 1
usos Saccharomyces cerevisiae |- - 1 -
Control Picchia spp. 3
Control Brettanomyces spp. + +

Referencia: Deteccion positiva de volatiles fendlicos en medio agarizado y/o en medio liquido (+). Los nimeros
indican la escala arbitraria propuesta por Comitini et al. (2011) para el color de los aislamientos estriados de 1,
color blanco (sin produccion); 2, marrdn claro; 3, marrén; 4, marrén oscuro (alta produccion). En verde se
presentan las levaduras que no presentaron actividad de descarboxilacion de aminoacidos. Las celdas

sombreadas en color rojo identifican a los aislamientos que poseen rasgos tecnoldgicos negativos.
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6.1.2. Rasgos positivos
6.1.2.1. Determinacion cuantitativa de actividad p-glucosidasa

La actividad enzimatica, expresada en U/(g peso seco/mL), difirié significativamente

entre aislamientos y entre fracciones celulares (Figura 9).

En la fraccidn periplasmatica, los niveles de actividad oscilaron entre 128.6 £ 15.2 y
2755.2 + 150.4. EI mayor valor de actividad se registro en el aislamiento W. anomalus PB99
(~2755.2 £ 150.4), seguido por un grupo de alta actividad integrado por H. guillermondii PB15
(~2000 * 195.8) y W. anomalus PB98 (~1940 + 128.5). Se observaron valores intermedios en
aislamientos como P. kudriadzevii PB51 (688.4 + 45.2) y P. kudriadzevii PB100 (352.1 + 28.6).
Por el contrario, los aislamientos P. kudriadzevii PB53 (~135.2 + 18.4), P. occidentalis PB58

(~128.6 + 15.2) presentaron los menores valores de actividad registrados.

La actividad B-glucosidasa en el sobrenadante, fue considerablemente menor que en
la fraccion periplasmaética. EI grupo de mayor actividad estuvo representado por W. anomalus
PB97 (500.0 = 35.6) y PB99 (350.0 £ 22.1) y PB98 (275.0 = 18.4). En valores intermedios se
ubicaron aislamientos como S. cerevisiae PB101 (185.5 + 14.2) y P. occidentalis PB56 (115.8
+12.4). Los grupos de menor actividad incluyeron a P. kudriadzevii PB51 (72.4 + 8.1) y PB52
(21.2 + 4.5).
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Figura 9: Actividad B-glucosidasa extracelular (sobrenadante) y peripldsmica expresada en U/(g peso seco/mL)
determinada en los aislamientos de levadura en estudio. Los datos representan el promedio + DE de las
repeticiones independientes. Las letras sobre las columnas indican diferencias estadisticamente significativas
entre aislamientos dentro de cada fraccién, determinadas mediante un andlisis de la varianza (ANOVA, p < 0,05)

seguido de un test a posteriori de Tukey.

6.1.2.2. Fermentacion de azucares del mosto cervecero

El ensayo mostr6 diferencias entre los aislamientos en cuanto a su capacidad
fermentativa. Los aislamientos W. anomalus PB98 y PB99 presentaron respuestas positivas
frente a los 3 carbohidratos evaluados, con una produccidn de CO2 superior o igual al 50 %, con
un inicio de fermentacion a las 48 h. Por el contrario, la levadura W. anomalus PB97 mostro
una respuesta fermentativa incompleta, caracterizada por la ausencia de fermentacion de
maltosa, indicado por una produccion nula de CO». Dado que la maltosa constituye uno de los
principales azlcares fermentables del mosto cervecero, esta limitacion metabolica permitio
diferenciar a W. anomalus PB97 del resto de los aislamientos, justificando su exclusion de las

etapas posteriores del estudio (Tabla 2).

El aislamiento S. cerevisiae PB101 se destacé en el analisis comparativo por mostrar
una buena respuesta fermentativa en todos los carbohidratos ensayados y en mosto cervecero,
con un inicio de actividad observable a las 48 h de incubacion (Figura 10); este patron fue
comparable a la cepa control comercial S. cerevisiae US05. Desde una perspectiva descriptiva,
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S. cerevisiae PB101 present6d un perfil consistente, con respuestas positivas simultaneas en

todas las condiciones evaluadas, sin registrar valores intermedios o nulos.

Mientras que otras levaduras mostraron capacidades heterogéneas, S. cerevisiae
PB101 se distinguié por combinar mejor rendimiento y estabilidad en los distintos sustratos.
Debido a este desempefio, comparable a los estandares de la industria cervecera, este
aislamiento fue seleccionado para continuar su evaluacion para ser empleado como starter
(Figura 11).

Tabla 2: Metabolizacién por via fermentativa de carbohidratos (sacarosa, fructosa, maltosa) y metabolizacién

por via fermentativa en mosto cervecero.

Cepa Glucosa (control) Sacarosa Fructosa Maltosa Mosto Cervecero
24h|48h [72h|96h|24h|48h|{72h|96h]|24h|48h| 72h |96 h|24h|48h [72h96h]| 24h |48h | 72h |96h
PB97 + + +
PB98 + + + + +
PB99 + + + + +
PB101 + + + + + +
Shb |+ + |+ + + +
usos |+ + + + +

Referencia: En verde se presentan aquellas levaduras que llenaron la campana de Diirham méas de un 50 % del
volumen total. En amarillo se muestran aquellas levaduras que llenaron de CO; la campana de Dirham en un 50
% o menos. Se muestra el simbolo "+" para aquellos aislamientos que metabolizaron azUcares por via
fermentativa igual al control (YNB glucosa). En sombreado rojo se observa la levadura descartada por no

presentar la caracterizacion tecnolégica adecuada.

Figura 10: Fermentacién de azlcares en mosto cervecero luego de 24 h, US05 (A) y 48 h, PB101 (B) de
incubacidn. Se puede comparar el CO; retenido en las campanas de Dirham entre la cepa comercial S. cerevisiae

USO05 y la levadura autoctona S. cerevisiae PB101.

27



15 aislamientos de levadura

4

Actividad de descarboxilacion

L4

Determinacion cuantitativa de actividad B-glucosidasa e _
> PB4, ppso, ppsy, ps2, pBS3, PBI00 PE

PB56, P57, pasg, pao, Paos, PBOO.

Determinacion de compuestos Off-ﬂavors‘

PB97, ppgg, pao9, PBIO!

Metabolizacion de azucares por metabolismo fermentativo

L4

PB9g, ppgg, PB10!

Proceso fermentativo de cerveza tipo Ale a escala de laboratorio B0t

'Y
L4

Figura 11: Esquema del proceso de seleccién progresiva de aislamientos de levaduras a partir de 15 aislamientos
iniciales, basado en la evaluacion secuencial de propiedades tecnoldgicas y enzimaticas. Se indican las etapas de
analisis: actividad de descarboxilacién, determinacion cuantitativa de actividad B-glucosidasa, evaluacion de
compuestos off-flavors, capacidad de metabolizacién de azlicares por metabolismo fermentativo y ensayo de
fermentacién de cerveza tipo Ale a escala de laboratorio. En cada etapa se muestran los aislamientos que
cumplieron los criterios establecidos, evidenciando la reduccidn progresiva del nimero de levaduras hasta la

seleccion final de S. cerevisiae PB101 para el ensayo fermentativo.

Seleccion de cultivos starter para proceso fermentativo de cerveza tipo Ale sin filtrar:

6.2. Proceso fermentativo de cerveza tipo Ale estilo Kolsch a escala de laboratorio

La evaluacion del proceso fermentativo se realizO mediante un ensayo con dos
tratamientos: el aislamiento seleccionado autéctono S. cerevisiae PB101 y la cepa comercial S.
cerevisiae USO5 utilizada como control. La cerveza fermentada con la levadura S. cerevisiae
PB101 registrd un contenido alcohdlico de 4.3 % v/v, un pH de 4.18, densidad inicial de 1046,
densidad final de 1013 y una atenuacion aparente media de 70.9 %. En comparacion, la cepa
comercial de control S. cerevisiae US05 presento un contenido alcoholico de 4.9 % v/v, pH

4.36, densidad inicial de 1046, densidad final de 1009 y atenuacién aparente media de 79.8 %.

La evaluacion del proceso fermentativo evidencié la capacidad productiva de la
levadura S. cerevisiae PB101 durante los 14 dias de estudio (Figura 12). El analisis estadistico
no mostrd una interaccion significativa entre el factor levadura y el tiempo (p = 0.8003),
indicando que el aislamiento autdctono mantiene una cinética de fermentacion paralela a la de

la cepa comercial. En cuanto a la magnitud de produccién de CO», la levadura S. cerevisiae
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PB101 mostr6 una eficiencia de conversion que se estabilizé en torno a los 35.9 g/L hacia el
final del ensayo. Si bien se observaron diferencias significativas entre las levaduras (p < 0.001),
con una produccidn superior por parte de la cepa control (45 g/L), el aislamiento S. cerevisiae

PB101 mantuvo un perfil de produccion de CO> constante desde las primeras 24 h del proceso.

- PB101 Us05
50
40

30

20

Produccion de CO, (g/L)

4] T T T T T T T T T T T
o 1 2 3 4 5 7 9 11 12 14
Tiempo (dias)

Figura 12: Produccion de CO- a lo largo del proceso fermentativo de las levaduras S. cerevisiae PB101

(levadura autéctona) y S. cerevisiae US05 (levadura comercial).

Para complementar el analisis del proceso fermentativo, se evalu6 la cinética de
crecimiento celular de la levadura autdctona S. cerevisiae PB101 mediante el recuento de UFC
(Logi0 UFC/mL) durante 14 dias. El analisis de varianza no mostrd una interaccion significativa
entre el factor aislamiento y el tiempo de fermentacion (p = 0.0959), indicando que S. cerevisiae
PB101 sigue una cinética de crecimiento similar a la de la cepa de referencia a lo largo del
periodo ensayado.

Como se detalla en la Figura 13, S. cerevisiae PB101 mostré6 un crecimiento
poblacional consistente durante las primeras 72 h, caracterizado por una fluctuacion inicial tras
la inoculacion, similar a la del control. Durante los 14 dias de ensayo, la levadura S. cerevisiae
PB101 se mantuvo estable, oscilando cerca de los 7.9 Logio UFC/mL, mientras que la cepa
comercial S. cerevisiae US05 alcanzd niveles superiores a los 8.2 Logio UFC/mL entre los dias
5y 9. Hacia el final del proceso, ambas levaduras ingresaron en la fase de declive, finalizando
S. cerevisiae PB101 con una densidad celular ligeramente inferior (7.6 Logi0 UFC/mL) respecto
a S. cerevisiae US05 (7.8 Logio UFC/mL).
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Figura 13: Cinética de crecimiento de las levaduras S. cerevisiae PB101 (levadura autéctona) y S. cerevisiae
USO5 (levadura comercial).
6.3. Simulacién del tracto gastrointestinal posterior a la fermentacion de mosto

cervecero.

Se llevd a cabo la simulacion del pasaje por el TGI de la levadura starter con aptitudes
probidticas S. cerevisiae PB101 luego de haber llevado a cabo el proceso fermentativo y la
maduracion. El ensayo de resistencia de la levadura se inicid con un recuento inicial de 3.21 X
10" UFC/mL. Al finalizar la fase géstrica, se registro una supervivencia del 90.96 % (6.74 x 10°
UFC/mL). En la transicion hacia la fase duodenal, partiendo del recuento previo (6.74 x 108

UFC/mL), se registré una supervivencia de 98.21 % (5.09 x 108 UFC/mL) al concluir esta etapa.

Al considerar el transito gastrointestinal completo, desde la fase gastrica inicial hasta
el final de la fase duodenal, la levadura S. cerevisiae PB101 mantuvo una supervivencia total
del 89.34 % (Figura 14).
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Figura 14: Simulacion del TGI posterior a la fermentacién de mosto cervecero y maduracién. La flecha
central indica la progresion del tiempo (h) a través de las distintas fases. Los valores en azul claro representan el
% de supervivencia por fase mientras que el valor superior en color amarillo representa el % de supervivencia

total del proceso. Las concentraciones se expresan en UFC/mL.

6.4. Evaluacién sensorial de cerveza tipo Ale estilo Kdlsch

Los resultados de la evaluacion sensorial de la cerveza elaborada con las levaduras S.
cerevisiae US05 y PB101, evidenciaron una valoracion general positiva. Con respecto a los
atributos aromaticos, S. cerevisiae PB101 se distinguié por una mayor intensidad en las notas
a clavo de olor y banana (Figura 15 A). Mientras que la cepa comercial mantuvo una
dominancia en los atributos de malta, lipulo y manzana, S. cerevisiae PB101 mostro una mayor
puntuacion en los descriptores de levadura y notas florales. Este perfil aromatico permitio
asociar a S. cerevisiae PB101 con estilos de cerveza Belgian, donde la expresion fendlica es

una caracteristica fundamental.

En relacion con los aspectos gustativos, (Figura 15 B), los datos reflejan un perfil
equilibrado para S. cerevisiae PB101, con puntuaciones superiores en las notas acidas y dulces
en comparaciéon con la cepa control. Mientras que la cepa comercial presentd niveles de
amargor y astringencia mas pronunciados, S. cerevisiae PB101 mantuvo intensidades menores.
Finalmente, aunque el cuerpo y la intensidad total fueron ligeramente menores que en el control,
S. cerevisiae PB101 presentd un equilibrio global y un retrogusto comparables, consolidando

un perfil sensorial mas suave, complejo y con una identidad marcadamente fendlica-frutal.
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Figura 15: Andlisis sensorial heddnico de cerveza elaborada con levadura autdctona S. cerevisiae PB101 y
comercial USO05, “A” representa los atributos de los aspectos aromaticos evaluados y “B” aspectos relacionados
con el sabor. Escala maxima 5 y minima 1.

A partir de la recomendacion realizada por los evaluadores, se decidié llevar a cabo un
nuevo ensayo de fermentacion de cerveza Ale a escala de laboratorio. Para este procedimiento
se emple6 un mosto de estilo Belgian, provisto por la cerveceria Donata del Desierto (San Juan).

Los resultados obtenidos en este ensayo se presentan en el siguiente apartado.
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6.5. Proceso fermentativo de cerveza tipo Ale estilo Belgian a escala de laboratorio

El disefio experimental consto de 2 tratamientos, uno con la levadura con aptitudes
probidticas S. cerevisiae PB101 y otra como control utilizando la levadura comercial S.
cerevisiae T58 (SafAle T58), seleccionada por su idoneidad técnica para perfiles de alta
densidad y complejidad aromética en cervezas estilo Belgian. El procedimiento se llevé a cabo

siguiendo estrictamente la metodologia detallada en la seccién 5.3.

La cerveza fermentada con el aislamiento autoctono S. cerevisiae PB101 registré un
contenido alcohdlico de 4.9 % v/v, un valor de pH de 5.16, densidad inicial de 1049, densidad
final de 1012 y atenuacion aparente media de 74.7 %. En comparacion, el tratamiento control
S. cerevisiae T58 presentd un contenido alcohdlico de 5.6 % v/v, pH de 5.16, densidad inicial

de 1049, densidad final de 1006 y atenuacion aparente media de 87.3 %.

El andlisis del proceso fermentativo evidencié la capacidad productiva de la levadura
autoctona S. cerevisiae PB101 durante los 14 dias de estudio. El andlisis estadistico no mostré
una interaccion significativa entre el factor levadura y el tiempo (p = 0.597), indicando
nuevamente que el aislamiento autéctono mantiene una cinética de fermentacion paralela a la

de la cepa comercial.

En cuanto a la magnitud de produccion de CO-, la levadura S. cerevisiae PB101 mostro6
una eficiencia de conversion que se estabilizé en torno a los 45.3 g/L hacia el final del ensayo.
Si bien se observaron diferencias significativas entre las levaduras (p < 0.001), con una
produccion superior por parte de la cepa control (51.3 g/L), el aislamiento S. cerevisiae PB101
mantuvo un perfil de produccion de CO; constante desde las primeras 24 h del proceso (Figura
16).
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Figura 16: Produccion de CO; a lo largo del proceso fermentativo de las levaduras S. cerevisiae PB101
(levadura autdctona) y T58 (levadura comercial).

Se evalud el crecimiento poblacional de S. cerevisiae PB101 mediante el recuento de
UFC (Logl10 UFC/mL) durante 14 dias. Como se ilustra en la Figura 17, ambas levaduras
iniciaron el proceso de forma similar (aproximadamente 7.1 Log10 UFC/mL) y mostraron un
incremento acelerado durante las primeras 24 h. No obstante, a partir del segundo dia, sus
trayectorias divergieron notablemente. Mientras que el aislamiento S. cerevisiae PB101 logro
estabilizar su poblacién en un rango entre 8.0 y 8.2 Log10 UFC/mL hasta el dia 7, la cepa S.
cerevisiae T58 mostrd mayor inestabilidad con fluctuaciones marcadas. Durante la fase final
del ensayo, S. cerevisiae PB101 finaliz6 el ensayo con una carga celular de 7.71 Logl10

UFC/mL, en contraste con S. cerevisiae T58 que descendio hasta los 6.85 Log10 UFC/mL.
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Figura 17: Cinética de crecimiento de las levaduras S. cerevisiae PB101 (levadura autéctona) y T58 (levadura

comercial).
6.6. Evaluacidon sensorial de cerveza tipo Ale estilo Belgian

La cerveza elaborada con el aislamiento S. cerevisiae PB101 present6 un perfil
aromatico predominantemente frutal y especiado, con claras notas de banana y clavo de olor.
Los descriptores levadura, malta y floral se ubicaron en intensidades medias, mientras que los

aportes de manzana, pimienta y ldpulo fueron bajos (Figura 18 A).

En cuanto al aspecto gustativo de S. cerevisiae PB101, el perfil general se describid
como equilibrado y de buena armonia gustativa, con dulzor moderado y niveles intermedios de
acidez y amargo. La astringencia fue baja a media, mientras que el retrogusto fue valorado
como de persistencia media-alta, agradable (Figura 18 B). La intensidad global y la persistencia
gustativa alcanzaron puntuaciones altas, destacando la complejidad de la levadura en el

desarrollo de compuestos aromaticos.
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Figura 18: Andlisis sensorial de cerveza elaborada con levadura autctona S. cerevisiae PB101 y comercial T58.
“A” representa los atributos de los aspectos aromaticos evaluados y “B” aspectos relacionados con el sabor.

Escala maxima 5 y minima 1.
7. DISCUSION

En el presente trabajo se evaluaron levaduras autoctonas, aisladas de ambientes
enoldgicos con caracteristicas probidticas y con potencial aplicacion en la elaboracion de
cerveza con caracteristicas funcionales, mediante un esquema de seleccidn que integro criterios
de inocuidad, desempefio fermentativo, comportamiento tecnoldgico, perfil sensorial y

supervivencia en condiciones simuladas del TGI.
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En funcion de los rasgos negativos, la actividad descarboxilasa se considera una
caracteristica tecnoldgica indeseable, ya que la presencia de aminoacidos precursores en la
matriz puede derivar en la acumulacién de AB (Gofii y Azpilicueta, 2001). Los aislamientos
evaluados en este trabajo no exhibieron actividad descarboxilasa frente a los precursores
ensayados, lo que indica la incapacidad de transformar la L-histidina en histamina, la L-lisina
en cadaverina y la L-arginina en putrescina. La relevancia de este hallazgo radica en que la
histamina es el principal agente causal de intoxicaciones alimentarias por AB, manifestandose
mediante cefaleas, hipotension, enrojecimiento facial y trastornos digestivos, debido a su rol
como mediador de respuestas inflamatorias (EFSA, 2011; Smit et al., 2012). Por su parte, la
cadaverina y la putrescina, aunque presentan una toxicidad directa menor, actdan de forma
sinérgica al inhibir las enzimas intestinales (diamino oxidasa e histamina N-metiltransferasa)
encargadas de metabolizar la histamina, potenciando significativamente sus efectos adversos
en el organismo (Ladero et al., 2010). Desde una perspectiva organoléptica, estas diaminas
resultan indeseables ya que su presencia se asocia a defectos sensoriales caracterizados por
aromas putridos, metalicos o fecales, que comprometen la calidad sensorial final de la cerveza.
La ausencia de actividad descarboxilasa en los aislamientos analizados sustenta la idea de que
la produccién de AB es una caracteristica intraespecifica. Esto implica que la capacidad de
descarboxilacion no constituye un rasgo universal de la especie, sino que varia entre diferentes
individuos o cepas de una misma categoria taxondémica (Landete et al., 2007; Capozzi et al.,
2012). Esta variabilidad se hace evidente al contrastar los resultados del presente estudio con
investigaciones previas, donde otros aislamientos de W. anomalus, P. kudriavzevii y S.
cerevisiae si demostraron capacidad para sintetizar AB a partir de arginina e histidina (Zullo et
al., 2019; Fernandez-Pacheco et al., 2021; Siesto et al., 2022). Garantizar esta inocuidad es un
aspecto critico en la elaboracion de cerveza, dado que la malta y el lUpulo ya aportan una carga
basal de aminas como putrescina, agmatina y espermina. Es por eso que el empleo de levaduras
gue no incrementen estos niveles resulta fundamental para asegurar la estabilidad y salubridad
del producto final. Si bien la expresion de estas actividades puede estar condicionada por el
sustrato y las condiciones de fermentacion (Boffo et al., 2020), los resultados obtenidos son
consistentes con la baja incidencia de produccion de AB reportada en levaduras seleccionadas
de alta calidad (Arena & Manca de Nadra, 2001; Capece et al., 2018).

En cuanto a la produccion de fenoles volatiles, la presencia de off-flavors en varios de
los aislamientos analizados, particularmente en aquellos pertenecientes al género Pichia (P.

kudriavzevii, P. manshurica y P. occidentalis), sugiere una regulacion metabdlica poco
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compatible con fermentaciones cerveceras controladas (Canonico et al., 2021). Esta
observacion coincide con lo reportado por distintos autores, quienes sefialan que, si bien las
especies de Pichia pueden aportar precursores aromaticos de interés, su uso como cultivo
iniciador Unico en inoculaciones masivas suele derivar en perfiles desequilibrados debido a una
produccidn excesiva de acetato de etilo y acidos organicos de cadena corta, asi como a una
elevada sintesis de alcoholes superiores que pueden enmascarar los atributos deseables del
estilo (Michel et al., 2016; Holt et al., 2019). Entre estos defectos sensoriales destaca la
produccién de fenoles volétiles (Phenolic Off-Flavor), un rasgo caracteristico de las levaduras
salvajes 0 autdctonas debido a la funcionalidad de los genes PAD1 y FDC1. Estos genes
codifican para enzimas que producen fenoles por la descarboxilacion y subsiguiente reduccion
de acidos hidroxicinamicos (ferulico, p-cumarico y cinamico) liberados durante la maceracion

de la malta (Vanbeneden et al., 2008; Mestre Furlani et al., 2024).

Respecto a la sintesis de compuestos sulfurados, es probable que los perfiles
desbalanceados se deban a una sintesis excesiva de otros metabolitos secundarios 0 compuestos
sulfurados vinculados al metabolismo de aminoacidos azufrados, que derivan en olores
desagradables como “huevo podrido” (Gallone et al., 2016; Holt et al., 2019). Dicha tendencia
se manifestd en los aislamientos del género Pichia (PB48 a PB58 y PB100), los cuales
exhibieron una alta produccién de H2S con un valor de 4 en la escala de Comitini et al., (2011).
Esto es habitual en levaduras que no han atravesado procesos de domesticacion. Al emplearlas
como cultivo Unico, se evidencia que carecen de las adaptaciones genéticas presentes en las
cepas comerciales, las cuales han sido seleccionadas histéricamente para armonizar la
produccion de estos compuestos con la calidad sensorial del producto final (Padillaetal., 2016).
Mientras que las cepas domesticadas de S. cerevisiae han evolucionado para moderar la sintesis
de metabolitos secundarios y metabolizar eficientemente los precursores del mosto, tal como
se observo en el aislamiento PB101 con una produccion nula de valor 1, los aislamientos
silvestres, incluyendo aquellos de origen vitivinicola, mantienen rasgos metabolicos “salvajes”
gue pueden comprometer el perfil organoléptico de la cerveza (Gallone et al., 2016; Mestre
Furlani et al., 2024).

Con respecto a los rasgos positivos, la actividad B-glucosidasa mostro variabilidad
entre las levaduras evaluadas, confirmando que se trata de un carcter dependiente del
aislamiento. Esta variabilidad en los niveles de actividad coincide con lo observado por Mendes
et al. (2019), quienes reportaron que la capacidad para hidrolizar precursores glucosidicos varia

de forma significativa incluso entre cepas de una misma especie. Si bien esta enzima puede
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contribuir a la liberacion de compuestos aromaticos y a la modificacion del perfil sensorial de
la cerveza, su presencia aislada no constituye un criterio suficiente para definir la aptitud
cervecera de una levadura (Sharp et al., 2017). En el presente trabajo, algunas levaduras con
actividad -glucosidasa detectable como W. anomalus PB99 y PB97, no lograron un desempefio
fermentativo adecuado o presentaron desvios sensoriales. Tales efectos han sido sefialados por
autores como Bui et al. (2021), quienes advierten que una actividad enzimatica mal regulada
puede derivar en la liberacion de compuestos que alteran la tipicidad de la cerveza. Por lo tanto,
estos resultados refuerzan la idea de que la actividad B-glucosidasa es complementaria y debe
ser interpretada de manera integral junto a otros parametros tecnolégicos, tal como sugieren

Michel et al. (2016) al evaluar el impacto global de las enzimas en el proceso.

La evaluacion de la capacidad fermentativa, realizada tanto sobre el mosto cervecero
como sobre sus azucares constituyentes de forma individual, evidencié diferencias
significativas entre las levaduras analizadas. Varios aislamientos, particularmente aquellas
pertenecientes a géneros no convencionales, mostraron una fermentacion incompleta,
caracterizada por una limitada utilizacion de maltosa, principal azucar fermentable del mosto
(Michel et al., 2016). Esta limitacion suele vincularse con la carencia o la escasa actividad de
transportadores de membrana y de la enzima a-glucosidasa, elementos que resultan criticos para
la viabilidad del proceso a escala productiva (Steensels & Verstrepen, 2014; Hebly et al., 2015).
En contraste, el aislamiento del género Saccharomyces ensayado y la cepa de referencia
presentaron una fermentacion mas eficiente y sostenida, coherente con su mayor capacidad para
asimilar azucares complejos. Estas diferencias se interpretan no sélo a partir de la historia de
domesticacion de S. cerevisiag, sino también desde una optimizacion metabdlica especifica que
favorece su desempefio en matrices ricas en maltosa, como el mosto cervecero (Gallone et al.,
2016; Padilla et al., 2016).

La integracion de los diferentes criterios evaluados permitié seleccionar a S. cerevisiae
PB101 como la levadura con mejor desempefio global dentro de las condiciones analizadas.
Este aislamiento no solo presentd una fermentacién eficiente de los azucares del mosto, sino
gue ademéas mantuvo un comportamiento metabdlico estable, sin generacion de off-flavors
detectables y con pardmetros tecnologicos compatibles con el proceso cervecero. En
comparacion con los restantes aislamientos evaluados en este estudio, muchos de los cuales
pertenecian a géneros no-convencionales, S. cerevisiae PB101 evidencié un equilibrio
favorable entre eficiencia fermentativa y estabilidad sensorial, atributo clave para su aplicacion

como cultivo starter. Este perfil coincide con lo reportado para cepas de S. cerevisiae adaptadas
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a fermentaciones cerveceras, en las que una regulacion controlada de las rutas metabdlicas se
traduce en procesos mas predecibles y reproducibles (Steensels & Verstrepen, 2014; Gallone et
al., 2016). A partir de esta seleccion, se evalud el proceso fermentativo de cerveza tipo Ale a
escala de laboratorio, incorporando como referencia comparativa a la cepa comercial S.
cerevisiae US05, ampliamente utilizada en la industria cervecera. Bajo las condiciones
ensayadas, S. cerevisiae PB101 presentd una cinética fermentativa y un grado de atenuacion
aparente similares a los observados para S. cerevisiae US05, lo que indica una capacidad
adecuada de consumo de azlcares fermentables y una fermentacion estable a escala de
laboratorio demostrando un fitness adecuado. La atenuacion aparente obtenida se ubic6 dentro
de los rangos caracteristicos para cervezas tipo Ale, pardmetro considerado clave para predecir
el buen desempefio del proceso y la reproducibilidad del perfil final logrado en la cerveza
(Steensels & Verstrepen, 2014). No obstante, pequefias diferencias en la fermentacién o en la
produccion de compuestos secundarios podrian adquirir relevancia a mayor escala, aspecto que

debera ser abordado en estudios posteriores.

La simulacion del TGI permitio evaluar la tolerancia de S. cerevisiae PB101 post
fermentacion y del periodo de maduracion a condiciones de estrés tales como acidez, presencia
de enzimas y sales biliares, un aspecto relevante en el marco del desarrollo de cervezas con
potencial funcional. La supervivencia observada sugiere que la levadura posee mecanismos de
resistencia compatibles con el TGI, posiblemente asociados a la composicién de su pared
celular y a la activacion de respuestas al estres, tal como ha sido descrito para otras cepas de S.
cerevisiae (Bustamante et al., 2020). Sin embargo, de acuerdo con la definicién de probiético
propuesta por Hill et al. (2014), estos resultados deben considerarse preliminares, ya que la
supervivencia gastrointestinal constituye un requisito necesario, pero no suficiente para atribuir
efectos beneficiosos en el hospedador. Asimismo, estudios recientes indican que la matriz
cervecera puede actuar como un sistema protector que favorece la viabilidad de las levaduras
durante el transito digestivo (Brassesco et al., 2025). Este efecto protector puede atribuirse a
gue las macromoléculas presentes en la bebida, principalmente proteinas de la malta y
polisacaridos, pueden recubrir las células de levadura proporcionando una barrera fisica y una
capacidad amortiguadora que reduce el impacto directo del pH acido y las sales biliares sobre

la integridad celular (Garcia-Hernandez et al., 2021; Senkarcinova et al., 2022).

La aceptacién sensorial evidencié que S. cerevisiae PB101 no solo fue capaz de
fermentar adecuadamente el mosto, sino también de generar un perfil sensorial compatible con

el estilo Ale evaluado, sin la presencia de defectos perceptibles. Este resultado puede
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interpretarse como una consecuencia directa del proceso de seleccion adoptado, en el cual se
priorizd la exclusion de levaduras con expresion de off-flavors y una fermentacion ineficiente
de los azucares del mosto. La bibliografia destaca que la calidad sensorial final de la cerveza
depende en gran medida de la capacidad de la levadura para regular la produccién de
compuestos secundarios durante la fermentacion, y que las cepas con un metabolismo mas
estable tienden a generar perfiles sensoriales mas equilibrados y aceptables para el consumidor
(Steensels & Verstrepen, 2014; Michel et al., 2016).

El ensayo exploratorio realizado en mosto de estilo Belgian, empleando la cepa
comercial S. cerevisae T58 como control, permitié ampliar el marco comparativo del estudio,
sin formar parte de la contrastacion de la hipotesis principal. La levadura autéctona S. cerevisiae
PB101 mostrd una expresion de compuestos aromaticos y frutales con notas de banana y clavo
de olor, rasgos distintivos de las cervezas de origen Belgian (Gallone et al., 2016). Ademas,
presentd un comportamiento fermentativo estable y una buena capacidad de mantener la
viabilidad celular, generando un perfil sensorial complejo pero equilibrado. Estas
observaciones refuerzan el caracter cepa-dependiente del perfil aromético de la cerveza y
sugieren que S. cerevisiae PB101 posee una notable plasticidad fenotipica, lo que le permite
adaptarse a diferentes matrices cerveceras. Esta capacidad de generar expresiones sensoriales
diferenciadas constituye un atributo de versatilidad tecnoldgica, ya que el perfil final no
depende exclusivamente del genotipo de la cepa, sino de su interaccién dinamica con la
composicion del mosto. En este sentido, Paszkot et al. (2023) demostraron que incluso una
misma cepa puede variar drasticamente su produccién de volatiles (como alcoholes superiores
y ésteres de acetato) dependiendo de la densidad del extracto y el tipo de malta utilizado,
evidenciando gue la matriz influye directamente en la regulacion del metabolismo secundario
de la levadura. Por lo tanto, la variabilidad observada en PB101 podria interpretarse como un
potencial para diversificar estilos comerciales mediante el ajuste de la receta del mosto
(Steensels et al., 2014; Paszkot et al., 2023). En conjunto, los antecedentes bibliograficos
refuerzan la validez del enfoque adoptado, no obstante, los resultados deben interpretarse en el

contexto de las condiciones controladas y la escala de laboratorio del estudio.
8. CONCLUSIONES

Los resultados de la presente tesina permiten confirmar que la levadura autoctona S.
cerevisiae PB101, aislada de un ambiente vitivinicola, presenta rasgos tecnolégicos adecuados
para su aplicacion como cultivo iniciador en la elaboracion de cerveza artesanal tipo Ale,

especificamente en el estilo Kolsch. A través de un esquema de evaluacion progresivo, se
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demostro que este aislamiento no solo garantiza la inocuidad del proceso, sino que conduce de
manera eficaz la fermentacion, exhibiendo un desempefio y una estabilidad comparables a los
de cepas comerciales de referencia como la S. cerevisiae US05. Esta eficiencia metabdlica,
sumada a una calidad sensorial, valida la aplicabilidad de S. cerevisiae PB101 en el sector
productivo para la obtencidn de productos con caracteristicas aceptables y fieles a los estandares

del estilo.

La levadura autoctona S. cerevisiae PB101 demostro ser una alternativa viable para la
fermentacion de cerveza tipo Ale estilo Belgian, destacAndose por su estabilidad poblacional y
su perfil sensorial equilibrado con notas frutales y especiadas caracteristicas del estilo. Si bien
presentd diferencias productivas respecto de la levadura comercial T-58, su comportamiento
cinético paralelo y su mayor estabilidad a lo largo del proceso indican que se adecua mejor a
las exigencias del mosto Belgian, especialmente en términos de complejidad aromatica y
persistencia en boca.

La capacidad de S. cerevisiae PB101 para sobrevivir a las condiciones criticas del TGI
fundamenta la posibilidad de desarrollar cervezas sin filtrar que actien como vehiculo de
microorganismos con potencial funcional. La seleccion de levaduras autdctonas se posiciona
como una alternativa concreta para diversificar la oferta del mercado cervecero, integrando

criterios de inocuidad y funcionalidad en la produccion local.
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