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RESUMEN:

En Meéxico la levadura de excelencia en cerveceria es Saccharomyces cerevisiae. Paraddjicamente existe una gran
biodiversidad de cepas de levaduras nativas en frutos como, las presentes en las uvas vitivinicolas, las cuales se consideran
No-Saccharomyces, estas aportan caracteristicas organolépticas positivas a los vinos debido a una serie de metabolitos
secundarios volatiles que producen. El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo aislar, purificar e identificar
levaduras No-Saccharomyces a partir de desechos de industrias vitivinicolas provenientes de Querétaro y Baja California,
para el uso alternativo como agentes fermentativos en cerveza artesanal. El aislamiento se llevé acabo por medio de
agotamiento por estria en placa en medios de cultivos selectivos (Agar-EYPD, Agar-Lisina, Agar-Amonio y Agar-Mosto
Malta), se diferenciaron las levaduras como No-Saccharomyces (NS) en medio Agar-Lisina, obteniendo 14 cepas. Unas vez
obtenidas se evalu6 la actividad enzimatica mediante microfermentaciones, para elegir aquellas sobresalientes sensorialmente
que presentaran atributos positivos (notas florales y/o frutales), siendo cuatro las levaduras seleccionadas; NS008, NS010,
NS011 Y NSO014 las cuales presentaron la capsula envolvente, su forma morfoldgica fue muy variada con un tamafio de
célula de 0.4-0.6 um, siendo NS014 la que presenté mayor arranque de fermentacién y NS008 una mayor produccion de
Acido acético (0.48 g/L).
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ABSTRACT:

In Mexico the yeast of excellence in brewery is Saccharomyces cerevisiae. Paradoxically, there is a great biodiversity of
native yeast strains in fruits such as those present in wine grapes, which are considered to be Non-Saccharomyces, which
contribute to the wine's positive organoleptic characteristics due to a series of volatile secondary metabolites that they
produce. The objective of the present research was to isolate, purify and identify No-Saccharomyces yeasts from waste from
wine industries from Queretaro and Baja California, for their alternative use as fermenting agents in artisanal beer. Isolation
was carried out by means of platelet streaking in selective culture media (Agar-EYPD, Agar-Lysine, Agar-Ammonium and
Agar-Mosto Malta), yeasts were differentiated as No-Saccharomyces (NS) in Agar-Lysine medium, obtaining 14 yeast. Once
obtained the enzymatic activity was evaluated by means of microfermentations, to choose those salient sensorially that
presented positive attributes (floral and / or fruit notes), being four yeasts selected; NS008, NS010, NS011 and NS014 which
presented the wrapping capsule, its morphological form was very varied with a cell size of 0.4-0.6 um, with NS014 being the
one with the highest fermentation start and NS008 with a higher production of acetic acid (0.48 g/L).
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INTRODUCCION

En la actualidad el panorama de la cerveza artesanal en México es prometedor logrando distinguirse de las marcas
industriales en cuanto a variedad y calidad, ganando aceptabilidad entre los consumidores. Lo que ha generado el
aumentando de la demanda de estos productos en el mercado, haciéndolo cada vez mas competitivo, lo que
conlleva a buscar maneras novedosas de conectarse emocionalmente con los nuevos consumidores a través de
nuevas variedades y diversificacion de sabores.

En México existe una limita cantidad de cepas de levaduras para su aplicacion en la elaboracion de cerveza,
siendo Saccharomyces cerevisiae, la levadura de excelencia. Paraddjicamente existe una gran biodiversidad de
cepas de levaduras nativas en frutos como, lo es en las uvas vitivinicolas (Carrau, 2005; Carrascosa et al., 2005).
Existen investigaciones dedicadas a estudiar el aporte de las levaduras nativas, en su gran mayoria No-
Saccharomyces sobre las caracteristicas organolépticas de los vinos, ya que estas producen una serie de
metabolitos secundarios volatiles (ésteres apolares que se asocian al aroma frutal, floral y fresco) y acidos grasos
que aportan atributos sensoriales beneficiosos al vino. Por otra parte, las fermentaciones espontaneas se asocian
con la produccion de mayor cuerpo, aroma y sabores inusuales, textura cremosa una mayor complejidad (Giorello
et al., 2014; Santillan & Garcia-Garibay,1998; Vaina, 2011; Ortiz, 2013; Torija, 2002).

Es por ello que se propone una estrategia de busqueda de nuevos fenotipos del sabor en la flora nativa
proveniente de uvas para vinificacién, asi como la integracion de conocimientos sobre analisis sensorial y
biodiversidad natural de cepas no-Saccharomyces, abriendo asi la oportunidad de lograr nuevas cepas de
aplicacion industrial en la industria cervecera, ofreciendo con ello oportunidades innovadoras para mejora en el
aroma y sabor de la cerveza, incrementando asi la diferenciacion de estas cervezas artesanales en un mercado
cada vez mas competitivo y a su vez satisfacer la demanda de nuevas alternativas del uso de agentes
fermentativos en la elaboracion de estas.

MATERIALES Y METODOS
1.1. Sitio experimental y material bioldgico

Las muestras empleadas se obtuvieron de desechos de industrias vitivinicolas; orujo de una mezcla de uvas
Sauvignon y Malbec y hoja de vid provenientes de los municipios de Tequisquiapan y Ezequiel Montes ubicados
en el estado de Querétaro, México. Orujos de Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc y Tempranillo provenientes
del estado de Baja California. Para la recoleccion de las muestras el orujo fue almacenado en bolsas de polietileno
a -20°C, posteriormente una parte se almacené a temperatura de congelacion (-20°C) y a otra se le aplic6 un
proceso de secado a 40°C por 24 horas almacenandolo en bolsas metélicas a temperatura de 20-25°C. Para las
hojas de la vid se realizé un muestreo aleatorio de los racimos y se almacenaron en bolsas metélicas a 20-25°C.
Como levadura de referencia se utiliz6 la cepa Saccharomyces cerevisiae.

1.2. Aislamiento de levaduras

El aislamiento se llevé acabo per medio de agotamiento por estria en placa en medios de cultivos selectivos
(Agar-EYPD, Agar-Lisina, Agar-Amonio y Agar-Mosto Malta) (Bernardi, 2013; Ortiz, 2013), aquellas colonias
que crecieron sobre estos medios de cultivo que presentaron caracteristicas morfoldgicas macroscéopicas
semejantes a colonias de levaduras (redondas, colores claros y textura cremosa) y homogeneidad fueron
diferenciadas e identificadas.

1.3. Diferenciacion e Identificacion de levaduras
La diferenciacion e identificacién se realizd mediante la adaptacion de los métodos descriptos por Pretorius

(2000) quienes los dividen en: caracteristicas de diferenciacion; evaluando pureza del cultivo sobre un medio
especifico, caracteristicas tecnoldgicas, los que establecen la eficiencia del proceso de fermentacion (Cinética de
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fermentacion, fermentacion de azlcares y poder de fermentacion ) y caracteristicas cualitativas que ayudan a
determinar la composicion quimica y la participacion en las cualidades sensoriales de los vinos (actividad
enzimética y formacion de acidos a partir de glucosa) (Bernardi, 2013). La diferenciacion se realizd mediante el
andlisis de pureza del cultivo macroscopicamente, observando el crecimiento de colonia, forma, color y
homogeneidad, microscopicamente; mediante una tincién de Gram y se realizaron resiembras consecutivas en

medio Agar-Lisina incubada a 25 °C por 4 dias. Considerando no-Saccharomyces (NS) aquellas levaduras
capaces de desarrollarse despues de dos siembras consecutivas sobre este medio (Ortiz, 2015; Bernardi, 2013).
Para la identificaron de levaduras se evaluaron las caracteristicas cualitativas; realizando una adaptacion en el
método antes descrito, evaluando la actividad enzimatica de las levaduras NS mediante microfermentaciones,
considerando presencia de actividad B-glucosidasa al mostrar una diferenciacién notable de liberacién de
compuestos aromaticos al finalizar la fermentacién con respecto a Saccharomyces cerevisea en mosto de cebada
malteada lupulado de 12° Brix, gravedad especifica inicial de 1.054 y pH inicial de 5.4. Tras finalizar las
microfermentaciones se selecciond mediante evaluacion sensorial aquellas levaduras que presentaron atributos
favorables para la obtencion de cervezas con notas florales y/o frutales, para la caracterizacion tecnoldgica;
realizando fermentaciones aireadas incubadas a 30°C con agitacion constante en matraces Erlenmeyer de 2L
adaptados con una llave para muestreo y una capacidad de mosto lupulado de 1.8 L. En cada uno de los matraces
se inocularon las levaduras NS a analizar con una concentracion determinada y realizaron 12 muestreos durante
5 dias. Durante este periodo se evaluaron; conteo en placa PDA (NOM-111-SSA1-1994), determinacién de
acidos organicos mediante una titulacion acido-base (NMX-V-015-NORMEX-2014), pH (NMX-F-317-S-1978),
consumo de azlcares a través de la determinacion de solidos solubles totales (°Brix) ( NMX-F-103-1982),
gravedad especifica (Lopez et al., 2013; NMX-V-032-S-2005) y produccién de alcohol por destilacion y
contenido alcohélico (NMX-V-013-NORMEX-2005).

1.4. Analisis estadistico

Para la seleccion se levaduras No-Saccharomyce se realizara un anélisis estadistico 2", aquellos resultados que
proporcionen la mejor la mejor interaccion entre variables y las muestras, sera la que se elija.

RESULTADOS Y DISCUSION

1.5. Aislamiento de levaduras

Los medios selectivos utilizados para el aislamiento de levaduras, presentaron resultados favorables, los 4 cultivos
inoculados con la muestra Hoja de uva, presentaron presencia de crecimiento diverso de colonias; bacterias,
levaduras y mohos, ya que dichos medios contenian nutrientes de cadenas simples e hidrolizadas como fuente
energia dextrosa, fuente proteica peptona y como suplente vitaminico extracto de levadura segun el caso del
medio usado, lo cual permitié la reproduccion favorable de microorganismos, por su amplia gama de nutrientes
disponibles (Carrascosa, 2005). A pesar de que los medios Agar lisina y amonio contienen fuente de nitrégeno
méas complejo esto no impidié el desarrollo de microorganismos en particular crecimiento fungico. De forma
general para esta muestra se obtuvo un crecimiento excesivo de colonias fungicas, debido a que este tipo de
muestra se encontrd en contacto directo con el viento, tierra e insectos de la region (Tabla I) (Carrascosa et al.,
2005; Suarez, 2002).

Los medios inoculados con orujo de uva Cabernet Sauvignon deshidratado presentaron poco crecimiento de
microorganismos, debido al proceso de secado al que fue sometido, sin embargo , no todos los microorganismos
son destruidos por este proceso, los que logran mantenerse es debido a diversos factores intrinsecos como;
esporulacion o estado vegetativo y factores ambientales que actan durante el tratamiento térmico tales como aw,
pH, minerales, etc. Los principales microorganismos que se encontraron fueron levaduras (Tabla I).

En el caso de los medios Agar-lisina y Agar-Amonio se observd poco crecimiento de microorganismos, ya que
estos tipo de medio contiene una fuente de nitrdgeno mas complejo y selectiva, las cepas de Sacharomyces spp no
son capaces de utilizar la lisina y amonio como fuente de nitrégeno, ya que solo las levaduras no-Saccharomyces
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pueden metabolizarlas y colonizar en estos medios sin dificultades (Bernardi, 2013).

Tabla I. Muestra el crecimiento de microorganismo en medios de cultivo selectivos

Muestra Agar- YEPD Agar-Lisina Agar-Mosto Maita

Agar-Amonio

Hoja y Orujo
deshidratado

Para el caso del medio Agar-Mosto malta, en todas las pruebas inoculadas, se presentd una gran variedad de
microorganismos, crecimiento fangico de colonias amarillo intenso, blanco, verde y negras, levaduras; colonias
lisas, blanca, redonda y cremosa, ya que este tipo de medio contiene una composicion compleja de nutrientes;
vitaminas, minerales, glucosa y fructosa, proteinas y aminoacidos, los cuales son nutrientes asimilables para
cualquier tipo de microorganismo. Una vez que se llevd a cabo la purificacion de las cepas por medio de
agotamiento por estria en placa en medio agar lisina, se logré aislar 30 cepas de levadura.

1.6. Diferenciacion e Identificacion de levaduras

La prueba de diferenciacion en medio especifico Agar -Lisina permitié la identificacion de las cepas de levaduras
No-Saccharomyces, resultaron positivas aquellas que crecieron en resiembras consecutivas sobre este medio, a
partir de ese momento se le asignaron las letras NS por pertenecer al género No-Sacaromyces, seguido de un
namero para poder identificarlas entre ellas, se identificaron 14 cepas represando el 46.7 % del total de
aislamiento (Tabla 1) (Bernardi, 2013; Ortiz, 2013).

Tabla Il. Morfologia en montaje negativo levaduras No-Saccharomyces

. € 50 ¢"’_r' ; .

NSO012 NSO14

Posteriormente se evalud la pureza del cultivo, macroscopicamente; observando el color, textura y crecimiento de
colonias, presentando homogeneidad en todos los cultivos. Se confirmé la pureza, microscopicamente mediante
tincion de Gram, en donde todas las cepas se comportaron como Gram positivas, debido a la composicion de la
pared celular de la levadura, ya que estd compuesta aproximadamente el 90 % por polisacéridos (manano-
proteinas y B- glucanos), que no son afectados por la decoloracion con alcohol y/o acetona, reteniendo el
colorante inicial (Rodriguez et al., 2008). Se logr6 observar con claridad la capsula que envuelve a la levadura,
todas las muestras presentaban la forma caracteristica de levaduras donde algunas presentaron morfologia eliptica,
ovoide, esféricas y apiculada (NS011), incluso se observé algunas células en fase reproductiva (gemacién), el
tamafio de cada una ellas oscilaba ente 0.4-1 um (Tabla Ill).
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Tabla I11. Morfologia en tincién de Gram y tamafio celular.
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La prueba de actividad enziméatica mediante micro-fermentaciones permitio identificar con actividad positiva a 11
levaduras de las 14 cepas seleccionadas como NS, tras finalizar la fermentacion se procedi6é a realizar una
evaluacion sensorial para diferenciar sensorialmente la presencia de compuestos aromaticos, obteniendo actividad
positiva de produccién de acido sulfarico, acidos organicos, alcoholes superiores, ésteres y aldehidos.
Seleccionando solo aquellas levaduras que presentaron atributos positivos (notas florales y/o frutales), las cuales
fueron NS008, NS010, NSO011 y NSO014, a las cuales se les realiz6 cinética de fermentacion, poder de
fermentacion y fermentacion de azlcares. Las cepas produjeron de 5-6°Alcohol, el consumo mayor de azucares
del mosto vario siendo: NS008 (30-48 h), NS010/ NS011 (18-48 h) y NS014 (12-36 h), lo cual es asociado a la
etapa de crecimiento de la levadura (fase logaritmica del desarrollo), siendo NS014 la cepa con mayor arranque de
fermentacion.

CONCLUSIONES

Dentro del aislamiento de levaduras se obtuvieron una gran diversidad de microorganismos de cada muestra. No
obstante se logro aislar y purificar 30 levaduras, identificando exitosamente como No-Saccharomyces a 14 cepas,
obteniendo células levaduriformes capsuladas, comportandose como Gram positivas, al realizar las micro-
fermentaciones se pudieron elegir 4 cepas NS (NS008, NS010, NS011 Y NS014), siendo estas las levaduras No-
Saccharomyces usadas como una alternativa de agentes fermentativos para la elaboracién de cerveza artesanal a
fin de confiarle estas notas al finalizar la fermentacion, ofreciendo con ello oportunidades innovadoras para
mejora en el aroma y sabor de la cerveza, incrementando asi la diferenciacion de estas cervezas artesanales en un
mercado cada vez mas competitivo y a su vez satisfacer la demanda.
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