TESIS DOCTORAL
Nubia Jimena Grijalva Vallejos

CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y TECNO' GICA DE

LEVADURAS AISLADAS EN BEBIDAS FERMENTADAS
TRADICIONALES DE ECUADOR

Directora:

Dra. Emilia Matallana
Tutor:

Dr. Agustin Aranda

Valencia, Diciembre 2019







CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y TECNOLOGICA DE
LEVADURAS AISLADAS EN BEBIDAS FERMENTADAS
TRADICIONALES DE ECUADOR

VNIVERSITAT - olie
I . - =

VALENCIA

Universitat de Valéncia
Instituto de Biologia Integrativa de Sistemas (I2SysBio)

TESIS DOCTORAL

Programa de Doctorado en Biomedicina y Biotecnologia

Presenta: Directora:
Nubia Jimena Grijalva Vallejos Dra. Emilia Matallana Redondo
Tutor:

Dr. Agustin Aranda Fernandez

Valencia, diciembre de 2019


https://www.uv.es/instituto-biologia-integrativa-sistemas-i2sysbio/es/instituto-biologia-integrativa-sistemas-sysbio.html
https://www.uv.es/instituto-biologia-integrativa-sistemas-i2sysbio/es/instituto-biologia-integrativa-sistemas-sysbio.html




Trabajo realizado por Nubia Jimena Grijalva Vallejos en el Department de
Bioquimica i Biologia Molecular de la Universitat de Valencia y en el Instituto de

Biologia Integrativa de Sistemas, CSIC, para optar al grado de Doctora por la
Universitat de Valéncia







EMILIA MATALLANA REDONDO, doctora en Ciencias Biolégicas y Catedratica

del Departament de Bioquimica i Biologia Molecular de la Universitat de Valéncia.

CERTIFICAN que la presente Tesis Doctoral titulada “Caracterizacion bioquimica
y tecnoldgica de levaduras aisladas en bebidas fermentadas tradicionales de
Ecuador” ha sido realizada por la Ingeniera en Biotecnologia Sra. Nubia Jimena
Grijalva Vallejos, bajo su direccién en su laboratorio del Instituto de Biologia

Integrativa de Sistemas.

Valencia, diciembre de 2019

& nll.
I "J\‘_lj,t-"

Fdo: Emilia Matallana Redondo






A las mujeres mas
importantes de mi vida,
mi madre, mis hermanas,
mis sobrinas, mis
abuelitas






Quiero agradecer a todas las personas que han hecho posible la culminacion de
esta tesis, no ha sido un camino facil, pero con la compaiia y apoyo adecuados
todo ha valido la pena.

A Emilia y Agustin por darme la oportunidad de trabajar en el tema de mi interés
y abrirme las puertas de su grupo de investigacion, por su apoyo, ayuda,
confianza y las eternas correcciones.

A Brian por permitirme trabajar durante la corta estancia en su grupo, por todas
las oportunidades y ensefianzas que me ha dado, mi estancia en Finlandia en el
VTT, fue una de las mejores experiencias de mi vida.

A la gente que he conocido en la Universidad de Valencia que han enriquecido
esta experiencia brindandome su apoyo y amistad. A Ceci por su afecto y carifio
sincero, por siempre estar pendiente y ayudarme en los momentos dificiles, por
el abrazo, las palabras y la sonrisa cuando hacia falta. A Marta por su fortaleza y
apoyo, por su practicidad y positivismo, por ser tan buena y generosa. A Ying por
su carifo, alegria y compainia, a Max por ser el mejor companero de bancada y
de trabajo ademas de ser el mejor profe cuando lo he necesitado, a Maria por su
espontaniedad y positivismo, a Bea por su preocupacién y apoyo cuando ha
hecho falta.

A Merja, Sayuri, Juha, Sari, Annu y Sirpa por todo el afecto y amistad pese al
poco tiempo de conocernos, por todos los hermosos momentos compartidos en
Helsinki, por abrirme las puertas de sus casas y su corazén, por cada detalle.

A mis amigas de siempre, las que ni el tiempo ni la distancia han logrado
separarnos, las que pese a todo siempre han estado y estaran ahi, a las que
admiro y quiero mucho, las que con un mensaje alegran y acompanan mi vida. A
Gaby, Dianita, Danny, Karlita, mis amigas “las Nubias”, gracias por seguir
compartiendo su vida conmigo, por cada mensaje compartido por siempre estar
ahi. A Kary mi arquitecta favorita y futura comadre, son casi 20 afilos de amistad
y seguimos juntas celebrando la vida. A Monny mi parvularia luchadora, gracias
por ser mi ejemplo y por llenar de paz mi corazén. A Gaby Cabas por el carifio,
y el afecto de siempre.

A mis guambritos, Bea, Jerson, Mario, Andrés y ahora la pequena Clarita por ser
mi familia madrilefa y Tica en Espaia, por estos casi 10 afos de amistad
intercontinental.



A mis padres, mi mayor ejemplo, mi apoyo, mi inspiracion, quienes bajo todas las
circunstancias han estado conmigo, gracias por llenar mi vida de fuerza y
perseverancia, por todas las oportunidades que me han dado, por su amor
incondicional. A mis hermanas Rosy y Gaby por ser las amigas de sangre que me
regalo la vida, por ser quienes llenan de alegria mis dias con sus dos retofios Pau
y Sofy, por las conversaciones profundas, por su compafia y por esperarme
siempre. Gracias por apoyarme en estos mas de cuatro afnos lejos de casa y por
extranarme tanto, por perdonar el alejarme tanto tiempo de ustedes.

A Jorge, el mejor companero de viaje y de vida que pueda tener, mi mejor amigo,
mi soporte, mi companero de aventuras. Gracias por cada instante compartido,
por toda la paciencia y apoyo durante estos mas de cuatro afios en donde solo
nos hemos tenido el uno al otro, gracias por amarme tal y como soy, por nunca
dejarme rendir y siempre tener las palabras adecuadas en el momento justo,
gracias por estar ahi.

La realizacion de este trabajo ha sido posible gracias a la concesion de una beca
predoctoral de la Secretaria de Educacion Superior, Ciencia, Tecnologia e
Innovacion de Ecuador SENESCYT.



INDICE






indice

INDICE ..ottt es s ses st s s e s st ansessesssssssssesseass s s s sansansassnssnsaneas XII
ABREVIATURAS ...ttt sttt st s e ene e et e e e s e naennenseeneens Vv
INTRODUCCION .....ooeteteeeceeeeeeeeeeseseessessessessesssssssssesssssssssssssssasssssessssssssssssssseasessssanes 1
1. Fermentaciones alimentarias ........ccoeeverinerseneseese e 1
1.1. Bebidas fermentadas..........cccooerriercinenseee e 3

1.2. Microorganismos fermentadores........c.ccooeoerereneneeeeeeeeee e 8

A = = o 11 = T SRS 13
2.1. Clasificacion e identificacion molecular de levaduras.........cccccceecevenenen. 14
2.2. Levaduras en fermentaciones........cccueeereerereenerseeseesessee e 17
2.3. Domesticacion de levaduras en bebidas fermentadas............ccocevcvruenen. 20

3. Metabolismo de las [evaduras............coeieieeieneeeeee e 24
4. Produccion industrial de levadura activa seca (ADY) ..cccecceveevevcerceeeceeceene 31
5. Adaptacion a estrés en 1evaduras .........cccoceveeeeeceeceecee e e 33
(@S | 1 Y SRS 39
MATERIALES Y METODOS ...ttt sesssssssssssssssssssssssssssssssasssssnens 43
1. MALEIIAIES ...t 45
1.1. Cepas de 1eVAAUIas ........ccceceecerieeceececee et 45

1.2. OlIgONUCIEOLIAOS.....cueeeeeeieeeere e 49

1.3. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento .........ccccceeevcerverceenennne. 49
1.3.1. Condiciones industriales de produccion de biomasa..........cce...... 50

2. Aislamiento de cepas de levaduras a partir de chichas ecuatorianas.......... 51
3. Manipulacion y analisis de acidos NUCIEICOS........ccceeceveeeeeeieecceeceeee e 52
3.1. Obtencion de DNA total ..o 52
3.2. Obtencion rapida de DNA genOMICO ......cecvverierenererierer e 53
3.3. Analisis de la region del DNA ribosomal..........cccoeeeriernininienerereneens 53
3.4. Analisis del DNA mitoCONArial .......ccocveeererieereerecseecce e 54
3.5. Analisis interdelta de los aislados de S. cerevisiae........cccouvvuvevecunnuennee. 54
3.6. Analisis fingerprinting de los aislados de T. delbruecKii..............cueu...... 55
3.7. Analisis de la presencia del gen STAT ... 55
3.8. Electroforesis de DNA en geles de agarosa ........c.ccoceeeeeerieeieeneeseesesennens 55
3.9. Secuenciacidon del genoma de la cepa de S. cerevisiae EYSS.............. 55

4. Analisis de la respuesta @ €Strés ... 56



indice

4.1. Analisis de la tolerancia a la deshidratacion ..........ccccecceveeriencnnencenncnne. 56
5. Determinacién de actividades enzimaticas..........cocuverereerercrcnseeseeseeserene 57
5.1, Actividad amilasa.........ccoeeererieeeeee e 57
5.2. Actividad INVErASsQA........ccceeieeieeeeree et 57
6. Determinacion de parametros relacionados con el potencial fermentativo 59
6.1. Capacidad fermentativa .........ccoeeeeeecereeeeeceee e 59
6.2. Crecimiento a baja temperatura .........c.ccoceeeieiereneree e 59
6.3. Floculacién y produccion de compuestos fendlicos........cccvcevvercennecnen. 59
6.4. ASIMIlaciOn de QzZUCArES.........ccvvrreriereeneerte et ns 60
A =15 00 0=T = Te o] U= SRS 60
7.1. Fermentaciones a escala de laboratorio.........cccceeceeeeneecercnnccncecceeeeee, 60
7.1.1. Iniciales en volumen final 30 mL en MCS........cccoorrrvencrrerceeeeene 60
7.1.2. Volumen final 100 mL en MCS y mosto de cerveza...................... 61
7.1.2.1. Preparacion de iNOCUIOS ........cceerrerieererreesee e 61
7.1.2.3. Fermentaciones con CUltivOS PUrOS .......cccceeveeenernceesseesieessenenne 61
7.1.2.4. Fermentaciones MiXtas ......ccceccererrerieerernersee e ssee e sseeens 61

7.2. Fermentaciones a escala piloto 1.5 L...ovcceecceicirceceececeeee e 62
7.3. Analisis de parametros de fermentacion..........cccocceeeeeieecerceceececceeceee 63
7.3.1. Determinacion de azucares reductores.........cceveercerrenneesesesesenes 63

7.3.2. Determinacion de glucosa por el método enzimético glucosa

(0D ([0 = 1S= T o T=T o) ([0 L= 11 RSSO 63
7.3.3. Determinacion de SaCaroSa .......cceeeeeeeereereerereseseseesee e 63
7.3.4. Determinacion de etanol ...........ocoeeeereneincneree s 63
7.3.5. Andlisis de viabilidad y rendimiento en biomasa.........cccceeeeeceeruennee. 64
7.3.6. Analisis de parametros de fermentacion...........cccccceeoeeveveeceeceecenee. 64
7.3.7. Analisis de compuestos aromatiCos ........ccccccevveerveercceeccerccee e 65

8. Analisis de parametros redox celulares.........cccuvvverereriercencen s 65
8.1. Cuantificacion de glutation ... 65
8.2. Cuantificacion de la peroxidacion de lipidos.......ccocveererceriersnsenesenenaens 66
8.3. Cuantificacion de trehalosa ..........cccoeeernerereree e 66
9. ANAliSis €StadIStICO.......cerueerererreere e s 67



indice

RESULTADOS Y DISCUSION........oieeeeeeeeeseeeeesesseesesessssesssssesssssssssssssesssssessssssens 69
1. Identificacion y caracterizacion de levaduras de la microbiota natural
presente en chichas eCuatorianas ..........ccocerereercener e 71

1.1. Biodiversidad de 1evaduras.........ccceverenernenieeneeseeeeesee e 71
1.2. Tolerancia a estrés de las distintas especies y cepas........ccccvveereerrennen. 85
1.3. Analisis de la actividad amilasa.........ccccceecerverirnersenceeee e 91
1.4. Estudio de la actividad invertasa...........ccoceveriererserceneeeeee e 94
1.5. Habilidad para crecer en medio melaza.........cccoecveveriennceeenensceesseecieens 96
1.6. Estudio de la capacidad fermentativa en un medio rico en
(aaT0] aT01Sx= Tor= T o [0 X SR 101
1.7. Tolerancia a la deshidratacion de levaduras seleccionadas para su
POSIbIE USO COMO ADY ...t 103
1.8. Analisis de parametros redox en levaduras seleccionadas tras el
proceso de deshidrataCion...........ccccceeeececceceecece e 108
1.8.1. Niveles de trehalosa...........cocooeeeeneenee e 108
1.8.2. Niveles de glutation..........coeeeeererierreeeeeee e 111
1.8.3. Peroxidacion de lipidOS .......ccceceeeereeieereeeeeec et 114

1.9. Analisis de rasgos de domesticacion de las levaduras seleccionadas

1.9.1. Morfologia celular y de colonia de las cepas ecuatorianas de la
ESPECIE S. COIEVISIAEC .....cocceeecteeeeeeeeeeeeceeeeeeesreeeee e st e s e ss s eenesnnes 117

1.9.2. Floculacién y produccion de compuestos fenolicos (POF behavoir)

.......................................................................................................................... 119
1.9.3. Asimilacién de diferentes azucares tipicos de sustratos industriales
.......................................................................................................................... 121
1.9.4. Crecimiento a bajas temperaturas (12°C) ......cccovrvrvrsvrereserenne 124
1.9.5 Andlisis de la presencia del gen STAT ... 126

1.10 DiSCUSION GENEIAL....ccceieeiireertereree ettt 128
2. Caracterizacion tecnologica de levaduras seleccionadas aisladas a partir de
Chichas ECUALOITANAS .......cocciiireeeree e 132
2.1. Estudio del desempefio fermentativo de las cepas ecuatorianas........ 133

2.1.1. Analisis de fermentaciones en el sustrato modelo tipo chicha
(Model Chicha Substrate, MCS) ... 134



indice

2.1.1.1. Estandarizacion de la formulacion y estrategia de elaboracidn
Lo =TI 1Y (2 S 134

2.1.1.2. Fermentaciones con CUltiVOS PUIOS ......ccccccevrcerrnerrieessensseesnaens 142

2.1.1.3. Fermentaciones con cultivos mixtos de las cepas EYS5 y EGT1

...................................................................................................................... 158
2.1.2. Analisis de fermentaciones en mosto de Cerveza.......cureererenens 160
2.1.2.1. Fermentaciones con CUltiVOS PUIOS .......cccceeerrerreenesneesieenenens 161

2.1.2.2. Fermentaciones con cultivos mixtos de las cepas EYS5 y EGT1

...................................................................................................................... 175

2.2. Adecuacion de la cepa EYS5 para su producciéon como inéculo seco
=11 1Yo S 179
2.3. Analisis del genoma de la cepa ecuatoriana S. cerevisiae EYSS5....... 184
2.4. DiSCUSION GENETAL......oiiiiireeieee sttt 194
CONCLUSIONES ... .ottt st ne e 197
LISTADO DE TABLAS Y FIGURAS ...ttt 201
Listado de tablas.......c.coeceeiereeeee s 203
[IESY 2= Lo [0 30 L= {0 U = < S 206
BIBLIOGRAFIA .....oeeeeteeeeeeeeteeeeeestessesess s ssssssssssssssssseassssssassassssssssasssessssssassnssseans 211



ABREVIATURAS







Abreviaturas

ABV
ADHS
ADY
AFLPs

ANOVA
ATP
BLAST

CoA
DNA
DNS
DO
DTNB
EDTA
GC
GSH
GSSG
HPLC

HS-GC-FID
kDa

Mb

MCS

MDA

MES

NCBI

oC
ORF
p/v
pb
PCR
PKA
PFGE
PDH
PI
POF
PYCC

RC
RNA

Alcohol by volumen (Alcohol por volumen)

Enzimas alcohol deshidrogenasas

Active dried yeast (levadura seca activa)

Amplified fragment length polymorphism (Polimorfismos en la
longitud de los fragmentos amplificados)

Analysis of Variance (Analisis de varianza)

Adenosina trifosfato

Basic Local Alignment Search Tool (Herramienta basica de
busqueda de Alineamientos)

Coenzima A

Acido desoxirribonucleico

Acido 3,5-dinitrosalicilico

Densidad optica

Acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico

Sal sédica del acido etilen diamino tetraacético

Grape Chicha (Chicha de uva)

Glutation reducido

Glutatién oxidado

High performance liquid chromatography (cromatografia liquida de
alta resolucion)

Cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama
kilodalton

Mega pares de bases o un millon de pares de bases

Model Chicha Substrate (sustrato modelo tipo chicha)
Malondialdehido

Acido 2-(N-morfolino) etanosulfarico

National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional
para la Informacién Biotecnoldgica)

Oat Chicha (Chicha de avena)

Open Reading frame (Pauta abierta de lectura)

Peso/volumen

Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa

Proteina quinasa dependiente de cAMP

Electroforesis en gel en campo pulsante

Piruvato deshidrogenasa

Yoduro de propidio

Phenolic-off flavors, sabores fendlicos

Portuguese Yeast Culture Collection (Coleccion de cultivos de
levaduras de Portugal)

Rice Chicha (Chicha de arroz)

Acido ribonucleico

Vi



Abreviaturas

RNAsa
rpm
rRNA
tRNA
SDS
SDG

Tris
UFC
viv
YC

Ribonucleasa

Revoluciones por minuto

RNA ribosdmico

RNA de transferencia

Dodecil sulfato sédico
Saccharomyces Genome Database (Base de datos del genoma de
Saccharomyces cerevesiae)

Tris (hidroximetil) aminometano
Unidades formadoras de colonia
Volumen/volumen

Yamor chicha (chicha del Yamor)

VIl



INTRODUCCION







Introduccién

1. Fermentaciones alimentarias

En el contexto de la industria alimentaria, la palabra “fermentacién” se refiere al
proceso biolégico, generalmente microbiano, que da como resultado cambios
deseables en las materias primas utilizadas para la elaboracion de ciertos
alimentos. En dicho contexto, la fermentacion puede ser consecuencia del
metabolismo anaerodbico pero también del metabolismo aerdbico de algunos
microorganismos, como por ejemplo la fermentacion alcohdlica y la fermentacion
acética, respectivamente. Algunos procesos de transformacién enzimatica son
también reconocidos con este término, por ejemplo la fermentacion de hojas de
té (Nout, 2014). La revolucion industrial y el avance de la microbiologia, fueron
dos eventos que ocurrieron a mediados del siglo XIX y que dieron lugar a un
mayor entendimiento y mejora de los proceso fermentativos (Caplice y Fitzgerald,
1999), que ya eran utilizados por el ser humano desde la mas remota antigiiedad
debido a sus efectos beneficiosos para la preservacion de alimentos. Durante las
fermentaciones se forman metabolitos inhibidores del crecimiento de microbios
patdogenos (acidos organicos, etanol, bacteriocinas, etc), con la consiguiente
mejora de la seguridad alimentaria. Ademas se pueden eliminar compuestos
toxicos, mejorar el valor nutricional y la calidad organoléptica de los alimentos y
reducir costos energéticos para la preparacion de alimentos (Bourdichon et al.,
2012; Anagnostopoulos y Tsaltas, 2019). En la actualidad, el interés creciente del
consumidor por todo aquello que se percibe como natural o saludable, ademas
del redescubrimiento de la posibilidad de crear caracteristicas unicas de sabor,
textura, perfil nutricional, entre otras multiples aplicaciones en los alimentos, abre
una amplia gama de oportunidades y ofrece un futuro prometedor al campo de
las fermentaciones alimentarias (Terefe, 2016).

Los alimentos fermentados se definen como "sustratos alimenticios colonizados
0 con un crecimiento masivo de microorganismos no perjudiciales para la salud,
cuyas enzimas y procesos metabodlicos modifican el sustrato produciendo
sabores, aromas y texturas no toxicos atractivos para el consumidor humano"
(Steinkraus, 2002; Taylor, 2015). Ademas de agua y microorganismos, Ssus
ingredientes pueden ser practicamente todos los alimentos agricolas primarios,
tanto derivados de plantas (cereales, raices, tubérculos, frutas, etc), como
productos derivados de animales (carnes, mariscos, huevos, leche, etc) (Nout,
2014). Estos productos alimentarios juegan un rol muy importante en la identidad
cultural, la economia local y en el deleite gastrondmico de cada pueblo o region
(Hui y Evranuz, 2012).

Al existir una amplia variedad de alimentos producidos a nivel mundial, la
clasificacion de los mismos puede variar de un autor a otro, sin embargo todas
ellas coinciden con el establecimiento de categorias en funcion de los
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microorganismos responsables del proceso fermentativo y de los cambios
bioquimicos que se producen (Nout, 2014). Steinkraus, (2002) propone una
clasificacion en ocho categorias en funcion de las clases de alimentos
fermentados que se producen alrededor del mundo (Figura I.1).

Fermentaciones que
producen sus’titutos de carne - Tempe indonesio
de proteina vegetal :
texturizada en mezclas de - Outjom

leguminosas / cereales.

Fermentaciones de salsas y

pastas con: alto contenido en - Salsa china de soja
sal, con sabor a carne, con - Miso japonés
aminoacidos y/o péptidos

Fermentaciones acido —
lacticas

- Bebidas fermentadas

Clasificacion de las Fermentaciones alcohdlicas destiladas y no destiladas

fermentaciones alimentarias

Fermentaciones de acido - Vinagre
acético / vinagre - Kombucha

- Iru africano

Fermentaciones alcalinas . ’
- Natto japonés

- Panes de masa fermentada

Panes con levadura _ :
- Panes de oriente medio

- Idli indu
- Dosa malayo

Panes planos sin levadura

Figura 1.1 Clasificacion de las fermentaciones alimentarias. Adaptado de: Steinkraus,
(2002).

Entre los sustratos mas comunes en muchos alimentos y bebidas fermentados
se encuentran los cereales, que constituyen una fuente muy importante de
nutrientes en todo el mundo; arroz, trigo, centeno, cebada, sorgo y maiz son los
cereales mas comunes en la mayoria de alimentos y bebidas fermentadas
(Tamang et al., 2016). La fermentacion natural de los cereales es una estrategia
simple y econdmica que ha permitido mejorar el valor nutricional, las propiedades
sensoriales y las cualidades funcionales de los productos elaborados a partir de
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este tipo de materias primas (Blandino et al., 2003). A nivel mundial existen tres
culturas con habitos tradicionales basados en alimentos fermentados a base de
cereales: a) la cultura oriental, consumidores de arroz cocido, b) las culturas
occidental y australiana, consumidores de panes y hogazas a base de trigo y
cebada y c) las culturas latinoamericana y africana, consumidores de bebidas y
panes a base de maiz y sorgo, respectivamente (Anagnostopoulos y Tsaltas,
2019).

1.1. Bebidas fermentadas

Las bebidas fermentadas son soluciones complejas de miles de compuestos
quimicos que se originan del sustrato, de los metabolismos microbianos
producidos durante la fermentacién y, en su caso, de los pasos post
fermentativos (Polaskova et al., 2008). La fermentacion de leche, cereales y otros
sustratos para producir bebidas con mejores caracteristicas organolépticas es
propia de muchas regiones de Asia, Africa, Europa, Medio Oriente y América
(Marsh et al., 2014). De todos ellas, Africa es el continente con el mayor consumo
y produccion de bebidas fermentadas tanto por tradicidon como por la necesidad
de métodos de conservacion y almacenamiento de los alimentos de bajo costo.
Sin embargo en los ultimos afos, especialmente en Europa y Asia, el interés en
las bebidas fermentadas, ya sean tradicionales o nuevas, ha ido aumentando
(Carballo Marrero et al., 2019). En la Tabla 1.1 se aprecian los datos de consumo
y produccién de bebidas fermentadas por continentes, donde se observa que los
valores mas altos para los dos indicadores corresponden a Africa seguida por
Europa.

Tabla 1.1 Datos de consumo y produccion de bebidas fermentadas en los cinco
continentes en el afio 2013. Procedente de: Food and agriculture organization of the
United Nations FAOSTAT statistics database (disponible en:
www.fao.org/faostat/en/#data/FBS).

Consumo Produccion
Continente Kg/ persona/ *1000
ano Toneladas
Africa 22.6 23786
América 0.6 550
Europa 1.6 5147
Asia 1.2 1366
Oceania 1.6 14

De forma general, las bebidas fermentadas pueden clasificarse en dos grupos
definidos, lacteas y no lacteas (Figura 1.2). Las bebidas lacteas son las mas
conocidas y difundidas a nivel mundial por su alto consumo en la cultura
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occidental y su relacién con la salud, especialmente aquellas producidas con
bacterias acido lacticas. Entre los beneficios que se atribuyen a su consumo estan
la actividad microbiana y antitumoral, ademas de la estimulaciéon del sistema
inmune (Carballo Marrero et al., 2019). Por otro lado, las bebidas no lacteas son
una amplia variedad de productos elaborados, en algunos casos a nivel artesanal,
en todas las regiones del mundo principalmente a partir de cereales y frutas.

Bebidas
Fermentadas

Lacteas No lacteas

Leche: vaca, cabra,
oveja, camello, yak

A partir de otros
sustratos

Maiz, sorgo, arroz, mijo,
cebada, avena,

[ A partir de cerales

Fermentadas con
bacterias acido lacticas
(BAL) + Hongos

Fermentadas con

L C Frutas, vegetales,
bacterias acido lacticas » Veg

leguminosas, té, otros

(BAL) (Levaduras, mohos) centeno, trigo, etc.
L Fermentadas con
Tipos: termdfilas, Tipos: alcohdlicas, levaduras y/o bacterias
probidticas, mesofilicas enmohecidas acido-lacticas

Pueden ser alcohdlicas
0 no alcohdlicas

Figura 1.2 Clasificacion de las bebidas fermentadas. Adaptado de: Anagnostopoulos y
Tsaltas, (2019); Marsh et al., (2014).

Los progresos en las ciencias microbiolégicas han dado lugar a que algunas de
estas bebidas, las mas populares, sean industrializadas y comercializadas
mientras que otras todavia se producen a nivel artesanal, comunitario, doméstico
0 en pequefas industrias usando métodos tradicionales (Hui y Evranuz, 2012).
Las bebidas fermentadas tradicionales son consideradas un patrimonio cultural
muy importante en la mayoria de regiones (Tamang et al., 2016) y tienen una
estrecha relacion con las raices e historia de cada pueblo. La mayoria de ellas
son producidas con ingredientes accesibles y baratos y se usan técnicas simples;
contribuyen significativamente en la dieta, especialmente en zonas y pueblos
rurales en la mayoria de regiones del mundo y las recetas y procesos de
elaboracion son transmitidas de generacién en generacion (Hui y Evranuz, 2012).
La mayoria de las fermentaciones a pequeia escala en estos paises son procesos
espontaneos en los que no se usan cultivos iniciadores (Holzapfel, 2002). Sin
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embargo, esta ampliamente demostrado que la bebida resultante de un proceso
fermentativo depende enormemente del uso de cepas iniciadoras definidas que
sean indcuas para los humanos y que garanticen la calidad y la seguridad del
producto final (Carballo Marrero et al., 2019) por lo que su estudio, ademas de la
obtencion de este tipo de indculos, es de gran importancia.

Bebidas fermentadas no lacteas

El creciente interés por dietas saludables que ayuden a prevenir enfermedades
va relacionado con un incremento en el numero de estudios y el creciente
desarrollo de alimentos funcionales. En este grupo, las bebidas no lacteas
obtenidas a partir de cereales, frutas y vegetales han surgido como una buena
opciodn al no estar relacionadas con ciertas alergias o intolerancia a la lactosa y
por su bajo o casi nulo contenido graso (Prado et al., 2008). Existe una amplia
variedad de este tipo de bebidas tradicionales alrededor del mundo, varias de
ellas no alcohdlicas y elaboradas a partir de cereales y frutas. Ademas, estudios
recientes han demostrado las caracteristicas probidticas de algunos
microorganismos involucrados en la fermentacion tradicional de estas bebidas
(Vasudha y Mishra, 2013).

Actualmente se estan desarrollando nuevas bebidas basadas en formulaciones
de bebidas tradicionales con cultivos mixtos de cepas nativas, con la idea de
ofrecer nuevos productos funcionales no lacteos asociados a la cultura de los
pueblos y poblaciones aborigenes (Freire et al., 2017; Menezes et al., 2018). La
idea general es desarrollar nuevos productos y ademas mejorar y mantener los
tradicionales (Prado et al.,, 2008). Existe una amplia diversidad de bebidas
tradicionales, habiéndose descrito mas de 90 tipos (Blandino et al., 2003). En
Sudameérica, el maiz (Zea mais), el cacao (Theobroma cacao), y la yuca o cassava
(Manihot esculenta) son los sustratos mas comunes usados desde tiempos
prehispanicos por las poblaciones indigenas de paises como Colombia, Ecuador,
Peru y Bolivia (Faria-Oliveira et al., 2015). Estos productos son generalmente
obtenidos bajo condiciones climaticas locales y mediante procesos de
produccion artesanales por lo que las caracteristicas sensoriales y la calidad son
variables (Chaves-Lopez et al., 2014). Generalmente el proceso de elaboracion
de estas bebidas consiste en la coccidn inicial de los granos seguida de la
trituracion mientras que la filtracion final suele ser opcional (Marsh et al., 2014).

La fermentacién tiene multiples efectos en el valor nutricional de los alimentos
elaborados a partir de cereales: reduccion del nivel de carbohidratos y de
algunos poli y oligosacaridos no digeribles, sintesis de nuevos aminoacidos,
mayor disponibilidad de vitaminas del grupo B, aumento leve del contenido
proteico, entre otros. Todo ello se ve reflejado en una mejora del sabor,
digestibilidad y valor nutritivo del producto final (Anagnostopoulos y Tsaltas,
2019). Asimismo, estas bebidas de cereales fermentados suelen tener un alto
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contenido de minerales, un bajo porcentaje de grasas y pueden ser una fuente
natural de fibra, vitaminas, minerales, flavonoides y compuestos fendlicos.

Existen varios tipos de bebidas fermentadas tradicionales a base de cereales, las
principales diferencias se establecen por el tipo de materia prima y la estrategia
de fermentacion. Las mas importantes y reconocidas a nivel cientifico se detallan
en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2 Bebidas tradicionales fermentadas mas comunes elaboradas a partir de
cereales. Adaptado de: Blandino et al., (2003).

Producto Sustrato Region

Cervezas Mijo, sorgo, arroz Africa
tradicionales Arroz Asia

Sake Arroz China y Japén
Boza o Bouza Trigo, centeno, mijo, maiz, otros Egipto, Turquia, Europa del este
Chicha Maiz Sudameérica
Mahewu Maiz Africa, paises del Golfo arabe
Chichas

La chicha es considerada la bebida tradicional mas importante y antigua en
Sudameérica y es producida en varios paises de la region Andina, principalmente
en Ecuador, Peru y Bolivia, y en regiones bajas de Brasil, Colombia, Venezuela,
Chile y Argentina. Esta asociada principalmente con comunidades aborigenes de
estas zonas, su produccién y consumo ha sido y es un elemento clave en las
celebraciones sociales, politicas y religiosas de estos pueblos. Son bebidas no
destiladas que pueden o no ser fermentadas, en el caso de serlo la fermentacién
es totalmente espontanea por lo que generalmente tienen un contenido
alcohdlico por debajo del 5 %, aunque puede variar entre el 1 y el 12 %,
dependiendo del método de produccion (Chaves-Lopez et al.,, 2014; Faria-
Oliveira et al., 2015).

Hasta mediados del siglo XV, esta bebida era elaborada principalmente con maiz,
su preparacion era una actividad primariamente femenina, con una amplia
variedad de recetas, ingredientes y métodos de elaboracion. Tradicionalmente
se elaboraba en vasijas de barro que se enterraban durante un tiempo definido
para lograr la fermentacion de los granos de maiz que, en ocasiones, las mujeres
masticaban previamente para acelerar la conversion del almidon en azucares
fermentables gracias a la accion de las amilasas y posteriormente cocinaban la
bebida; la germinacion de los granos es otra estrategia que era utilizada con ese
fin (Jennings, 2005). La chicha fue considerada en la conquista espafola como
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una bebida nutritiva por lo que era distribuida a los indigenas en las jornadas de
trabajo para proporcionarles energia (Gomes et al., 2009).

De todas ellas, la chicha de Jora que es elaborada a partir de maiz germinado, es
la mas conocida y estudiada en el entorno cientifico, es conocida también como
cerveza indigena andina por la similitud en la forma de preparacion con la cerveza
y por ser elaborada en todos los paises andinos (Hayashida, 2008). La chicha del
Yamor es una variante de esta bebida, se prepara exclusivamente en Otavalo -
Ecuador en el mes de septiembre y se considera una bebida sagrada preparada
como ofrenda por la fertilidad de la tierra. Se elabora a partir de siete tipos de
variedades de maiz, uno de ellos incluye el maiz germinado (Narvaez-
Rivadeneira, 2006). En la Figura 1.3 se detalla el proceso de elaboracion de la
chicha de Jora ademas de las variantes del mismo.

Maiz seco  f-======-=----

Remojo/
Germinacion/
Secado/Tostado

) Y

Molienda o L
b ” Masticacion
trituracion
Agua caliente — Maceracién
T
-------- g
! 1
! |
W V2

Ebulliciéon de una

Filtrado y ebullicion A
fraccion

Pondos —  Fermentacion

2 - 6 dias

Figura 1.3 Proceso de elaboracion ancestral de la chicha de Jora. Procedente de: Gomes
et al., (2009). Las lineas entrecortadas representan variantes del proceso de elaboracion
de esta bebida.

Varias modificaciones han ocurrido en el proceso de la preparacion de chichas
desde entonces y actualmente incluye tres pasos basicos: ebullicion,
enfriamiento y fermentacion (Figura 1.4); la masticacion de los granos ha sido
reemplazada por la germinacion y el uso de residuos de elaboraciones previas
de la bebida, ya que en la mayoria de paises esta ha sido prohibida por temas de
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salubridad. Se utilizan diversos cereales ademas del maiz como arroz, cebada,
avena, quinoa, algunos tubérculos como la yuca, y en algunos casos se afiaden
zumos de frutas. La variedad de chichas es muy amplia, algunas de ellas incluso
son elaboradas exclusivamente con zumos de frutas o con masas previamente
fermentadas (Chaves-Lopez et al., 2014; Mendoza et al., 2017), ademas puede
anadirse azucar o panela (cafia de azucar no centrifugada), asi como hierbas y
especias (Faria-Oliveira et al., 2015). Un ejemplo de ello es la chicha de uva
preparada a partir del zumo fresco de la fruta al que se puede anadir ingredientes
pero que no pasan por un proceso de coccion. Las caracteristicas finales del
producto no suelen ser estandares y dependen mucho del productor y del
proceso utilizado (Figura 1.4), actualmente esta bebida también es elaborada por
la poblacién mestiza latinoamericana y se sirve en restaurantes de comida tipica.

e N
Harina de cereal(es) —— Ebullicién 30 min
\ l y,
e N
Enfriamiento  ——15-25°C
\ l J
Zumos de frutas y/o panela e N
(dern_/ado cafa dg _azucar) ylo Adicion, mezcla
hierbas aromaticas y/o
especias (. l J/
e N

Fermentacion [«— 3-14 dias

Figura 1.4 Proceso basico de preparacion de chichas en la actualidad.

Desde el punto de vista microbioldgico, la fermentacion de la chicha es llevada a
cabo por la microbiota natural a temperatura ambiente (Chaves-Lopez et al.,
2014). Las bacterias acido lacticas (BAL), Bacillus sp, levaduras y mohos son las
poblaciones nativas dominantes presentes en la fermentacion de una amplia
variedad de chichas, principalmente preparadas con maiz (Blandino et al., 2003;
Ramos y Schwan, 2017). En este tipo de bebidas fermentadas las levaduras
generalmente coexisten con otros microorganismos y suelen darse sucesiones
microbianas ademas de relaciones mutualistas entre ellos (Romano et al., 2006).

1.2. Microorganismos fermentadores

Se conocen como microorganismos fermentadores a aquellos microorganismos
cultivables y no cultivables que fermentan de forma natural la mayoria de los
alimentos y bebidas fermentadas (Tamang etal., 2016). Los ingredientes,
utensilios, contenedores y el ambiente son la fuente mas importante de
microorganismos en fermentaciones espontaneas. En procesos de fermentacion
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a nivel industrial la presencia microbiana es, normalmente, el resultado de la
adicion intencional de microorganismos seleccionados como cultivos iniciadores
(Anagnostopoulos y Tsaltas, 2019). Bacterias, levaduras y hongos son los
principales microorganismos responsables de la fermentacion de los alimentos,
existiendo una amplia diversidad de géneros y especies (Tabla I.3).

Tabla 1.3 Microorganismos presentes en alimentos fermentados. Procedente de:

Tamang et al., (2016).

Microorganismo
Bacterias
4cidolacticas
(BAL)

Bacillus

Bacterias

Actinobacteria

Otros

Levaduras

Hongos filamentosos

Géneros y especies

Alkalibacterium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus,  Leuconostoc, = Oenococcus,  Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus circulans, Bacillus coagulans,
Bacillus firmus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium,
Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus subtilis variety natto,
Bacillus thuringiensis

Kocuria, Micrococcus

Acetobacter, Gluconobacter, Staphylococcus, Bifidobacterium,
Brachybacterium, Brevibacterium, Propionibacterium,
Arthrobacter y Hafnia

Brettanomyces, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces,
Dekkera, Galactomyces, Geotrichum, Hansenula, Hanseniaspora,
Hyphopichia, Issatchenkia, Kazachstania, Kluyveromyces,
Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula, Rhodosporidium,
Saccharomyces, Saccharomycodes, Saccharomycopsis,
Schizosaccharomyces, Sporobolomyces, Torulaspora,
Torulopsis, Trichosporon, Yarrowia, Zygosaccharomyces
Actinomucor, Amylomyces, Asperqgillus, Monascus, Mucor,

Neurospora, Parcilomyces, Penicillium, Rhizopus, Ustilago

Actualmente existe una tendencia al empleo de cultivos de microorganismos
fermentadores patentados con propdsito comercial que sean seguros para el ser
humano. A nivel industrial, estos cultivos microbianos para alimentos (MFC por
su siglas en inglés, microbial food cultures) consisten en formulaciones de una o
mas especies y/o cepas (bacterias, levaduras y hongos) que incluyen
componentes necesarios para sSu  supervivencia, almacenamiento,
estandarizacién y que facilitan su aplicacién (Bourdichon et al., 2012).
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De acuerdo a los microorganismos empleados para el proceso, las
fermentaciones se clasifican en tres grupos (Wang y Fung, 1996; Carballo
Marrero et al., 2019):

a)

b)

c)

Fermentacion alcohdlica: es un proceso bioquimico complejo cuyos
principales productos son el etanol y el dioxido de carbono (Buratti y
Benedetti, 2016), obtenidos a partir de azucares. Es llevada a cabo por
levaduras, principalmente del género Saccharomyces, pero también por
algunos hongos filamentosos 'y  bacterias acido lacticas
heterofermentativas Es el proceso fermentativo mas conocido y esta
involucrado en varias transformaciones importantes, asi como en
procesos de estabilizacion y conservacion de sustratos ricos es azucares
(Ciani et al., 2013).

Fermentacion acida: Se generan acidos que producen una bajada del pH.
Se divide en dos grupos:

i. Fermentacion  acido-lactica:  Conversion  de  los
carbohidratos en &cido lactico y otras sustancias en
ausencia de oxigeno; es producida por bacterias acido
lacticas (BAL), principalmente de los géneros Lactobacillus
y Leuconostoc. De acuerdo al tipo de BAL pueden ocurrir
dos tipos de rutas catabdlicas (homofermentativas o
heterofermentativas).

ii. Fermentacion acética: se da por la oxidacion del etanol a
acido acético en presencia de oxigeno y es producida por
bacterias del género Acetobacter.

Fermentacion alcalina: las proteinas de la materia prima son hidrolizadas
a aminoacidos y péptidos, se libera amonio lo que incrementa el pH; es
producida por bacterias de género Bacillus sp.

El etanol, producto de la fermentacidon alcoholica, es el principal producto
biotecnoldgico a nivel mundial tanto en términos volumétricos como econdémicos
(100 mil millones de litros/afno), sus principales aplicaciones son el consumo
humano en las bebidas alcohdlicas y su uso como combustible renovable para
transporte (Walker y Walker, 2018). En el caso de las bebidas alcohdlicas, la
seleccidon de levaduras adecuadas es importante no solamente para garantizar
una adecuada producciéon de alcohol sino también para mantener la calidad
sensorial del producto final (Anagnostopoulos y Tsaltas, 2019).
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Microorganismos no convencionales en fermentaciones alcohdlicas

La actividad microbiana durante la fermentacién alcohdlica va mucho mas alla de
la produccion de etanol. La complejidad de los productos obtenidos, reflejada en
sus caracteristicas organolépticas, esta directamente relacionada con la accién
de una gran diversidad de microorganismos, principalmente bacterias vy
levaduras (Varela, 2016). Existe un redescubrimiento del valor del uso de cultivos
mixtos o de fermentaciones espontaneas para incrementar la complejidad de
aromas, ademas multiples estudios recientes han destacado el potencial de las
levaduras no convencionales, en la produccién de bebidas fermentadas, en
especial vino y cerveza.

Todo esto ha desencadenado un creciente interés en la busqueda y
descubrimiento de nuevas especies, cepas o hibridos de levaduras, para ello se
realizan nuevas investigaciones en los entornos naturales e industriales de
diferentes tipos de fermentaciones con la idea de contar con una mayor
diversidad para ser usada en beneficio de la industria (Carrau et al., 2015;
Cubillos et al., 2019) y que ademas pueda contribuir al mejor entendimiento de
la biologia e historia evolutiva de este grupo microbiano (Gibson et al., 2017). Esta
ya demostrada la amplia variabilidad que existe entre especies y cepas en
relacion a la utilizacion de azucares, potencial fermentativo, produccién de
aromas Yy sabores, entre otros, por lo que la posibilidad de encontrar nuevos
microorganismos con aplicaciones industriales es ilimitada (Michel et al., 2016b).
Algunas de estas levaduras alternativas han demostrado también una eficiencia
fermentativa similar o mejor que la de algunas cepas industriales en presencia de
ciertas condiciones de estrés, como por ejemplo altas concentraciones de etanol
(Mukherjee et al., 2017). Nuevos sistemas y estrategias para facilitar la busqueda
y seleccion de nuevas levaduras con potencial aplicacion en bebidas alcohdlicas
estan siendo desarrollados. Técnicas como mutagénesis, fusion de protoplastos,
hibridacion, reproduccion y evolucién dirigida, son usadas con la idea de generar
diversidad artificial y seleccionar levaduras industriales superiores (Steensels
et al.,, 2014). Una integracion del conocimiento proveniente de la diversidad
natural, la experiencia en analisis sensoriales ademas de la aplicacion de
ingenieria evolutiva podria revolucionar el descubrimiento y mejora de estos
microorganismos (Carrau et al., 2015).

Entre las nuevas aplicaciones y tendencias del uso de levaduras no
convencionales se encuentran la generacion de bebidas con bajo contenido
alcohdlico y/o bajo contenido calérico, bebidas funcionales ademas de varios
enfoques de bio-saborizacion con la idea de obtener productos nuevos y
originales (Gschaedler, 2017; Basso et al.,, 2016). Asimismo, la seleccion de
cultivos nativos iniciadores adaptados a ciertos entornos, podria ser una
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estrategia para reproducir a nivel industrial productos tradicionales y regionales
(Marsh et al., 2014). En produccion de cerveza existe un crecimiento a nivel
mundial de micro cervecerias y cervecerias artesanales que en su mayoria usan
levaduras no convencionales, retomando estrategias tradicionales y ancestrales
de fermentacion, varias cepas de estas levaduras son ya usadas en la produccion
de cervezas con bajo contenido alcohdlico (0.5 — 1.2 %) y cervezas libres de
alcohol (< 0.5 % v/v) (Michel et al., 2016a).

Diversas cepas de la especie S. cerevisiae aisladas de chichas han mostrado
perfiles genotipicos y fenotipicos diferentes comparados con cepas comerciales.
En chichas argentinas se determinaron 42 patrones diferentes de elementos
delta (Mendoza et al., 2017) y en chichas ecuatorianas se identificaron 68 perfiles
diferentes de DNA mitocondrial (Pil6 et al., 2018) lo que demuestra un gran
numero de cepas diferentes durante la fermentacion de estas bebidas
tradicionales. Asimismo, cepas aisladas a partir de chichas de maiz de Peru
fueron capaces de asimilar fuentes inusuales de carbono como sorbosa,
glucosamina, ribosa, arabinosa, ramnosa, melobiosa, celobiosa y almidon, por lo
que podrian ser utilizadas en la fermentacion de sustratos ricos en estos azucares
(Vallejo et al., 2013). De igual forma, varias cepas del género Saccharomyces que
han sido aisladas a partir de la bebida brasilefia cachaca y algunos hibridos
naturales generados a partir de estas cepas, han sido propuestas como posibles
alternativas adecuadas para la produccion de cerveza tipo lager y ale (Araujo et
al., 2018; Figueiredo et al., 2017).

En relacion a levaduras no-Saccharomyces, varias cepas de los géneros
Dekkera, Hanseniaspora, Candida, Pichia, Torulaspora, Wickerhamomyces, entre
otras, han demostrado habilidades de bioconversion interesantes relacionadas
con un aparato enzimatico diversificado (Basso et al., 2016). Algunas cepas de
levaduras originarias de bebidas fermentadas tradicionales han sido propuestas
como buenas alternativas para la produccion de cerveza. Varias cepas no—
Saccharomyces aisladas a partir de kombucha, un té fermentado de Asia, han
sido exitosamente utilizadas en la produccién de cerveza sin alcohol (Bellut et al.,
2018). De igual forma nuevas especies y cepas de este grupo han sido
identificadas en chichas y muestran caracteristicas fisiolégicas muy interesantes.
Candida theae, una nueva especie fue recuperada en Ecuador de vasijas de
barro muy antiguas donde se preparaba esta bebida (Chang et al., 2012) y cepas
de Pichia kluyveri aisladas en varias chichas colombianas demostraron tolerancia
a concentraciones de etanol de 15 % (Lopez et al., 2010).
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Sin embargo, es muy importante tomar en cuenta que el uso y aplicacion de estas
levaduras no convencionales requiere el estudio detallado de las interacciones
entre microorganismos. Es necesario entender su relacion incluso a nivel
molecular, considerando ademas la especificidad de cada cepa, ya que la
mayoria de ellas son usadas en co-fermentaciones (Gschaedler, 2017). La
introduccidén de nuevas levaduras en un sustrato debe ademas ser analizada y
calculada ya que el desempeio de cada microorganismo podria variar
considerablemente de acuerdo al sustrato y condiciones de la fermentacion
(Basso et al., 2016). Ademas es necesario en la practica estudiar y encontrar
condiciones adecuadas de conservacion de estas cepas con la idea de obtener
biomasa deshidratada o liofilizada que pueda ser usada facilmente en la industria
(Gschaedler, 2017). Cabe resaltar ademas la importancia de tomar en cuenta la
bioseguridad y aprobacion del uso de estos microorganismos en los organismos
nacionales e internacionales competentes (Michel et al., 2016b).

2. Levaduras

Las levaduras son hongos unicelulares distribuidos en una gran cantidad de
ambientes que se reproducen asexualmente por gemacion o fision binaria y
sexualmente mediante produccion de esporas (ascosporas o0 basidiosporas) que
no se forman dentro o sobre un cuerpo fructifero (Kurtzman et al., 2011). Las
células son generalmente esféricas, ovales o cilindricas y no suelen forman
filamentos o micelio (Madigan et al., 1997). Son organismos heterétrofos capaces
de utilizar una amplia gama de fuentes de carbono en funcion del entorno en el
que se encuentren. Los sustratos mas comunes para su crecimiento son las
hexosas, como la glucosa, fructosa, galactosa o manosa, sin embargo existen
varias especies que también pueden utilizar pentosas, como la xilosa o la
arabinosa, y muchas cepas industriales son capaces de metabolizar disacaridos,
como la sacarosa y otros poco comunes en los ambientes naturales, como la
maltosa y la lactosa; algunas de estas cepas pueden incluso metabolizar
dextrinas (Faria-Oliveira et al., 2015).

Las levaduras cumplen un rol clave en la biotecnologia alimentaria,
especialmente en productos fermentados. Ya sea en monocultivos, cultivos
mixtos o en ingesta directa, este grupo de microorganismos es uno de los mas
estudiados no solo por sus aplicaciones sino también porque varias de ellas,
especialmente las levaduras del género Saccharomyces, son inocuas para los
seres humanos (Hittinger et al., 2018). La importancia, potencial y aplicaciones
de las levaduras como cultivos iniciadores en la fermentacion de bebidas
tradicionales fueron las razones por las que se elegi6 estudiarlas en el presente
trabajo.
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2.1. Clasificacion e identificacion molecular de levaduras

Las levaduras pueden ser clasificadas en dos grupos filogenéticos, ascomicetos
(teleomorficos y anamorficos) y basidiomicetos (teleomorficos y anamorficos)
(Kurtzman et al,, 2011). Las levaduras del grupo de los ascomicetes son
especialmente importantes en la produccién de alimentos para humanos vy
animales, proteina unicelular, produccidén heterdloga de proteinas y enzimas,
ademas algunas de ellas son utilizadas como organismos modelo en estudios
genéticos y metabdlicos (Johnson, 2013). Pocas especies de este grupo son
patdgenas de plantas y humanos mientras que varias de ellas, especialmente
aquellas del género Saccharomyces, son responsables de varios procesos
biotecnoldgicos e industriales (Suh et al., 2006). En relacién a las levaduras del
grupo de los basidiomicetes, recientemente se ha evaluado su utilidad industrial
siendo la produccién de metabolitos primarios y secundarios unicos, asi como la
produccion de ciertas enzimas usadas en sintesis quimica y farmacéutica, su
principal aplicacion (Johnson, 2013). Las principales caracteristicas y diferencias
entre estos dos grupos se detallan en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4 Principales diferencias entre levaduras de los grupos ascomicetos y
basidiomicetos. Adaptado de: Suh et al., (2006).

Parametro Ascomicetos Basidiomicetos
‘s . . En estructuras
Formacion de esporas En el interior de sacos cerrados .
claviformes llamadas
sexuales llamados ascos .
basidios
Polisacarido mayoritario "
B-glucanos Quitina
en la pared celular
% G + C en el ADN
<50 % > 50 %
nuclear
Gemacion Holoblastica Enteroblastica
Usan un amplio rango de
Nutricién Copiodtrofos y especializados compuestos organicos
nutricionalmente (bajas concentraciones,
alta eficiencia)
o - Producen pigmentos
Color Mayoritariamente hialinos . P19 .
intensos carotenoideos
Viven en nichos especializados Se adaptan a nichos
Ecologia (interacciones, plantas, insectos, pobres en nutrientes,
animales invertebrados) superficies solidas
Fragantes Si No
Colonias mucoides No Si
Requieren vectores .
9 Si No

para dispersarse
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Las subdivisiones taxondmicas inferiores (familias, subfamilias, género, especie
y cepa), son determinadas por sus caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y
genéticas (Kurtzman y Robnett, 1998). Entre los principales géneros de levaduras
funcionales de alimentos y bebidas fermentadas se encuentra del grupo de los
ascomicetes: Brettanomyces (Dekkera), Candida, Debaryomyces, Galactomyces,
Geotrichum, Hanseniaspora (Kloeckera), Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia,
Saccharomyces, Saccharomycodes Torulaspora, Saccharomycopsis,
Schizosaccharomyces, Torulopsis, Yarrowia y Zygosaccharomyces y del grupo
de los basidiomicetes: Cryptococcus, Rhodotorula y Trichosporon (Aidoo y Nout,
2010).

Tradicionalmente, la identificacidn y clasificacién de las levaduras se ha basado
en caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas y bioquimicas, sin embargo en las
ultimas décadas se han desarrollado técnicas moleculares que se han convertido
en la mejor herramienta para ello (Esteve-Zarzoso etal., 1999). Para la
identificacion de especies y cepas la mayoria de laboratorios utiliza como
estrategia la secuenciacion de uno o mas genes diagnosticos como la forma mas
util y rapida para descubrir nuevas especies. Las técnicas moleculares permiten
el analisis directo del genoma sin considerar el estado fisioldgico de la célula por
lo que los resultados son mucho mas practicos y veraces (Fernandez-Espinar
et al.,, 2011). Sin embargo, el analisis genético debe ir complementado con el
analisis fisioldgico y metabdlico si lo que se desea es estudiar la biologia o
ecologia del microorganismo ademas de su posible aplicacién industrial
(Kurtzman et al., 2011). Los principales métodos y técnicas moleculares usados
en la identificacion de levaduras a nivel de especie y cepa se describen en la
Tabla I.5.
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Tabla 1.5 Métodos y técnicas para la identificacion y diferenciacion de levaduras y cepas.
Adaptado de: Fernandez-Espinar et al., (2011); Hutzler et al., (2015).

Grado de
Métodos Técnicas
diferenciacion
Basados en el analisis del Secuenciacion del rDNA especie
DNA ribosomal (rDNA) Andlisis de restriccion del rDNA especie
PCR a tiempo real especie
PCR y electroforesis en gel con gradiente _
especie
desnaturalizante (PCR-DGGE)
Amplificacion aleatoria de DNA poliméfico
cepa
(RAPD-PCR)
Analisis PCR de DNA gendmico repetitivo
Basados en la reaccion en cepa
(micro y mini satélites)
cadena de la polimerasa
Amplificacion de secuencias & cepa
(PCR)
SAPD-PCR (Specifically Amplified
cepa
Polymorphic DNA-PCR)
PCR-DHPLC (PCR-Denaturing High
cepa
Performance Liquid Chromatography)
Polimorfismos en la longitud de fragmentos
cepa
amplificados (AFLPs)
Hibridacion cepa
Electroforesis en gel en campo pulsante
cepa
Otros (PFGE) de cromosomas
Analisis de restriccion del DNA cepa

mitocondrial

Los métodos basados en el analisis de regiones ribosomales se fundamentan en
la existencia de secuencias conservadas, asi como en la evolucion concertada
de los genes ribosomales 5.8S, 18S, 26S, y de los espaciadores internos (ITS) y
externos (ETS). Se ha usado la informacién de estas regiones para desarrollar
distintos métodos para la identificacion de levaduras; entre estos destacan la
secuenciacion de la region correspondiente a los dominios D1 y D2 situados en
el extremo 5’ del gen del rDNA 26S asi como también el andlisis de restriccion
de la region ribosomal que incluye el gen el DNA 5.8S y las regiones intergénicas
adyacentes ITS1 e ITS2. Estos métodos son una herramienta importante para la
identificacion de especies de levaduras y el establecimiento de relaciones
filogenéticas (Fernandez-Espinar et al., 2011).
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En cuanto a los métodos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para la identificacidn de levaduras, estos permiten la diferenciacion de
género, especie y en algunos casos también cepa, ademas la mayoria de ellos
son sencillos, rapidos y simples (Hierro et al., 2004). Todos estos métodos usan
oligonucledtidos que se unen a secuencias diana de cada cadena de DNA; la
secuencia de los oligonucledtidos, asi como las condiciones de amplificacion
varian de acuerdo a la técnica que se use. Las técnicas usadas con mayor
frecuencia para diferenciar entre cepas de levaduras son RAPDs, microsatélites
y secuencias 6. Por otro lado, el alto grado de polimorfismo que se obtiene
mediante el analisis de restriccion del DNA mitocondrial ha hecho que esta sea
también una de las técnicas muy usadas para la caracterizacion de cepas de
levaduras, principalmente en aquellas de la especie S. cerevisiae (Fernandez-
Espinar et al., 2011). Otra herramienta muy usada actualmente es la
secuenciacion de genomas completos de cepas de levaduras de interés que
permite la identificacion de genes especificos para una especie o cepa
determinada y ademas contribuye al entendimiento de su origen e historia
evolutiva (duplicacion y/o eventos de transferencia horizontal) (PiSkur y
Langkjaer, 2004).

2.2. Levaduras en fermentaciones

De las 1500 especies de levaduras reconocidas, entre 100 y 150 han sido
aisladas en alimentos y bebidas (Kurtzman etal, 2011). Las levaduras
productoras de etanol son el grupo de microorganismos mas importante y mas
usado con fines comerciales en la produccién de alimentos fermentados
(Romano et al., 2006). El impacto que estas levaduras ejercen en la produccion,
calidad y seguridad de los alimentos y bebidas fermentados esta estrechamente
ligada con su actividad biologica y ecologia (Fleet, 2007). Las especies de
levaduras dominantes en la produccion de alimentos y bebidas fermentadas se
resumen en la Tabla I.6.
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Tabla 1.6 Distribucion y funciones principales de las levaduras fermentativas dominantes
en alimentos y bebidas fermentadas. Procedente de: Romano et al., (2006); Benito,

(2018).

Especie

Especies de
Saccharomyces

Debaryomyces hansenii

Especies de
Hanseniaspora
(Kloeckera)

Especies fermentadoras
de Candida

Yarrowia lipolytica

Torulaspora delbrueckii

Origen (alimento o bebida)

Vino, cerveza, masas
fermentadas, sidra, jerez,
queso, bebidas y alimentos
fermentados indigenas

Queso, salami

Vino, sidra, bebidas y
alimentos fermentados
indigenas

Vino, masas fermentadas,
bebidas y alimentos
fermentados indigenas

Queso, salami

Bebidas fermentadas (frutas,

Agave, cereales)

Funciones principales

Fermentacion de azlcares
Produccién de metabolitos
secundarios

Actividad pectinasa y glucosidasa
Efecto inhibitorio en el crecimiento
de hongos productores de
micotoxinas

Degradacion de fracciones de
caseina con produccion deCO:
Actividades lipolitica, proteolitica y
ureasa

Incremento del pH

Produccion de factores de
crecimiento de importancia para
bacterias

Actividades proteoliticas,
glicosidasa y pectinolitica

Produccion de metabolitos
secundarios
Actividades proteoliticas,

glicosidasa y pectinolitica
Produccion de compuestos
secundarios

Efecto inhibitorio en el crecimiento
de mohos productores de
micotoxinas

Actividades lipolitica, proteolitica y
ureasa

Reduccion de la rancidez de las
grasas
Produccion de
aromaticos
Reduccion de la produccion de
etanol

compuestos

Las levaduras del género Saccharomyces son las mas importantes en
fermentaciones alcohdlicas, actualmente se reconocen siete especies naturales
y tres hibridos claves en la industria (Figura 1.5) (Hittinger, 2013). S. cerevisiae
es la especie mas importante (Dussap y Poughon, 2017), considerada ademas
organismo modelo de eucariotas por los cortos tiempos de replicacion, cultivo
simple, eficiencia en esporulacién, rara patogenicidad y un genoma relativamente
pequefo (6000 genes) (Gibson et al., 2017).
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— S, Cerevisiae

S, paradoxus | S. cerevisiae x
S. mikatae J S. kudriavzevii
S. kudriavzevii
S. arboricola

S. eubayanus sl
S. uvarum —

» S. pastorianus

—>S. bayanus

Figura 1.5 Especies del género Saccharomyces y principales hibridos claves en la
industria. Procedente de: Hittinger, (2013).

En relacidon a otras especies e hibridos del género Saccharomyces, S.
pastorianus y recientemente S. eubayanus son usadas en la produccion de
cerveza tipo lager (Gibson etal., 2017), S. uvarum y S. bayanus en vinos
elaborados en regiones de clima continental y S. paradoxus en vinos croatas
(Fernandez-Espinar et al., 2011).

Existen también otras levaduras productoras de etanol que no pertenecen al
género Saccharomyces. Levaduras del género Kluyveromyces, Dekkera,
Candida, Pichia, entre otras (Tabla |.7), son capaces de producir etanol y son
posibles alternativas para varios procesos de fermentacion alcohdlica, no solo
para la produccién de bebidas sino también para la produccién industrial de
etanol (Choudhary et al., 2017; Walker y Walker, 2018).

Tabla 1.7 Especies de levaduras no-Saccharomyces productoras de etanol.

Especie Origen Referencia
Kluyveromyces marxianus Mezcal (Flores et al., 2013)
Dekkera bruxellensis Destilerias de trigo (Passoth et al., 2007)
Candida tropicalis Moras en descomposicién (Choudhary et al., 2017)
Pichia kudriavzevii Moras en descomposicién (Choudhary et al., 2017)
Wickerhamomyces Residuo de destilerias (Choudhary et al., 2017)
anomalus
Kluyveromyces fragilis Fermentacion de cacao (Farooq et al., 2018)
Pichia fermentans Estiércol y tierra de bosque  (Farooq et al., 2018)
Candida sorbosivorans Estiércol y tierra de bosque  (Farooq et al., 2018)
Lindnera jadinii Estiércol y tierra de bosque  (Farooq et al., 2018)
Candida zemplinina Estiércol y tierra de bosque  (Farooq et al., 2018)
Torulaspora delbrueckii Superficie de las uvas (Ramirez y Velazquez, 2018)
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Algunas de estas levaduras pueden incluso presentar un mejor potencial
fermentativo que las cepas industriales, como la cepa silvestre Pichia kudriavzevii
(VMU139), que en fermentaciones de hidrolizados de lignocelulosa es capaz de
obtener mejores rendimientos de etanol que las cepas de referencia, incluso a
altas temperaturas y en presencia de altas concentraciones de acido acético
(Mukherjee et al., 2017).

2.3. Domesticacion de levaduras en bebidas fermentadas

La domesticacion de microorganismos como bacterias, levaduras y hongos
filamentosos ha jugado un rol esencial en la mejora de la estabilidad, calidad,
sabor y textura de los productos alimentarios obtenidos gracias a su
metabolismo, como es el caso de las bebidas fermentadas. Las continuas
practicas de produccién que involucraban el reciclaje de comunidades
microbianas son posiblemente las que originaron estos eventos de
domesticacion que luego fueron estandarizandose y perfeccionandose hasta dar
como resultado cepas domesticadas con un mejor desempefo fermentativo.
Muchas bebidas fermentadas tradicionales son todavia el producto de
fermentaciones espontaneas, aunque algunas de ellas, como es el caso de
ciertas chichas, suelen prepararse con un residuo de la fermentacion anterior
con la idea de acelerar y mejorar el proceso fermentativo. Se conoce muy poco
sobre eventos de domesticacién en bebidas fermentadas tradicionales por lo que
su estudio, no solo podria proporcionar muchos conocimientos etno-
microbioldgicos y evolutivos, sino que también abre otras opciones de nuevas
aplicaciones industriales (Gibbons y Rinker, 2015).

La domesticacion en levaduras, se refiere a la seleccion artificial y reproduccion
de especies silvestres para obtener variantes cultivadas con caracteristicas
deseables y mejoradas que prosperen en ambientes creados por el hombre
(Gallone et al., 2018). A nivel industrial se usa generalmente cultivos puros de
cepas de levaduras domesticadas y un control estricto de factores bidticos y
abidticos para la mejora de la estabilidad, calidad, sabor y textura de las bebidas
fermentadas (Gibbons y Rinker, 2015). Se han dividido a las levaduras
industriales domesticadas de la especie S. cerevisiae en cinco sublinajes
genética y fenotipicamente separados de las levaduras silvestres y que estan
originados por pocos ancestros a través de patrones de domesticacion complejos
y divergencia local (Figura 1.6) (Gallone et al., 2016).
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C 1
erveza \ Domesticacion fuerte

Sabores desagradables |
Utilizacion de maltotriosa 1
Supervivencia en la naturaleza |
Reproduccion sexual |
Deterioro del genoma |

Aneuploidia y CNV 1
Mezcla

~1650d.C

|

Domesticacion limitada
Utilizacion de maltotriosa |
Resistencia al estres del vino 1

Cerveza 2

1 Supervivencia en la naturaleza 1
/ Reproduccion sexual 1
Vino
_ﬂ
< No domesticadas
’ Silvestres s Supervivencia en la naturaleza 1
Lee— Reproduccion sexual |

0.005

Figura 1.6 Sublinajes de la domesticacion de las levaduras industriales de la especie S.
cerevisiae en funcion de sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas. Procedente de:
Gallone et al., (2016).

La domesticacion ha dado lugar a la evolucién de nuevas formas de levaduras y
especies por medio de mecanismos como hibridizacién, poliploidizacion,
duplicacion génica, mutaciones y transferencia genética, lo que se ha reflejado
en nuevas propiedades fisioldégicas y metabdlicas de estos microorganismos
(Sicard y Legras, 2011). De forma general, los fenotipos de cepas domesticadas
en la especie S. cerevisiae son una combinacion de caracteristicas
seleccionables como la adaptacion a sustratos ricos en azucares, ambientes
limitados de oxigeno y/o alta tolerancia al etanol, y caracteristicas adquiridas
durante su uso en procesos de interés humano, como el uso de la maltotriosa o
la produccion de bajas concentraciones de sulfito, entre otras (Gallone et al.,
2018). En el género Saccharomyces, la domesticacion es mas pronunciada en
cepas cerveceras, ya que estas son continuamente recicladas después de cada
lote de fermentacién, lo que significa que viven continuamente en su nicho
industrial, permitiendo Unicamente una mezcla genética limitada con stocks
silvestres y un contacto minimo con ambientes naturales, por lo que los genomas
de las levaduras cerveceras muestran patrones complejos de domesticacion y
divergencia. Por el contrario, las levaduras vinicas crecen en el mosto por un
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corto periodo cada ano, propagandose alrededor de los viiiedos o en el intestino
de insectos. Estudios genéticos han propuesto que los eventos de domesticacion
de levaduras en cerveza son distintos a los determinados para vino y sake
(Gongalves et al., 2016; Gallone et al., 2018).

En relacion a la produccion de cerveza, la mayoria de las cepas industriales de la
especie S. cerevisiae son incapaces de fermentar azucares complejos, como la
maltotriosa y otras dextrinas presentes en el mosto cervecero, por lo que el
descubrimiento de cepas que si puedan hacerlo sin alterar las propiedades
organolépticas de la bebida final, seria interesante para la industria cervecera. S.
cerevisiae var. diastaticus es considerada un microorganismo alterante en
cerveceria que se caracteriza por su capacidad super atenuante, atribuida a la
produccion de glucoamilasas, que produce un aumento en las concentraciones
de dioxido de carbono junto con cambios en el sabor, sedimentacion y turbidez
(Meier-Doérnberg et al., 2018). Su genoma contiene tres genes STA (STA1,STAZ2,
y STA3) codificantes de glucoamilasas que facilitan la hidrolisis de azucares
complejos como las dextrinas (Adam et al., 2004). Actualmente, ademas de la
busqueda de nuevas especies y cepas, se estan utilizando varias estrategias, que
incluyen ingenieria genética y seleccion, para construir levaduras capaces de
asimilar la mayoria de azucares presentes en el mosto de cerveza (Steensels y
Verstrepen, 2014). Recientemente se ha caracterizado un nuevo hibrido de S.
cerevisiae, aislado en una cerveceria tradicional noruega, que posee este gen y
por ende utiliza las dextrinas presentes en el mosto de cerveza, presentando
ademas una tolerancia alta a condiciones de estrés por lo que podria ser usada
en produccion de bioalcohol o bebidas destiladas (Krogerus et al., 2018). Existe
una alta posibilidad de encontrar hibridos naturales en ambientes fermentativos
que posean ciertas caracteristicas interesantes para la industria. Se ha
determinado que la presencia de este gen no tiene correlacion con el potencial
alterante de un microorganismo (Meier-Dérnberg et al., 2018), por lo que todavia
hacen falta mas investigaciones al respecto.

El ambiente natural es tipicamente mas variable que el ambiente alimentario, en
fermentaciones espontaneas los microorganismos preadaptados al sustrato y al
ambiente de fermentacion dominan la comunidad microbiana por lo que la
reutilizacion continua de estos microorganismos en ambientes controlados
favorece su adaptacion y especializacién (Gallone et al., 2016). En la Figura 1.7
se presenta un modelo de progresion de la domesticacion desde un ambiente
natural hasta condiciones de industrializacion de alimentos.
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Figura 1.7 Modelo de la progresion hacia la domesticacion microbiana. Adaptado de:
Gibbons y Rinker, (2015).

Muchas veces el costo de la domesticacion es una reducciéon en el desempefio
en su ambiente natural original y se ha determinado que diferentes linajes de la
misma especie se adaptaron a nichos muy diversos, dando como resultado cepas
genética y fenotipicamente distintas (Steensels et al.,, 2019). Es por ello que
existe un creciente interés en la busqueda de cepas no domesticadas con una
mayor tolerancia a estrés y que puedan adaptarse a nuevos sustratos de
fermentacion.

Aunque todavia no esta muy claro cuantos y cuales de los cambios moleculares
que ocurren durante la domesticacién son realmente adaptativos y cuales son
meramente el resultado de deriva génica (Steensels etal., 2019), existen
hipétesis alternativas de escenarios intermedios de domesticacion, donde
ademas de la domesticacion independiente de ciertos linajes pueden existir
casos de rondas multiples de domesticacion de un solo linaje. Se ha demostrado
que levaduras aisladas en cachaca, una bebida tradicional brasileia elaborada a
partir de la destilacion del jugo de cana de azucar fermentado, derivan de
levaduras vinicas que han pasado por una ronda adicional de domesticacion
definida como domesticacion secundaria (Barbosa et al., 2018). Las cepas de
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cachaga combinan caracteristicas de levaduras vinicas, como la presencia de
genes importantes como la Region B (adquirida por transferencia horizontal,
tipica de levaduras vinicas e implicada en la tolerancia a estrés osmotico) (Novo
et al.,, 2009) y la inactivacion de otros genes (genes inactivos de aquaporinas
AQY) necesarias en vinificacion, con caracteristicas de resistencia tipo levaduras
cerveceras como la presencia del gen RTM1 implicado en la resistencia a
compuestos toxicos presentes en melaza (Barbosa et al., 2018). En relacion a las
chichas todavia no esta claro si las levaduras encontradas en estas bebidas
fueron domesticadas o simplemente fueron dispersadas por insectos u otros
vectores hacia los recipientes de fermentacion por lo que se sugiere una mezcla
de ambos eventos (Gomes et al., 2009).

3. Metabolismo de las levaduras

Las levaduras son microorganismos heterotrofos que obtienen energia quimica
en forma de ATP a partir de compuestos organicos, pero existen diferencias en
la forma de metabolizarlos, asi como en los sustratos que pueden utilizar. La
composicion del medio y la disponibilidad de oxigeno son las dos condiciones
ambientales mas importantes que tienen un fuerte impacto en la fisiologia
metabdlica de las levaduras. Las rutas del metabolismo central del carbono son
basicamente idénticas entre las distintas especies de levaduras, sin embargo, los
mecanismos de consumo de nutrientes, el numero y tipo de isoenzimas y la
regulacion de la fermentacion y respiracion, difieren sustancialmente entre
especies lo que convierte a las levaduras en un grupo altamente heterogéneo y
metabodlicamente complejo. En su entorno natural, las levaduras tienen una
amplia serie de fuentes de carbono (polioles, alcoholes, acidos organicos y
aminoacidos) sin embargo tienen preferencia por los azucares, y particularmente
por la glucosa aunque ciertas especies pueden utilizar fuentes de carbono no
convencionales (Feldmann, 2012; Rodrigues et al., 2006).

Las levaduras poseen un metabolismo flexible que responde a los cambios
ambientales y eso ha convertido a estos microorganismos en una excelente
herramienta para la industria (Zymanczyk-Duda et al., 2017). La mayoria de los
sustratos usados a nivel industrial no contienen glucosa libre por lo que requieren
un proceso enzimatico previo (Walker y Walker, 2018). En muchos sustratos
alimentarios existe una concentracién muy alta de disacaridos que pueden ser
facilmente utilizados como nutrientes por parte de las levaduras mediante la
accion de las hidrolasas correspondientes (Tabla 1.8) que debe ir acoplado con
el transporte del azucar (Feldmann, 2012).
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Tabla 1.8 Disacaridos como sustratos para el crecimiento de levaduras. Adaptada de:
Feldmann, (2012).

Disacarido Sustrato Enzima hidrolitica Producto
Mosto de cerveza, masas
Maltosa maltasa 2 glucosas
de pan
Melaza, bebidas .
Sacarosa invertasa glucosa + fructosa
fermentadas

Melibiosa Mosto de cerveza a-galactopiranosidasa glucosa + galactosa

Lactosa Productos lacteos B-galactosidasa glucosa + galactosa
Celobiosa Hidrolizados de celulosa B-glucosidasa 2 glucosas

En el caso de sustratos ricos en almidones, la hidrolisis enzimatica consiste en
dos etapas, la licuefaccion y la sacarificacidon. La licuefaccién consiste en la
hidrdlisis parcial del almidon a dextrinas mediante la enzima a-amilasa, que se
caracteriza por su termoestabilidad, mientras que para la sacarificacion se usan
glucoamilasas que inician la hidrolisis de las dextrinas originando inicialmente
dextrinas y maltosa, y avanzan progresivamente hasta liberar glucosa (Walker y
Walker, 2018; Morales y Molina Cérdoba, 2015).

Las levaduras tienen dos opciones metabdlicas para producir ATP a partir de
glucosa, la respiracion y la fermentacion; las dos rutas empiezan con la glucolisis
que genera piruvato. En el metabolismo respiratorio, el piruvato puede ser
convertido en dos intermediarios del ciclo del acido tricarboxilico (TCA): acetil
coenzima A mediante el complejo piruvato deshidrogenasa (PDH) y/o oxalacetato
mediante la enzima piruvato carboxilasa (Pyc1/2p en S. cerevisiae), que pueden
ser transportados hacia la mitocondria. En la fermentacién alcohdlica se produce
la descarboxilacién del piruvato a acetaldehido mediante la enzima piruvato
descarboxilasa (Pdc1/5/6p), y este dara lugar finalmente al etanol por accion de
la alcohol deshidrogenasa (Adhp) (Faria-Oliveira et al., 2015) (Figura 1.8). A nivel
energético, existen importantes diferencias entre ambos procesos en el
rendimiento de ATP por molécula de glucosa, en la respiracion se generan
aproximadamente16 moléculas de ATP mientras que en la fermentacion solo se
generan dos (van Maris et al., 2006)
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Pyc1/2 Pdc/5/6 Adh1
Oxalacetato ‘y_ Piruvato ——5 Acetaldehido «—5 Ftanol

Figura 1.8 Destinos metabdlicos del piruvato generado en la glucdlisis en la respiracion
y en la fermentacion alcohdlica en S. cerevisiae. Procedente de: Faria-Oliveira et al., (2015)

Mpc1p o Mpc2p - transportadores del piruvato; Oac1p - transportador del oxalacetato; Adh1p - alcohol
deshidrogenasa; Ald5p - acetaldehido deshidrogenasa; Acs1/2p -acetil-CoA sintasa; Yat1/2p -carnitina
acetiltransferasa.

De acuerdo a su estrategia de produccién de energia, las levaduras han sido
categorizadas en tres grupos: no fermentadoras, fermentadoras obligadas y
fermentadoras facultativas siendo este ultimo grupo al que pertenecen la mayoria
de ellas (Rodrigues et al., 2006). En la tabla 1.9 se detallan varios ejemplos para
cada grupo.

Tabla 1.9 Ejemplos de levaduras de acuerdo a su estrategia de produccion de energia.
Adaptado de: Feldmann, (2012); Rodrigues et al., (2006).

Tipo Respiracion Fermentacioén Ejemplos
No fermentadoras Si No Rhodotorula sp.,

Cryptococcus sp.

Fermentadoras No Si Torulopsis, Candida
obligadas sloofiae

Fermentadoras Si Si S. cerevisiae,
facultativas T. delbrueckii, C. utilis

La fermentacion alcohdlica es una ruta metabdlica por la cual las levaduras
obtienen energia y mantienen el balance redox cuando consumen azucares. La
ruta tiene lugar en el citoplasma y participan un total de 12 enzimas: 10
correspondientes a la ruta glucolitica y dos enzimas adicionales que convierten
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el piruvato en los productos finales de la fermentacion, etanol y CO,, para
mantener equilibradas la formacion de NADH y su reoxidacion a NAD*. La ruta
glucolitica proporciona ademas metabolitos que pueden utilizarse como puntos
de partida para la biosintesis de moléculas asociadas al aumento de biomasa
(Aranda et al., 2011). El rendimiento maximo tedrico de etanol es del 51.1 %
respecto de la glucosa consumida, sin embargo a nivel industrial se trabaja con
rendimientos menores (< 90 % del rendimiento tedrico) (Walker y Walker, 2018).

Bajo condiciones respiratorias, los genes relacionados con los ciclos del
glioxilato y de los acidos tricarboxilicos (TCA), respiracion, gluconeogénesis, y
produccion de energia son activados (Duenas-Sanchez et al., 2012). El TCA
genera CO, y poder reductor, fundamentalmente NADH, siendo este ultimo
reoxidado en la cadena respiratoria mitocondrial, donde se genera el gradiente
electroquimico de protones que dirige la sintesis de ATP, y el oxigeno, aceptor
final de electrones, es reducido a agua (Compagno et al., 2014). Las levaduras
estrictamente aerdbicas desvian el flujo de piruvato predominantemente a través
de la piruvato deshidrogenasa hacia la respiracion, siempre que exista oxigeno
disponible (Rodicio y Heinisch, 2009). Determinadas levaduras no
convencionales que actualmente son de mucho interés en la industria, utilizan la
respiracion en presencia de oxigeno como mecanismo principal para el uso de
azucares (Flores et al., 2000), alternativa que ha sido propuesta como estrategia
para bajar los niveles de alcohol en el vino. Fermentaciones con aireacion
controlada con una cepa de Metschnikowia pulcherrima permitio bajar los niveles
de etanol y preservar los componentes del mosto de la oxidacion excesiva. Esto
abre nuevas opciones en la aplicacion de nuevas cepas capaces de crecer y
respirar en las condiciones de vinificacion (Quirds et al., 2014).

Sin embargo, muchas de las levaduras de principal interés industrial, entre ellas
S. cerevisiae, son fermentadoras facultativas, es decir, pueden sufrir transiciones
entre metabolismo fermentativo y respiratorio. Existen tres formas de
comportamiento en estas levaduras en cuanto al tipo de proceso de generacion
de energia a partir de fuentes de carbono y en relacion con la disponibilidad de
oxigeno, que se relacionan con los denominados efectos Pasteur, Crabtree y
Custer (Rodrigues et al., 2006). El efecto Pasteur se refiere a la supresion de la
fermentaciéon alcohdlica y activacion del metabolismo respiratorio,
energéticamente mas eficiente, en presencia de oxigeno que, en ciertas
levaduras, se observa unicamente cuando las concentraciones de glucosa son
muy bajas (< 5mM) o en condiciones de limitacidn de otros nutrientes. En muchas
levaduras fementadoras facultativas, el efecto Pasteur solo se observa en cultivos
en condiciones de reposo o con una baja tasa de crecimiento. El efecto Crabtree
se refiere a que, independientemente de la disponibilidad de oxigeno en el medio,
en presencia de glucosa la fermentacién es el modo predominante para el
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catabolismo de los azucares, este efecto se observa en cultivos en crecimiento
activo. Estos dos efectos se producen en el género Saccharomyces. El efecto
Custer es la inhibicion de la fermentacion alcohdlica en ausencia de oxigeno en
levaduras de los géneros Brettanomyces y Dekkera que, en condiciones
aerobicas, llevan a cabo una fermentacion mixta de la glucosa produciendo
etanol, CO. y acido acético (Feldmann, 2012; Rodrigues et al., 2006).

El efecto Crabtree ha sido ampliamente estudiado en el género Saccharomyces
y se ha determinado que una mayor tasa de produccion de ATP (cantidad de ATP
producida por unidad de tiempo), es probablemente el factor mas importante que
subyace a la aparicion de este comportamiento metabdlico. Las especies que
presentan este efecto se denominan Crabtree - positivas mientras que las que no
lo presentan se denominan Crabtree - negativas (Tabla 1.10) (Pfeiffer y Morley,
2014). En presencia de oxigeno, el metabolismo de las levaduras Crabtree
positivas cambia a respiratorio solo una vez que la glucosa se agota y se ha
acumulado etanol, que se convierte en sustrato respirable. La regulacion de las
alcohol deshidrogenasas juega un papel importante, puesto que Adh1p es
principalmente responsable de la produccion del etanol a partir del acetaldehido,
mientras que Adh2p usa preferentemente etanol como sustrato y su expresion
esta reprimida por glucosa (Sicard y Legras, 2011). Se han descrito dos tipos de
efecto Crabtree de corto y largo plazo. El efecto Crabtree de largo plazo aparece
cuando la tasa de asimilacion de glucosa excede un valor limite especifico de
cada cepa y el etanol se acumula, se observa comunmente en cultivos tipo batch.
El efecto Crabtree de corto plazo se refiere a la transicion inmediata a
fermentacién alcohdlica, en condicions aerobias, tras la adicion de azucar en
exceso a cultivos puramente respiratorios y limitados de azucar, condicién que
se observa en cultivos tipo fed-batch (Hagman y PiSkur, 2015).

Tabla 1.10 Ejemplos de especies de levaduras Crabtree positivas y negativas.
Procedente de: Rodicio y Heinisch, (2009).

Crabtree-positivas Crabtree-negativas
S. cerevisiae Hanseniaspora uvarum
Zygosaccharomyces bailli Pichia anomala
Brettanomyces intermedius Candida utilis
Torulopsis glabrata Hansenula neofermentans

Schizosaccharomyces pombe  Kluyveromyces marxianus
Hanseniaspora guilliermondii

Candida stellata

La represioén por catabolito de carbono, o represion por glucosa, se refiere a
un mecanismo regulador complejo producido por el metabolismo de azucares
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simples, como la glucosa, y que causa la represion de la transcripcion de genes
y la inactivacion de enzimas necesarios para el uso de fuentes de carbono
alternativas y para el metabolismo respiratorio y la gluconeogénesis. La mayoria
de estudios se han realizado en la especie S. cerevisiae, sin embargo se sabe
que muestra algunas diferencias entre las distintas especies de levaduras,
relacionadas con el papel de las hexoquinasas o la expresion de algunos genes
(Flores et al., 2000). Este fendmeno involucra diferentes rutas de transduccion de
sefales activadas por los niveles extra e intracelulares de glucosa y por
metabolitos relacionados; algunos de los genes claves que han sido identificados
operan a nivel de la regulacion de la transcripcion o directamente sobre las
enzimas involucradas y sus reguladores (Hagman vy Piskur, 2015). La
desrepresion después del agotamiento de los azucares depende de la actividad
del complejo de la proteinquinasa Snf1p, que también controla la activacion de
la respiracion y la gluconeogénesis (Rodicio y Heinisch, 2009).

Durante el metabolismo fermentativo se generan ademas una multitud de
productos intermedios conocidos como metabolitos secundarios (Stewart,
2017). Estos son compuestos organicos que no forman parte del metabolismo
energético fundamental de la célula pero que tienen otras funciones, como
mejorar el potencial del organismo para tolerar ciertas condiciones (Dwivedi
et al., 2018), o posibilitar la interaccion del organismo con su entorno y con otros
organismos (Krause et al., 2018) (Figura 1.9). Ademas, en levaduras conductoras
de fermentaciones alimentarias muchos de estos metabolitos secundarios son
relevantes para las caracteristicas organolépticas del producto, como por
ejemplos alcoholes superiores, ésteres, aldehidos y cetonas, y compuestos de
azufre, estos ultimos generalmente indeseables (Stewart, 2017).
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Figura 1.9 Sintesis de compuestos aromaticos a partir del metabolismo de S. cerevisiae.
Procedente de: Zumarraga y Barbero, (2014) que cita a Pretorius, (2000).

La sintesis de alcoholes superiores involucra la captacion inicial de aminoacidos,
su posterior transaminacion y descarboxilacién del a-ceto acido para dar lugar a
la formacion de un aldehido, y finalmente a la reduccién al alcohol superior. Los
ésteres del acetato son sintetizados a partir de alcoholes superiores o etanol y
acetil-CoA mientras que los ésteres etilicos son sintetizados por etanol y un acil-
coA. Todos estos compuestos se exportan por difusion a través de la membrana.
Los alcoholes superiores y los ésteres son los de mayor interés a nivel industrial
por su contribucién al aroma de las bebidas fermentadas, aunque la cantidad
absoluta de estos compuestos no es lo mas relevante sino la relacion entre los
distintos compuestos volatiles, debido a efectos sinérgicos de los aromas activos
(Procopio et al., 2011).

El sabor y aroma de las bebidas fermentadas estan determinados en gran parte
por los productos metabdlicos secundarios de las cepas de levaduras empleadas,
junto con la composicion del sustrato y las condiciones de fermentacion usada
(Stewart, 2017). Actualmente existe una amplia diversidad de moléculas
industrialmente  importantes para las cuales se han demostrado
experimentalmente rutas de produccion microbiana, por lo que existen varios
estudios con la idea de desarrollar factorias celulares productoras
economicamente viables, y se han propuesto enfoques de modelado a escala
genomica mediante estrategias de ingenieria metabdlica (Jouhten et al., 2016).
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4. Produccién industrial de levadura activa seca (ADY)

La mayoria de las fermentaciones de bebidas a escala industrial se basan en el
uso de inéculos de levaduras seleccionados, producidos previamente mediante
un proceso de propagacion de biomasa a gran escala y que posteriormente se
someten a tratamientos de concentracion y conservacién, normalmente por
deshidratacion. De forma general, la produccién de biomasa a nivel industrial
involucra los siguientes pasos: propagacion, recoleccidon, concentracion y/o
secado, empaquetado y almacenamiento (Bekatorou et al., 2006). Para muchos
propdsitos industriales, la produccion de iniciadores comerciales como levadura
activa seca (active dried yeast -ADY) es una practica comun que da como
resultado biomasa con una capacidad fermentativa aceptable y altamente estable
durante el almacenamiento (Goémez-Pastor et al., 2011).

Propagacion de biomasa

Aunque pueden existir diferencias metabdlicas y de crecimiento entre levaduras
de diferentes especies o cepas, el proceso de propagacion de biomasa de
levaduras a escala industrial se basa en el utilizado para levaduras de
panificacion. En el caso de las levaduras vinicas el proceso consta de una
secuencia de 5 a 6 fermentaciones con fermentadores de mayor volumen a cada
paso. El sustrato mas usado para produccion de levaduras es la melaza de cana
o de remolacha, sustrato en el que la sacarosa es la fuente de carbono; antes de
ser usada como sustrato, suelen mezclarse diferentes lotes, diluirse, esterilizarse
y enriquecerse con suplementos para garantizar el mejor crecimiento de la
levadura. La primera fase implica la produccion del indculo que se realiza en
sucesivas fermentaciones tipo batch a partir del cultivo puro, cuyo rendimiento
en biomasa es relativamente bajo, mientras que la segunda fase son cultivos
sucesivos en fed-batch donde la alimentacién con baja concentracion de
azucares fermentables, por debajo de los niveles de represion por glucosa,
consigue un elevado rendimiento de biomasa (Pérez-Torrado et al., 2015).

La produccion industrial tiene como objetivo la conversion eficiente del carbono
de los azucares de la materia prima en biomasa de levadura, para lo se requiere
que la produccién de los metabolitos principales del metabolismo fermentativo
como el etanol y el acetaldehido se minimice (Bauer et al., 2000), es decir, que
el metabolismo del azucar se desvie a la via oxidativa para lograr el maximo
rendimiento energético y la maxima formacion de biomasa (Van Hoek et
al.,1998).

En el proceso de propagacion de biomasa de cepas de S. cerevisiae, uno de los
problemas es la fuerte tendencia de esta especie de metabolizar los azucares
fermentativamente en condiciones aerobias, dado su caracter Crabtree positivo,
dando lugar a rendimientos de biomasa bajos. Es por ello que la estrategia usual
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para controlar este problema tecnoldgico es, como se habia mencionado
anteriormente, el uso de un ajuste de alimentacidn por lotes en la segunda fase
del proceso (Vieira et al., 2013). La optimizacion de la productividad de biomasa
requiere un incremento tanto en la tasa de crecimiento especifica, asi como en
el rendimiento de biomasa durante la fase de alimentacion por lo que la velocidad
de alimentacion del sustrato y el control del oxigeno disuelto son factores claves
para ello. En condiciones de limitacion de azucares y presencia de oxigeno se
consigue un crecimiento totalmente respiratorio de S. cerevisiae dando lugar a
una mucho mayor cantidad de biomasa, comparado a lo obtenido en la fase de
batch (Gomez-Pastor et al., 2011).

Dependiendo de la cepa de levadura con la que se esté trabajando, en algunos
casos es necesario llegar a tasas de crecimiento cercanas al valor critico y evitar
la formacién de etanol y acetato. Deben controlarse los principales parametros
que tengan impacto en las actividades metabdlicas de las levaduras, como el pH
y la temperatura, ademas se debe permitir un proceso final de maduracién que
permita que las células sean mas estables y se evite la autolisis (Pérez-Torrado
et al., 2015).

Deshidratacion

La deshidratacion o secado se lleva a cabo por aplicacion de calor bajo
condiciones controladas para eliminar la mayoria del agua presente y su principal
propodsito es extender la vida util de un producto mediante la reduccion de la
actividad de agua (Fellows, 2017). Uno de los pasos mas importantes durante el
proceso de produccion industrial de ADY es el secado en un deshidratador de
lecho fluidizado, dando como resultado la levadura seca activa, con
aproximadamente el 90 — 95 % de peso seco (Jenkins et al., 2010), que puede
ser envasada al vacio o en atmodsferas inertes. Existe una pérdida anual de
viabilidad entre el 10 — 25 %, dependiendo de las temperaturas y condiciones de
almacenamiento (Pérez-Torrado etal.,, 2015) y se ha demostrado que la
constitucion genética de las levaduras deshidratadas no se altera durante el
almacenamiento, mostrando incluso una mayor tolerancia a mutaciones (Jenkins
et al., 2010) lo que ha ampliado su rango de aplicacion.

Tanto en el proceso de produccion como en el de deshidratacion las células se
enfrentan a una variedad de estreses entre los que se destacan el estrés
oxidativo, osmotico y térmico (Figura 1.10) (Pérez-Torrado etal., 2015). La
deshidratacion final de la biomasa de levaduras causa un impacto diferente en la
viabilidad y vitalidad de distintas cepas, principalmente relacionado con su
resistencia al estrés oxidativo, por lo que levaduras con una mayor tolerancia a
este tipo de estrés podrian tener una mejor capacidad fermentativa (Pérez-
Torrado et al., 2015; Matallana y Aranda, 2017).
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Figura 1.10 Diagrama de las distintas etapas de produccion de ADY vy los principales
tipos de estrés relacionado con cada fase. Procedente de: Pérez-Torrado et al., (2015).

Las particularidades de cada cepa, el medio de crecimiento y las condiciones
empleadas para la produccion de biomasa necesitan ser especificamente
consideradas y estudiadas (Matallana y Aranda, 2017). Para su uso en
posteriores procesos fermentativos, la ADY ha de rehidratarse, proceso que
genera un estrés osmotico en la célula que puede llegar a ser critico por su
impacto en la viabilidad (Simonin et al., 2007). Varios estudios se han enfocado a
la estandarizacion de condiciones de produccion de biomasa en levaduras no
convencionales (Schnierda et al.,, 2014), en la obtencién de metabolitos de
interés (Libkind y Van Broock, 2006) y, ademas, en el analisis de varios
tratamientos protectores, como el uso de antioxidantes naturales, acidos
organicos (ascorbico, cafeico u oleico) asi como aceites naturales, como el aceite
de argan, para obtener una mejora tanto en el rendimiento en biomasa como en
su desempefio fermentativo (Gamero-Sandemetrio et al., 2015, 2018, 2019).

5. Adaptacion a estrés en levaduras

Las levaduras presentes en ambientes fermentativos industriales o utilizadas en
la obtencién de productos de interés viven en ambientes cambiantes vy
complejos, alejados de las condiciones 6ptimas de crecimiento del organismo, y
por ello se han estudiado los mecanismos moleculares relacionados con la
respuesta a estrés en esas condiciones (Gibson et al., 2007; Matallana y Aranda,
2017; Orozco et al., 2019) . De forma general, los factores de estrés que afectan
a la fisiologia de las levaduras durante la fermentacién alcohdlica pueden
agruparse en tres tipos fisicos, quimicos y biolégicos, y muchos de ellos pueden
perjudicar el crecimiento y metabolismo de las levaduras y, por ende, a su
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capacidad fermentativa (Walker y Walker, 2018). Las cepas de levaduras que
generalmente son usadas en la industria, destacandose las de la especie S.
cerevisiae, tienen como principal atributo una mejor adaptacion a las condiciones
cambiantes y muchas veces hostiles de este ambiente debido a su habilidad de
sentir, reaccionar y adaptar su fisiologia a las condiciones secuenciales de estrés
con las que las células se encuentran a lo largo del proceso (Matallana y Aranda,
2017) (Figura 1.11).

4 a4 N )
Produccion de biomasa Fermentacion del sustrato € g
D 58
g ¢
Batch Fed-batch Desecacion Crecimiento Fase estacionaria 5 &
J
» -—< ——« _ Oxidativo
— -] S —— Osmético
...-..”””1/1/”////////////////////////////, 7/////////////% Etanol
L1 =——=weeeneaiy| | | Inanicién

Figura 1.11 Respuesta a estrés durante el uso biotecnolégico de levaduras en
fermentaciones alcohdlicas. Las principales etapas van desde la produccion de biomasa,
la fermentacion del sustrato hasta el almacenamiento o envejecimiento (cuando se
requiere). Adaptado de: Matallana y Aranda, (2017).

La respuesta al estrés ambiental es el mecanismo que la célula utiliza para
proteger su sistema interno de los efectos de las variaciones ambientales y
consiste en el inicio de un programa de expresion génica comun que incluye la
expresion de aproximadamente 900 genes. La regulacion de estos cambios de
expresion es especifica de cada gen y de cada condicién por lo que el inicio del
programa esta precisamente controlado en respuesta a cada nuevo ambiente
(Gasch, 2003). El dafno provocado por el estrés y la respuesta de la levadura al
mismo dependen del tipo y grado de estrés y del estado de desarrollo de la
levadura en el momento que ocurre el estimulo. De forma general las estructuras
celulares mas afectadas son las membranas y las diferentes macromoléculas
especialmente lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Las levaduras poseen
mecanismos generales de respuesta a estrés que permite una proteccion
cruzada, es decir, que la tolerancia a un tipo de estrés determinado conlleva a la
tolerancia a otros tipos de estrés (Folch-Mallol, 2004, Matallana y Aranda, 2017).
La respuesta al estrés ambiental es compleja y se basa en multiples rutas, la
mayoria de ellas se basan en quinasas que remodelan la transcripcidon a través
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de factores de transcripcion especificos del estrés. Mecanismos de expresion
génica relacionados con la estabilidad del mRNA también estan relacionados
(Matallana y Aranda, 2017), y recientemente se ha demostrado que la regulacion
de procesos de modificacion de bases en los tRNAs juegan un rol importante en
la respuesta de las células a fluctuaciones ambientales y exposicion a
xenobidticos (Huber et al., 2019).

Estrés durante la produccion de biomasa

Tanto en el proceso de propagacion de biomasa como en la deshidratacion se
producen condiciones de estrés para la célula, principalmente estrés oxidativo,
que afecta de una forma negativa el desempefo fermentativo de las levaduras
(Pérez-Torrado et al., 2015). Durante las fases de crecimiento tipo batch, el estrés
hiperosmotico causado por altas concentraciones de sacarosa de las melazas vy,
sobre todo, el estrés oxidativo caracteristico de la transicion metabdlica de
fermentacion de la sacarosa a respiracion del etanol, son las principales
condiciones dafinas para las células. En las etapas de fed-batch se mantiene un
cierto nivel de estrés oxidativo derivado de la aparicion de ROS consecuencia
del metabolismo respiratorio, y posteriormente un agotamiento de nutrientes, una
vez finalizada la alimentacion e iniciada la fase de maduracion, en la que se
persigue que las células entran a fase estacionaria y acumulan carbohidratos de
reserva como la trehalosa y el glucdgeno, rasgos que incrementan su resistencia
a estrés. En el proceso de deshidratacion posterior se produce un cierto estrés
térmico por el flujo de aire caliente y la pérdida de agua que, ademas de causar
efectos osmoéticos genera dafo oxidativo (Garre et al, 2010), mientras que,
cuando se rehidrata para ser usada como iniciador de la fermentacion, se
produce un choque hipoosmético (Simonin et al., 2007).

La supervivencia de las células en estado de deshidratacion, es un fendmeno
complejo que involucra un grupo de mecanismos coordinados (Franga et al.,
2007). Durante la produccion de ADY, los sistemas antioxidantes juegan un rol
esencial en la supervivencia y vitalidad de la célula (Gamero-Sandemetrio et al.,
2015, 2018). El estrés oxidativo afecta los componentes celulares
macromoleculares, como los lipidos y las proteinas deteriorando varios procesos
celulares diferentes. Este efecto detrimental es prevenido y controlado por
sistemas complejos de sefalizacion, desintoxicacion y sistemas protectores de
proteinas que pueden ser inducidos por tratamientos antioxidantes. Mecanismos
post-traduccionales que durante la propagacion de biomasa afectan la
estabilidad de varias proteinas como las proteinas glicoliticas y fermentativas, del
ciclo del acido tricarboxilico, proteinas de choque térmico, carabinas moleculares
y proteinas relacionadas con la respuesta al estrés oxidativo, juegan un rol muy
importante en la capacidad fermentativa de la biomasa producida (Gomez-Pastor
et al., 2010).
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Con el objeto de seleccionar cepas de levaduras de interés para la produccion
de ADY, se han establecido varios parametros biomarcadores cuyo analisis es
sencillo, como la determinacion de la peroxidacion de lipidos, los niveles de
trehalosa, glutation, glutation reductasa y actividades enzimaticas de la catalasa
(Gamero-Sandemetrio et al., 2014). Bajo circunstancias de estrés durante la
propagacion de biomasa,, la estructura y funcion de la membrana se ven
afectadas por la peroxidacion lipidica (Garre et al., 2010). En las levaduras de la
especie S. cerevisiae, el estrés oxidativo causado por la deficiencia de agua
durante la deshidratacion, da lugar a un incremento en los niveles de
malonaldehido (MDA) que es un producto de la peroxidacion lipidica (Pereira
etal, 2003). Otro de los aspectos involucrados en la tolerancia a la
deshidratacion en levaduras es la acumulacion y el transporte activo del
disacarido trehalosa (Francga et al., 2007). La trehalosa es un protector de estrés
muy importante que confiere estabilidad a la membrana plasmatica y a las
enzimas, asegura el plegamiento adecuado y reparacién de proteinas. La
trehalosa es acumulada en respuesta a estrés por calor, por exposicion a
compuestos quimicos toéxicos, por etanol, estrés osmotico y oxidativo (Gibson
et al., 2007). Por otro lado, el glutation (GSH) juega un rol central en la defensa
contra el dafo oxidativo y en las rutas de sefnalizacion; tras su oxidacion se
transforma en glutation disulfuro (glutation oxidado - GSSG). Las
concentraciones de GSH y GSSG, ademas de su ratio molar son indicadores de
la funcionalidad de la célula y el estrés oxidativo (Monostori et al., 2009). Se ha
determinado que la regulacién no canodnica de la biosintesis del glutation y la
trehalosa podrian causan un desempeno fermentativo pobre de levaduras no-
Saccharomyces en forma de ADY (Gamero-Sandemetrio et al., 2018).

Estrés durante la fermentacion

Los principales tipos de estrés a los que se enfrentan las levaduras en la
fermentacion alcohdlica son el choque hiperosmatico y pH, fluctuaciones de la
concentracion del oxigeno, concentraciones altas de etanol, cambios en la
disponibilidad de nutrientes, presencia de especies reactivas de oxigeno
derivadas del metabolismo respiratorio y temperaturas elevadas (Auesukaree,
2017; Gibson et al., 2007).

Estas condiciones de estrés varian a través del proceso junto con la
transformacion quimica del sustrato. Al inicio del proceso, los indculos de células
rehidratadas o frescas se enfrentan a un aumento repentino de la presion
osmotica debido a la alta concentracion de azucares en el sustrato, pH bajo, asi
como en algunos casos a la presencia de compuestos toxicos para la célula
(Pérez-Torrado et al 2002). En el transcurso de la fermentacion cambios en la
temperatura, asi como en la concentracion del oxigeno disuelto pueden también
afectar el desempefio de las levaduras, al final del proceso las altas
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concentraciones de etanol y el agotamiento de nutrientes son la principal fuente
de estrés para la célula. En fermentaciones tradicionales en donde suelen
guardarse residuos de la fermentacion anterior las levaduras pueden permanecer
en un estado dormiente pero viable, e incluso algunas de ellas pueden
encontrarse en el intestino de vectores como los insectos (Orozco et al., 2019).
En la tabla I.11 se describen los principales genes involucrados en la respuesta
a estrés osmotico, por etanol, oxidativo y por calor durante la fermentacion.

Tabla 1.11 Principales genes responsables de la respuesta a los principales tipos de
estrés durante la fermentacion alcohodlica. Adaptado de: Auesukaree, (2017).

Estrés
Osmatico

Por etanol

Oxidativo

Por calor

Genes involucrados

Metabolismo del glicerol
Biosintesis de osmolitos
(trehalosa / glucégeno)

Genes HSP (Heat shock proteins)
Genes antioxidantes

Genes que codifican chaperonas
Genes HSP

Genes del metabolismo de la
trehalosa

Genes transportadores de Pro,
Trp, Arg

Genes superoxido dismutasa
(SOD)

Genes que codifican catalasas
Genes que codifican glutation
peroxidasas

Genes que codifican
peroxiredoxinas

Genes que codifican tioredoxinas
Genes que codifican
tioredoxinreductasas

Genes que codifican
glutaredoxinas

Genes de sintesis de glutatiéon
Genes HSP

Genes del metabolismo de la
trehalosa

GPD1/2, GPP1/D
TPS1, TPS2, NTH1/PHOS85, GDB1, GPH1

HSP12, HSP26, HSP42, HSP104

CTT1, GRE3, TRX2, TTR1

HSP82, HSC82

HSP12, HSP26, HSP30, HSP78, HSP82,
HSP104, SSA3, SSA4

TPS1, TPS2, NTH1

PUT1, TRP1, TRPZ2, TRP3, TRP4, TRP5,
TAT2
SOD1, SOD2

CTA1, CTA2, CTT1
GPX1, GPX2, GPX3

TSA1, TSA2, AHP1, DOT5, PRX1

TRX1, TRX2, TRX3
TRR1, TRR2

GRX1/8, GRX2, GRX3/4, GRX5, GRX6/7

GSH1, GSH2, GLR1

HSP104, HSP90, HSP70, HSPs (HSP
pequenas)

TPS1, TPS2, NTH1

Estas condiciones de estrés pueden afectar considerablemente la poblacion de
levaduras viables y su eficiencia fermentativa ya que existe una correlacion
directa entre la resistencia a estrés y su desempeio fermentativo (lvorra et al.,
1999). Recientemente, se han realizado varios estudios en busqueda de nuevas
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cepas tolerantes a condiciones de estrés que puedan ser utilizadas en
fermentaciones industriales, que tengan la habilidad de utilizar una amplia
variedad de sustratos y que produzcan cantidades adecuadas de productos
(Saini etal.,, 2018). Cepas nativas de la especie S. cerevisiae aisladas de
fermentaciones de frutas y destilerias en Brasil demostraron una mayor tolerancia
a condiciones altamente estresantes como concentraciones de NaCl 1 M, sulfito
0.04 %, etanol 12 % y 42 °C (Ramos et al., 2013).
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo es la caracterizacion del comportamiento
fisiologico, bioquimico y tecnolégico de levaduras aisladas de bebidas
fermentadas tradicionales (chichas) de Ecuador.

Los objetivos especificos son:

1.

Identificacion a nivel molecular y caracterizacion fisioldgica de las
diferentes especies de levaduras presentes en la microbiota natural de
cuatro chichas ecuatorianas (chicha del Yamor, chicha de arroz, chicha de
avena y chicha de uva).

Caracterizacion de la resistencia a estreses tipicos de los procesos de
produccion de biomasa y fermentacion, y analisis de actividades
enzimaticas relacionadas con la utilizacion de fuentes de carbono.

Seleccidn y caracterizacion del desempeno fermentativo de levaduras con
las mejores propiedades metabdlicas para la fermentacion de chichas y
bebidas alcohdlicas en general en sustratos naturales simulados y en
sustratos industriales.

Estudio preliminar de la adecuacion para la produccion como cutivo puro
iniciador en forma de levadura seca activa de levaduras seleccionadas.
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Materiales y métodos

1. Materiales

1.1. Cepas de levaduras

Se utilizaron cepas procedentes de diferentes colecciones como cepas de
referencia para los diferentes experimentos, cuatro de la especie S. cerevisiae,
dos de la especie T. delbrueckii y una de la especie S. pastorianus (Tabla M.1).
La eleccidn se justifica en cada experimento y se realizé en funcién del tipo de
analisis y de las caracteristicas de las cepas de referencia.

Tabla M.1 Especies y cepas de levaduras usadas en este estudio.

Cepa Especie Origen

Cinta Roja Saccharomyces cerevisiae  Panificacion, comercial (Burns Philip)
BY4742 Saccharomyces cerevisiae  Cepa de laboratorio (Euroscarf)
L2056 Saccharomyces cerevisiae  Vinificacion, comercial (Lallemand)
A-81062 Saccharomyces cerevisiae ~ VTT Culture Collection

A-63015 Saccharomyces pastorianus VTT Culture Collection

PYCC 5321 Torulaspora delbrueckii Panificacion, PYCC (Portuguese

Yeast Culture Collection)

D291 Torulaspora delbrueckii Vinificaciéon, comercial (Lallemand)

Se obtuvieron 254 cepas de origen ecuatoriano a partir de fermentaciones
controladas de cuatro tipos de chichas (Tabla M.2).

Tabla M.2 Cepas de levaduras aisladas en este trabajo, fuente de aislamiento y tiempo
de fermentacion del que proceden.

Tiempo de Tiempo de
Cepa Fuente fermentacion Cepa Fuente fermentacion
(dias) (dias)
1 Ch. Avena (OC) 3 2 Ch. Avena (OC) 3
3 Ch. Avena (OC) 3 4 Ch. Avena (OC) 3
5 Ch. Avena (OC) 3 6 Ch. Avena (OC) 3
7 Ch. Avena (OC) 3 8 Ch. Avena (OC) 3
9 Ch. Avena (OC) 3 10 Ch. Avena (OC) 3
11 Ch. Avena (OC) 3 12 Ch. Avena (OC) 3
13 Ch. Avena (OC) 3 14 Ch. Avena (OC) 3
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Tiempo de Tiempo de
Cepa Fuente fermentacion Cepa Fuente fermentacion
(dias) (dias)
15 Ch. Avena (OC) 3 16 Ch. Avena (OC) 3
17 Ch. Avena (OC) 3 18 Ch. Avena (OC) 3
19 Ch. arroz (RC) 3 20 Ch. arroz (RC) 3
21 Ch. arroz (RC) 3 22 Ch. arroz (RC) 3
23 Ch. arroz (RC) 3 24 Ch. arroz (RC) 3
25 Ch. arroz (RC) 3 26 Ch. arroz (RC) 3
27 Ch. arroz (RC) 3 28 Ch. arroz (RC) 3
29 Ch. arroz (RC) 3 30 Ch. arroz (RC) 3
31 Ch. arroz (RC) 3 32 Ch. arroz (RC) 3
33 Ch. arroz (RC) 14 34 Ch. arroz (RC) 14
35 Ch. arroz (RC) 14 36 Ch. arroz (RC) 14
37 Ch. arroz (RC) 14 38 Ch. arroz (RC) 14
39 Ch. arroz (RC) 14 40 Ch. arroz (RC) 14
41 Ch. arroz (RC) 14 42 Ch. arroz (RC) 14
43 Ch. arroz (RC) 14 44 Ch. arroz (RC) 14
45 Ch. arroz (RC) 14 46 Ch. arroz (RC) 14
47 Ch. arroz (RC) 14 48 Ch. arroz (RC) 14
49 Ch. arroz (RC) 14 50 Ch. arroz (RC) 14
51 Ch. arroz (RC) 14 52 Ch. arroz (RC) 14
53 Ch. arroz (RC) 14 54 Ch. arroz (RC) 14
55 Ch. arroz (RC) 14 56 Ch. arroz (RC) 14
57 Ch. arroz (RC) 14 58 Ch. arroz (RC) 14
59 Ch. arroz (RC) 14 60 Ch. arroz (RC) 14
61 Ch. arroz (RC) 14 62 Ch. uva (GC) 3
63 Ch. uva (GC) 3 64 Ch. uva (GC) 3
65 Ch. uva (GC) 3 66 Ch. uva (GC) 3
67 Ch. uva (GC) 3 68 Ch. uva (GC) 3
69 Ch. uva (GC) 3 70 Ch. uva (GC) 3
71 Ch. uva (GC) 3 72 Ch. uva (GC) 3
73 Ch. uva (GC) 3 74 Ch. uva (GC) 3
75 Ch. uva (GC) 3 76 Ch. uva (GC) 3
77 Ch. uva (GC) 3 78 Ch. uva (GC) 3
79 Ch. uva (GC) 3 80 Ch. uva (GC) 3
81 Ch. uva (GC) 3 82 Ch. uva (GC) 3
83 Ch. uva (GC) 3 84 Ch. uva (GC) 3
85 Ch. uva (GC) 3 86 Ch. uva (GC) 3
87 Ch. uva (GC) 3 88 Ch. uva (GC) 3
89 Ch. uva (GC) 3 90 Ch. uva (GC) 3
91 Ch. uva (GC) 3 92 Ch. uva (GC) 3
93 Ch. uva (GC) 3 94 Ch. uva (GC) 3
95 Ch. uva (GC) 3 96 Ch. uva (GC) 3
97 Ch. uva (GC) 7 98 Ch. uva (GC) 7
99 Ch. uva (GC) 7 100 Ch. uva (GC) 7
101 Ch. uva (GC) 7 102 Ch. uva (GC) 7
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Cepa

103
105
107
109
111
113
115
117
119
122
124
126
128
130
132
134
136
138
140
142
144
146
148
150
152
154
156
160
162
164
166
168
170
172
174
176
178
180
182
184
186
188
190
192

Fuente

Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. arroz (RC)
Ch. arroz (RC)
Ch. arroz (RC)
Ch. Avena (OC)
Ch. Avena (OC)
Ch. Avena (OC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. arroz (RC)
Ch. arroz (RC)
Ch. arroz (RC)
Ch. arroz (RC)
Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC)
Ch. arroz (RC)

Tiempo de

fermentacion Cepa

(dias)
7

NNN NN NN N

R\ U U U G U N R G B G
A DDA DD H

14

W N WWWWwwwww

104
106
108
110
112
114
116
118
121
123
125
127
129
131
133
135
137
139
141
143
145
147
149
151
153
155
159
161
163
165
167
169
171
173
175
177
179
181
183
185
187
189
191
193
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Ch. uva (GC
Ch. uva (GC
Ch. uva (GC
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Ch. uva (GC
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Ch. Yamor (YC
Ch. Yamor (YC
Ch. Yamor (YC
Ch. Yamor (YC
Ch. Yamor (YC
Ch. Yamor (YC
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Ch. Yamor (YC
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. arroz (RC)
Ch. arroz (RC)
Ch. Avena (OC)
Ch. Avena (OC)
Ch. Avena (OC)
Ch. arroz (RC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. Yamor (YC)
Ch. arroz (RC)
Ch. arroz (RC)
Ch. arroz (RC)
Ch. arroz (RC)
Ch. uva (GC)
Ch. uva (GC
Ch. uva (GC
Ch. uva (GC
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Ch. arroz (RC)
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Tiempo de Tiempo de
Cepa Fuente fermentacion Cepa Fuente fermentacion
(dias) (dias)
194 Ch. arroz (RC) 3 195 Ch. arroz (RC) 7

196 Ch. Avena (OC)
198 Ch. uva (GC)
200 Ch. uva (GC)
202 Ch. uva (GC)
204 Ch. uva (GC)
206 Ch. uva (GC)
208 Ch. uva (GC)
210 Ch. uva (GC)
212 Ch. uva (GC)
214 Ch. uva (GC)
216 Ch. uva (GC)
218 Ch. uva (GC)
220 Ch. uva (GC)
222 Ch. uva (GC)
224 Ch. uva (GC)
226 Ch. uva (GC)
228 Ch. uva (GC)
230 Ch. uva (GC)
232 Ch. uva (GC)
234 Ch. uva (GC)
236 Ch. uva (GC)
238 Ch. Avena (OC)
240 Ch. uva (GC)
242 Ch. uva (GC)
244 Ch. uva (GC)
246 Ch. uva (GC)
248 Ch. uva (GC)
250 Ch. uva (GC)
252 Ch. uva (GC)
254 Ch. Avena (OC)
256 Ch. Avena (OC)

197 Ch. Yamor (YC)
199 Ch. uva (GC)
201 Ch. uva (GC)
203 Ch. uva (GC)
205 Ch. uva (GC)
207 Ch. uva (GC)
209 Ch. uva (GC)
211 Ch. uva (GC)
213 Ch. uva (GC)
215 Ch. uva (GC)
217 Ch. uva (GC)
219 Ch. uva (GC)
221 Ch. uva (GC)
223 Ch. uva (GC)
225 Ch. uva (GC)
227 Ch. uva (GC)
229 Ch. uva (GC)
231 Ch. uva (GC)
233 Ch. uva (GC)
235 Ch. uva (GC)
237 Ch. Avena (OC)
239 Ch. uva (GC)

241 Ch. uva (GC)

243 Ch. uva (GC)

245 Ch. uva (GC)

247 Ch. uva (GC)

249 Ch. uva (GC)

251 Ch. uva (GC)

253 Ch. Avena (OC)
255 Ch. Avena (OC)
257 Ch. Avena (OC)

W W W WWwWWwwwwwwwowwowowwwowowwwwwwww wwN
W W W W W W W wwwwwowowwwow wwwowwwwwww w w w N
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1.2. Oligonucleétidos

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo se detallan en la tabla M.3.

Tabla M.3 Secuencias de oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

Oligo- Secuencia (5" - 3") Uso Referencia
nucleétidos
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG Amplificacién regiéon (Esteve-Zarzoso
ITS4 TCCTCGCTTATTGATATGC ITS1-5.8S rDNA-ITS2 et al., 1999)
NL-1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAA  Amplificacion del (Kurtzman y

AG dominio D1/D2 26S Robnett, 1998)

NL-4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG rDNA
delta 12 TCAACAATGGAATCCCAAC Analisis interdelta (Legras y Karst,
delta 21 CATCTTAACACCGTATATGA cepas S. cerevisiae 2003)
TdPIR3Fw TCCTCCGTCGCCTCATCTAA Analisis fingerprinting (Canonico et al.,
TdPIR3Rv GGCACTGAGAACCAATGTGC cepas T. delbrueckii ~ 2015)
STA1-SD-5A CAACTACGACTTCTGTCATA Amplificacion gen (Yamauchi et al.,
STA1-SD-6B  GATGGTGACGCAATCACGA STAT (glucoamilasa)  1998)

1.3. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Se usaron los siguientes medios de cultivo para levaduras: GPY (extracto de
levadura 0.5 % (p/v), bactopeptona 0.5 % (p/v), glucosa 4.0 % (p/v)), YPD
(extracto de levadura 1.0 % (p/v), bactopeptona 2.0 % (p/v), glucosa 2.0 % (p/v)),
YPGF (extracto de levadura 1.0 % (p/v), bactopeptona 2.0 % (p/v) glucosa 10 %
(p/v), fructosa 10 % (p/v)), YPM (extracto de levadura 1.0 % (p/v), bactopeptona
2.0 % (p/v), maltosa 2.0 % (p/v)), YNB w AS wo AA (Yeast nitrogen base con
sulfato amonico y sin aminoacidos). Los cultivos en medios liquidos se incubaron
a 30 °C, con agitacion orbital (200 rpm); el crecimiento del cultivo se estimé
midiendo su densidad 6ptica a 600 nm (DOego). La concentracion de biomasa en
g/L se calculé previa elaboracion de curvas patron, en algunos casos el
crecimiento fue medido mediante contaje del nimero de células/mL en camara
de Neubauer. Para los cultivos en medio sélido se afadid agar al 2 % antes de la
esterilizacion.

Los experimentos realizados en los medios ricos GYP e YPD en condiciones
estandar de laboratorio, se llevaron a cabo a partir de un precultivo (o/n) en el
mismo medio con el que se inoculé el medio fresco a una DOgy de 0.1. Se
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recogieron células cuando el cultivo alcanzé el final de la fase exponencial (DOegoo
10-12). Para usos posteriores de la biomasa, las células se centrifugaron a 4000
rpm durante 2 min y se lavaron varias veces con agua destilada.

El cultivo de levaduras en medio melaza se realizé6 en matraces de 100 mL con
un volumen de 25 mL de jarabe de melaza a una concentracion de sacarosa de
6.1 % (p/v) suplementada con las siguientes soluciones: (NH4).SO4 0.75 % (p/v),
KH.PO4 0.35 % (p/v), MgSO47H.O 0.075 % (p/v), vitaminas (biotina 0.5 mg/L,
pantotenato calcico 1.0 mg/L e hidroclorhidrato de tiamina 1.0 mg/L). La melaza
y las sales se autoclavaron por separado y las vitaminas se esterilizaron con filtros
de 0.45 pM. El pH del medio de crecimiento se ajustoé a 4.5 con H3sPOsal 42 %
(v/v) (Gamero-Sandemetrio et al., 2013). El medio melaza se inoculd con células
provenientes de un precultivo de 24 h en YPD a una ODgode 0.1. El crecimiento
celular fue examinado después de 24 y 48 h a 30 °C al determinar la ODeoo Yy las
unidades formadoras de colonia (UFC) después de realizar diluciones seriadas.

Para llevar a cabo las fermentaciones en un medio natural similar al usado en la
preparacion de chichas ecuatorianas, se desarrollé y estandarizé una formulacion
denominada sustrato modelo tipo chicha (MCS) que se describe en el apartado
de Resultados y discusion 2.1.1.1.

1.3.1. Condiciones industriales de produccion de biomasa

La simulacion de la produccion industrial de levaduras se realizé en medio melaza
segun lo descrito por Pérez-Torrado et al. (2005). Se utilizé el jarabe de melaza
a una concentracion de sacarosa de 6.1 % (p/v) para el medio batch 'y 10 % (p/v)
para el medio de alimentacién (fed-batch), ambos suplementados y preparados
como se ha indicado en el apartado anterior. El crecimiento se realizé6 en un
biorreactor APPLIKON Biotechnology (USA) de 5.0 L de capacidad maxima. La
agitacion varié entre 300-500 rpm automaticamente para mantener la
concentracion de O, siempre superior al 20 %, determinada por un electrodo de
oxigeno (Metler, Espafna). La temperatura de crecimiento se mantuvo a 30 °C
mediante una camisa de agua refrigerada, la variacion de pH a lo largo del
proceso fue medida con el electrodo de pH. El condensador se mantuvo a 4 °C
con agua refrigerada. Se anadié antiespumante (antifoam 204, Sigma, USA)
hasta una concentracion final de 0.05 % (v/v). Se obtuvieron muestras a lo largo
del proceso de produccion.

Fase batch

Se inoculd 2.0 L de medio melaza con células frescas provenientes de un cultivo
de 24 h en YPD a una concentracion ODegy de 0.1. Se tomaron muestras a lo
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largo del proceso y se midio viabilidad celular mediante recuento en placa, y
concentraciones de etanol, azucares reductores y sacarosa en el medio.

Fase fed-batch

Alos 2.0 L de medio de cultivo en la fase de batch se afiadieron con una velocidad
de alimentacién de 100 mg de sacarosa/min otros 2.0 L de solucion de melaza.
El pH se mantuvo constante a 4.5 anadiendo NaOH 1.0 M. Se administré un
caudal de aire de 1 Kg/min. Se tomaron muestras a lo largo del proceso y se
midio viabilidad celular mediante recuento en placa, y concentraciones de etanol,
azucares reductores y sacarosa en el medio.

2. Aislamiento de cepas de levaduras a partir de chichas
ecuatorianas

Las levaduras ecuatorianas fueron aisladas de cuatro chichas elaboradas a partir
de cuatro materias primas diferentes: arroz (que abreviaremos con sus siglas en
inglés RC), avena (OC), uva (GC) y una mezcla de siete variedades de maiz
llamada chicha del Yamor (YC). Ninguna de estas bebidas fue pasteurizada y
ninguna de ellas tenia aditivos comerciales o preservantes (Tabla M.4).

Tabla M.4 Férmula basica de preparacion de las cuatro chichas ecuatorianas usadas en
este trabajo.

Bebida Materia prima principal Otros ingredientes

Zumos de frutas (pifa (Ananas
Ccomosus), maracuya
(Passiflora edulis), naranijilla
Chicha de arroz (RC) Arroz (Solanum quitoense)), panela
(derivado de la cafa de
azucar), canela, hierbas
aromaticas
Zumo de pifa, panela, canela,

Chicha de avena (OC) Avena hierbas aromaticas

Panela, canela, hierbas
aromaticas

Maiz de jora (maiz malteado),
maiz amarillo, maiz blanco,
maiz negro, chulpi, morocho y
canguil

Chicha de uva (GC) Uvas ecuatorianas

Chicha del Yamor (YC) Siete variedades de maiz

Los sustratos para la elaboracion de las 4 chichas fueron preparados mediante
un proceso controlado. El proceso basico para la preparacion de las bebidas RC
y OC consistio inicialmente en la ebullicidon de una solucion con 3 % de harina

51



Caracterizacion bioquimica y tecnoldgica de levaduras aisladas en bebidas fermentadas tradicionales del Ecuador

(arroz /avena) por 30 min, una vez fria se afadio panela (12 %), zumos de fruta
(10 %), hierbas aromaticas y especias y finalmente se llevd a cabo la
fermentacion por 14 dias. La preparacion de la bebida GC siguié el mismo
proceso con excepcion del proceso de ebullicion ya que se utilizé como sustrato
de fermentacion el zumo fresco de uva. Para la elaboracion de la chicha del
Yamor o chicha de los siete granos (YC) los unicos ingredientes usados fueron
las harinas de las siete variedades de maiz.

Se tomaron muestras de cada bebida en cuatro tiempos de fermentacion
distintos (dias 0, 3, 7 y 14). Alicuotas de 1 mL de cada muestra fueron
enriquecidas en medio GPY (0.5 % extracto de levadura, 0.5 % de peptonay 4 %
de glucosa) a 30 °C por 24 h. Discos de papel filtro estériles fueron sumergidos
en los cultivos, una vez secos (en condiciones de esterilidad), fueron colocados
en sobres de papel aluminio estériles que posteriormente fueron almacenados a
4 °C, cada muestreo fue realizado en triplicado. Las muestras fueron
transportadas desde Quito — Ecuador hasta Valencia — Espafa.

Para aislar las distintas levaduras de las muestras secas enriquecidas, los discos
de papel fueron colocados en 10 mL de medio GPY e incubados por 24 h a 30
°C. Se hicieron diluciones seriadas de las muestras y se tomaron alicuotas de
cada dilucién, se inocularon en placas de agar GPY con cloranfenicol (50 ug/L)
para inhibir el crecimiento de bacterias, se incubaron a 30 °C por 48 h. Diez
colonias de cada placa fueron escogidas al azar, el grupo de colonias que
presentaban caracteristicas morfoldgicas de levadura, por tinciéon simple con azul
de metileno, fueron seleccionadas para la caracterizacion molecular. Los aislados
fueron purificados por estria en placa y almacenados a -80 °C en medio GPY con
glicerol 20 % (v/v).

3. Manipulacién y analisis de acidos nucleicos

3.1. Obtencion de DNA total

Se siguiod el protocolo para obtencién de DNA total descrito por Lépez et al.,
(2001), con algunas modificaciones, para el analisis de DNA mitocondrial. A partir
de un precultivo de 5 mL en YPD (24 h), se recogieron células por centrifugacion
y se lavaron con agua estéril, luego fueron resuspendidas en 500 uL de una
solucion compuesta por sorbitol 1 M, EDTA 0.1 M, pH 7.5. Se afadié 30 uL de
liticasa (Sigma) (1mg/mL) para levaduras del género Saccharomyces y 60 uL
para levaduras no Saccharomyces. Se incubaron a 37 °C durante 1 h. Se
centrifugd por 5 min a 7000 rpm y se resuspendio en 500 yL de una solucidn
compuesta por Tris— HCI 50 mM, EDTA 20 mM pH 7.4, luego se anadio 13 uL de
SDS 10 % y la mezcla fue incubada a 65 °C durante 5 min. Se anadid
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inmediatamente 200 pL de acetato potasico 5 M, pH 4.8 y se colocaron los tubos
en hielo durante 10 min. Luego, fueron centrifugados a velocidad maxima a 4 °C
durante 15 min. Los sobrenadantes fueron transferidos a un nuevo microtubo, y
el DNA fue precipitado al anadir 1 volumen de isopropanol, incubandolo a
temperatura ambiente por 10 min y centrifugandolo posteriormente a 12000 rpm
10 min. Se lavo el DNA con etanol 70 %, se seco por vacio y se disolvio en 20 yL
de agua estéril.

3.2. Obtencion rapida de DNA genémico

Se utilizé el método de aislamiento de DNA gendmico para el posterior analisis
por PCR (Legras y Karst, 2003) con ligeras modificaciones. Se recogieron células
a partir de un precultivo de 5 mL (24 h) en YPD. Las células se rompieron en 400
pl de tampon de lisis (Triton X-100 2 % (p/v), SDS 1 % (p/v), NaCl 100 mM, Tris-
HCI 10 mM pH 7.6, EDTA 1 mM) con 400 uyL de wuna mezcla
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y 600 uL de perlas de vidrio. La
rotura se realizé por agitacion en un aparato FastPrep®-24 a 5.5 de intensidad,
durante 30 segundos con 3 repeticiones. Tras centrifugar, se anadio 200 pL de
tampdn TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM), se volvio a centrifugar, se afadié 500
ML de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico a la fase acuosa y luego se centrifugo.
La fase acuosa se paso a un nuevo tubo, los acidos nucleicos se precipitaron con
etanol, y finalmente se resuspendieron en tampdén TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 8.0).

3.3. Analisis de la region del DNA ribosomal

La identificacion de los aislados de levaduras a nivel de especie fue realizada
mediante PCR-RFLP de la region ITS1-5.8S rDNA-ITS2, como se describe en
Esteve-Zarzoso et al., (1999) con ligeras modificaciones. Para cada reaccion se
utilizé como molde una colonia procedente de un cultivo puro en placas de YPD
(48 h), que se resuspendié en 3 uL de NaOH 0.01 M, se congel6 a -80 °C durante
45 s y luego fue calentada a 95 °C durante 10 min para provocar la lisis celular.
Para la amplificacion de esta region se utilizaron los oligonucleétidos ITS1y ITS4.
Las reacciones fueron realizadas en un termociclador automatico (Eppendorf AG
22331, Hamburgo, Alemania) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién
inicial a 95 °C por 5 min; 40 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 1 min,
alineamiento a 55.5 °C por 1 min, extension a 72 °C por 1 min 30 s; extension
final a 72 °C por 10 min; enfriamiento a 4 °C. Los productos de PCR fueron
analizados por electroforesis. Una vez hecha la comprobaciéon de que el
fragmento fue amplificado por electroforesis, estos fueron digeridos con 1 U de
las endonucleasas Haelll, Hinfl y Cfol (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany),
por separado, a 37 °C durante 2 h. Los fragmentos de restriccion fueron
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analizados en geles de agarosa segun lo descrito en el apartado 3.3. Los
resultados fueron comparados con la base de datos https://www.yeast-id.org/.

Una vez que los datos anteriores fueron procesados y se agrupo a todos los
aislados por especie, se procedié a la secuenciacion del dominio D1/D2 de la
subunidad grande (26 S) del DNA ribosomal de, al menos, dos aislados de cada
especie. El andlisis se realizd de acuerdo con lo descrito por Kurtzman y Robnett
(1998). Para la amplificacion de los dominios D1/D2 se usaron los
oligonucledtidos NL-1 y NL-4. Las reacciones fueron realizadas en las mismas
condiciones usadas para la amplificacion por PCR-RFLP de la region ITS1-5.8S
rDNA-ITS2. Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa
(apartado 3.8). Se realizé ademas la purificacion de los productos de PCR
mediante el Kit de Purificacion mi-PCR (Metabion, Alemania), siguiendo las
instrucciones del fabricante, y las muestras fueron enviadas al Servei Central de
Suport a la Investigacié Experimental (SCSIE, Universitat de Valéncia, Espafa)
para su secuenciacion por el método de Sanger. Las secuencias fueron
ensambladas y comparadas con las secuencias del GenBank usando el algoritmo
béasico de la herramienta de busqueda de alineacion local (BLAST).

3.4. Analisis del DNA mitocondrial

El analisis del DNA mitocondrial a partir del DNA total fue realizado de acuerdo al
protocolo descrito por Lopez et al., (2001). Para la digestion se prepard una
mezcla que contenia 2.5 pL de tampodn de restriccion 10 X (Roche, Germany), 1
pL of RNAsa A (Thermo Fisher Scientific, USA), 1 uL de Hinfl (Roche, Germany),
y 20 yL de DNA (aproximadamente 3500 ng). Las muestras fueron incubadas a
37 °C por 2 h. Los fragmentos de restriccion fueron analizados en geles de
agarosa segun lo descrito en el apartado 3.8.

3.5. Analisis interdelta de los aislados de S. cerevisiae

Para la diferenciacion de cepas entre los diferentes aislados de la especie S.
cerevisiae, se llevaron a cabo amplificaciones por PCR a partir de DNA gendmico
como se describe en Legras y Karst, (2003). Los oligonucledtidos usados para la
amplificacion de elementos 6 fueron delta 12 y delta 21. Las reacciones fueron
realizadas en un termociclador automatico (Eppendorf AG 22331, Hamburgo,
Alemania) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 4
min; 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, alineamiento a 46 °C por 30
s, extension a 72 °C por 1 min 30 s; extension final a 72 °C por 10 min;
enfriamiento a 4 °C. Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis
(apartado 3.8).
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3.6. Analisis fingerprinting de los aislados de T. delbrueckii

Para la diferenciacion de cepas entre los diferentes aislados de la especie T.
delbrueckii, se llevaron a cabo amplificaciones por PCR a partir de DNA
gendmico como se describe en Canonico et al. (2015). Los oligonucledétidos
usados para la amplificacion de minisatélites fueron TdPIR3Fw y TdPIR3Rv. Las
reacciones de amplificacion fueron realizadas bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min; 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C
por 1 min, alineamiento a 56.5 °C por 1 min, extension a 72 °C por 2 min;
extension final a 72 °C por 7 min: enfriamiento a 4 °C. Los productos de PCR
fueron analizados por electroforesis (apartado 3.8).

3.7. Analisis de la presencia del gen STA1

Para detectar la presencia del gen STA1, se utilizaron los oligonucléotidos STA1-
SD-5A y STA1-SD-6B. Las reacciones de PCR fueron realizadas bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min; 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, alineamiento a 56 °C por 1 min, extension a
72 °C por 2 min; extension final a 72 °C por 7 min; enfriamiento a 4 °C. Los
productos de PCR fueron analizados por electroforesis (apartado 3.8).

3.8. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de DNA se realizd en geles de agarosa a una
concentracion variable (1-3 % (p/v)) segun los tamanos a separar. Para la
mayoria de ellos, los geles se prepararon en tampén TBE (Tris-HCI 44.5 mM,
acido borico 44.5 mM, EDTA 1.25 mM), que también fue utilizado como tampdn
de electroforesis a 100 V por 1 h. Para el analisis de los fragmentos de restriccion
de DNA mitocondrial, las muestras se cargaron en geles de agarosa al 1.5 % en
tampon TAE 1 X (40 mM Tris—acetate, 1 mM EDTA, pH 8.0) a 100 V por
aproximadamente 3 h. Todas las muestras se disolvieron en tampdn de carga
(azul de bromofenol 0.25 % (p/v), xilencianol 0.25 % (p/v), glicerol 30 % (v/v)).

3.9. Secuenciacion del genoma de la cepa de S. cerevisiae EYS5

El analisis del genoma completo de la cepa EYS5 fue llevado a cabo por la
empresa LifeSequencing S.L. Se recogieron células de un cultivo de 24 h en
medio YPD, se extrajo el DNA de las muestras con el kit QlAamp DNA mini kit
(Qiagen) y se midio su calidad y concentracién mediante un Nanodrop. Luego se
procedié a la sintesis de librerias de secuenciacion con el kit NexteraXT Library
Prep Kit de la casa lllumina para producir insertos de 500 pb aproximadamente.
Una vez preparada la libreria de secuenciacion esta se cargd en la plataforma
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MiSeq de la marca lllumina siguiendo un disefo paired end de 300x2. El analisis
bioinformatico fue llevado a cabo también por LifeSequencing S.L.

4. Analisis de la respuesta a estrés

El crecimiento de cada especie y cepa fue registrado y comparado con la cepa
vinica de S. cerevisiae L2056 (Lallemand Inc, Canada), utilizada como referencia.
Inicialmente se hizo un analisis de respuesta a estrés con cepas seleccionadas
de todas las especies cuya identificacion se confirmé por secuenciacion del
dominio D1/D2 del 26 S rDNA. Las células fueron cultivadas en medio GPY a 30
°C por 24 h. Se realizaron 5 diluciones seriadas (1:4) de todos los cultivos con
agua estéril. Para el analisis de tolerancia al estrés por temperatura, se realizaron
goteos (5 yL) con las diferentes diluciones de cada cultivo en placas de GPY y el
crecimiento fue examinado después de 24 h a 30 °C como referencia y a 37 °C
para estrés por calor y a 12 °C durante 6 dias para estrés por frio. Para el analisis
de osmotolerancia y resistencia al estrés por etanol, se hicieron goteos de las
mismas diluciones seriadas en placas de GPY que contenian KCI 1 My diferentes
porcentajes de etanol al 2, 5 y 10 %. El crecimiento celular fue examinado
diariamente por tres dias. Los experimentos se hicieron por triplicado.

Como segunda parte de este analisis, se evalud en detalle la respuesta a estrés
de las cepas identificadas de las especies S. cerevisiae y T. delbrueckii. Las
levaduras cultivaron en medio YPD a 30 °C por 24 h. Se prepararon 7 diluciones
seriadas de los cultivos (1x102, 5x102?, 2.5x103, 1.25x103, 6.25x10*, 3.125x10"
4,1.56x10*) vy se realizaron goteos (5 pL) en placas para probar la resistencia al
estrés osmoético (sorbitol 0.9 y1.5 M), estrés idnico (NaCl 0.7 y 1.2 M), estrés
oxidativo (H20, 2.5, 3.5 y 5 mM) y estrés por etanol (5, 10, 12% v/v) en medio
YPD/GPY. El crecimiento celular fue examinado diariamente durante tres dias.
Los experimentos se hicieron en triplicado.

4.1. Analisis de la tolerancia a la deshidratacion

La biomasa obtenida a las 24 h proveniente de un cultivo de 100 mL en medio
melaza (en matraces de 500 mL), fue separada del medio mediante
centrifugacion y se realizaron varios lavados con agua destilada estéril. La
biomasa concentrada (aproximadamente 2 — 3 g) fue inicialmente colocada en
discos de papel de filtro estériles de 6 cm de diametro para eliminar el exceso de
agua e inmediatamente se colocd en una jeringuilla estéril de 10 mL para
introducir finos filamentos de la misma en un secador de lecho fluidizado
(Tornado Model 501, Sherwood Ltd, UK). Se deshidraté con un flujo de aire de
2.5 m*/min a una temperatura de 37 °C. Para cada cepa se evalué el tiempo de
secado hasta alcanzar el 10 % de humedad. Para la rehidratacion, se us6 agua
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destilada para resuspender la biomasa seca a 37 °C durante 10 min bajo
condiciones estaticas, seguido de 10 min de agitacion a 120 rpm (Gamero-
Sandemetrio et al., 2014).

Para determinar la viabilidad celular después de la deshidratacion se contaron
las unidades formadoras de colonias (UFC) después de 24h a 30 °C obtenidas
tras rehidratar a una DOsx0=0.001, y se calculd el porcentaje de supervivencia
tomando como 100% de supervivencia el numero de UFC obtenido a partir de
un cultivo fresco de la misma cepa a la misma DO. Los experimentos se realizaron
en triplicado.

5. Determinacion de actividades enzimaticas

5.1. Actividad amilasa

Para seleccionar las levaduras productoras de amilasa se usaron dos medios
solidos con diferentes concentraciones de almidén. El medio de actividad amilasa
(AAM) que contiene almidon soluble 5 g/L, peptona 5 g/L, extracto de levadura
5g/L, MgS0..7H,0 0.5 g/L, FeS0O..7H,0 0.01 g/L, NaCl 0.01 g/L, agar 15 g/L, pH
5 (Yalcin y Corbaci, 2013) y el medio YPS que contiene extracto de levadura 1 %
(w/v), peptona 2 % (w/v), histidina 0.002 % (w/v) y almidén 1 % (w/v), pH 5.2
(Ulgen et al., 2002). Después de 3 dias de crecimiento a 30 °C, se realizé una
tincion de las placas con vapores de iodo (durante 3 min) y se seleccionaron las
colonias que mostraron un halo amilolitico blanco.

Para comprobar la posible actividad glucoamilasa de las cepas de S. cerevisiae
seleccionadas se realiz6 el test en placas de medio sdlido con almidén (almidén
15 g/L, YNB (yeast nitrogen base) 6.78 g/L, agar 15 g/L, pH 5.2) descrito por
(Meier-Dérnberg et al., 2018). Se centrifugd a 3000 rpm por 5 min una
suspension de 10 mL de cultivo provenientes de un precultivo de 24 h en YPD.
Se lavo el sedimento dos veces con solucion salina estéril y centrifugacion, y las
células fueron resuspendidas en 5 mL de la misma solucion salina estéril y
almacenadas por 24 h. Se ajustd a una concentracion final de 5x10° células/mL
y se sembro en placas que contenian almidén 15 g/L con y sin azul de bromofenol
40 mg/L. Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C) en condiciones aerdbicas y anaerébicas por un
periodo de 37 dias. Si el pH cambia de 5.2 a 4.6 - 3.0, el color del medio cambia
de azul / violeta a amarillo como resultado de los metabolitos celulares.

5.2. Actividad invertasa

La actividad invertasa de las cepas de S. cerevisiae y T. delbrueckii fue medida
de acuerdo con lo descrito por Harkness y Arnason (2014). Se prepararon
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cultivos celulares en crecimiento logaritmico inicial (ODew 0.2 — 0.3) en YPD
(glucosa 2%). Una vez que el cultivo alcanzd la OD requerida, se recogieron 10°
células para evaluar la actividad invertasa en represion. Las células restantes
fueron lavadas y resuspendidas a una ODeg de 0.2 — 0.3 en YPD con glucosa
0.05 % e incubadas a 30 °C por 2 h. Pasado ese tiempo, se recogieron 10° células
para evaluar la actividad invertasa en condiciones de desrepresion; la actividad
invertasa en glucosa 2 % fue considerada actividad a tiempo cero. Cada alicuota
de 108 células fue lavada dos veces con 200 pL de azida de sodio 10mM estéril,
y los sedimentos celulares fueron dejados en hielo hasta su ensayo.

Se prepararon los tres controles descritos a continuacion.

a. Células sin sacarosa: sedimento celular + 50 pL acetato sédico 50 mM pH
5.1 +12.5 uL H:O.

b. Solo sacarosa: 12.5 uL sacarosa 0.5 M + 50 L acetato sédico 50 mM pH
5.1.

c. Glucosa 250 pM: 25 pL glucosa 1 mM + 37.5 pyL H:O.

Para empezar la reaccion, todas las muestras fueron resuspendidas en 50 pL de
acetato de sodio 50 mM pH 5.1. Tanto las muestras como los controles una vez
anadida la sacarosa (0 agua en su caso), inmediatamente fueron incubados a 37
°C. Después de 10 min, las reacciones fueron detenidas afadiendo 75uL de
K:HPO, 0.2 M y las muestras fueron colocadas en hielo durante 1 min, colocadas
en ebullicién por 3 min y luego nuevamente en hielo 1 min. La liberacion de
glucosa fue determinada mediante el experimento glucosa/oxidasa (apartado
7.3.1.2). El control a de cada muestra se utilizé6 como blanco mientras que la DOsao
del control b fue restada para descontar la hidrélisis no enzimatica. La actividad
invertasa se expres6 como UM de glucosa/min/10°8 células mediante el calculo
con las siguientes formulas.

Calculo de la cantidad de glucosa convertida (UM glucosa).

DOg4o muestra

* 250
DOs4ocontrol C (250uM glucosa)

UM de glucosa =

Calculo de actividad invertasa (10° células cantidad de indculo inicial).

UM de glucosa

actividad invertasa = — — -
tiempo de reaccion (10min)

58



Materiales y métodos

6. Determinaciéon de parametros relacionados con el potencial
fermentativo

6.1. Capacidad fermentativa

La capacidad fermentativa de cepas seleccionadas fue medida en un medio rico
en azucares fermentables, segun lo descrito por Gamero-Sandemetrio et al.
(2014). Células frescas provenientes de un cultivo de 24 h en YPD fueron
inoculadas a una concentracion de 107 células/mL en 100 mL de medio YPGF.
Los cultivos fueron colocados en un bafo de agua a 30 °C con agitacion a 65
rom. La produccion de CO, fue medida en intervalos de 10 min por 6 h en un
sistema de medida de produccion de Gas Ankom Technology (Macedon, New
York, USA). La capacidad fermentativa fue expresada como mL de CO.
producidos por 107 células. Los experimentos se realizaron por triplicado.

6.2. Crecimiento a baja temperatura

El crecimiento a baja temperatura (12 °C) de cepas seleccionadas se determino
segun lo descrito por Gibson et al., (2013). Se prepararon precultivos de las
cepas seleccionadas en matraces de 100 mL que contenian 20 mL de YPD o
YPM a una DOsy de 0.1. Después de 24 h, fueron inoculados a la misma DO en
100 mL del mismo medio (en matraces de 250 mL) e incubados a 12 °C con
agitacion (120 rpm). Se midi6 la densidad 6ptica (ODsoo) de estos cultivos durante
el periodo de incubacion ademas de la biomasa fresca y seca al final del
experimento. Los experimentos se hicieron por triplicado.

6.3. Floculacion y produccion de compuestos fendlicos

La floculacion de cepas seleccionadas se evalué usando el método de Helm
(Helm et al., 1953) con modificaciones, como se describe en Krogerus et al.
(2015). Se recogieron células procedentes de precultivos de 24 hen YPD e YPM,
se lavaron dos veces con EDTA 0.5 M (pH 7) para disgregar los agregados
celulares y luego se diluyé a una DOgyo de 0.4. Se analizé la floculacion primero
lavando los sedimentos con una solucién de CaCl,4 mM y resuspendiendo en 1
mL de la solucion de floculacién que contenia CaCl,4 mM, acetato de sodio 6.8
g/L, acido acético 4.05 g/L, y etanol 4 % (v/v) (pH 4.5). Se hicieron controles con
muestras de células resuspendidas en EDTA 0.5 M (pH 7). Después del periodo
de sedimentacion de 10 min, se tomaron muestras (200 yL) justo bajo el menisco
y se coloco en una solucién de EDTA 10 mM (800 pL). Se midié la DOeoo, el
porcentaje de floculacién fue calculado al tomar como 100 % el valor de DO de
cada control y calcular el porcentaje correspondiente a la diferencia en DO entre
los tubos control y de floculacion.
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La produccion de compuestos fendlicos (phenolic off-flavors, POF) de cepas
seleccionadas, se determind cualitativamente mediante un analisis sensorial
(percepcioén del olor) de los cultivos después de la incubacién en presencia de
acido ferulico. Las cepas procedentes de placas de YPD fueron inoculadas en
crioviales que contenian medio YPD suplementado con 0.02% (p/v) de acido
ferulico. Después de tres dias de incubacion a temperatura ambiente los tubos
fueron evaluados mediante percepcion del olor para detectar un aroma a clavo
de olor. Los experimentos se hicieron por triplicado.

6.4. Asimilacion de azucares

La capacidad de asimilacion de diferentes tipos de azucares en levaduras
seleccionadas se analizé de acuerdo a lo descrito por Gibson et al., (2013).
Precultivos en matraces de 100 mL con un volumen final de 20 mL de YPD, se
incubaron a 20 °C y 120 rpm, durante 48 h. Se recogieron y lavaron las células y
se prepararon microcultivos en placas multipocillo (96) colocando en cada pocillo
30 ul de medio YNB 0.67 % suplementado con 1 % de cada azucar (maltosa,
maltotriosa, glucosa, sucrosa, melibiosa, fructosa, celobiosa y rafinosa), que
fueron inoculados a ODsy de 0.1, incubados a 25 °C con agitacion continua. La
dindmica de crecimiento fue monitorizada con un incubador Bioscreen C MBR,
Finland y un lector de placas Oy Growth Curves Ab, Finland.

7. Fermentaciones

Las fermentaciones iniciales a escala de laboratorio (30 mL) se realizaron en el
I12SysBio (Valencia — Espaina) en el sustrato de chicha modelo (MCS) descrito en
el apartado 1.3.1, mientras que las posteriores fermentaciones también a escala
de laboratorio (100 mL) y a escala de planta piloto (1.5 L) se realizaron en el VTT
Technical Research Centre of Finland (Espoo — Finlandia) en dos sustratos: MCS
y en mosto de cerveza de 15 °P (brewer’s all-malt wort) preparado con agua de
la ciudad de Espoo en el VTT, recogidos mientras estaban calientes (>90 °C) y
almacenados a 0 °C hasta su uso.

7.1. Fermentaciones a escala de laboratorio

7.1.1. Iniciales en volumen final 30 mL en MCS

Se prepararon precultivos liquidos en YPD procedentes de colonias aisladas y
cultivados durante 48 h. Las fermentaciones se llevaron a cabo en 30 mL de MCS
inoculado con 108 células/mL, a 24 °C en agitacion muy suave (50 rpom) en tubos
conicos de centrifuga desechables de 30 mL. El crecimiento del cultivo se siguio
mediante el recuento de células viables en placas de YPD, tras efectuar la
correspondiente dilucién en agua con el fin de sembrar entre 200 y 500 colonias
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por placa. Los experimentos se realizaron por triplicado. Con todas las muestras
se analiz6 los parametros de fermentacion (ver mas adelante, apartado 7.3.1).

7.1.2. Volumen final 100 mL en MCS y mosto de cerveza

7.1.2.1. Preparacion de inéculos

El inéculo fue preparado segun lo descrito por Nikulin et al (2018). Levaduras
procedentes de colonias en placas (48 h) fueron inoculadas en 25 mL de medio
liquido YPD en matraces de 100 mL. Los precultivos fueron incubados durante la
noche a 20 °C con agitacion (120 rpm) y luego fueron transferidos a 500 mL de
medio YPD a una ODeo de 0.1. Estos cultivos fueron incubados a 20 °C con
agitacion durante 48 h. Se recolectaron las levaduras y se prepararon
concentrados de levaduras (yeast slurries) al 20 % (w/w). Se inocularon 2.25 x
107 células/mL de sustrato (cerveza o MCS) para las fermentaciones a 12 °C y
1.5 x 107 células/mL para fermentaciones a 20 °C.

7.1.2.3. Fermentaciones con cultivos puros

Las fermentaciones a escala de laboratorio fueron realizadas en matraces de 250
mL con un volumen final de 100 mL cerrados con tapones de caucho y trampas
de aire llenas de glicerol, a dos temperaturas diferentes (12 °C y 20 °C), sin
agitacion. Se inoculé cada matraz de fermentacion con los concentrados de
levaduras mencionados anteriormente. El tiempo de fermentacion fue variable en
funcion de cada especie y cepa. La pérdida de peso fue medida diariamente para
determinar la cinética de fermentacion. Al inicio y final del experimento se
tomaron muestras en frio (4 °C) para realizar el analisis de parametros de
fermentacion (Apartados 7.3.2.1 y 7.3.2.2) y para el andlisis de aromas (7.3.2.3).
Todos los experimentos se realizaron por duplicado.

7.1.2.4. Fermentaciones mixtas

Se realizaron fermentaciones mixtas a escala de laboratorio (100 mL) con dos
cepas seleccionadas EYS5 y EGT2 en los dos sustratos, a 20 °C, en estatico. Se
evaluaron dos tipos de estrategias de inoculacidén, secuencial y por
coinoculacién. La concentracion final (méasica) de cada especie en los dos casos
fue 1:15 (S. cerevisiae : T. delbrueckii) siendo la concentracion total de
microorganismos 1.5 x 107 células/mL. Para la inoculacidon secuencial
inicialmente solo se inoculd T. delbrueckii y a las 24 h se inoculd S. cerevisiae.
Para las coinoculaciones las dos especies fueron colocadas al inicio de la
fermentacién. Al inicio y final del experimento se tomaron muestras en frio para
realizar el analisis de parametros de fermentacion (Apartados 7.3.2.1y 7.3.2.2) y
para el analisis de aromas (7.3.2.3). Todos los experimentos se realizaron por
duplicado.
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7.2. Fermentaciones a escala piloto 1.5 L

Para imitar las fermentaciones de cerveza a escala industrial se realizaron
fermentaciones estaticas (con 1.5 L de sustrato) en recipientes de fermentacion
cilindricos de acero inoxidable de 2 L (Figura M.1) a 20 °C con los dos sustratos
(15 °P all-malt wort y MCS) segun lo descrito por Gibson et al., (2013). Para la
preparacion del inéculo se siguid el mismo proceso detallado en el apartado
7.1.2.1. Las fermentaciones experimentales fueron llevadas a cabo hasta que no
se observo ningun cambio en el extracto residual durante 24 h. Las muestras del
mosto fueron tomadas regularmente de los recipientes de fermentacion de forma
aseéptica y fueron colocadas directamente en hielo, luego las levaduras fueron
separadas del mosto fermentado mediante centrifugacién (7000 rpm, 10 min, 1
°C). En cada muestreo se determiné las densidades del mosto, contenido de
alcohol, pH, concentraciones de azucares, masa fresca y seca. Al inicio y final del
experimento se tomaron muestras en frio para realizar el analisis de parametros
de fermentacién (Apartados 7.3.2.1 y 7.3.2.2) y para el analisis de aromas
(Apartado 7.3.2.3). Todos los experimentos se realizaron por duplicado.

Figura M.1 Recipientes de fermentacion cilindricos de acero inoxidable de 2 L donde se
llevaron a cabo las fermentaciones a escala piloto (1.5 L).
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7.3. Analisis de parametros de fermentacion

7.3.1. Determinacion de azicares reductores

Para determinar la concentracion de azucares reductores se siguid la
metodologia descrita por Robyt y Whelan (1972). Se realizaron diluciones
sucesivas de las muestras en un volumen final de 100 uL y se afadieron 100 pL
de reactivo DNS (acido 3.5-dinitrosalicilico 1.0 % (p/v), NaOH 1.6 % (p/v), tartrato
doble sodico-potasico 30 % (p/v)). Se llevaron las muestras a ebullicion, luego a
hielo, se anadié 1mL de agua y finalmente se midi6 la absorbancia a 540 nm. Se
realizd una recta patron con concentraciones de glucosa entre 0 y 2 g/L. La
concentracion de azucares reductores se calculd por interpolacion en la recta
patron.

7.3.2. Determinacion de glucosa por el método enzimatico glucosa
oxidasal/peroxidasa

Se prepararon diluciones de las muestras de glucosa a valorar, se tomo6 un
volumen de 100 pL y se anadieron 400 uL de reactivo GOX/P (glucosa oxidasa
7.8 U, peroxidasa 0.4 U, o-dianisidina 0.9 mM, en tampédn fosfato potasico 100
mM pH 7.0). La reaccion se llevo a cabo a 30 °C durante 15 min, y se detuvo la
reaccion por adicién de 500 pyL de HCI 6.0 N. Se realizé para cada ensayo una
recta patron con cantidades de glucosa entre 0 y 10 ug. Se midié la absorbancia
a 540 nm, y la cantidad de glucosa presente en cada muestra se calculé por
interpolacion en la recta patrén.

7.3.3. Determinacion de sacarosa

Se realizaron diluciones de las muestras problema en agua y se mezclaron con
tampdn acetato soédico 50 mM pH 5.0, invertasa 2.5 U (Sigma, USA) en un
volumen final de 200 pL. Se prepararon muestras para la recta patron con
concentraciones de sacarosa entre 0 y 0.875 mg/mL. Se incubaron 10 min a 30
°C, se afadieron 100 pL de K;HPO4 0.4 My se hirvio la mezcla 3 min para detener
la reaccion. Parte de la muestra se utilizé para valorar glucosa mediante el ensayo
enzimatico glucosa oxidasa/peroxidasa (apartado 7.3.1.2). La concentracion de
sacarosa presente en cada muestra se calculo interpolando en la recta patron a
partir de su absorbancia a 540 nm.

7.3.4. Determinacion de etanol

La cuantificacion enzimatica de etanol se realizd mediante la deteccion
espectrofotométrica a 340 nm del NADH formado durante la oxidacion del etanol
a acetaldehido por accion del enzima alcohol deshidrogenasa. El ensayo se
realizé en tampdn glicina 0.2 M - Tris 0.3 M (pH 9.7), con NAD* 2 mM vy alcohol
deshidrogenasa de levadura 20 U/mL, en un volumen final de 1mL al cual se
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anaden 200 pL de muestra (dilucidn adecuada) o de una muestra de la recta
patron de etanol (0 — 0.9 mM). Se midio la absorbancia a 340 nm tras 15 min de
incubacion y se interpol6 en la recta patron.

7.3.5. Analisis de viabilidad y rendimiento en biomasa

La viabilidad fue medida con el equipo NucleoCounter YC-100™ (Chemometec,
Denmark) que detecta sefales del ioduro de propidio unido al DNA. Se usé para
cada lectura un nucleocassette (dispositivo de muestreo desechable recubierto
internamente con yoduro de propidio (Pl), que tifie los nucleos de las células) de
la misma casa comercial (carga aproximada de 50 pl de muestra). Se realizaron
diluciones sucesivas de las muestras y se determind el numero de células
muertas. Luego se colocod para cada dilucién de la muestra una cantidad
suficiente de tampdn de lisis y se determino el numero total de células presentes
en la muestra. Finalmente se calculd el numero de viables.

Para determinar la masa fresca y seca, las muestras fueron centrifugadas (9000
rom, 4 °C por 10 min para muestras de cerveza y por 20 min para muestras de
chicha), se realizé dos lavados con agua destilada y se usaron los sedimentos.
Para determinar la masa fresca se tomo en cuenta los pesos de la muestra y del
sedimento mientras que para determinar la masa seca se secaron los pellets a
105 °C en capsulas de porcelana durante 24 h, se pesaron y se calculd el valor
final en funcién del peso seco de la capsula sola y de la capsula con el sedimento.

7.3.6. Analisis de parametros de fermentacion

El analisis de parametros relevantes para las fermentaciones a escala 100 mL y
1.5 L fue realizado de acuerdo a lo descrito por Krogerus et al., (2018).

La densidad del mosto, contenido de alcohol, pH y concentraciones de azucares,
fueron determinados usando un equipo automatizado que consta de un
densimetro Anton Paar DMA 5000 M, el médulo de medida Alcolyzer Beer ME,
el médulo de pH y el cambiador de muestras Xsample 122 (Anton Paar GmbH,
Austria).

Las concentraciones de azucares fermentables (maltosa, maltotriosa, glucosa y
fructosa) fueron medidos mediante HPLC usando un modulo de separacion 2695
y un médulo de cromatografia liquida (System Interphase) acoplado con el
refractometro diferencial 2414 (Waters Co., Milford, MA, USA). Una columna (100
x 7.8 mm, Phenomenex, USA) Rezex RFQ-Fast Acid H+ (8 %) LC fue equilibrada
con 5 mM H,SO, (Titrisol, Merck, Germany) en agua a 80 °C y las muestras fueron
eluidas con H;SO, 5 mM en agua a una tasa de flujo de 0.8 mL/min.
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7.3.7. Analisis de compuestos aromaticos

Los alcoholes superiores y ésteres producidos por las levaduras fueron
determinados por cromatografia de gases (headspace gas chromatography) con
un detector de ionizacion de llama (HS-GC-FID). Las muestras (4 mL) fueron
filtradas (0.45 pm), incubadas a 60 °C por 30 min y luego 1 mL de la fase gaseosa
fue introducido (modo dividido; 225 °C; flujo dividido de 30 mL/min) en un
cromatografo de gas equipado con un detector FID y un muestreador automatico
(headspace autosampler) (Agilent 7890 Series; Palo Alto, CA, USA). Los analitos
fueron separados en una columna capilar HP-5 (columna 50m x 320 um x 1.05
pm, Agilent, USA). El gas portador fue helio (flujo constante de 1.4 485 mL/min).
El programa de temperatura fue 50 °C durante 3 min, 10 °C/min a 100 °C, 5 °C/min
a 140 °C, 15 °C/min a 260 °C y luego isotérmico 1 min. Los compuestos fueron
identificados por comparacion con estandares y fueron cuantificados usando
curvas estandares. El 1-butanol fue usado como estandar interno.

8. Analisis de parametros redox celulares

8.1. Cuantificacion de glutation

Para la determinacion de glutation se utilizd el método colorimétrico basado en
su reaccion con el acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), descrito por Tietze
(1969) y Griffith (1980) con algunas modificaciones. Se recogieron 100 mg de
células y se resuspendieron en 1 mL de HCI 8 mM y acido 5-sulfosalicilico 1.3 %
(p/v) a4 °C. Las células se rompieron con 0.6 g de perlas de vidrio en un aparato
FastPrep®-24 a 5.5 de intensidad, durante 30 segundos con 3 repeticiones Tras
la rotura se mantuvieron en hielo 15 min mas y finalmente se recupero el
sobrenadante mediante una centrifugacién de 15 min a 4 °C y 13000 rpm.

La valoracion de glutation total se realizé mezclando 200 uL de muestra con 120
ML de cdctel enzimatico que contenia NADP 0.4 mg/mL (Sigma, USA), glucosa-
6-fosfato 0.16 mg/mL (Sigma, USA), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 3 pg/mL
(Sigma, USA), glutation reductasa 1 mU (Sigma), MES 0.2 M y EDTA 2 mM
disueltos en tampdn fosfato soédico 0.1 M pH 6.0. Se anadieron 480 uL de
ditiotrisnitrobenzoico (DTNB) 200 uM, se incubd 20 min en agitacion y oscuridad
y se midio la absorbancia a 412 nm. Para la valoracion de glutation oxidado
(GSSQG), los 200 uL de muestra se incubaron previamente (1 h) con 4 pyL de una
solucion de 2-vinilpiridina 1 M (Sigma) que acompleja el glutation en su forma
reducida impidiendo su reaccion con el DTNB. Para cada ensayo se realizé una
recta patréon con glutatiéon desde 0 hasta 16 yM que fue procesada de la misma
forma que los sobrenadantes obtenidos. Las muestras de la recta patron fueron
sometidas a los mismos tratamientos que las muestras. La cantidad de glutation
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reducido (GSH) se calculd por diferencia entre el glutation total y el glutation
oxidado. Los resultados se expresaron en nmoles de glutation por mg de células.

8.2. Cuantificacion de la peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos se determiné mediante el ensayo colorimétrico de
medida de malondialdehido (MDA) descrito por Buege y Aust (1978) con algunas
modificaciones, que se basa en la reaccion del acido tiobarbiturico con el
malondialdehido producto de la rotura de los acidos grasos poliinsaturados. Se
preparo el extracto celular a partir de 50 mg de células, tampon fosfato sédico 50
mM pH 6.0 y acido tricloroacetico 10 % (v/v). Las células se rompieron con 0.3 g
de perlas de vidrio, en un aparato FastPrep®-24 a 5.5 de intensidad, durante 30
segundos con 3 repeticiones. Se centrifugd y se recogio el sobrenadante. Se
mezclo 300 yL de extracto con 700 uL de la mezcla de reaccion (acido
tiobarbiturico 1 % (p/v) y acido tricloroacético 15 %). Esta mezcla se incubé 30
min a 100 °C, se dejo enfriar en hielo durante 5 min y se centrifugd para eliminar
los posibles precipitados. Para cada ensayo se realizé una recta patron con MDA
desde 0 hasta 30 mM que fue procesada de la misma forma que los
sobrenadantes obtenidos. La reaccion del acido tiobarbiturico con las moléculas
de MDA generan especies rojas detectables a 535 nm, se midi6 la absorbancia y
los resultados se expresaron en pmoles de MDA por mg de células.

8.3. Cuantificacion de trehalosa

Los extractos celulares para la cuantificacion de trehalosa se obtuvieron
siguiendo el protocolo descrito por Parrou y Francgois (1997) con algunas
modificaciones. La preparacion del extracto celular consistio en suspender 100
mg de células en 0.25 mL de Na,CO3 250 mM, incubar a 95 °C durante 4 h, afadir
0.15 mL de acido acético 1 M y 0.6 mL de acetato sédico 0.2 M pH 5.2. Luego se
centrifugd y se recogié el sobrenadante. Se separaron las muestras en dos
alicuotas (blanco de 150 uL (extracto sin trehalasa comercial), a las muestras
problema se afnadié 8.4 mU de trehalasa (Sigma)), se incubd a 37 °C durante 12-
16 h con agitacion, se llevo a ebullicién por 5 min y luego se centrifugd. Se
prepararon diluciones de las muestras del experimento, y se determind la
concentracion de glucosa mediante el ensayo enzimatico
glucosa/oxidasa/peroxidasa. Para cada ensayo, se realizd una recta patron de
glucosa entre 0 y 10 uyg que fue procesada de la misma forma que los
sobrenadantes obtenidos (Apartado 7.3.1.2). Se determind la cantidad de
glucosa intracelular y luego se calculé la cantidad de trehalosa intracelular al
dividir ese valor para 2 (la trehalosa es un disacarido formado por dos glucosas),
finalmente se expreso este valor en ug de trehalosa por mg de células.
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9. Analisis estadistico

En todos los resultados de caracter cuantitativo en los que se muestra un analisis
estadistico de los datos, la significatividad estadistica se obtuvo mediante un
analisis de varianza ANOVA, la comparacion entre medias se realizd mediante
test de Tukey. Se ha considerado significativo aquellos valores con un valor de p
(p-value) menor o igual a 0.05, que corresponde con un intervalo de confianza
del 95 %.
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Resultados y discusion

1. Identificacion y caracterizacion de levaduras de Ila
microbiota natural presente en chichas ecuatorianas

Existen escasos estudios sobre microorganismos procedentes de chichas y su
aplicacion en fermentaciones controladas de estas bebidas o en otro tipo de
fermentaciones alcohdlicas, y la mayoria de ellos se enfoca en el analisis de su
biodiversidad microbiolégica (Pil6 et al., 2018; Mendoza et al., 2017; Elizaquivel
et al.,, 2015), sin centrarse en su utilidad tecnoldgica. Es por ello que, como
objetivo inicial de nuestro trabajo, se establecio el aislamiento, identificacion y
caracterizacion de levaduras presentes en la microbiota natural involucrada en la
fermentacion espontanea de las chichas ecuatorianas, con la meta de explotar
esta diversidad para seleccionar nuevos microorganismos por sus beneficios
potenciales e idoneidad para ser usados como iniciadores puros para
fermentaciones alcohdlicas en la industria alimentaria.

1.1. Biodiversidad de levaduras

La elaboracion artesanal y no estandarizada de la mayoria de las chichas
ecuatorianas es una de las principales razones por las que la calidad
microbioldgica y sensorial de las mismas es altamente variable y muchas veces
inadecuada. Se ha comprobado que muchas de ellas poseen de forma natural
una poblacién bacteriana dominante del género Lactobacillus y Streptococcus
(Freire et al., 2017), pero en algunos casos, existe una importante contaminacion
de enterobacterias (Pazmifo et al., 2014). Es por ello que se decidid preparar los
cuatro tipos de chichas objeto de este estudio, arroz, avena, uva y Yamor, bajo
condiciones vigiladas de fermentacién. Las cuatro bebidas fueron preparadas en
Quito — Ecuador con ingredientes adquiridos en mercados de la ciudad y las
fermentaciones fueron llevadas a cabo en matraces estériles de vidrio con
trampas de aire (Figura R1.1). Nuestro estudio busco el aislar levaduras
presentes en la fermentacion espontanea de los ingredientes y evitar la presencia
de alterantes y contaminantes.
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Figura R1.1 Fermentacion controlada de cuatro chichas ecuatorianas: chicha de uva (A),
chicha del Yamor (B), chicha de avena (C) y chicha de arroz (D) (dia 3 de fermentacion).

Para el aislamiento de levaduras de las muestras obtenidas desde Ecuador, se
usaron técnicas microbioldgicas tradicionales basadas en el uso de medios
selectivos y técnicas de tincion simple hasta obtener cultivos puros. Aunque en
nuestro trabajo no se investigo las poblaciones bacterianas en estas bebidas, es
necesario mencionar que durante el aislamiento se pudo notar una presencia
general e importante de bacterias, especialmente en la Chicha del Yamor (YC).
Estudios similares en chichas ecuatorianas elaboradas a partir de maiz o yuca
(Manihot esculenta) han demostrado que las bacterias acido lacticas son muy
abundantes en estos sustratos (Cox et al.,, 1987; Freire et al., 2016), lo que
concuerda con lo descrito anteriormente en la YC elaborada a partir de siete
variedades de maiz.

Se decidié mantener la fermentacion hasta 14 dias ya que las chichas en Ecuador
suelen ser preparadas con este tiempo de fermentacion, especialmente aquellas
elaboradas con cereales. Se aislaron mas de 300 colonias de levadura y
finalmente se obtuvieron un total de 254 aislados de levaduras cultivables a partir
de las cuatro chichas a 3, 7 y 14 dias de fermentacion, como se describe en
Materiales y Métodos. En las chichas de avena y uva la mayoria de levaduras
aisladas procedian del inicio de la fermentacion (3 dias), y no se pudieron obtener
aislados del dia 14 (Figura R1.2). Al contrario, la mayoria de aislados de las
chichas de arroz y Yamor fueron obtenidos en los tiempos de fermentacion mas
tardios. En la chicha del Yamor no se obtuvieron aislados de levaduras en los
tiempos iniciales de fermentacién mientras que la chicha de arroz, fue la unica en
la que se pudieron obtener aislados en los tres tiempos de fermentacion.

72



Resultados y discusion

Es importante mencionar que debido a que se esperaba tener un gran numero
de aislados del género Saccharomyces y Torulaspora, se realizé un segundo
aislamiento en chicha de uva sabiendo que este podria ser un sustrato rico en
estas especies, por ello se tiene un mayor numero de aislados de levaduras de
esta chicha.
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Figura R1.2 Abundancia relativa de los aislados de levaduras en los tres tiempos de
muestreo (dias 3, 7 y 14) en cuatro chichas diferentes (RC, GC, OC y YC).

La chicha esta lista para su consumo cuando su sabor dulce desaparece y
adquiere un aroma mas fuerte, el tiempo de fermentaciéon es variable pero
generalmente a partir del dia 7 suele avinagrarse (Faria-Oliveira et al., 2015).
Posiblemente en las bebidas OC y GC la imposibilidad de obtener aislados
cultivables de levaduras pueda atribuirse a este motivo y a la presencia masiva
de bacterias aerobias.

Inicialmente todos los aislados fueron agrupados por el analisis por PCR-RFLP
de la region ITS-5.8S rDNA (Figura R1.3). Basados en la comparacion de
nuestros resultados con la base de datos Yeast.ID, encontramos un total de 23
perfiles de restriccion diferentes, dos de ellos correspondientes a patrones
desconocidos (1y 10) (Tabla R1.1).
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Figura R1.3 Analisis de restriccion de la region ITS-5.8S rDNA de varios aislados de
levaduras a partir de chichas ecuatorianas obtenidos con tres enzimas de restriccion:
Cfol, Haelll, Hinfl.
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Tabla R1.1 Perfil de fragmentos de restriccion de la region ITS1-5.8S rDNA-ITS2 con
varias enzimas de restriccion de aislados de levaduras de cuatro chichas ecuatorianas.

Patron de

restriccion

© 00 N o g~ W0 NN -

N NN 2 @@ aQa Q o Q @ @ a &
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23

Numero
de
aislados
1
1

23
1
13
47
1

Producto

amplificado

(pb)
700
500
620
630
450
600
700
600
780
750
650
760
760
750
450
450
700
625
850
700
650
800
390

Fragmentos de restriccion (pb)

Cfol

160+190+290

70+

150+

180+220
300
590
410
250+305
300+305
650
330
110+320
330+350
320
320
180+320
100+150
110+170
250+320
220+300
365+375
330+350
300
220+330
170+210

Haelll

450

410

420

630

420
110+420
420

610

780

760

540

760

760

750
90+130+250
80+380
210+430
210+410
150+180+230+320
500
90+430
800

380

Hinfl

300+340
170+185+250
320+315

320

190+230
270+290
320+310
280+350
160+200+360
190+230+350
340+360
170+200+350
170+200+350
250+350
200+250
210+240
210+240
220+350
140+370
300+380
310+320
380+410
180+190

Los valores en color azul representan los dos patrones de restriccion desconocidos

Dichos perfiles, de acuerdo a los resultados del analisis de la secuencia genética
de la region D1/D2 26S rDNA, se reagruparon en once géneros y 16 especies
(Tabla R1.2). En base a esos resultados, los aislados correspondientes a los
patrones de restriccion desconocidos 1 y 10, correspondieron a los géneros
Candida sp. y Hanseniaspora sp., respectivamente.
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Tabla R1.2 Especie, numero de aislados y perfil de restriccidon de aislados de levaduras
de cuatro chichas ecuatorianas identificadas por secuenciacion de la region D1/D2 26S
rDNA.

Numero
Especie de Patron de restriccion

aislados
Candida sp. 30 1,3,7,15, 21
Cryptococcus sp. 1 20
Hanseniaspora guillermondii 68 12, 11
Hanseniaspora opuntiae 37 9
Hanseniaspora sp 8 10
Hanseniaspora uvarum 23 13
Kodamaea ohmeri 1 5
Meyerozyma guilliermondii 1 6
Pichia kluyveri 8 16
Pichia kudriavzevii 1 2
Rhodotorula mucilaginosa 2 17,18
Rhodotorula slooffiae 2 8, 14
Saccharomyces cerevisiae 23 19
Torulaspora delbrueckii 47 22
Wickerhamomyces anomalus 1 4
Yarrowia lipolytica 1 23

De forma general, los géneros Hanseniaspora, Torulaspora, Candida,
Saccharomyces, Pichia y Rhodotorula fueron mas representativos en las cuatro
chichas estudiadas, que concuerda con previos estudios en chichas de Colombia
(L6pez et al., 2010) y Argentina (Mendoza et al., 2017).

Anteriormente se consideraban a las levaduras no-Saccharomyces como
alterantes o no deseables en las fermentaciones, sin embargo, actualmente
multiples estudios han demostrado que varias de ellas (dependiendo de la
especie y cepa) pueden mejorar la composicion analitica y el perfil aromatico de
la bebida final. Esta contribucion esta relacionada con la habilidad de ciertas
levaduras de secretar enzimas, producir metabolitos secundarios, liberar
manoproteinas o incluso contribuir a la estabilidad del color del producto final
(Padilla et al., 2016). En cuanto a las levaduras de este grupo, los aislados del
género Hanseniaspora fueron dominantes al inicio de la fermentacion en todas
las bebidas excepto en la chicha del Yamor (YC), incluso el mayor numero de
aislados totales fueron de este género (53.8 %) (Figura R1.4). Las levaduras que
pertenecen al género Hanseniaspora han ganado interés recientemente por su
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contribucion positiva al perfil aromatico de vino, sidra (Moreira et al., 2011;
Pietrowski et al., 2012) y cachaga (Portugal et al., 2017). La notoria abundancia
de aislados de Hanseniaspora en casi todas las chichas podria atribuirse al uso
de diferentes zumos de frutas, un nicho muy comun de esta especie (Kurtzman
et al., 2011).

A
100%
90% . Rhodotorula slooffiae
80% B Meyerozyma guilliermondii
< 70% B Kodamaea ohmeri
‘E‘; 60% m Wickerhamomyces anomalus
@© Pichia kudriavzevii
© 50%
S ® Pichia kluyveri
T 40% L
g B Rhodotorula mucilaginosa
o) 0
< 30% Hanseniaspora uvarum
20% - ® Hanseniaspora guillermondii
10% ® Hanseniaspora sp
0% B Hanseniaspora opuntiae
3 7 14 Saccharomyces cerevisiae
dias
B
100%
90%
80%
_g 70%
©
© 60%
®©
g 50% ® Candida sp.
§ 40% B Yarrowia lipolytica
>
g 30% Saccharomyces cerevisiae
20%
10%
0%
7 14
dias
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m Cryptococcus sp.
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B Hanseniaspora opuntiae

m Torulaspora delbrueckii
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Figura R1.4 Abundancia relativa de especies de levaduras en los tres tiempos de
muestreo (dias 3, 7 y 14) en chicha de arroz (A), chicha del Yamor (B), chicha de avena

(C) y chicha de uva (D).
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También se encontraron aislados de los géneros Candida (11.46 %) y
Rhodotorula (1.58 %), aunque seria necesaria una caracterizacion mas profunda
por la amplia diversidad de estos géneros y la patogenicidad de algunas de sus
especies. Aislados de los dos géneros fueron también encontrados en chichas
de maiz artesanales de Brasil, que al igual que las chichas ecuatorianas, son de
bajo contenido alcohdlico (Resende et al., 2018). En cuanto a los aislados del
género Candida, algunas de sus especies son muy comunes en chichas de
diferentes origenes, siendo en algunos casos el género de levaduras dominante
(Chaves-Lopez et al., 2014). Las especies de Pichia (P. kudriavzevii 'y P. kluyvery)
encontradas en este estudio fueron también descritas en otras bebidas
fermentadas como cachaca, tequila, mezcal, vino y cerveza, y estan muy bien
establecidas sus aplicaciones interesantes desde la perspectiva del bioflavouring
(Varela, 2016). En algunos casos incluso se ha patentado ya su uso en
fermentaciones industriales (Cubillos et al., 2019).

Se encontro un numero relativamente bajo de aislados de S. cerevisiae (23) y T.
delbrueckii (47) que representa abundancias del 91 % y 186 %,
respectivamente. Este resultado difiere de otros estudios donde eran las especies
prevalentes. En estudios previos en bebidas ecuatorianas (Pil6 et al., 2018),
muestras de varios productores fueron recolectadas en diferentes lugares, por lo
que posiblemente la abundancia de aislados de Saccharomyces podria estar
relacionada con los recipientes de fermentacion y/o el uso de un residuo del lote
anterior, que es una estrategia comun en la forma de elaboracion de estos
productos (Carvajal, 2012).

Respecto a la diversidad de especies y la abundancia de cada especie por bebida
(Figura R1.5), la chicha de arroz resulté ser el sustrato mas rico. Doce de las
dieciséis especies identificadas y la mayoria de los aislados de S. cerevisiae
fueron encontrados en esta bebida. Fue la unica bebida en la cual S. cerevisiae
fue la especie mas abundante. Aunque la chicha de avena y la chicha de arroz
fueron elaboradas bajo procesos similares, la presencia de una mayor diversidad
de especies en RC puede ser atribuida a que, durante la preparacion de la
bebida, se afadid dos zumos de frutas diferentes que pudieron contribuir
notablemente en la riqueza de especies del producto final. OC fue la bebida mas
rica en aislados del género Hanseniaspora.
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Figura R1.5 Abundancia relativa de especies de levaduras en cuatro chichas diferentes
(arroz, avena, uva y Yamor) identificadas por secuenciacion de la region D1/D2 del gen
que codifica el rDNA.

La chicha de uva fue la unica donde T. delbrueckii estuvo presente, siendo la
poblacibn dominante una combinacion de especies de los géneros
Hanseniaspora y Torulaspora. La chicha de uva es una bebida tradicional de
Chile, y también se produce en otros paises de Sudamérica como un vino de bajo
contenido alcohdlico principalmente a partir de la fermentacion incompleta de la
uva “Pais” (uva comun negra, mas pequefia y menos dulce que la uva europea)
(Crowley, 2000). La preparacion de la chicha de uva para este estudio sigui6 el
mismo proceso y también se le afiadié panela para mejorar la fermentacion vy el
sabor. Aunque esperdbamos encontrar una mayor poblacion de aislados de S.
cerevisiae, encontramos que los aislados de T. delbrueckii fueron dominantes en
la chicha de uva. T. delbrueckii es un clasico representante de la microbiota
natural de la superficie de la uva (van Breda et al., 2013), por lo que la presencia
masiva de aislados de esta especie podria explicarse por el corto tiempo de
fermentacion.
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Las especies dominantes en la chicha del Yamor fueron aislados del género
Candida, en concordancia con resultados previos en una chicha brasilefia de
maiz (Resende et al., 2018). Chaves-Lépez et al., (2014) describen a este género
como el mas abundante, heterogéneo y comun en chichas de maiz colombianas
elaboradas con métodos ancestrales, donde se encontraron 7 especies distintas.
El género Candida agrupa a mas de 200 especies, se caracterizan por ser
oxidativas y algunas especies son débilmente fermentativas, ademas algunas de
ellas producen metabolitos extracelulares como &acido citrico, etanol, xilitol,
eritritol, biosurfactantes y exopolisacaridos (Kieliszek et al., 2017). De igual forma
el unico aislado de la especie Yarowia lipolytica que obtuvimos en las chichas
ecuatorianas fue en la bebida Chicha del Yamor, en chichas colombianas ya se
habia descrito la presencia de esta especie (Lopez etal.,, 2010). Yarrowia
lipolytica es una levadura aerdbica dimorfica no patégena que destaca por su
capacidad de crecer en entornos hidrofobos. Levaduras de esta especie eran
consideradas microorganismos alterantes de alimentos y bebidas (Howell, 2015),
sin embargo, su capacidad de crecer en entornos hidréfobos y de metabolizar
triglicéridos y acidos grasos como fuentes de carbono, han proyectado su uso a
varias aplicaciones biotecnoldgicas (Goncgalves et al., 2014).

Debido a su potencial fermentativo, se llevd a cabo un analisis molecular mas
profundo (DNA mitocondrial, elementos delta, fingerprinting) de los aislados de
las especies S. cerevisiae y T. delbrueckii para caracterizarlos a nivel de cepa.
Las cepas fueron nombradas por un codigo de tres letras, la letra “E” establecida
por su lugar de origen (Ecuador), la segunda letra representa el origen de la
chicha por sus siglas en inglés (R (Rice-Arroz), O (Oat-avena), G (Grape-uva) o Y
(Yamor)) y la tercera letra se refiere el género (S, T, C).

De los analisis moleculares realizados, el analisis de elementos delta probd ser el
método mas exacto para diferenciar las cepas de S. cerevisiae. Se encontraron
e identificaron seis cepas (ERS1, ERS2, ERS3, EYS4, EYS5, EYS6) mientras que,
con el andlisis del DNA mitocondrial, solo se distinguieron cinco cepas. La
mayoria de los aislados de S. cerevisiae encontradas (18 de los 23) son del tipo
ERS1, siendo las otras cepas corresponden a aislados unicos. Como su codigo
indica, las cepas ERS1, ERS2, ERS3 fueron encontradas en la bebida chicha de
arroz (RC), la diferencia en los patrones electroforéticos entre estas tres cepas
es de un fragmento (la cepa ERS1 presenta un fragmento adicional de ~ 300 pb
mientras que la cepa ERS3 carece de un fragmento de ~ 600 pb). Los patrones
electroforéticos para las cepas encontradas en la chicha del Yamor (YC) eran
muy distintos entre ellos lo que sugeria una mayor diferencia entre las cepas
encontradas. El patrén electroforético de la cepa EYS6 fue el mas parecido al de
la cepa control vinica L2056 (Figura R1.6).
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Figura R1.6 Patrones electroforéticos obtenidos mediante el andlisis de elementos delta
de las diferentes cepas de S. cerevisiae aisladas a partir de chichas ecuatorianas. Los
recuadros en colores sefalan las principales diferencias entre las cepas analizadas.

Estas diferencias entre cepas también pudieron ser apreciadas en los arboles
filogéneticos construidos con las secuencias de las regiones ITS1-5.8S rDNA-
ITS2 (Figura R1.6A) y D1/D2 26S rDNA (Figura R1.7B). Se usé como referencia
las secuencias de la cepa S. cerevisiae S288c obtenidas en las bases de datos
NCBI y SGD. Se encontraron diferencias entre los dos tipos de arboles
filogenéticos siendo el obtenido en base a la region D1/D2 26S rDNA el que
muestra un patrén de similitud entre secuencias muy parecido al obtenido
mediante el analisis de elementos delta. Generalmente se utiliza la regién D1/D2
26S rDNA para la construccion de arboles filogenéticos (Farooq et al., 2018) ya
que esta ha sido secuenciada para casi todas las levaduras conocidas como una
herramienta para la identificacion y para la estimacion de relaciones filogenéticas
(Kurtzman y Robnett, 1998). Las cepas cuyo origen era el mismo (chicha de arroz
o chicha del Yamor) tienen un mayor grado de similitud entre ellas. Las cepas
provenientes de la chicha del Yamor (EYS4, EYS4, EYS6) son mas cercanas
filogenéticamente a la cepa de referencia S288c.
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Figura R1.7 Arboles filogenéticos (Neighbour-joining) basados en (A) Secuencias de los
fragmentos de la regién ITS1-5.8S rDNA-ITS2 (aproximadamente 850 pb) (B)
Secuencias de los fragmentos de la region D1/D2 26S rDNA (aproximadamente 600pb).
Se muestra la posicidon de las cepas aisladas a partir de las chichas ecuatorianas y la
cepa de referencia S. cerevisiae S288c mediante el programa Mega 5.2.

En relacién a las cepas de la especie T. delbrueckii, pese a tener un numero
importante de aislados (47), solo se pudo distinguir dos cepas (EGT1 y EGT2),
siendo unico el aislado correspondiente a la cepa EGTZ2, es decir la mayoria de
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los aislados correspondieron a la cepa EGT1 (Figura R1.8). El analisis del DNA
mitocondrial fue el mas adecuado en este caso y en el que mejor se pudieron
distinguir las cepas de esta especie. El perfil de restriccion de EGT1 resulto ser
mas similar al de la cepa vinica de referencia D291.
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w

EGT1

200

203 D291

Figura R1.8 Perfil de restriccion con la enzima Hinfl del DNA mitocondrial de las cepas
de T. delbrueckii aisladas a partir de chichas ecuatorianas.

En la Figura R1.9 se muestra el arbol filogenético construido en base a las
secuencias de la region ITS1-5.8S rDNA-ITS2 de las dos cepas T. delbrueckii
ecuatorianas y una nueva cepa control T. delbrueckii CBS:1090.

CBs:1080

L EGT2

EGT1

oomo

Figura R1.9 Arbol filogenético (Neighbour-joining) basados en las secuencias de los
fragmentos de la regién ITS1-5.8S rDNA-ITS2 (aproximadamente 850 pb). Se muestra
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la posicion de las cepas aisladas a partir de las chichas ecuatorianas y la cepa de
referencia T. delbrueckii CBS:1090 mediante el programa Mega 5.2.

Al igual que en la especie S. cerevisiae existen variaciones intraespecificas en la
especie T. delbrueckii que dan lugar a diferencias importantes entre cepas, es
por ello que nuevas cepas con una capacidad fermentativa mejorada podrian ser
aisladas y seleccionadas (Ramirez y Velazquez, 2018). Podemos observar que
entre las dos cepas ecuatorianas de esta especie existen diferencias en su perfil
de restriccion del DNA mitocondrial que podria estar relacionado ademas con
caracteristicas metabdlicas y fisiologicas distintas.

El presente estudio se enfocd en el andlisis de levaduras en las chichas
ecuatorianas sin embargo se not6é durante el aislamiento una presencia masiva
de bacterias. La microbiota de la chicha proviene generalmente del sustrato y el
ambiente de fermentacion y por ello es muy variable ademas de diversa; en la
mayoria de ellas se han identificado poblaciones de levaduras y bacterias acido
lacticas (BAL) (Faria-Oliveira et al., 2015). Estudios a partir de chichas elaboradas
por comunidades indigenas han demostrado una presencia masiva y dominante
de bacterias acido lacticas (Puerari et al., 2015). En un estudio reciente se
analizaron chichas de maiz argentinas mediante pirosecuenciacion que reveld la
presencia de especies minoritarias de BAL no detectadas por técnicas de cultivo
(Elizaquivel et al.,, 2015). Estudios metagendmicos y metatranscriptomicos
podrian también ser muy utiles para analizar la biodiversidad en este tipo de
bebidas tradicionales conocidas como sustratos complejos de consorcios
microbianos (De Filippis et al., 2017). Si bien es cierto que actualmente muchos
estudios de biodiversidad van acompafnados de un analisis metagenomico, en
nuestro trabajo nos enfocamos principalmente en la busqueda y seleccion de
levaduras con potencial aplicacion en la produccidén de bebidas alcohdlicas y
para ello requerimos del aislamiento y obtencion de cultivos puros. El analisis
metagenomico de estas bebidas se considera un asunto pendiente para
posteriores estudios.

1.2. Tolerancia a estrés de las distintas especies y cepas

Como se ha comentado en la Introduccién, el desempeio fermentativo de una
cepa especifica en ciertas condiciones esta relacionado con numerosos factores
como los parametros de crecimiento, utilizacién de azucares, tolerancia a estrés
y expresion génica (Dussap y Poughon, 2017). Las fluctuaciones en la
temperatura, osmolaridad, acidez, la presencia de quimicos toxicos, entre otros,
son condiciones a las que las levaduras deben enfrentarse (Kvitek et al., 2008).
La tolerancia a estrés es un buen criterio para seleccionar cepas silvestres para
ser usadas como iniciadores para fermentaciones industriales (lvorra et al., 1999;
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Gamero-Sandemetrio et al., 2014). Con la idea de evaluar la idoneidad de las
especies de levaduras aisladas para su uso industrial en fermentaciones
alcoholicas, se realizd un analisis inicial de tolerancia a estrés en varias
condiciones, usando como cepa de referencia la levadura comercial vinica S.
cerevisiae L.2056.

En este analisis inicial, se evalué la resistencia de uno o dos aislados
representativos de cada especie identificada (Tabla R1.2) en diferentes
concentraciones de etanol (1, 5y 10 %), temperatura (12, 30 y 37 °C) y estrés
osmotico (KCI 1M). Como se puede ver en la tabla R1.3, la cepa control L2056
crecio relativamente bien en todas las condiciones analizadas, como se esperaba
en una cepa comercial industrial.

Tabla R1.3 Crecimiento de especies de levaduras aisladas en chichas ecuatorianas bajo
estrés por etanol, temperatura y osmético.

Crecimiento en

Temperatura

Especies de levaduras Etanol % o
c KCI 1M

12 30 37

Candida sp.

Cryptococcus sp.
Hanseniaspora guillermondii
Hanseniaspora opuntiae
Hanseniaspora sp
Hanseniaspora uvarum
Kodamaea ohmeri
Meyerozyma guilliermondii
Pichia kluyveri

Pichia kudriavzevii
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula slooffiae

S. cerevisiae

Torulaspora delbruecky
Wickerhamomyces anomalus
Yarrowia lipolityca

L2056

+ igual que el control; ++ méas que el control; - menos que el control; 0 sin crecimiento; (c) cepas control
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La concentracion mas alta de etanol (10 %) y la de temperatura a 37 °C fueron
los factores que mas afectaron el crecimiento (Figura R1.10). Esto puede ser
debido a la baja concentracion de etanol alcanzada en la fermentacion de las
chichas y a que éstas no se fermentan a altas temperaturas.

GPY, 30°C GPY + Etanol 10%, 30°C GPY,37°C

121
127

147 O® B & &

R o et .

148
150

L2056

Figura R1.10 Ejemplo del crecimiento de varios aislados de levaduras de chichas
ecuatorianas de diferentes especies en condiciones de estrés por etanol (10 %) y estrés
por temperatura (37 °C).

Cryptococcus sp., Rhodotorula slooffiae y Yarrowia lipolityca fueron las especies
mas sensibles a la mayoria de las condiciones de estrés analizadas. Patrones de
tolerancia similares a los reportados en este trabajo fueron descritos por
Mukherjee et al., (2017) para estas especies. Al contrario, los aislados de
Kodamae ohmeri, Pichia kudriavzevii, y Wickerhamomyces anomalus mostraron
una tolerancia al estrés similar a la cepa control S. cerevisiae L2056. Resultados
similares fueron determinados en un estudio reciente sobre la aplicacién de
levaduras no convencionales para fermentacion de bioetanol, donde los aislados
de W. anomalus y P. kudriavzevii mostraron una alta tolerancia a concentraciones
de etanol de 11 % y 13 % v/v respectivamente, ademas de termotolerancia (37
°C y > 41 °C respectivamente) (Mukherjee et al., 2017).

Se encontraron importantes diferencias entre los aislados pertenecientes a las
cuatro especies identificadas de Hanseniaspora, siendo justamente la que no
pudo ser identificada a nivel de especie, clasificada como Hanseniaspora sp, la
mas tolerante (a nivel de cepa), mientras que H. uvarum fue la mas sensible a
concentraciones de etanol altas y a 37 °C. Tanto en el analisis del perfil de
restriccion de la region ITS1-5.8S rDNA-ITS2 asi como en el analisis de la
secuencia, se encontraron resultados “atipicos” para las cepas clasificadas como
Hanseniaspora sp. (8 aislados correspondientes al patrén de restriccion 10 (Tabla
R1.2)) por lo que seria necesario un estudio molecular y fisiolégico mas profundo
para estos aislados, al detectar que su comportamiento a nivel de tolerancia a
estrés es interesante (similar al de la cepa control). Pina et al., (2004) describen
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el uso en vinificacion de un aislado de la especie H. guillermondii con tolerancia
a concentraciones de etanol de 25 % v/v, por lo que el descubrimiento de nuevos
aislados resistentes de este género puede tener un alto potencial para su
aplicacion en diferentes fermentaciones alcohdlicas.

De forma general los aislados de chichas ecuatorianas de la especie S. cerevisiae
mostraron una buena tolerancia a estrés, aunque no igual que la cepa comercial,
con una baja tolerancia a frio y a estrés hiperosmotico. Sin embargo, los aislados
de la especie T. delbrueckii mostraron un crecimiento menor a la cepa control en
todas las concentraciones de etanol. S. cerevisiae, y mas recientemente T.
delbrueckii, son ampliamente estudiadas para la fermentacion de bebidas
alcohdlicas como cerveza y vino (Kurtzman et al., 2011; Canonico et al., 2016;
Benito, 2018). T. delbrueckii es conocida por ser una especie de levadura
altamente osmo y criotolerante (Alves-Araujo et al., 2007) y diferentes cepas son
consideradas particularmente interesantes para las industrias de panificacion,
cerveza y vino (Benito, 2018; Canonico et al.,, 2016). Estudios diferentes en
chichas han demostrado una considerable diversidad fenotipica y genotipica
entre cepas de S. cerevisiae y también una presencia importante de aislados de
T. delbrueckii (Pil6 et al., 2018; Vallejo et al., 2013). Varias cepas de las dos
especies han sido también identificadas en la parte continental y en las Islas
Galapagos del Ecuador (Carvajal et al., 2014).

Debido a su amplio uso en diferentes aplicaciones industriales basados en la
fermentacion alcohdlica, la tolerancia a estrés de las cepas aisladas de S.
cerevisiae y T. delbrueckii fue caracterizada mas a fondo, se incluy6 también los
analisis de estrés oxidativo y estrés salino, y se usaron como cepas control S.
cerevisiae L2056 y T. delbrueckii D291. Aislados de Candida sp. fueron también
incluidos en este nuevo analisis debido a su presencia masiva en las chichas del
Yamor. Los resultados de este estudio mas detallado se muestran en la tabla
R1.4.
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Tabla R1.4 Crecimiento de las cepas de las especies Candida sp., S. cerevisiae y T.
delbrueckii bajo diferentes condiciones de estrés.

Crecimiento

Cepa de Temperatura Sorbitol .
levadura 120z [mM] oC NaCl [M] IM] Etanol %

25 35 12 30 37 07 12 09 15 5 10 12

S. cerevisiae
ERS1
ERS2
ERS3
EYS4
EYS5
EYS6
L2056

T. delbrueckii

EGT1
EGT2
D291

Candida sp.
EOC1

EOC2 - 0 0 -

+ igual que el control; ++ mas que el control; - menos que el control; 0 sin crecimiento; (c) cepas control

Como se puede ver en la tabla R1.4 se encontraron importantes diferencias entre
especies y también entre cepas que pertenecian a la misma especie. La cepa
L2056 fue usada como control para las cepas de la especie S. cerevisiae mientras
que la cepa T.delbrueckii D291 fue usada como cepa control para el grupo de
levaduras no-Saccharomyces. Enfocandonos en las cepas de S. cerevisiae, la
variabilidad fenotipica fue menor para las cepas aisladas de la chicha de arroz
(ERS1, ERS2, ERS3) mientras que se encontraron importantes diferencias en
resistencia a estrés a nivel de cepa para aquellas aisladas a partir de la chicha
del Yamor (EYS4, EYS5, EYS6). EYS6 fue la cepa mas sensible para la mayoria
de condiciones de estrés mientras que EYS4 fue la mas resistente, incluso mas
que la cepa control L2056 en lo que respecta a estrés salino (Figura R1.11). Las
cepas aisladas de chicha parecen ser mas tolerantes a condiciones de estrés por
altas concentraciones de NaCl, mientras que la mayoria de ellas no mostraron
alta tolerancia al sorbitol, lo que indica que no tienen una mayor tolerancia
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general a estrés osmotico, pero si a una buena habilidad para crecer en altas
concentraciones salinas. Esto podria indicar que las chichas son ambientes ricos
en sales, y que estas cepas podrian ser utiles para fermentaciones donde las altas
concentraciones de sal son relevantes.

YPD, 30 °C YPD, 37 °C

L2056

ERS3

ERS2

ERSI

Figura R1.11 Crecimiento de algunas cepas de S. cerevisiae aisladas en chichas
ecuatorianas (ERS1, ERS2 y ERS3) en medio YPD y varias condiciones de estrés (37 °C,
H.O, 3.5M, NaCl 0.7 M).

En el caso de las cepas de T. delbrueckii, tanto EGT1 como EGT2 fueron muy
sensibles a todas las concentraciones de etanol y sorbitol evaluadas, mientras
que la cepa vinica control D291 crecidé a 5 % etanol y 1.5 M sorbitol. La cepa
EGT2 mostré una mayor tolerancia al estrés salino y oxidativo que la cepa EGT1,
mientras que EGT1 crecidé mejor a bajas temperaturas. Por su relevancia en usos
industriales, cabe destacar que EGT2 mostré caracteristicas de floculacion
similares a la de la cepa control D291, mientras que EGT1 no era floculante. A
concentraciones de etanol superiores al 5%, todas las cepas de la especie T.
delbrueckii, incluida la cepa control, mostraron un crecimiento disminuido similar.

Aunque encontramos solo seis cepas de S. cerevisiae y dos cepas de T.
delbrueckii en las chichas ecuatorianas analizadas, estas mostraron diferencias
fisioldgicas entre ellas, reflejadas particularmente en sus perfiles de tolerancia a
estrés. Una combinacion de los eventos de domesticacion y dispersién son
probablemente el origen de las levaduras de las chichas (Gomes et al., 2009),
por lo que la variabilidad de nuestros aislados de levaduras podria ser
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consecuencia de ello. En ambientes naturales, las levaduras estan continuamente
sujetas a cambios en la osmolaridad externa y a la exposicion a ambientes con
altas concentraciones de solutos, como los sustratos de chicha, que podrian dar
lugar a un estrés hiperosmotico (Gibson et al.,, 2007). Aunque la mayoria de
cepas ecuatorianas S. cerevisiae mostraron una baja tolerancia a altas
concentraciones de sorbitol, la mayoria de ellas mostré una mejor tolerancia a
concentraciones altas de NaCl. El contenido de NaCl de chichas lationamericanas
se desconoce, sin embargo, se ha determinado que la panela tiene un alto
contenido de minerales que podria ser el origen de estos compuestos en las
chichas (Jaffé, 2015).

El estrés ionico tiene caracteristicas comunes con el estrés hiperosmoético, pero
también involucra sistemas fisioldgicos comprometidos con la homeostasis idnica
(Hohmann y Mager, 2003). Garcia et al., (1997) sugiere que la tolerancia relativa
de las levaduras al efecto osmoético y a la toxicidad por cationes de Na*, estan
moduladas por el control general de catabolito ejercido por la glucosa. Esta
habilidad podria determinar el éxito de la fermentacion en matrices alimentarias
de alta osmolaridad, como la chicha. La regulacién de los flujos de Na* y K* a
través de la membrana plasmatica, la modulacion de las propiedad de la pared
celular, produccién y acumulacion de osmolitos compatibles y rutas de
senalizacion de estrés han sido estudiadas para la levadura alimentaria
osmotolerante y halotolerante Zygosaccharomyces rouxii (Dakal et al., 2014), por
lo que estudios similares podrian ser desarrollados en un futuro para las
levaduras aisladas en este trabajo.

En cuanto a las cepas de Candida sp., EOC1 mostré una resistencia al estrés
similar a algunas cepas de S. cerevisiae (particularmente a estrés por NaCl),
mientras que EOC2 mostré una tolerancia a estrés oxidativo y bajas temperaturas
mejor que cualquier otra levadura analizada, incluyendo los dos controles,
aunque nuevamente fueron bastante sensibles al etanol. Este género incluye
principalmente levaduras con metabolismo respiratorio, lo que podria justificar
esa mayor tolerancia a estrés oxidativo (Kieliszek et al., 2017).

1.3. Anadlisis de la actividad amilasa

Los carbohidratos, principalmente el almidon y los azucares solubles, son la
principal fuente energética presente en las materias primas usadas para producir
chichas. Histéricamente la saliva era afiadida como una fuente de amilasa (Ramos
y Schwan, 2017) pero actualmente la mayoria de las chichas son preparadas con
un residuo de un lote previo o solo por fermentacion espontanea (Pilo et al.,
2018). Debido al potencial interés de las levaduras aisladas como iniciadores en
la produccion de chicha y otras fermentaciones de interés biotecnoldgico, se
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decidio realizar un rastreo general en medios sdlidos para determinar posibles
aislados con actividad amilasa, ya que ésta es requerida para la asimilacion de
almidon tipicamente presente en casi todas las chichas tradicionales. Se incluyé
como referencia una cepa con buena actividad amilasa, la levadura panadera S.
cerevisiae Cinta Roja.

Es importante destacar la dificultad de la puesta a punto de este experimento ya
que generalmente la actividad amilasa en levaduras es muy débil y no es muy
comun. La mayoria de las cepas aisladas no mostraron actividad amilasa en el
ensayo de formacion de halo de hidrdlisis en las dos concentraciones de almiddén
analizadas por lo que en la Tabla R1.5 solo se muestran las levaduras que
presentaron actividad amilasa detectable.

Tabla R1.5 Diametro del halo de hidrdlisis (mm) de cada cepa en dos medios ricos en

almidon. Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan
indicados con letras distintas.

Contenido de almidén

Especie Cédigo
YPS (1 %) AAM (0.5 %)
ERS1 095 = 0.05 1.00 + 0.00 @
ERS2 095 = 0.05 1.00 + 0.00 @
ERS3 085 + 0.05 080 + 0.00 °
Saccharomyces EYS4 1.00 + 0.00 1.00 + 010 @
cerevisiae EYS5 095 + 005 095 * 005 @
EYS6 0.00 = 0.00 0.00 = 0.00
Cinta Roja(c) 1.53 + 0.15 143 + 013 °
L2056 1.20 = 0.07 1.00 + 0.07 2
Torulaspora delbrueckii EGT1 095 %= 0.05 1.00 + 0.00 =
EGT2 110 = 0.30 075 + 0.05 =@
Candida sp. EOCH1 0.00 = 0.00 0.00 = 0.00
EOC2 0.00 = 0.00 0.00 = 0.00
Cryptococcus sp. EOR 250 + 040 * 200 % 0.00 ¢
Wickerhamomyces ERW 1.25 = 0.05 125 + 015 *®
anomalus
Kodamaea ohmeri ERK 1.20 = 0.00 110 = 0.00 3¢

El diametro del halo esta expresado en mm; (c) cepas control
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Respecto a las cepas ecuatorianas de S. cerevisiae, EYS6 no mostré ninguna
actividad, y las otras mostraron nuevamente una baja actividad en el rango de
levaduras vinicas, como es usual en esta especie, sin alcanzar nunca a la levadura
panadera especializada utilizada como control. Sin embargo en otro estudio
similar, algunas cepas naturales del género Saccharomyces aisladas de chichas
peruanas mostraron la capacidad de asimilar almidon (Vallejo et al., 2013), por lo
que si es posible encontrar en estos sustratos algunas cepas que posean esta
caracteristica metabdlica.

Las levaduras del género Candida tampoco mostraron ninguna actividad,
mientras que los aislados de las especies Torulaspora, Wickerhamomyces y
Kodamaea mostraron una actividad amilasa sustancial en el rango de la cepa
vinica S. cerevisiae L2056, aunque menor a la de la levadura panadera Cinta
Roja.

Como se puede observar en la Figura R1.12 el aislado de la especie
Cryptococcus sp. procedente de chicha de avena mostré una actividad amilasa
mucho mayor a la detectada para Cinta Roja, se puede apreciar un mayor
crecimiento en este medio y una mayor actividad amilolitica. En el control positivo
(Cinta Roja) se observa un halo mas definido, sin embargo, el halo que se
visualiza para el aislado de Cryptococcus es mas extenso y mucho mas claro
alrededor de la colonia. Esto sugiere que existen diferencias moleculares en
cantidad y/o actividad de esta enzima entre estos dos tipos de células.

Figura R1.12 Imagen de la cepa de la especie Criptococcus sp. (B) comparada con la
cepa panadera de referencia S. cerevisiae Cinta Roja (A) en placas con medio AAM (0.5
% de almidon) teiida con vapores de yodo. La linea central cepresenta el diametro total
del halo.
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Una glicoproteina con una masa molecular aparente entre 75 - 84.5 kDa fue
purificada de una cepa de Criptococcus flavus aislado de frutas brasilefias
(Wanderley et al., 2004). Las especies de levaduras de este género pueden ser
una fuente importante de amilasa, por lo que un analisis adicional deberia ser
llevado a cabo para evaluar la posibildad de usarlo como coinéculo con una
levadura fermentativa, una vez descartada la presencia de rasgos de
patogenicidad, o como organismo productor para la obtencién y posterior
purificacion de la citada enzima.

Las levaduras mas comunes y estudiadas capaces de metabolizar el almidon son
las de la especie S. cerevisiae var. diastaticus y Saccharomycopsis fibuligera, que
producen tres y dos formas diferentes de glucoamilasas, respectivamente;
ademas se ha descrito a la levadura amilolitica Pichia subpelliculosa ABWF-64
(Mohanan y Satyanarayana, 2018). Estudios mas detallados a nivel de actividad
glucoamilasa podrian llevarse a cabo luego de un screening inicial como el
desarrollado en este trabajo. Especies del género Bacillus, microorganismos
comunes de las chichas, han sido encontrados como beneficiosos para el
proceso fermentativo debido a la produccion de enzimas hidroliticas como
amilasas y proteasas (Resende et al.,, 2018). Probablemente, la hidrdlisis del
almidon en las chichas es principalmente llevada a cabo por bacterias antes que
por levaduras.

1.4. Estudio de la actividad invertasa

Como se menciond anteriormente, las melazas son usadas para la propagacion
de levaduras en produccién de biomasa industrial, donde la sacarosa es la
principal fuente de carbono por lo que las levaduras seleccionadas como
iniciadoras deben metabolizar de forma eficiente este disacarido (Bekatorou
et al.,, 2006). La actividad invertasa se requiere para el uso metabdlico de la
sacarosa, el carbohidrato mas comun en melazas (Marques etal., 2015) y
también un azucar abundante presente en la mayoria de chichas debido a la
adicion de panela como agente endulzante de la bebida. La produccion de
invertasa es altamente variable en levaduras y muy dependiente de cepa. En la
cepa de referencia de S. cerevisiae, la invertasa esta codificada por el gen SUC2,
uno de los mas regulados en funcion de la disponibilidad de fuentes de carbono
(Del Castillo-Agudo et al.,, 1992); por todo se ello, se consideré importante
determinar las diferencias entre las distintas cepas seleccionadas. Se llevo a cabo
la determinacion de esta actividad enzimatica tanto en condiciones de represion
como de desrepresion en las levaduras seleccionadas con mejor capacidad
fermentativa, y se incluyd para este experimento una segunda cepa control, la
cepa de laboratorio BY4742 ya que se deseaba analizar la actividad invertasa en
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condiciones de represion en altas concentraciones de glucosa, represion que
suele ser completa en cepas de laboratorio.

Los resultados de las medidas de actividad invertasa en las cepas representativas
ERS1, EYS4, EYSS5 y EGT1 y sus controles, se muestran en la Figura R1.13. Se
puede observar que las tres cepas S. cerevisiae ERS1, EYS4, EYS5 mostraron
una actividad invertasa mayor a su control L2056, tanto en condiciones de
represion como de desrepresion. Resultados similares fueron reportados por
Bozdag y Greig (2014) en un estudio realizado con levaduras aisladas de distintos
ambientes domésticos y silvestres, se encontraron diferencias significativas en la
produccion de invertasa en once cepas distintas que posiblemente esta
relacionada con diferencias en la regulacion del gen SUCZ2. El fondo genético y
la estructura de los genes son las principales razones por las que se presentan
diferencias en la produccién de esta enzima en distintas especies y cepas (Del
Castillo-Agudo et al., 1992), por ello un estudio mas detallado de esta secuencia
en las cepas ecuatorianas podria ser de interés.
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Figura R1.13 Actividad invertasa de cepas de levaduras seleccionadas en condiciones
de represién (2 % glucosa) y desrepresion (0.05 % glucosa). Las cepas usadas como
control fueron S. cerevisiae L2056 y BY4742, y T. delbrueckii D291. Grupos de medias
que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con letras
distintas.
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La actividad invertasa de las cepas de T. delbrueckii estudiadas en este trabajo,
fue menor y significativamente diferente comparado con los valores obtenidos
para las cepas de S. cerevisiae. No obstante, la actividad de EGT1 es mayor que
la cepa de referencia. Estos resultados difieren de los obtenidos en otros estudios
con una cepa panadera de T. delbrueckii en un medio YP rico, donde la actividad
invertasa fue similar a la observada para las cepas S. cerevisiae (Alves-Araujo
et al., 2007).

De forma general, la actividad invertasa fue de aproximadamente 3 a 5 veces
mayor en una concentracion baja de glucosa (0.05 %) que en concentraciones
altas de glucosa (2 %), debido a la desrepresion del gen SUC2 (Marques et al.,
2015), pero a diferencia de la cepa de laboratorio, no se observo una represion
casi completa de la actividad invertasa en 2 % de glucosa, lo que sugiere una
regulacion mas flexible de la utilizacién de fuentes alternativas de carbono, que
también fue observada para la cepa vinica industrial S. cerevisiae L2056. Asi
pues, todas las cepas de chicha de S. cerevisiae, asi como también la cepa
control vinica L2056, mostraron una represion incompleta cuando las células
crecieron en glucosa 2 % ya que la actividad invertasa es mayor que en la cepa
de laboratorio BY4742 en estas condiciones.

Se ha descrito que la produccion de invertasa en cepas de S. cerevisiae aisladas
a partir de bebidas tradicionales de la India fue variable en funcion del sustrato
utilizado y las condiciones de cultivo, la estandarizacion de estos dos factores fue
determinante para lograr una produccion mayor de esta enzima (Chand Bhalla
et al., 2017). Estudios similares podrian realizarse con las levaduras ecuatorianas
en sustratos asequibles y comunes en Ecuador. Levaduras de la especie Candida
utilis son también una fuente muy importante de invertasa (Kulshrestha et al,,
2013), por lo que resultaria de interés evaluar esta actividad también para todas
las cepas de la especie Candida aisladas en este trabajo.

1.5. Habilidad para crecer en medio melaza

La propagacion de biomasa a gran escala es requerida para la produccion de
cultivos iniciadores de levaduras como paso previo para su uso en las
fermentaciones industriales. Las condiciones a las que se exponen las levaduras
durante el proceso de propagacion de biomasa pueden afectar dramaticamente
a parametros econdémicamente muy importantes del proceso de fermentacion,
como el rendimiento obtenido, y a sus habilidades tecnoldgicas, como la
capacidad fermentativa (Pérez-Torrado etal, 2005). ElI sustrato mas
ampliamente usado para la produccion de biomasa de levaduras es la melaza de
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cana de azucar o de remolacha, debido a su disponibilidad y bajo costo, su
composicion nutricional y la ausencia de sustancias toxicas e inhibidores de la
fermentacion (Bekatorou et al., 2006). Por esta razon se decidié evaluar el
crecimiento en melaza de remolacha a escala de laboratorio de aislados
seleccionados, de las doce cepas previamente seleccionadas en el analisis de
tolerancia a estrés de la tabla R1.4, 6 cepas de la especie Saccharomyces y 6
levaduras no-Saccharomyces (2 cepas de T. delbrueckii, 2 cepas de Candida sp.,
ademas una cepa de las especies Wickerhamomyces anomalus y Kodamaea
ohmeri). El crecimiento fue seguido por determinacion de unidades formadoras
de colonias (UFC) y DOgoo después de 24 y 48 horas de cultivo a 30 °C, usandose
como cepas control las cepas vinicas S. cerevisiae L2056 y T. delbrueckii D291.

Todas las cepas fueron capaces de crecer en este medio. Respecto a la medida
de UFC, se observo un crecimiento significativamente diferente entre las seis
cepas ecuatorianas de S. cerevisiae a las 24 h siendo EYS5 la cepa que presentd
el mejor desempeiio y ERS3 el peor. En general, se observo poco crecimiento
entre las 24 y 48 h, aunque no se observo pérdida de viabilidad a lo largo de este
periodo (Figura R1.14).
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Figura R1.14 Crecimiento en melaza (UFC/mL) de cepas de levaduras seleccionadas S.
cerevisiae (A) y no-Saccharomyces (B). Se usé como cepas control S. cerevisiae L0256
y T. delbrueckii D291. Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p
< 0.05), estan indicados con letras distintas.

Respecto a la medicidén de absorbancia, no se encontraron grandes diferencias
de crecimiento al compararlas con la cepa de referencia, excepto para las cepas
ERS3 y EYS6, que crecieron menos (Tabla R1.6). Las cepas T. delbrueckii
procedentes de chicha alcanzaron por lo general mayores DO que la cepa de
referencia, indicando un buen crecimiento en dicho medio.
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Tabla R1.6 Crecimiento en melaza (DOsw) de cepas de levaduras seleccionadas S.
cerevisiae y no-Saccharomyces. Se usaron S. cerevisiae L0256 y T. delbrueckii D291
como cepas control. Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p
< 0.05), estan indicados con letras distintas.

DOsoo
Especie Cepa
24 h 48 h
ERS1 1765 + 055 °® 2219 + 069 °
ERS2 1727 + 030 ° 21.08 * 0.78 ¢
ERS3 1233 + 030 °@ 19.03 + 0.59 ¢®
S. cerevisiae EYS4 1833 + 048 ©° 2112 + 179 ¢
EYS5 1576 + 052 °® 1521 + 038
EYS6 1090 + 062 °@ 10.75 + 049 =@
L2056 16.17 + 0.58 ° 1855 + 0.37
EGT1 2203 + 0.89 ¢ 2234 + 073 B
T. delbrueckii EGT2 1849 + 0.97 E° 1263 + 1.46 *8
D291 10.89 + 1.00 * 962 + 1.03 *
Candid, EOC1 18.01 + 0.31 BC 1718 + 0.53 *B
andida sp.
EOC2 1155 + 048 A 1519 + 0.39 *8
W. anomalus ERW1 15.06 + 1.07 #B 2025 + 233 %8B
K. ohmeri ERK1 1481 + 0.66 *® 23.08 + 509 B

Los medios preparados a partir de melaza son ricos en sacarosa, generalmente
cuentan con la cantidad necesaria de nutrientes para el crecimiento de levaduras
(especialmente aquellas del género Saccharomyces) por lo que se convierte en
un sustrato adecuado para la produccion de biomasa (Marques et al., 2015). A la
mayoria de chichas ecuatorianas suele afiadirse como agente endulzante
“panela” que es un derivado de la cafia de azucar y por ende una fuente rica de
sacarosa. El crecimiento adecuado de los aislados de levaduras ecuatorianas
refleja que estas estan adaptadas a sustratos similares.

La produccion industrial esta disefiada para lograr una conversion eficiente de
materias primas azucaradas en biomasa de levaduras (Vieira et al., 2013), por lo
que un crecimiento eficiente de levaduras en sustratos usuales de melaza es un
indicador de la posibilidad o superioridad de una cepa para ser producida como
iniciador. Todas las cepas ecuatorianas mostraron un buen crecimiento en medio
melaza, con algunas diferencias entre cepas y especies. Las cepas ecuatorianas
S. cerevisiae EYS4 y EYS5 mostraron un buen crecimiento en el medio melaza 'y
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también una tolerancia al estrés (ver apartado 1.2 de Resultados y Discusion)
similar a la cepa vinica comercial L2056 que fue usada como control.

La producciéon industrial de biomasa de levaduras no-Saccharomyces como
iniciadores de cultivos involucra la caracterizacion de su fisiologia y
requerimientos nutricionales ya que en la mayoria de los casos estos son
especificos de la especie e incluso de la cepa. Existen varios estudios en relacion
a S. cerevisiae pero se conoce poco sobre el resto de levaduras no
convencionales (Schnierda et al., 2014). El estudiar el crecimiento de estas cepas
en melaza permite obtener una idea mas clara de su posible aplicacion como
iniciadores de fermentacion ya sea en coinoculaciones o en cultivos puros.

Las cepas ecuatorianas de la especie T. delbrueckii mostraron un buen
crecimiento en el medio melaza, incluso mejor al de algunas cepas de S.
cerevisiae. (Figura R1.14B) e incluso los valores finales de viabilidad son similares
(y hasta mas altos) que los encontrados con las cepas de S. cerevisiae. En un
estudio sobre patrones de utilizacion de azucares de T. delbrueckii se encontrd
que en medios ricos en sacarosa la cepa panadera T. delbrueckii PYCC 5321
mostré un crecimiento mas lento al de S. cerevisiae PYCC 5325 aunque los
rendimientos de biomasa fueron equivalentes (Alves-Araujo et al., 2007); estos
resultados concuerdan con los obtenidos en nuestra investigacion. Las cepas de
Candida sp también crecieron a una densidad celular similar, siendo EOC1 mas
rapida que EOC2. Las especies y cepas del género Candida presentan muchas
diferencias metabdlicas entre ellas por lo que la capacidad de asimilar y
fermentar azucares, debido a ser la mayoria de ellas débilmente fermentativas y
aerobias, es muy dificil de predecir (Kieliszek et al., 2017); en este trabajo las dos
cepas presentan un buen crecimiento en este medio. Las cepas de las especies
Wickerhamomyces anomalus y Kodamaea ohmeri presentaron un crecimiento
inferior, aunque no estadisticamente diferente, al de las cepas de Candida y
Torulaspora en cuanto a células viables, pero con mayores DO finales, lo que
puede ser debido a un tamano celular mayor.
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1.6. Estudio de la capacidad fermentativa en un medio rico en
monosacaridos

Como los diferentes usos industriales de las levaduras requieren de su habilidad
para fermentar azucares de forma eficiente, se realizé un ensayo para determinar
la capacidad fermentativa, medida como produccién de CO,, usando un medio
rico en monosacaridos facilmente fermentables (una mezcla equimolar de
fructosa y glucosa en cantidad similar al mosto de uva), YPGF. Se us6 como
cepas control S. cerevisiae L2056 y T. delbrueckii D291.

Las cepas de S. cerevisiae EYS4 y EYS5 mostraron una capacidad fermentativa
similar a su cepa control L2056, mientras que el resto mostré una capacidad
fermentativa menor, particularmente EYS6 que fue la que peor eficiencia mostro
(Figura R1.15A). Valores similares a los obtenidos para las cepas EYS4 y EYS5
se han descrito para la cepa comercial vinica T73 (Gamero-Sandemetrio et al.,
2014).
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Figura R1.15 Capacidad fermentativa (mL CO,/107 células) en medio YPGF a partir de
biomasa fresca (A) Cepas del género Saccharomyces (B) Cepas no-Saccharomyces.
Las barras de error corresponden a DT de tres experimentos independientes.

Todas las cepas no-Saccharomyces mostraron claramente una capacidad
fermentativa menor a la de las cepas de S. cerevisiae (Figura R1.15B, Tabla R1.7).
Esto tiene mucho sentido ya que se ha demostrado en varias investigaciones que
el consumo de azucares es mas rapido con levaduras de la especie S. cerevisiae
que con otras levaduras que no pertenecen a este género (Segura-Garcia et al.,
2015). EGT1 y EGT2 mostraron una capacidad fermentativa menor que su cepa
de referencia D291. Candida EOC2 fue la cepa con la peor capacidad
fermentativa, mientras que Candida EOC1 fermentdé mejor que cualquiera de las
cepas de T. delbrueckii, esto podria tener relacidn con su mayor tolerancia al
estrés osmatico. Las cepas ecuatorianas estudiadas de la especie T. delbrueckii
y las cepas de género Candida mostraron valores de capacidad fermentativa
ligeramente mayor (Tabla R1.7) a las reportadas para cepas vinicas de T.
delbrueckii y de C. stellata (Gamero-Sandemetrio et al., 2018).
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Tabla R1.7 Capacidad fermentativa final de biomasa fresca de las cepas de S. cerevisiae,
T. delbrueckii y Candida sp. medida como mililitros de CO2 producidos por 107 células
después de 6 h de crecimiento en medio YPGF. Grupos de medias que son
estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con letras distintas.

Especie Cepa mL CO2/107 células
ERS1 3001 = 1.74 ¢
ERS2 3183 + 166 ¢
ERS3 3206 + 203 ¢
Saccharomyces EYS4 3624 + 084 @
cerevisiae
EYS5 3898 + 1.18 ¢
EYS6 2422 + 059 ¢
L2056 36.81 + 048 ¢
EGT1 13.02 + 027 °*
Torulaspora delbrueckii EGT2 1256 + 155 =@
D291 1856 + 062 °
EOC1 2646 + 190 «
Candida sp.
EOC2 1211 + 110 °

Se ha determinado que las levaduras domesticadas generalmente tienen,
comparadas con las cepas silvestres, una habilidad superior para usar ciertos
azucares tipicos de sustratos industriales (como la maltosa en las masas de pan),
sin embargo la capacidad de llevar a cabo una fermentacion vigorosa, bajo
condiciones de estrés osmético, es muy variable y no depende unicamente de
que pueda metabolizar estos azucares (Bell et al., 2001). Se puede observar que
esto se cumple con las cepas silvestres ecuatorianas ya que algunas de ellas
poseen una capacidad fermentativa comparable a la de la cepa industrial de
referencia.

1.7. Tolerancia a la deshidratacion de levaduras seleccionadas para su
posible uso como ADY

Solo en ocasiones se utilizan cultivos iniciadores en la obtencién de bebidas
fermentadas tradicionales a partir de cereales y, en esos casos, son residuos de
un proceso de fermentacion previo que contiene un concentrado de
microorganismos Yy otros precipitados. Sin embargo, se ha comprobado que en
este tipo de “iniciadores”, los microorganismos tienen una actividad fisiolégica
reducida ademas de un tiempo de vida muy corto, de dias a semanas (Brandt,
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2014), por lo que el desarrollo de inoculos estandarizados en forma de levadura
seca activa (ADY) seria una solucién muy deseable para controlar y mejorar su
produccion. Para la obtencion de este tipo de indculos, la tolerancia a la
deshidratacion es una propiedad altamente apreciada, sin embargo dicho
proceso es muy dafino para la estructura y funcionalidad de la célula por lo que
las levaduras que presentan una mayor tolerancia muestran un mejor desempefo
fermentativo cuando se obtienen como ADY (Gamero-Sandemetrio et al., 2014).

Basandonos en los resultados obtenidos en los apartados anteriores, se
seleccionaron las cepas S. cerevisiae ERS1, EYS4, EYSS y la cepa T. delbrueckii
EGT1 como mejores fermentadoras para continuar con los posteriores analisis.
Estas cuatro cepas y sus correspondientes controles S. cerevisiae L2056 y T.
delbrueckii PYCC 5321 fueron cultivados en medio melaza y se sometieron a
deshidratacion. Se seleccion6 como control adecuado para estos experimentos
la cepa T. delbrueckii PYCC 5321 debido a su fenotipo no floculante, mas
adecuado para la comparacion en condiciones de deshidratacion.

Como parte inicial de este estudio se plante6 la estandarizacion de las
condiciones de deshidratacion a escala de laboratorio, para lo que se ensayaron
varias estrategias con el fin de obtener un concentrado de levaduras con la
consistencia adecuada para poder ser finalmente secado en el equipo de
deshidratacion. Se establecio como indispensable para poder empezar el
proceso un paso previo de secado en discos de papel filtro. El resultado de este
trabajo es el proceso detallado en el apartado 4.1 de Materiales y Métodos.

Tras la deshidratacién a diferentes tiempos de la biomasa procedente de cultivos
en medio melaza se determind la viabilidad y se comparé con la viabilidad de las
células frescas originales (Figura R1.16). Se observé que la tolerancia a la
deshidratacion es dependiente de cepa, siendo las cepas ERS1 y EYS4 mas
sensibles, mientras que la cepa EYS5 mostré una mayor resistencia a lo largo de
todo el proceso de deshidratacién, incluso mayor a la de la cepa control L2056.
La cepa T. delbrueckii EGT1 mostr6 también una alta tolerancia a la
deshidratacion comparada con su cepa de referencia e incluso mayor que L2056
a largos tiempos de secado. Estos resultados estan de acuerdo con trabajos
previos del grupo de investigacion, donde se establecen diferencias entre cepas
en relacién a la resistencia de las levaduras a los procesos de deshidratacion-
rehidratacion (Gamero-Sandemetrio et al., 2014).
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Figura R1.16 Viabilidad de las cepas de levaduras seleccionadas, después de diferentes
tiempos de deshidratacion (30, 45 y 60 min) en un deshidratador de lecho fluidizado. Se
usaron como cepas control S. cerevisiae L2056 y T. delbrueckii PYCC5321. Grupos de
medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con letras
distintas.

La cepa EYSS mostré una viabilidad de 82.7 % después de 60 min de
deshidratacion, similar a la tolerancia reportada para la cepa vinica comercial T73
(79.7 %) (Gamero-Sandemetrio et al., 2014). En un estudio reciente, una buena
resistencia a diferentes condiciones de deshidratacion fue reportada para la cepa
CBS4865 T. delbrueckii, su viabilidad fue = 65 % (Camara et al., 2019). La cepa
ecuatoriana de T. delbrueckii EGT1 también mostré una fuerte tolerancia a la
deshidratacion, en el rango de la cepa comercial vinica L2056.

Se llevaron a cabo a continuacion cinéticas de deshidratacion con el fin de
estandarizar el tiempo de secado de cada cepa para obtener aproximadamente
un 10% de humedad relativa. Como se puede observar en la figura R1.17,
existieron diferencias entre cepas y especies.
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Figura R1.17 Cinética de deshidratacion de las levaduras seleccionadas en un
deshidratador de lecho fluidizado. El recuadro en rojo sefala el tiempo tedrico
correspondiente a una humedad relativa del 10%.

El calculo del tiempo tedrico se realizd por interpolacion lineal entre los dos
puntos de la curva (Figura R1.17) entre los que se encontraban valores de
humedad relativa de 10 %. Basandonos en el valor tedrico y las correspondientes
desviaciones estandar, se decidié establecer tres tiempos distintos de
deshidratacion para las 6 cepas (Tabla R1.8). Es importante aclarar que se noté
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una variabilidad importante de un lote a otro (desviacion estandar cercana a 5%
en algunos casos).

Tabla R1.8 Tiempos de deshidratacion (tedérico y experimental) en cada cepa
seleccionada para obtener un 10 % de humedad relativa.

Tiempo (min)

Cepa
Tedrico Experimental

ERS1 52.15 = 3.56 53

EYS4 42.2 £ 594 40

EYS5 68.41 £ 2.23 68

L2056 70.23 £ 2.99 68

EGT1 4248 +4.78 40
PYCC 5321 56.13 £ 2.85 53

Una vez estandarizados los tiempos de deshidratacion, se midio la viabilidad y la
capacidad fermentativa de la biomasa secada en estas condiciones. En la tabla
R1.9 se detallan los valores obtenidos para cada cepa seleccionada.

Tabla R1.9 Porcentaje de viabilidad y capacidad fermentativa final de la biomasa
deshidratada (HR ~ 10 %) de las cepas de S. cerevisae y T. delbrueckii, medida como
mililitros de CO, producidos por 107 células después de 6 h de crecimiento en medio
YPGF. Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan
indicados con letras distintas.

Tiempo de Capacidad
Cepa deshidratacion % Viabilidad fermentativa
(min) mL CO2/107 células
ERS1 53 29.09+1.55° 8.78 £0.94 2
EYS4 40 4491+1.15° 19.13+0.87°
EYS5 68 63.68+1.44° 14.94 £ 0.83°
L2056 68 2780+ 1.14 2 17.12+0.79°
EGT1 40 83.35+1.08 ¢ 6.61+0.75°2
PYCC5321 53 74.55+1.27 ¢ 5.43 +0.58 2

Es importante aclarar que, pese a que los tiempos de deshidratacion no eran
iguales para todas las cepas, se compararon los valores obtenidos al tener como
factor comun la humedad relativa del 10 %. Como se puede ver en la tabla R1.9,
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en la mayoria de las cepas S. cerevisiae ensayadas, excepto la cepa EYS5, un
mayor tiempo de deshidratacion supone menor viabilidad. En el caso de las cepas
T. delbrueckii los valores de viabilidad fueron los mas altos pese al tratamiento
de secado, la cepa EGT1 presentd la viabilidad mas alta de todas las cepas
evaluadas.

En cuanto a capacidad fermentativa, la cepa S. cerevisiae ERS1 y las dos cepas
de la especie T. delbrueckii mostraron una capacidad fermentativa mas baja. No
se encontraron diferencias estadisticas en los valores finales de capacidad
fermentativa entre las cepas EYS4, EYS5 y la cepa vinica de referencia L2056
pese a que existia una diferencia importante en la viabilidad de las mismas. Los
valores de capacidad fermentativa encontrados para las tres cepas de S.
cerevisiae ERS4, ERS5 y L2056 son superiores a los descritos para la cepa
industrial vinica T73 (10.52 + 0.30) (Gamero-Sandemetrio etal., 2018),
posiblemente las diferencias en la técnica de deshidratacion usadas permitié que
ademas de que se logre una mayor viabilidad también se tenga una mayor
capacidad fermentativa. En relacion a las cepas de la especie T. delbrueckii, las
dos presentaron valores de capacidad fermentativa muy inferiores a las
encontradas para las cepas de S. cerevisiae, a diferencia de lo descrito por
Gamero-Sandemetrio et al., (2018) para otras cepas distintas de esta especie.

1.8. Anadlisis de parametros redox en levaduras seleccionadas tras el
proceso de deshidrataciéon

Durante la produccion de levadura activa seca, los sistemas antioxidantes juegan
un papel esencial en la supervivencia y vitalidad de la célula ya que tanto la
propagacion de biomasa como la deshidratacion causan estrés oxidativo y
afectan negativamente su desempeno tecnolégico. Los mecanismos de defensa
antioxidante mejorados naturalmente en ciertas cepas, previenen este dano
oxidativo y mejoran su capacidad fermentativa (Gamero-Sandemetrio et al.,
2014). Es por ello que existe un creciente interés en la busqueda de cepas de
levaduras que presenten ademas de caracteristicas fisioldgicas favorables para
el proceso fermentativo, una mayor tolerancia a condiciones de estrés tipicas del
proceso de produccion de ADY. En esta investigacion se decidio analizar tres de
los parametros redox descritos como indicadores de la tolerancia de las cepas
seleccionadas a la deshidratacion: niveles de trehalosa, niveles de glutation y
peroxidacion de lipidos.

1.8.1. Niveles de trehalosa

Se analizaron los niveles de trehalosa de las cuatro cepas ecuatorianas
seleccionadas y sus correspondientes controles S. cerevisiae L2056 y T.
delbrueckii PYCC 5321, tanto en células frescas tras cultivo en medio melaza
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durante 24 h, como en células deshidratadas durante los tiempos detallados en
la tabla R1.8. Es importante notar que hay una importante variabilidad en los
niveles de trehalosa basales en las diferentes cepas, caracteristica que ha sido
descrita en S. cerevisiae, siendo la cepa EYS4 la que presenta mayor
acumulacion de trehalosa en fresco y EYSS5 menor. Como se puede observar en
la figura R1.18, la cepa S. cerevisiae EYS4 muestra también los niveles mas altos
de trehalosa tanto en células frescas como en células deshidratadas, mientras
que la cepa ERS1 muestra niveles bajos en condiciones de deshidratacion. En
relacion a las cepas de la especie T. delbrueckii, la cepa ecuatoriana EGT1
muestra valores mas altos y significativamente diferentes a los encontrados para
la cepa panadera de referencia PYCC 5321, particularmente en condiciones de
deshidratacion. Los niveles de trehalosa obtenidos para la cepa EYS4 fueron los
mas altos de todas las cepas evaluadas, incluso mayor que el de la cepa de
referencia L2056, esta cepa también mostré una capacidad fermentativa alta
similar al de su cepa control (Tabla R1.7).
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Figura R1.18 Niveles de trehalosa en las células frescas y deshidratadas. Grupos de
medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con letras
distintas.

Dada la heterogeneidad en la acumulacion basal de trehalosa en células frescas,
es dificil obtener conclusiones respecto de la relacién entre la acumulaciéon de
trehalosa y la capacidad fermentativa de las células tras la deshidratacion, por
ello se calculé el incremento en el nivel de trehalosa en células deshidratadas
tomando como base el obtenido en células frescas, dado que ese dato refleja
mejor la respuesta de adaptacién de las diferentes cepas. Como puede

109



Caracterizacion bioquimica y tecnolégica de levaduras aisladas en bebidas fermentadas tradicionales de Ecuador

observarse en la Tabla R1.10, los valores mas altos corresponden a las dos cepas
de la especie T. delbrueckii seguido por la cepa S. cerevisiae EYS5 mientras que
los valores mas bajos corresponden a las cepas ERS1, EYS4 y EGT1 que
presentan una menor induccion de la acumulacion de trehalosa respecto a sus
cepas control, indicando que las cepas ecuatorianas, excepto EYS5, presentan
un grado de induccion de trehalosa menor. EI mayor incremento en el nivel de
trehalosa al deshidratar, observado para las cepas EYS5 y EGT1, podria también
estar relacionado con la mejor respuesta al proceso de deshidratacion.

Tabla R1.10 Incremento en el nivel de trehalosa en células deshidratadas tomando como
base los valores obtenidos en células frescas. Grupos de medias que son
estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con letras distintas.

Factor de
Especie CEPA .

incremento
ERS1 0.81 £ 0.012
EYS4 3.26 + 0.14°

S. cerevisiae

EYS5 7.82 + 0.30¢
L2056 6.41 +0.17¢
EGT1 9.66 + 0.19°

T. delbrueckii
PYCC 5321 11.01 + 0.24f

En células deshidratadas una mayor acumulacion de trehalosa suele estar
relacionada con una mayor viabilidad y supervivencia en los posteriores
procesos. Al ser la trehalosa un carbohidrato de reserva, este puede ser la fuente
de carbono y energia necesaria para que la célula pueda adaptarse rapidamente
a un nuevo medio de crecimiento que se refleja en una movilizacion rapida de
trehalosa durante las primeras horas de inoculaciéon de ADY (Novo et al., 2009).
En las cepas deshidratadas de la especie T. delbrueckii el nivel de trehalosa fue
10 veces mas alto que el obtenido en células frescas y en el caso de la cepa S.
cerevisiae EYS5 fue 8 veces mayor.

Se ha encontrado que las levaduras pueden acumular niveles de trehalosa hasta
13 % de su masa seca bajo condiciones de ayuno de carbono y nitrégeno
(Aranda et al., 2004). Experimentos similares podrian realizarse con las cepas
ecuatorianas para analizar su comportamiento y posible mejora bajo esas
condiciones. Segun Ratnakumar y Tunnacliffe, (2006), la trehalosa es necesaria
pero no suficiente para mejorar cuantitativamente la supervivencia a la
desecacion en algunas cepas silvestres y pueden existir otras adaptaciones que
sean mas importantes es por ello que se analizan parametros adicionales.
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Resultados similares a los obtenidos en este trabajo fueron descritos por
Gamero-Sandemetrio et al., (2014) en cepas vinicas de la especie S. cerevisiae
donde las cepas seleccionadas tolerantes a la deshidratacion y que ademas
mostraban una capacidad fermentativa mas alta mostraban también altos niveles
de trehalosa.

1.8.2. Niveles de glutation

En relacion a la cantidad de glutation total en células frescas y en células
deshidratadas, se observo de forma generalizada un incremento notable en las
células deshidratadas; los valores mas altos los presentaron la cepa ecuatoriana
EGT1 y la cepa control PYCC 5321 de la especie T. delbrueckii (Figura R1.18B).
En el grupo de cepas de la especie S. cerevisiae se encontraron valores similares
en todas las cepas deshidratadas. Sin embargo, en su estado fresco se
encontraron importantes diferencias, la cepa de referencia L2056 presento los
valores mas altos de este grupo (Figura R1.19A). El valor mas alto de glutatién
total de todas las cepas evaluadas en su estado fresco correspondio a la cepa
ecuatoriana T. delbrueckii EGT1.
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Figura R1.19 Niveles de glutation total en células frescas (A) y en células deshidratadas
(B). Las escalas son diferentes para cada figura. Grupos de medias que son
estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con letras distintas.

Al analizar los niveles de glutatiéon oxidado encontramos que los valores mas altos
lo presentaron las dos cepas de la especie T. delbrueckii (EGT1y PYCC 5321) lo
que sugiere un mayor estrés oxidativo. En general, los niveles de GSSG
aumentaron significativamente en las células deshidratadas (Figura R1.20), lo que
indica nuevamente el aumento de estrés oxidativo en estas condiciones
experimentales, no se encontraron diferencias estadisticas entre los valores de
glutation oxidado en células frescas. En cuanto a las cepas de la especie S.
cerevisiae, la cepa EYS5 presentd los menores niveles de GSSG tras la
deshidratacion que podria correlacionarse con su mayor viabilidad tras la
deshidratacion (Tabla R1.9).
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Figura R1.20 Niveles de glutation oxidado (GSSG) en células frescas y deshidratadas.
Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan
indicados con letras distintas.

En cuanto a los valores encontrados para la relacién entre el glutation reducido
y el glutatiéon oxidado (relacion GSH/GSSG), parametro que mejor indica el
estado redox celular, las dos cepas ecuatorianas S. cerevisiae EYS5 (132.25 +
1.21) y T. delbrueckii EGT1 (158.61 £ 4.44) presentaron los valores mas altos en
células deshidratadas (Figura R1.21) lo cual podria estar relacionado con su
mayor tolerancia a la deshidratacion reflejada en una mayor viabilidad celular
(Figura R1.16). Estos son mucho mayores a los de las cepas de referencia y
también a los descritos por Gamero-Sandemetrio et al., (2018) para las dos cepas
vinicas S. cerevisiae T73 (98.18 + 5.12) y T.delbrueckii (37.56 = 5.78), pero
deshidratadas en condiciones diferentes. Estas dos cepas ademas presentaron
valores de viabilidad muy altos después de la deshidratacion que podrian estar
relacionados con este parametro.
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Figura R1.21 Relacién GSH/GSSG en células frescas y deshidratadas. Grupos de
medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con letras
distintas.

1.8.3. Peroxidacion de lipidos

La peroxidacién de lipidos es un indicador del dafio oxidativo. Como se puede
observar en la Figura R1.22, en células deshidratadas existe un mayor grado de
peroxidacion de lipidos y, por tanto, mayor dano oxidativo, en concordancia con
lo observado en los dos analisis anteriores de parametros redox (niveles de
glutation oxidado y de trehalosa). Como ya se ha comentado en los parametros
redox analizados anteriormente, hay gran heterogeneidad en los niveles basales
entre las distintas cepas. En células frescas el valor mas bajo correspondié a la
cepa EYS4 y en células deshidratadas ERS1 y EYS4 son las que muestran los
valores mas bajos incluso que la cepa control. Los niveles mas altos de
peroxidacion de lipidos en células deshidratadas se obtuvieron en las cepas
EYS5 y L2056, mientras que el valor mas bajo lo obtuvimos para la cepa T.
delbrueckii EGT1 tanto en células frescas como en células deshidratadas.
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Figura R1.22 Niveles de peroxidacion de lipidos en células frescas y deshidratadas.
Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan
indicados con letras distintas.

Para poder comparar mejor entre cepas con niveles basales de peroxidacion
lipidica diferentes, se calculo el incremento en el nivel de peroxidacion de lipidos
en células deshidratadas tomando como base el obtenido en células frescas. En
la Tabla R1.11 puede observarse que los valores mas altos corresponden a la
cepa S. cerevisiae EYS4 seguida por las dos cepas de la especie T. delbrueckii
mientras que los valores mas bajos corresponden a las cepas ERS1 y EYS5. Un
menor incremento en el nivel de peroxidacion estaria relacionado con un menor
dano celular tras el proceso de deshidratacion, la cepa EYS5 mostré una alta
tolerancia a la deshidratacion y ademas muestra un menor incremento que la
cepa control en este parametro que podria estar relacionado con ello.
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Tabla R1.11 Incremento en el nivel de peroxidacion de lipidos tomando como base los
valores obtenidos en células frescas. Grupos de medias que son estadisticamente
diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con letras distintas.

Especie Cepa Factor de incremento

ERS1 0.94 + 0.022
EYS4 5.34 £ 0.06°

S. cerevisiae
EYS5 2.39 £ 0.08°
L2056 3.19 £ 0.02¢
EGT1 3.72 £ 0.05¢

T. delbrueckii
PYCC 5321 3.70 £ 0.06¢

Segun Saini et al., (2018) uno de los mecanismos de la trehalosa como protector
ante el estrés esta relacionado con la reduccion en la peroxidacion de lipidos. La
cepa EYS5 es la que presenta el incremento mas alto en niveles de trehalosa en
condiciones de deshidratacion (Figura R1.18) que podrian estar relacionados con
el bajo incremento en los niveles de peroxidacion de lipidos bajo estas
condiciones.

Considerando de forma global los resultados del analisis de los parametros redox
estudiados, se observa que las dos cepas S. cerevisiae EYS5 y T. delbrueckii
EGT1, cuya tolerancia a la deshidrataciéon fue mucho mayor incluso que sus
respectivos controles, mostraron los niveles mas bajos de glutatién oxidado y los
valores mas altos del ratio GSH/GSSG lo que podria estar estrechamente
relacionado con su mayor resistencia a la deshidratacion y corrobora la utilidad
de este parametro como indicador de tolerancia a este tratamiento ya que juega
un rol significativo en el mantenimiento del balance redox intracelular durante la
deshidratacion (Espindola et al., 2003). Aunque, consistentemente, las cepas
EGT1 y EYSS mostraron los valores mas bajos de incremento en la peroxidacion
de lipidos.

Para complementar esta informacién se podrian analizar otros genes
biomarcadores relevantes en la tolerancia al estrés del proceso de
deshidratacion, como GSH1 y GPD1 implicados en la sintesis de glutation y de
glicerol, respectivamente (Pérez-Torrado et al, 2015). Ademas se ha
determinado en investigaciones previas que el efecto perjudicial del estrés
oxidativo inducido en el proceso de produccion de ADY puede ser prevenido y
aliviado mediante sistemas complejos de senalizacion, desintoxicacion vy
proteccion de proteinas, que pueden ser inducidos por tratamientos
antioxidantes, como el tratamiento con aceite de argan, que mejora el
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rendimiento de biomasa y la capacidad fermentativa de las levaduras (Gamero-
Sandemetrio et al., 2015, 2019), por lo que futuras investigaciones con las dos
cepas ecuatorianas podrian realizarse con la aplicacion de estos tratamientos.

1.9. Anadlisis de rasgos de domesticacion de las levaduras seleccionadas

La domesticacion de levaduras es una estrategia muy usada a nivel industrial
para asegurar la calidad del producto final, asi como para estandarizar los
procesos de interés. A nivel artesanal una posible estrategia inicial de
domesticacion de los indculos microbianos es el uso de residuos de
fermentaciones anteriores como suele hacerse en la preparacion de ciertas
chichas. Existen escasos estudios que analicen el origen de las levaduras de la
especie S. cerevisiae de chichas latinoamericanas y se conoce muy poco sobre
posibles eventos de domesticacion en las cepas asociadas a estas bebidas. Una
pregunta todavia abierta es si los eventos de domesticacién hasta el momento
descritos, involucran la seleccion artificial de linajes locales de S. cerevisiae
silvestres 0, estan relacionados con la utilizacion de un linaje domesticado
disperso globalmente (Barbosa et al., 2016). Es por ello que estudios como este
podrian contribuir a un mejor entendimiento sobre el origen de las cepas
asociadas a estas bebidas tradicionales, ademas de describir los rasgos de
domesticacion que estas suelen presentar.

1.9.1. Morfologia celular y de colonia de las cepas ecuatorianas de la especie
S. cerevisiae

En relacién a la morfologia celular de las cepas de S. cerevisiae aisladas a partir
de chichas ecuatorianas, se encontraron algunas diferencias, especialmente con
aquellas aisladas a partir de la chicha de arroz (RC) como se puede observar en
la Figura R1.23. Las cepas ERS1, ERS2 y ERS3 mostraron una morfologia
caracterizada por células grandes y alargadas mientras que las células de la cepa
EYS6 eran mucho mas pequefias y redondas, y aparecian siempre en agregados.
Las cepas EYS4 y EYSS5 mostraron una morfologia mas parecida a la de la cepa
de referencia L2056.

117



Caracterizacion bioquimica y tecnoldgica de levaduras aisladas en bebidas fermentadas tradicionales de Ecuador

ERS1 ERS2 ERS3

EYS4 EYS6

L2056

Figura R1.23 Imagenes microscopicas (Nikon eclipse 90i) de las cepas de S. cerevisiae
estudiadas tras 24 h de crecimiento en medio YPD.

Una morfologia celular alargada muy similar a las de las cepas ERS1, ERS2 y
ERS3 ha sido descrita para una cepa S. cerevisiae silvestre aislada en cerveza
de jengibre en Costa de Marfil. Ademas se ha determinado que la variacion
natural en un unico gen esencial, CDC28, produce cambios importantes en la
forma de la célula en la divisién meidtica y mitotica (Lee et al., 2011).

Por otro lado, se encontraron también diferencias en la morfologia de las colonias
de las seis cepas luego de 6 dias de incubacion en YPD a 30°C, como se puede
observar en la Figura R1.24. Las cepas aisladas a partir de chicha de arroz (ERS1,
ERS2, ERS3) presentan una morfologia similar, colonias esponjosas de tipo
encaje, mientras que las cepas EYS4 y EYS5 tienen una morfologia lisa mas
parecida a la de la cepa de referencia L2056. Asi pues, hay una manifestacion
macroscopica de la forma celular diferencialmente alargada de estas cepas. La
cepa EYS6 presenta una morfologia distinta a las demas, aunque mas parecida
a la de las cepas con morfologia tipo lisa.
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Figura R1.24 Imagenes de las colonias de las cepas de S. cerevisiae estudiadas tras 6
dias de crecimiento en medio YPD a 30°C.

Segun Granek y Magwene (2010), estas diferencias en la morfologia de las
colonias de la especie S. cerevisiae es muy compleja y se atribuyen a varios
factores, como la respuesta a la limitacion de fuentes de carbono fermentables y
de nitrégeno, diferencias en la ploidia, tipo de reproduccién, etc. Las colonias
complejas se han relacionado con una actividad alta de la ruta PKA. Esto
implicaria una termosensibilidad baja, que es precisamente lo observado para las
cepas ERS1, ERS2 y ERS3 a 37 °C (Tabla R1.4). Se ha determinado que el
cambio de una morfologia de colonia esponjosa tipo encaje, como lo observado
en las cepas ERS1, ERS2, ERS3, a un tipo liso (L2056, EYS5 y EYS6), es reflejo
de un proceso de domesticacion. Segun Kuthan et al., (2003) el crecimiento en
colonias esponjosas, determinado en algunas cepas silvestres de la especie S.
cerevisiae, se debe a que las células dentro de estas colonias estan conectadas
con un material de matriz extracelular (ECM) que contiene una proteina de
aproximadamente 200 kDa involucrada en la adhesion célula a célula en medios
liquidos. Una vez que es cultivada en condiciones de laboratorio en medios
solidos, la produccion de ECM se pierde, ya que todas las cepas domesticadas
presentan una morfologia de colonia tipo lisa. Este cambio fenotipico de
morfologia de la colonia esta asociado con cambios importantes en la expresion
de mas de 320 genes asociados con el metabolismo de carbohidratos, pared
celular, canales de agua, transposones Ty, genes subteloméricos, homeostasis
del hierro, metabolismo de las vitaminas, ciclo celular y polaridad por lo que
posiblemente esta morfologia podrian representar una estrategia metabdlica para
la supervivencia de las levaduras a condiciones desfavorables en su ambiente
natural (Kuthan et al., 2003).

1.9.2. Floculacién y produccion de compuestos fendlicos (POF behavoir)

Dos rasgos de domesticacion bien documentados en levaduras cerveceras son
la produccion de 4-vinil guayacol (compuesto activo de aroma desagradable
derivado del acido ferulico) (Gallone et al., 2018) y la floculacién en el momento
exacto en el que los azucares fermentables han sido convertidos a CO. y etanol
(Steensels y Verstrepen, 2014). Se analizaron estos parametros tanto en un
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medio rico en glucosa como en maltosa, usando la cepa cervecera floculante y
POF (+) A-81062 como referencia. Los resultados se detallan en la tabla R1.12.

Tabla R1.12 Floculacién y produccion de compuestos fendlicos (POF) de las levaduras

estudiadas. Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05),
estan indicados con letras distintas.

ERS1 EYS4 EYS5 L2056 A-81062 A-63015 EGT1 D291

Atributo s
S. cerevisiae » T. delbrueckii
pastorianus

POF (+) (+) () (+) (+) () () ()
Floculacion 0.88 £ 6.28 £ 6.02 £ 6.96 £ 86.54 £ 2.54 11.64 52.88 £

YPD (%) 0.06 2 1.34° 0.752 0.36 3.87¢ 0.822 1.26 ¢ 344
Floculacion 1846+ 1287+ 3.95% 5.02 95.03 £ 16.23 3.63% 451+
YPM (%) 1.01° 2.19° 0.18 2 0472 1.51¢ 2.71° 0.81°2 0.17 @

Como se observa, ninguna de las cepas ecuatorianas fue floculante y la cepa
EYS5 fue la unica POF negativa. Una floculacion leve (18.46 %) se observo en
YPM para la cepa ecuatoriana S. cerevisiae ERS1 sin embargo, segun Bellut
et al., (2018) un porcentaje de floculacion menor al 20 % corresponde al fenotipo
“no floculante” por lo que ERS1 muestra nuevamente caracteristicas de una cepa
no domesticada.

La cepa EYS5 es la unica con un comportamiento POF negativo, aunque no fue
floculante. Es necesario mencionar que, pese a que en este experimento la
floculacion fue negativa para esta cepa, se observé (visualmente) en todos los
ensayos realizados una sedimentacion rapida en todos los medios usados (YPD,
YPM, Melaza), por lo que valdria la pena analizar este factor con mayor
profundidad. Segun Verstrepen et al., (2003) la floculacion en levaduras es un
fendmeno muy complejo y especifico de cada cepa que esta controlado por
varios factores que afectan la composicion y morfologia de la pared celular como
condiciones nutricionales, oxigeno disuelto, pH, entre otros. El perfil floculante de
una misma cepa puede cambiar de acuerdo a las condiciones de su crecimiento
por lo que se podria intentar utilizar métodos alternativos para determinar el perfil
de sedimentacion de esta cepa como el mencionado por Reis et al., (2017) que
fue usado para determinar el perfil floculante de levaduras silvestres aisladas en
Brasil.

En relacion a la cepa ecuatoriana EGT1 de la especie T. delbrueckii, se encontrd
que esta muestra rasgos de un fenotipo no domesticado, sin embargo se podria
analizar la cepa EGT2 que mostrd un fenotipo inicial floculante para determinar
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si en las chichas ecuatorianas existen también cepas domesticadas de esta
especie. Segun Albertin et al., (2014), la especie T. delbrueckii es la unica
levadura no-Saccharomyces de la que se han encontrado muchas cepas que
muestran varios rasgos de domesticacion, tanto en fermentaciones vinicas como
en otros bioprocesos.

1.9.3. Asimilacion de diferentes azucares tipicos de sustratos industriales

Uno de los rasgos de domesticacion mas frecuente en levaduras es la
fermentacion de azucares no comunes en la naturaleza pero si en sustratos
industriales, como maltosa, maltotriosa y xilosa (Steensels y Verstrepen, 2014).
Es por ello que se realizé un analisis de asimilacion de diferentes azucares
presentes en mostos de cerveza y vino. Para la comparacién de resultados se
usaron como cepas de referencia las levaduras vinicas S. cerevisiae L2056, T.
delbrueckii D291 y las levaduras cerveceras de la coleccion del VTT, S.
cerevisiae A-81062 y S. pastorianus A-63015.

Todas las cepas ecuatorianas investigadas en este trabajo, excepto EYS5, fueron
incapaces de fermentar maltosa y maltotriosa (Tabla R1.13). Sin embargo, todas
las cepas fueron capaces de fermentar glucosa, fructosa y sacarosa que son
azucares comunes en vino, melazas y chichas.

Tabla R1.13 Perfil general de utilizacion de azucares de las levaduras estudiadas.

ERS1 EYS4 EYS5 L2056 A-81062 A-63015 EGT1 D291

Azucares S.
S. cerevisiae T. delbrueckii
pastorianus

Glucosa + + + + + + + +
Fructosa + + + + + + + +
Sacarosa + + + + + + + ¥
Maltosa - - + + + + - -
Maltotriosa - - + + + + - -
Melobiosa - - - - - - - -
Celobiosa - - - - - - - -
Rafinosa + + + + + + + +

La maltosa y maltotriosa son las fuentes de carbono mas abundantes y
especificas en el mosto de cerveza por lo que la fermentacion eficiente de los
dos azucares es parte del comportamiento fenotipico de cepas domesticadas en
ambientes cerveceros (Gallone et al., 2016), por lo tanto la mayoria de las cepas
ecuatorianas muestran un fenotipo no domesticado, siendo EYS5 la excepcion.
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Steensels y Verstrepen, (2014) encontraron que solo el 12 % de las cepas no
domesticadas categorizadas en este estudio como silvestres y el 36% de las
cepas de la especie S. cerevisiae cuyo origen eran nichos industriales, fueron
capaces de fermentar al menos el 50% de todos los azucares disponibles en el
mosto de cerveza. El hecho de que la mayoria de las cepas ecuatorianas
seleccionadas muestre un fenotipo no domesticado coincide con estos
resultados.

En la tabla R1.14 se encuentran detallados el tiempo de latencia (A) en el medio
suplementado con cada azucar analizado y la velocidad maxima de crecimiento

(M)

Tabla R1.14 Tiempo de latencia (A) y velocidad maxima de crecimiento (u) en medios
con diferentes azucares para las levaduras seleccionadas. Grupos de medias que son
estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con letras distintas.

Glucosa Fructosa Sacarosa
Cepa
M (max OD) A (horas) M (max OD) A (horas) M (max OD) A (horas)

ERS1 1.28 + 0.05° 3.96 £ 0.20% 1.37 £ 0.02° 4.27 £ 0.14° 1.32 £ 0.04° 5.11 £ 0.24%¢
EYS4 1.23 £ 0.06° 4.63 + 0.36° 1.43 £ 0.02%° 5.04 £ 0.07° 1.46 + 0.02% 4.01 £ 0.08%®
EYS5 1.27 £ 0.04° 4.38 + 0.26% 1.41 +£0.01% 5.05 +0.11¢ 1.36 + 0.05% 4.25+0.21%
L2056 1.24 £ 0.02° 4.45 + 0.20% 1.40 £ 0.02%° 5.03 £ 0.12¢ 1.37 £ 0.02%° 4.01 £ 0.12%
EGT1 1.46 + 0.02° 5.45+0.31°¢ 1.43 £ 0.03% 2.94 + 0.32° 1.48 +0.03¢ 5.18 + 0.39%4
D291 1.35 + 0.05% 4.84 + 0.22% 1.21 £ 0.05% 2.83 + 0.55° 1.38 + 0.05°4 3.56 + 0.32%

A-83015 1.04 £ 0.07° 4.29 + 0.17% 1.22 £ 0.03° 4.43 £ 0.37" 1.17 £ 0.05° 4.49 + 0.15
A-81062 1.25 £ 0.05° 476 +0.13° 1.46 £ 0.01° 4.54 + 0.25" 1.39 + 0.04° 5.21 £ 0.44¢

Cepa Maltosa Maltotriosa Melibiosa
M (max OD) A (horas) M (max OD) A (horas) M (max OD) A (horas)

ERS1 0.49+0.02®® 1247 +1.12° 045+0.01*  4.82+0.34° 0.46 + 0.01%° 15.88 + 0.14
EYS4 0.46 + 0.02% 6.30 + 1.08° 0.43 £ 0.02° 5.08 £ 0.27° 0.50 + 0.07%>° 15.62 £ 1.16
EYS5 1.39 £ 0.01f 5.94 + 0.70% 1.22 + 0.01° 8.08 £ 0.11°¢ 0.51 + 0.03%° 16.35+ 0.38
L2056 1.33+0.01  745+0.10° 0.96+0.02° 972+1.18%  0.50+0.04* 1576 +0.73
EGT1 0.63+0.04° 6.67+125° 057+0.02° 4.02+0.30®  0.5520.04 16.44 £ 0.19
D291 0.55+ 0.01° 7.53+0.19° 0.58 + 0.02° 3.04 £ 0.74° 0.57 £ 0.03° 15.45 £ 0.99

A-83015 1.09 + 0.05¢ 3.75 + 0.06° 1.11 £ 0.06° 3.88 £ 0.72% 0.43 +0.03° 15.83 £ 0.99
A-81062 1.27 + 0.04°f 6.91+0.21° 1.30 £ 0.03° 8.79 £ 0.33* 0.53 + 0.03%>° 16.11 £ 0.20
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Cepa Rafinosa
M (max OD) A (horas)
ERS1 1.05 £ 0.01° 14.36 £ 0.12¢
EYS4 1.01 £ 0.02° 11.74 £ 0.06°
EYS5 1.02 £ 0.01° 13.47 £ 1.11¢
L2056 0.96 + 0.02° 6.34 £ 0.07°
EGT1 1.02 £ 0.01° 5.92 + 0.07°
D291 0.82 + 0.02° 3.01 £ 0.45°
A-83015 0.80 + 0.04° 3.57 £ 0.24°
A-81062 1.02 £ 0.01° 5.73 £ 0.07°

Como se puede observar en la tabla R1.14 para casi todos los azucares
analizados, se encontraron diferencias significativas entre cepas y especies tanto
en el tiempo de latencia (A) como en la velocidad maxima de crecimiento (u). Del
grupo de levaduras ecuatorianas, la cepa EYS5 presento los valores mas altos
de asimilacion de maltotriosa (u) incluso muy similares y estadisticamente iguales
a los obtenidos con la cepa cervecera A-81062. La cepa EYS5 presentd ademas
el valor mas alto en asimilacion de maltosa de todas las cepas evaluadas. Las
cepas EGT1 y EYS4 presentaron los promedios mas altos de todo el grupo en
asimilacion de sacarosa, incluso superiores a los obtenidos con las cepas
industriales vinicas y cerveceras. La mayoria de cepas ecuatorianas (EYS4, EYS5
y EGT1) presentaron los promedios mas altos en asimilacion de fructosa. De
forma general, los valores en asimilacion de azucares obtenidos para la cepa
EYS5 fueron muy parecidos a los obtenidos con la cepa cervecera A-81062.

Como se ha comentado en la Introduccidén, aunque la chicha mas conocida y
estudiada en Sudamérica es la chicha de Jora, preparada a partir de maiz
malteado, existe una amplia variedad de bebidas preparadas con diferentes
ingredientes, recetas y estrategias (Faria-Oliveira et al., 2015). Varios cereales
malteados o0 no, tubérculos, frutas, hierbas y especias han sido usadas de
acuerdo a la region y disponibilidad de nutrientes (Pil6 et al., 2018; Rodriguez et
al., 2016). El contenido de maltosa y maltotriosa en chichas en generalmente
bajo, comparado al de sacarosa, fructosa y glucosa (Chaves-Lépez et al., 2014),
lo que podria explicar que las cepas ecuatorianas no puedan usar estos azucares.
En fermentaciones espontaneas, los microrganismos preadaptados al sustrato y
ambiente de fermentaciéon son los que dominan la comunidad microbiana
(Gibbons y Rinker, 2015), la mayoria de las cepas ecuatorianas aisladas de
chichas mostraron un fenotipo relacionado con la adaptacion a su sustrato de
origen.
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1.9.4. Crecimiento a bajas temperaturas (12°C)

El estudio del crecimiento de levaduras en medios ricos en maltosa o glucosa a
bajas temperaturas permite determinar el posible uso de estas cepas en sustratos
ricos en estos azucares y en frio, condiciones que son muy comunes en
produccion de cerveza. La habilidad de las levaduras de crecer en condiciones
de frio en mostos de cerveza es una caracteristica definida de las cepas de
levaduras tipo lager (Gibson et al., 2013).

Todas las cepas estudiadas mostraron un buen crecimiento en condiciones de
frio en el medio YPD sin embargo se observaron diferencias entre especies y
cepas (Figura R1.25). En el grupo de levaduras ecuatorianas S. cerevisiae, ERS1
mostro la fase mas larga de latencia (aproximadamente 24 h) y un crecimiento
mas lento, mientras que EYS4 y EYS5 mostraron un crecimiento similar en estas
condiciones. La densidad optica al final del periodo de incubacion de la cepa
ecuatoriana T. delbrueckii EGT1 fue el valor mas alto del grupo de levaduras
ecuatorianas, incluidas las cepas vinicas. Esta cepa crecié en estas condiciones
incluso mejor que las de la especie S. cerevisiae. La tolerancia al frio es un
atributo importante de la especie T. delbrueckii (Hernandez-Lopez et al., 2007),
que también fue confirmada en este experimento. La cepa cervecera S.
pastorianus A-63015 mostro el crecimiento mas rapido y la DO mas alta de todas
las cepas analizadas, atributo muy comun en cepas industriales.
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Figura R1.25 Crecimiento de levaduras a baja temperatura (12 °C) en medio YP
suplementado con A) glucosa o B) maltosa (2 % w/v) como unica fuente de
carbono. Los valores son las medias de dos medidas independientes y las barras
de error visibles representan el rango.

El crecimiento de las cepas ecuatorianas en maltosa a 12°C, fue muy diferente al
observado en glucosa (Figura R1.25). Las cepas incapaces de metabolizar la
maltosa (categorizadas como maltosa negativas) no pudieron crecer en este
medio y mostraron los valores de OD mas bajos (0 — 2) al final del tiempo de
incubacion. La cepa EYS5 mostré la fase mas larga de latencia
(aproximadamente 48 h). Esta cepa tuvo un crecimiento lento en esta condicion
de cultivo, mostrando caracteristicas similares a las de las cepas cerveceras tipo
ale (Gibson et al., 2017). La levadura cervecera S. pastorianus A-63015 fue, como
se esperaba, la que mostré la mayor habilidad para crecer bajo estas
condiciones.

Respecto a la masa seca obtenida de los crecimientos en frio, los valores mas
altos del grupo de levaduras de la especie S. cerevisiae se obtuvieron para la
cepa vinica L2056 tanto en YPD como en YPM (Figura R1.26). Todas las cepas
ecuatorianas mostraron valores altos de masa seca en YPD mientras que en YPM
la cepa EYS5 (la unica capaz de metabolizar la maltosa) mostré valores de masa
seca similares a los de la cepa cervecera control A-81062. En relacién a las cepas
de la especie T. delbrueckii el promedio alcanzado por la cepa ecuatoriana EGT1
es mucho mayor al obtenido para su cepa control en YPD.
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Figura R1.26 Masa seca final después de 6 dias de crecimiento en los medios YPD y
YPM a 12°C. Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05),
estan indicados con letras distintas.

1.9.5 Analisis de la presencia del gen STA1

Como se ha comentado en la introduccion, S.cerevisiae var diastaticus produce
glucoamilasas extracelulares codificadas por los genes STA, que no son
producidas normalmente por S. cerevisiae (Meier-Dérnberg etal., 2018).
Recientemente se han descubierto y desarrollado nuevas cepas de esta especie
que son capaces de producir glucoamilasas extracelulares pero que, a la vez, no
presentan las caracteristicas de alterantes del proceso de produccién de
cerveza. Para detectar la presencia de estos genes, se han perfeccionado varios
métodos sencillos basados en la técnica de PCR, de entre los cuales, en este
trabajo se uso6 el protocolo recomendado por Yamauchi et al., (1998) para la
deteccion del gen STA1. La presencia de este gen fue analizada en las cepas
ecuatorianas de la especie S. cerevisiae y en la cepa T. delbrueckii EGT1. Se uso
como control negativo la cepa vinica industrial L2056 y como control positivo la
cepa cervecera A-81062 ya que esta posee dicho gen (Krogerus et al., 2019). El
resultado obtenido mostré un fragmento amplificado para la cepa EYS5 de
aproximadamente 800pb y un fragmento de aproximadamente 900 pb para la
cepa EGT1, de tamafo muy similar al de la cepa control positivo A-81062 (Figura
R1.27).
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Figura R1.27 Amplificacion del gen STA1 en varias cepas ecuatorianas de la especie S.
cerevisiae (ERS1, ERS2, ERS3, EYS4, EYS5, EYS6), Candida sp. (EOC1, EOC2), T.
delbrueckii (EGT1) ademas de las cepas S. cerevisiae Cinta Roja, L2056 (control
negativo) y A-81062 (control positivo). Se muestra ademas el control de la PCR con la
amplificacion de la region ITS-5.8S rDNA con la cepa L2056.

Para comprobar si los fragmentos amplificados tenian algun tipo de similitud con
el gen STAT1 se aisld y purifico el DNA de las bandas obtenidas en las
amplificaciones del DNA de las cepas EYS5 y EGT1, y se secuencio. Se
determind que ninguna de las dos secuencias tiene similitud con la del gen STA1.
Se realizé ademas un analisis bioinformatico basico de las secuencias obtenidas
para las dos cepas con la secuencia de referencia del gen STA7 y con otras

secuencias en los genomas de referencia, los resultados se detallan en la Tabla
R1.15.
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Tabla R1.15 Andlisis de alineamientos y similitud para las secuencias obtenidas con los
con los oligonucleétidos SD-5A y SD-6B.

Analisis Programa EYS5 EGT1
Alineamiento de secuencias Clustal W 4474 9 46.08 %
nucleotidicas con gen STA1 R R
Alineamiento de secuencias

. Clustal W 20 % 20.09 %
proteicas con gen STAT
Similitud con otras Blastx 37 % YER156¢ 47.49 % TDEL_0A04870
secuencias de proteinas NCBI S. cerevisiae S288c T. delbrueckii

El porcentaje de identidad con el gen STA7 obtenido para las secuencias
proteicas en ambos casos es menor al 25 % por lo que podemos decir que son
secuencias altamente divergentes (~ 25 — 30 % de identidad) (Thompson et al.,
1994).

En relacion al analisis de similitud con otras proteinas se encontrd, para la
secuencia obtenida en EYS5, un 37 % de similitud con la proteina YER156¢ de
S. cerevisiae S288c. El gen que codifica para esta proteina se encuentra en el
cromosoma V y pertenece a una familia de proteinas no caracterizadas
(UPF0160) cuya expresion es sensible a cobre y tiene similitud a la proteina
MYG1 de mamiferos (Dietrich et al., 1997). Al parecer esta secuencia no tiene
ninguna relacion con la actividad glucoamilasa de esta cepa. Con respecto a la
secuencia obtenida en la cepa EGT1, encontramos un 47.49 % de similitud con
la proteina TDEL_0A04870 de T. delbrueckii. El gen que codifica para esta
proteina se encuentra en el cromosoma |, en la region BgIC, pertenece a la familia
1 de glucosil-hidrolasas involucradas en el transporte y metabolismo de
carbohidratos y ademas es similar a la proteina codificada por el gen EXG2 de S.
cerevisiae (Gordon et al., 2011). Posiblemente esta secuencia esta relacionada
con el metabolismo de carbohidratos en esta cepa.

1.10 Discusion general

Las levaduras involucradas en la fermentacion de bebidas tradicionales como las
chichas, llamadas también cervezas indigenas andinas, podrian tener el potencial
de ser usadas como cultivos iniciadores para mejorar la calidad y seguridad
microbiolégica de estos productos, pero también como alternativas no
convencionales en otras fermentaciones alcohodlicas como en la produccion de
cervezay vino, entre otras. A lo largo de este capitulo se detalla la caracterizacion
molecular vy fisiolégica de aislados de levaduras obtenidos a partir de cuatro
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chichas ecuatorianas elaboradas con cuatro materias primas diferentes: arroz,
avena, uva y una mezcla de siete variedades de maiz o Yamor.

Se obtuvo un total de 254 aislados de levaduras que fueron agrupados, una vez
realizada la identificacidon molecular mediante el analisis de la region ribosomal,
en once géneros y dieciséis especies. Se encontrdé un numero relativamente bajo
de aislados de las especies fermentadoras S. cerevisiae (9.1 %) y T. delbrueckii
(18.6 %) mientras que la mayoria de ellos fueron del género Hanseniaspora (53.8
%). Debido a su potencial fermentativo ademas se caracterizo6 a nivel de cepa los
aislados de las especies S. cerevisiae y T. delbrueckii. Los analisis del DNA
mitocondrial y elementos delta fueron las técnicas mas adecuadas, permitiendo
la identificacion de seis y dos cepas, respectivamente (Grijalva-Vallejos et al.,
2019)

Con el objetivo de seleccionar levaduras adecuadas para la produccion de
iniciadores fermentativos, se desarrollaron diferentes analisis. En el estudio de
respuesta a estrés térmico, osmoético y oxidativo, se encontré una amplia
variabilidad de comportamientos entre especies y cepas, algunas de ellas
mostraron un perfil de tolerancia a estrés muy similar al de la cepa vinica de
referencia S. cerevisiae L2056, destacandose las dos levaduras de las especies
W. anomalus y P. kudriavzevii. La mayoria de las cepas ecuatorianas de la
especie S. cerevisiae mostraron una mejor tolerancia a altas concentraciones de
NaCl y una de ellas, la cepa EYS4, incluso mostro un perfil de tolerancia a estrés
mayor al de su cepa control. Estos perfiles de tolerancia a estrés, podrian estar
relacionados con la habilidad de estas cepas en fermentar sustratos con alta
osmolaridad como las chichas.

Varias de las cepas aisladas a partir de bebidas fermentadas tradicionales
pueden ser potencialmente utilizadas en cultivos mixtos y por ello la produccion
de ciertas enzimas, necesarias para el uso de algunos sustratos, es un parametro
que debia ser evaluado. La produccion de amilasa indica la capacidad de un
microorganismo para degradar sustratos ricos en almidén, azacar muy comun en
bebidas tradicionales, y también en mostos de cerveza y sustratos para la
obtencion de bebidas destiladas. Por ello se realizdé un rastreo inicial de esta
actividad en placas con medios solidos ricos en almidon y se encontré un aislado
de la especie Cryptococcus sp. que presentd una alta actividad amilasa, mucho
mayor que la cepa panadera de referencia S. cerevisiae Cinta Roja. Algunas
especies no patogenas del género Cryptococcus aisladas a partir de frutas han
demostrado ser una importante fuente de esta enzima por lo que seria interesante
llevar a cabo analisis adicionales.
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Para la produccién industrial de un cultivo iniciador, se requiere que las levaduras
realicen la conversion eficiente de los azucares del sustrato en biomasa.
Soluciones enriquecidas de melaza son los sustratos mas comunes usados para
la propagacion de biomasa de levaduras siendo la sacarosa el azucar mas
abundante. Se estudié el crecimiento y la capacidad fermentativa en medio
melaza para las cepas de las especies S. cerevisiae, T. delbrueckii y Candida sp.
Todas las cepas ecuatorianas fueron capaces de crecer en este sustrato, las dos
cepas de la especie T. delbrueckii presentaron un crecimiento incluso mejor a
las de la especie S. cerevisiae. En cuanto a la capacidad fermentativa, todas las
cepas ecuatorianas de la especie S. cerevisiae presentaron valores comparables
a los de las cepas industriales destacandose las cepas EYS4 y EYSS5.

En base a los mejores resultados obtenidos en los analisis previos, se seleccion6
un total de cuatro cepas ecuatorianas, tres cepas de la especie S. cerevisiae
(ERS1, EYS4, EYSS5) y una cepa de la especie T. delbrueckii (EGT1) y se estudid
su actividad invertasa, necesaria para el metabolismo de sacarosa, un disacarido
muy comun en melazas, chichas, y otros sustratos de bebidas alcohdlicas. Todas
las cepas ecuatorianas de la especie S. cerevisiae mostraron una mayor actividad
invertasa que las cepas control, asi como una represion incompleta en
condiciones de alta concentracion de glucosa, caracteristica de cepas aisladas
en fermentaciones industriales mientras que en la cepa EGT1 la actividad
invertasa fue inferior en aproximadamente un 50%. Los posteriores analisis se
realizaron unicamente con estas cuatro cepas, y sus respectivos controles.

Debido al interés de evaluar a las levaduras seleccionadas como posibles
iniciadores deshidratados para fermentacion, se determind su tolerancia a la
deshidratacion, proceso necesario para la produccion de levadura activa seca
(ADY) a nivel industrial. Tras estandarizar los tiempos de deshidratacion
necesarios para obtener biomasa deshidratada con un 10% de humedad con
cada una de las cepas se anafizo la tolerancia y se encontré que las cepas
ecuatorianas S. cerevisiae EYS5 y T. delbrueckii EGT1, mostraron una alta
resistencia a este tratamiento reflejada en valores altos de viabilidad, mayores a
los encontrados para sus respectivos controles.

Durante la deshidratacién, el estrés oxidativo que se genera en la célula es la
principal causa de pérdidas de viabilidad y desempefo tecnoldgico en los
posteriores procesos. Por ello se decidid evaluar tres parametros redox,
descritos como buenos indicadores del comportamiento de S. cerevisiae en la
produccion de levadura seca activa: niveles de trehalosa, de glutation, y de
peroxidacion de lipidos. Encontramos que las cepas mas resistentes a la
deshidratacion, las cepas EYS5 y EGT1, mostraron los niveles mas bajos de
glutation oxidado, GSSG, y la mayor relacion GSH/GSSG, y en el caso de la cepa
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EGT1 también los niveles mas bajos de peroxidacion de lipidos. La cepa EYS5
mostré ademas el incremento mas alto en concentracidon de trehalosa y el mas
bajo en peroxidacion de lipidos al tomar como base lo obtenido en células
frescas, lo cual indica que la capacidad de adaptacion al cambio es mas relevante
que los niveles totales de partida y finales de dichos marcadores.

El posible uso de estas cepas seleccionadas como alternativas no
convencionales en otras fermentaciones alcohdlicas ha incluido también su
estudio a nivel de domesticacién. De las cuatro cepas seleccionadas solo una de
ellas, la cepa EYS5, mostré rasgos de domesticacion similares a los encontrados
en cepas de cerveza, como el uso de maltotriosa y maltosa, ademas de un
comportamiento negativo en la produccién de compuestos fendlicos (POF -).
Evaluamos ademas el crecimiento de estas cepas a bajas temperaturas en
medios ricos en glucosa o maltosa y encontramos que la unica cepa capaz de
metabolizar la maltosa, EYS5, no podia crecer adecuadamente en estas
condiciones lo que podria atribuirse a su adaptacion a temperaturas altas tipicas
del ambiente en el que fue aislada.

En base a los resultados obtenidos en este capitulo se puede sugerir que las
levaduras seleccionadas en este estudio ERS1, EYS4, EYS5 y EGT1, son
adecuadas para ser usadas como iniciadores deshidratados para la produccién
controlada de bebidas tradicionales e incluso podrian ser usadas en otros
procesos de fermentacion alcohdlica. Hemos encontrado diferencias importantes
entre cepas que podrian estar asociadas también a un comportamiento
tecnoldgico diferente e interesante en fermentaciones alcohdlicas. La cepa
ecuatoriana S. cerevisiae EYS5, ha mostrado un excelente desempefio
fermentativo, superando a la cepa de S. cerevisiae L2056 utilizada como control
en actividad invertasa y mostrando una alta viabilidad después de la
deshidratacion; ademas ha mostrado interesantes rasgos de domesticacion. La
cepa T. delbrueckii EGT1 mostrd también un alto potencial como levadura no-
Saccharomyces tanto por su tolerancia a condiciones de deshidratacion,
reflejada en valores adecuados en parametros redox, asi como una capacidad
fermentativa aceptable para convertirse en una buena alternativa para las
fermentaciones alcohdlicas.
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2. Caracterizacion tecnologica de levaduras seleccionadas
aisladas a partir de chichas ecuatorianas

Ademas del objetivo inicial de caracterizacion molecular y fisiolégica de los
aislados de levaduras seleccionados, nuestro segundo objetivo principal ha sido
la caracterizacion tecnologica de dichas cepas con vistas a su potencial
aplicacion. La seleccion de especies y cepas de levaduras con caracteristicas
tecnoldgicas adecuadas es muy necesaria para la mejora de la productividad de
la mayoria de procesos biotecnoldgicos relacionados con estos microorganismos
(Saini et al., 2018). Por ejemplo, en el caso de los vinos, la utilizaciéon de cepas
de levaduras autoctonas seleccionadas es una herramienta eficaz para mejorar
las propiedades organolépticas y sensoriales de los vinos tipicos regionales
(Tristezza et al., 2014; Pérez-Torrado et al., 2018). Las levaduras producen una
amplia variedad de compuestos volatiles, como los alcoholes, ésteres, aldehidos
y cetonas que contribuyen a las caracteristicas sensoriales de las bebidas
fermentadas (Ramos y Schwan, 2017), por lo que la aplicacion de nuevas cepas
para la produccion de bebidas novedosas, originales, diferentes o mejoradas, es
de mucho interés. Entre las principales caracteristicas tecnoldgicas que se
buscan en cepas usadas en fermentaciones industriales estan el vigor
fermentativo, la resistencia a condiciones de estrés, un buen perfil enzimatico, la
ausencia de sabores y aromas desagradables en el producto final, ademas de la
produccion de subproductos de fermentacion deseados como alcoholes
superiores, ésteres, entre otros (Di Gianvito et al., 2019).

Existen alimentos fermentados tradicionales que han sido consumidos durante
siglos, como las chichas, pero sobre los que todavia se tiene muy poca
informacién. La mayoria de investigaciones se han enfocado a determinar su
biodiversidad microbiolégica por lo que la mayoria de las especies y cepas
encontradas no tienen roles definidos y se conoce muy poco de su potencial
aplicacion tecnoldgica (Bourdichon et al., 2012). La produccién de metabolitos
secundarios en las levaduras de la especie S. cerevisiae incluye alcoholes
superiores, polioles, ésteres, acidos organicos, dicetonas vecinales y aldehidos
que suelen producirse en concentraciones relativamente bajas comparadas con
las de etanol o diéxido de carbono pero que ejercen una influencia muy
importante en el sabor y aroma de las bebidas fermentadas (Walker y Stewart,
2016). Tres de las cepas ecuatorianas seleccionadas son de esta especie por lo
que su aplicacion como indculos es posible. En relacion a las levaduras de la
especie T. delbrueckii, varias cepas han sido utilizadas para optimizar varios
parametros en la fermentacion de vino, como la reduccion de la concentracion
de acido acético y de ciertos alcoholes superiores no deseables, ademas se ha
descrito un incremento en la cantidad de compuestos aromaticos interesantes
como ésteres, lactonas, tioles y terpenos (Ramirez y Velazquez, 2018). En
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cerveza también se han realizado recientemente varios estudios con
fermentaciones mixtas de esta especie con cepas de S. cerevisiae, dando como
resultado cervezas con un perfil analitico y aromatico general distintivo (Canonico
et al.,, 2016). La cepa EGT1 representa al grupo mayoritario de cepas de esta
especie encontradas en las chichas ecuatorianas descritas en el apartado
anterior, por lo que su posible aplicacion en fermentaciones mixtas, tanto de
chicha como de cerveza podria ser de mucho interés.

Por ello, la determinacion de varias de las caracteristicas tecnoldgicas relevantes
para el uso industrial de las cepas seleccionadas, tanto en fermentaciones en un
sustrato similar al utilizado para la elaboracion de chicha, como en otros mostos
usados a nivel industrial nos ha permitido una mas completa evaluacién de su
potencial como iniciadores comerciales.

2.1. Estudio del desempeno fermentativo de las cepas ecuatorianas

El uso de cultivos puros y mixtos de cepas de levaduras nativas de bebidas
tradicionales se puede convertir en una herramienta importante para la
diferenciacion, diversificacion y proteccion de bebidas regionales como las
chichas (Rodriguez et al., 2016). Ademas, debido a la similitud entre chichas y
cerveza, existe una clara posibilidad de que las levaduras originarias de esta
bebida puedan ser aplicadas de forma favorable en la produccién industrial de
cerveza. Nada se conoce sobre el potencial fermentativo de cepas nativas de
chichas como iniciadores de fermentacion de cerveza o incluso en
fermentaciones controladas de esta misma bebida. En este apartado se ha
estudiado de forma detallada la aplicacién de estas cepas seleccionadas en la
produccion de estas dos bebidas. Los resultados obtenidos para las cepas
ecuatorianas fueron comparados con aquellos determinados para cepas de
levaduras comerciales, tanto vinicas como cerveceras.

Las fermentaciones a escala 100 mL y escala piloto (1.5 L) tanto en MCS como
en mosto de cerveza se llevaron a cabo en las instalaciones del VTT Technical
Research Centre of Finland en los laboratorios y en la planta piloto del area de
Fermentaciones, bajo la supervisién del Dr. Brian Gibson, Cientifico principal y
gerente de proyectos en el area de Soluciones para recursos naturales y medio
ambiente del VTT. Para estos experimentos se utilizaron como cepas control dos
cepas cerveceras de la coleccion del VTT, la cepa S. cerevisiae A-81062 y la
cepa S. pastorianus A-63015.
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2.1.1. Analisis de fermentaciones en el sustrato modelo tipo chicha (Model
Chicha Substrate, MCS)

2.1.1.1. Estandarizaciéon de la formulacion y estrategia de elaboracion del
MCS

En una investigacion realizada con cepas nativas de la bebida tradicional
colombiana “Champus”, elaborada a partir de granos enteros de maiz cocidos a
los que se le anade jugos de frutas, hierbas y especias de la region, se analizo el
desempeio fermentativo de estas cepas en un Sistema Modelo tipo Champus
(Model Champus system) que simulaba a este sustrato (Osorio-Cadavid et al.,
2008). Basandonos en esta investigacion y en el trabajo de Vallejo et al., (2013),
en el que analizdé el desempefio fermentativo también de cepas nativas de
chichas de Jora peruanas con un sustrato elaborado a partir de maiz malteado,
se decidié probar varias opciones de sustratos tipo chicha que simulen al
generalmente usado en la elaboracion de las chichas ecuatorianas y en el que se
pueda evaluar el desempefo fermentativo de cepas nativas y comerciales.

Para ello fue necesario establecer una formulacién estandar, similar a la que
generalmente se usa para preparar las chichas ecuatorianas, como se detalla en
el apartado de Materiales y Métodos 1.3.1. Dos sustratos fueron seleccionados:
la chicha de arroz por la facilidad de adquisicion de los ingredientes, ademas de
ser la que presentd una mayor diversidad de levaduras de todas las evaluadas, y
la chicha de Jora por la historia, conocimiento e informacion que se tiene de esta
bebida.

Chicha de arroz

La chicha de arroz es una bebida de sabor dulce y suave que, dependiendo del
tiempo de fermentacion (3 — 15 dias), puede constituir desde un refresco hasta
una especie de vino embriagante. Su preparacion en el Ecuador posiblemente
se remonta a la llegada de este cereal al pais en el siglo XVIII, actualmente es
consumida como una bebida refrescante tanto en la costa como en la sierra del
pais (Pazmifio et al., 2014). En un estudio llevado a cabo con muestras de chichas
de arroz producidas por una comunidad indigena brasilefia no se encontraron
aislados de levaduras solo bacterias acido lacticas y del género Bacillus (Puerari
et al., 2015), mientras que en otros trabajos de analisis de calidad microbiolédgica
de chichas de arroz elaboradas de forma artesanal tanto de Venezuela (Arroyo
et al., 2011) como de Ecuador (Pazmifio et al., 2014), se encontraron importantes
poblaciones de levaduras. Los resultados obtenidos en el analisis de
biodiversidad en el capitulo anterior de esta tesis, mostraron que la chicha de
arroz es un buen sustrato para el crecimiento de levaduras, incluso fue la bebida

134



Resultados y discusion

en la que se encontrd una mayor diversidad y numero de aislados de la especie
S. cerevisiae.

Para evaluar la posibilidad de usar un sustrato estandarizado similar al utilizado
para la preparacion de la chicha de arroz, se analizo la formula tradicional (Tabla
R2.1).

Tabla R2.1 Formulacién original para la preparacion de chicha de arroz en Ecuador.

Tiempo de ebullicion

Ingredientes %
(min)
Harina de arroz 3 30
Hierbas y especias, 0.28
Panela 12 %0
Frutas de la region 7 20
Zumo de pina 3 0

Se decidio simplificar esta formulacién a tres ingredientes basicos: zumo de piia,
harina de arroz y panela. Tanto la harina de arroz como la panela se prepararon
en dos soluciones concentradas disueltas en agua. Se realizaron varios
experimentos para determinar:

- Tipo de zumo de pifa a utilizarse: natural (extraido a partir de pifa fresca)
o “natural — comercial” (Marca Hacendado). El zumo de pifa natural se
esterilizd por tratamiento con 0.2 % de dimetil dicarbonato (48 h a 4 °C),
sin embargo, por ser poco uniforme y tener una gran cantidad de sélidos
suspendidos se decidié no utilizarlo para los experimentos y usar el zumo
de pifna natural comercial (marca Hacendado).

- Estrategias de esterilizacion de las soluciones de panela y harina de arroz:
En la forma de preparacion tradicional de la chicha de arroz las dos
soluciones se prepararon por separado (ebullicion 30 min) y una vez frias
se mezclaron. Se valoro la posibilidad de preparar una unica solucion de
harina de arroz con panela para su esterilizacion en autoclave y facilitar el
proceso. Por ello se analizé si existian diferencias entre separar las
soluciones y unirlas después de esterilizarlas o prepararlas y esterilizarlas
juntas.
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- Concentracion final del zumo de pifia: La bebida original contiene un 3 %
de zumo de pifia y un 7 % de zumo de otras frutas de la region. Por ello se
analizé si existian diferencias entre afiadir 3 % o 10 % de zumo de piia.

Se ensayaron cuatro formulaciones diferentes:

- MBS: Esterilizacion en conjunto (mismo recipiente) de las soluciones de
panelay arroz a las que una vez frias se les adiciono 3 % de zumo de piia.

- M10: Esterilizacién en conjunto (mismo recipiente) de las soluciones de
panela y arroz a las que una vez frias se les adiciond 10 % de zumo de
pina.

- S3: Esterilizacion por separado (recipientes diferentes) de las soluciones
de panela y arroz a las que una vez frias se les adicion6 3 % de zumo de
pina.

- S10: Esterilizacion por separado (recipientes diferentes) de las soluciones
de panela y arroz a las que una vez frias se les adicion6 10 % de zumo de
pifa.

Para determinar cual era la formulacion mas idonea, se usaron dos cepas de la
especie S. cerevisiae, la cepa ecuatoriana EYSS5 y la cepa industrial vinica usada
como referencia L2056. Se obtuvieron cinéticas de consumo de azucares
diferentes para todas las formulaciones evaluadas (Figura R2.1).
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Figura R2.1 Cinética del consumo de azucares reductores de las cepas S. cerevisiae
EYS5 y L2056 en distintas formulaciones y estrategias de esterilizacion del MSC.
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Las muestras con un 10 % de zumo de pifia presentan niveles iniciales superiores
de azucares libres que las muestras con 3 %, indicando que es una fuente de
monosacaridos, pero no la unica. La esterilizacion por separado de los
componentes también eleva la concentracion inicial de azucares, probablemente
por la hidrélisis de la panela. Las cinéticas obtenidas con la cepa EYS5 fueron
atipicas ya que se observdo un aumento de la concentracion de azucares
reductores en los primeros dias de la fermentacion, obteniéndose el valor mas
alto en el dia 3, sugiriendo un defecto en la utilizacién de los monosacaridos
procedentes de la hidrdlisis de la sacarosa. Ademas, la actividad invertasa inusual
de la cepa EYSS, ya descrita en el capitulo anterior (Figura R1.13), en la que se
observo una represion incompleta en condiciones de disponibilidad de glucosa,
podria estar relacionada con estas cinéticas, aunque no se pueden descartar
otras actividades enzimaticas adicionales que liberen monosacaridos a partir del
sustrato inicial. EI comportamiento de la cepa de referencia L2056 es diferente,
su actividad invertasa parece mas firmemente ligada al transporte de
monosacaridos al interior celular, ya que nunca hay acumulacion de los mismos.
Estos datos refuerzan el interés en estudiar fermentaciones mixtas de estas
cepas. Segun van Dijken et al., (1993) las cinéticas de crecimiento y de consumo
de azucares en levaduras depende cualitativa y cuantitativamente de la especie,
cepa, naturaleza y concentracion del azucar, disponibilidad de oxigeno ademas
de otros parametros ambientales.

Los parametros de fermentacion se compararon entre formulaciones (Tabla
R2.2), la formulacion en la que se encontré una mayor cantidad final de azucares
reductores en las fermentaciones llevadas a cabo con la cepa ecuatoriana EYS5
fue la M3 seguida por S3 mientras que en las chichas fermentadas con la cepa
vinica L2056 se obtuvieron en todas las formulaciones valores de azucares
fermentables finales inferiores e iguales estadisticamente lo que demostraba un
distinto desempefo fermentativo de las dos cepas en este sustrato. EYS5
muestra mas rapidez en consumir mostos que poseen mas zumo de pifia, a pesar
de que puedan aportar mas azucares. Ello indica que el zumo de pifia aporta
nutrientes adicionales para los que EYS5 tiene mas necesidad. Los valores de pH
iniciales para los cuatro sustratos fueron 5.06 en M3, 4.77 en M10, 5.07 en S3 y
4.87 en S10, mientras que el pH final de todas las formulaciones fue inferior a
3.8, indicando que a ese respecto la cepa ecuatoriana es capaz de acidificar el
medio de manera tan efectiva como la cepa vinica comercial. No se encontraron
diferencias significativas en las concentraciones finales de etanol entre
formulaciones sin embargo los valores mas altos se encontraron en el sustrato
S10 con las dos cepas. La viabilidad mas alta se observo con la cepa ecuatoriana
EYSS5 en el sustrato M10, siendo similares en el resto.
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Tabla R2.2 Parametros de fermentacion finales en chichas obtenidas a partir de cuatro
formulaciones diferentes inoculadas con las cepas S. cerevisiae EYS5 y L2056, luego de
7 dias de fermentacién. Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si
(p < 0.05), estan indicados con letras distintas.

L2056
M3 M10 S3 S$10
[ 1azucares reductores (g/L) 1.07+0.112 048 +0.012 1.09+0.03* 0.38+0.032
Células viables (log UFC/mL) 7.67+£0.082 7.72+0.03% 7.70+0.012 7.94 +0.09°

Analisis

pH 3.75+0.01¢ 3.82+0.01¢ 3.82+0.01¢ 3.83+0.01¢
Etanol (g/100 mL) 6.12+0.18 6.14+0.07 6.090.11 6.71 £ 0.01
Analisis EYS5
M3 M10 S3 S$10

[ ] azucares reductores (g/L) 12,98 £ 0,45¢ 2,57 + 1,392 6,51 +2,79° 0,44 + 0,062
Células viables (log UFC/mL) 7,80 £ 0,028 7,99 + 0,03° 7,85+ 0,06%°  7.77 £ 0.02%
pH 3,74 £ 0,012 3,63 +0,01° 3,53 £ 0,14¢ 3,64 £ 0,01°

Etanol (g/100mL) 5,99 + 0,39 6,39 + 1,16 6,24 + 0,18 6,96 + 0,18

De todas estas formulaciones se seleccioné como mejor sustrato al preparado
con 10 % de zumo de pifa y con soluciones de harina de arroz y panela
esterilizadas por separado (S10). Esta forma de preparacion se asemeja a la
original y es la formulacion en la que se obtuvieron los valores mas altos en
relacion a concentracion de etanol y un consumo final de azucares similar para
las dos cepas analizadas.

Chicha de Jora

La chicha de Jora es quiza la mas conocida y estudiada hasta el momento, el
nombre de “cerveza indigena andina” tiene relacion directa con la forma de
elaboracion de esta bebida. La bebida ancestral se preparaba unicamente con
maiz de Jora y se usaba como inéculo el precipitado de una chicha anterior,
llamada “chicha madre”, o granos de maiz masticados para acelerar el proceso
de fermentacion (Gomes et al., 2009). Sin embargo, actualmente la chicha de
Jora que se prepara para la mayoria mestiza en el Ecuador, suele tener como
ingrediente adicional la panela y se usa como inéculo el residuo de una
fermentacion anterior.

Se decidio evaluar la posibilidad de que el sustrato natural sea elaborado con
harina de maiz germinado conocida en Ecuador como “harina de Jora”, este
ingrediente fue adquirido en el mercado central de Otavalo (Imbabura — Ecuador),
donde se expende esta harina ya preparada por mujeres indigenas de la zona.
Previo a su uso la harina fue tamizada y se decidié usar para los ensayos
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preliminares unicamente a la cepa S. cerevisiae EYS5 aislada en la chicha del
yamor por la cierta similitud en el sustrato de fermentacion entre estas dos
chichas. Se evaluaron cuatro formulaciones con diferentes concentraciones de
harina de Jora: 3 % (J3), 5 % (J5), 10 % (J10) y una cuarta formulacion
correspondiente a Harina de Jora al 3 % con un 3 % de panela adicional (JP3).

La cinética de fermentacion correspondiente al sustrato al que se le adiciond
panela (JP3) fue muy diferente a las de las otras tres formulaciones (Figura R2.2).
Al igual que lo ocurrido con las formulaciones basadas en la chicha de arroz, se
observo para este caso una cantidad de azucares reductores mas alta a la inicial
el dia después de iniciada la fermentacién (dia 1), para llegar a niveles similares
al resto de chichas, indicando que dicha variacion en monosacaridos procede de
la panela. No se detectd un consumo completo de azucares reductores libres en
ningun caso (Figura R2.2).
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Figura R2.2 Cinética del consumo de azucares reductores de la cepa S. cerevisiae EYS5
en distintas formulaciones y estrategias de esterilizacion de un sustrato similar al usado
en la elaboracion de chicha de Jora.

El sustrato elaborado con panela (JP3) fue el unico en el que se observd una
reduccion del pH importante luego de 14 dias de fermentacion (Figura R2.3 B) y
en el que se obtuvo una concentracién de etanol superior a 1 g/100 mL (Figura
R2.3A). La viabilidad a lo largo de la fermentacién fue mayor en este sustrato que
en los otros tres analizados (Figura R2.3C). En J10 se produjo un crecimiento a
tiempos cortos mayor que en otras formulaciones, quizas debido a la presencia
de algun compuesto asimilable cuya concentracion aumenta con el porcentaje
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de harina. Al parecer la concentracion de harina de Jora no influye en el potencial
fermentativo de las levaduras ya que ninguna de ellas tiene actividad amilasa
capaz de convertir los almidones tipicos de las harinas en azucares fermentables
mientras que la adicion de panela (rica en sacarosa, glucosa y fructosa),
contribuye de forma determinante al crecimiento y fermentacion. Ademas, en
relacion a la preparacion de cada una de las formulaciones, una mayor
concentracion de harina hacia mas espeso y menos manejable al sustrato.
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Figura R2.3 Gréficas de cambios de parametros de fermentacion en un sustrato similar
al usado en la fermentacion de chicha de Jora (A) Concentraciones de etanol g/L, (B)
pH, (C) viabilidad (log UFC/mL). Grupos de medias que son estadisticamente diferentes
entre si (p < 0.05), estan indicados con letras distintas.

Debido a la gran cantidad de sdlidos presentes en este sustrato y al bajo poder
fermentativo de la cepa EYS5 en todas las formulaciones evaluadas se decidid
que este sustrato no podria ser usado como Sustrato Modelo de Chicha para la
evaluacidn de las cepas seleccionadas. Se ha demostrado que durante la
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fermentacién de la chicha de Jora actua un consorcio de microorganismos
(bacterias, mohos y levaduras) (Faria-Oliveira et al., 2015) y que incluso pueden
existir algunas cepas del género S. cerevisiae capaces de producir amilasas
(Vallejo et al., 2013). Sin embargo, ninguna de las cepas seleccionadas tiene
actividad amilasa (Tabla R1.5) y posiblemente el uso de cultivos puros no sea una
estrategia adecuada para la fermentacion de sustratos de este tipo.

Analisis del Sustrato MCS (S10)

Como ya se ha comentado, finalmente se decidio utilizar la formulacién S10,
basada en el sustrato de preparacion de la chicha de Arroz (RC), por ser el mas
representativo y en el que se obtuvo un buen crecimiento de las cepas (tanto de
la cepa ecuatoriana como de la cepa vinica control). Su constitucion final fue 3 %
de harina de arroz, 10 % de zumo de pina 'y 12 % de panela.

Se determindé su composicion mediante analisis por HPLC (Tabla R2.3).

Tabla R2.3 Composicion del sustrato modelo tipo chicha (MCS).

Composicion Unidades MCS
Extracto °P 13.62 £ 0.57
pH - 4.83 £ 0.06
Maltosa g/L 5.42 £ 0.02
Maltotriosa g/L 0.69 + 0.01
Glucosa g/L 75.15+0.34
Fructosa g/L 35.73 £ 0.16

El contenido total de maltosa y maltotriosa de este sustrato es bajo comparado
con mostos cerveceros, mientras que la concentracion de glucosa y fructosa es
alta (aunque sin llegar a lo que seria un mosto de uva). Una concentracion de
maltosa similar a la obtenida en nuestra bebida (5.7 g/L) se describié en una
chicha elaborada a base de maiz por una comunidad indigena de Brasil (Resende
et al.,, 2018), sin embargo en estas bebidas la maltosa era el unico azucar
presente en el sustrato lo que se reflejo en chichas con una concentracion de
etanol muy baja (0.3 g/L).

La panela es un derivado de la cafia de azucar conocido en el mundo cientifico,
como azucar de cafa no centrifugada y cuya composicion de azucares es de
aproximadamente 92 %, siendo la sacarosa el azucar mayoritario (~ 84 %). Es
utilizado como un endulzante tradicional (Jaffé, 2015) y suele ser afadido en la
preparacion de diversos tipos de chichas y otras bebidas de Latinoamérica
(Lépez y Ramirez, 2010; Chaves-Lopez et al., 2014). Al tener la formulacion
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propuesta como MCS un 13 % de panela, es esta la que contribuye a la
concentracion de glucosa y fructosa (productos de su hidrolisis) del sustrato
inicial que se convierten en la principal fuente de carbono usada por las
levaduras. El paso clave en el metabolismo de la sacarosa en S. cerevisiae es su
hidrélisis mediante la enzima invertasa en glucosa y fructosa para luego ingresar
a la célula por difusidn facilitada y donde los monosacaridos son fosforilados y
metabolizados (Marques et al., 2015).

Al contrario de un mosto de cerveza donde los azucares predominantes son la
maltosa y la maltotriosa (He et al., 2014), en este sustrato la concentracion de
esos dos azucares es menor a 6 g/L. Como se puede notar existe una importante
diferencia en la composicion final de este sustrato y el mosto de cerveza en
relacion a azucares fermentables.

2.1.1.2. Fermentaciones con cultivos puros

Fermentaciones a escala 30mL

Una vez estandarizada la formulacion para llevar a cabo las fermentaciones en
MCS, se procedi6 a realizar microfermentaciones con el mismo para obtener un
primer analisis de su funcionalidad. Se inocularon 30 mL de este sustrato con
cada una de las cepas seleccionadas como las mas prometedoras de entre las
cepas de S.cerevisiae y de T. delbrueckii identificadas en el apartado anterior,
siguiendo la metodologia que se detalla en el apartado de Materiales y Métodos
7.1.1.

Se encontraron diferencias en la cinética de consumo de azucares reductores
tanto entre especies como entre cepas (Figura R2.4), algunas de ellas
correspondieron a las que ya se habian visto con la cepa EYS5 durante la
estandarizacion del sustrato. Debido al volumen tan pequefio de muestra con la
que se contaba (30 mL) se realizaron experimentos diferentes con tiempos de
recogida de muestras distintos (ya que no se podian tomar todos los dias). Se
observaron concentraciones de azucares mas altas a la inicial en el dia 3 para las
cepas S. cerevisiae ERS1y EYS5, mientras que la concentracion se reducia para
EYS4 y L2056. Las cepas T.delbrueckii D291 y EGT1 presentan un pico similar,
aunque el consumo de azucares es mas rapido en la cepa de referencia.
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Figura R2.4 Cinética de consumo de azucares en fermentaciones a escala de laboratorio
(30 mL) en MCS durante 14 dias.

La cinética de consumo de azucares reductores fue muy similar entre las cepas
de T. delbrueckii (EGT1 y D291) mientras que para las cepas de la especie S.
cerevisiae se observaron importantes diferencias entre ellas. La cantidad de
azucares reductores fue cuatro veces mayor a la inicial para las cepas de S.
cerevisiae ERS1y EYS5 entre los dias 2 y 3; se encontro cierta similitud a las de
la especie T. delbrueckii ya que la concentracion de azucares reductores
presente en el sustrato aumentaba entre los dias 3 y 5. La cepa de S. cerevisiae
ERS4 presenté una cinética muy parecida a la cepa control L2056, incluso se
observo una disminucion de azucares reductores mas rapida que para la cepa
vinica de referencia. Para la cepa ERS1 se observo una disminucién muy lenta
de los azucares presentes mientras que en la cepa ERS5 se determind un
consumo total de azucares en el dia 7. La actividad invertasa per se (ver
anteriormente) no varia lo suficiente entre cepas como para justificar estas
diferencias. Los azucares reductores disminuyeron para todas las cepas al final
de la fermentacion, siendo consumidos completamente en dos semanas.

En relacion a los parametros de fermentacién, no se encontraron diferencias
significativas entre cepas para los parametros concentracion de azucares y
etanol. La cepa EYS5 present6 los promedios mas altos de viabilidad al final de
la fermentacién mientras que se observd una importante reduccion en el
crecimiento de la cepa vinica de referencia T. delbrueckii D291 (Tabla R2.4),
respecto a la cepa autoctona.
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Tabla R2.4 Parametros de fermentacion de chichas inoculadas con las cepas
seleccionadas luego de 14 dias. Grupos de medias que son estadisticamente diferentes
entre si (p < 0.05), estan indicados con letras distintas.

ERS1 EYS4 EYS5 L2056
Analisis
S. cerevisiae
[ ] aztcares (g/L) 1.68 £ 0.02 1.78 £ 0.10 1.65 + 0.01 1.67 £ 0.03
etanol (g/100mL) 7.75+0.14 8.31+1.14 8.47 £ 0.32 8.41+0.42
pH 3.83+0.04*¢ 3.65+0.032 3.81+0.05° 3.93+0.01¢

Viabilidad (log UFC/mL)  7.49+0.05> 7.72+0.03* 7.93%0.01° 7.71+0.02*

EGT1 D291
Analisis =
T. delbrueckii
[ ] azucares (g/L) 1.72 £ 0.05 1.71£0.03
etanol (g/100 mL) 8.08 £ 0.05 8.36 £ 0.43
pH 3.81+£0.04¢ 3.91+0.02%

Viabilidad (log UFC/mL)  7.71 £ 0.05>  7.14 + 0.25°

En todas las chichas obtenidas en este estudio se encontraron concentraciones
de etanol altas (> 7.8 %); los promedios mas altos se encontraron en los sustratos
inoculados con las cepas EYS5 y L2056. Se determind ademas altas
concentraciones finales de etanol en las chichas fermentadas con las dos cepas
de la especie T. delbrueckii EGT1y D291, que confirma su potencial fermentativo.
Al existir una amplia variedad de chichas, ademas de que los tiempos de
fermentacion son muy variables de un tipo a otro, la concentracion de etanol
puede ser del 1 al 12 % (Chaves-Lopez et al., 2014). En varias muestras de
chichas de jora ecuatorianas se describen concentraciones de etanol muy bajas,
desde niveles no detectables hasta un maximo de 6 % mientras que en chichas
del Yamor se muestran valores entre 6.6 — 6.9 % v/v de etanol (Pil6 et al., 2018).
Las chichas ecuatorianas mencionadas del estudio anterior fueron producto de
una fermentacién espontanea y por ello se observan niveles muy variables y
bajos de etanol mientras que se observa que en las fermentaciones inoculadas
con cultivos puros de las cepas ecuatorianas seleccionadas hay mayor
homogeneidad y mayores concentraciones de etanol. El pH en todas las chichas
se redujo a lo largo del proceso fermentativo, de 4.35 a 3.8 aproximadamente,
siendo el valor mas bajo para EYS4, posiblemente por su mas rapido consumo
de azucares. Valores similares a estos fueron descritos en chichas ecuatorianas
de Jora (pH 3 — 4) y en chichas del Yamor (pH 3.3 — 3.7) (Pil6 et al., 2018).
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Fermentaciones a escala 100 mL

Una vez comprobado que las cepas analizadas eran capaces de completar la
fermentacién en MCS se probd un volumen mayor de fermentacion, en el que se
estudio el efecto de la temperatura. El desempeino fermentativo de las cepas
seleccionadas se estudio a escala de laboratorio (100 mL) a dos temperaturas 12
°C y 20 °C con el objeto de determinar si existe algun tipo de variacion en su
capacidad fermentativa en funcion de cambios en este parametro. Como se ha
comentado, estos experimentos se llevaron a cabo en las instalaciones y con los
protocolos analiticos del VTT, en Finlandia. EI proceso fermentativo se llevo a
cabo hasta no observar cambios en la pérdida de masa, el tiempo de
fermentacion fue de 14 dias.

Como se esperaba, a altas temperaturas (20 °C), todas las cepas mostraron una
cinética de fermentaciéon mas rapida, especialmente al inicio de la fermentacién
(Figura R2.5A). En el caso de las cepas comerciales los valores mas altos de
pérdida de masa a 20 °C se alcanzaron en el dia 7 mientras que a 12 °C, la cepa
S. cerevisae A-81062 fue la que mostrd una cinética mas rapida de fermentacion,
con valores de pérdida de masa mas altos en el dia 14 (Figura R2.5B). Las
diferencias mas drasticas en pérdida de masa entre las dos temperaturas fueron
observadas para la cepa T. delbrueckii EGT1, seguida por la cepa S. cerevisiae
ERS1. Estas dos cepas en las dos temperaturas mostraron cinéticas de
fermentacion mas lentas, sin embargo, a 20 °C en el dia 14, alcanzaron valores
de pérdida de masa similares al resto de cepas mientras que a 12 °C, en ese
mismo periodo de tiempo, los valores de pérdida de masa fueron casi la mitad.
Las cepas ecuatorianas EYS4 y EYSS5 y la cepa T. delbrueckii control D291
mostraron cinéticas de fermentacidon muy parecidas a la cepa cervecera S.
pastorianus A-63015 aunque inferiores al resto de cepas de S. cerevisiae
industriales. Las cepas industriales de la especie S. cerevisiae tanto vinicas como
cerveceras (L2056 y A-81062, respectivamente) fueron las que presentaron una
fermentacién mas rapida reflejada en valores de pérdidas de masa mas altos en
las dos temperaturas.
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Figura R2.5 Pérdida de masa durante la fermentacion a escala de laboratorio (100 mL),
en sustrato modelo tipo chicha (MCS) (13 — 14 °P) en dos temperaturas diferentes (A)
12°Cy (B) 20 °C.

Los parametros finales de fermentacion en las dos temperaturas, se detallan en
la Tabla R2.5.
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Tabla R2.5 Parametros finales de fermentacién de las chichas fermentadas con las
cepas seleccionadas a escala de laboratorio (100 mL). Grupos de medias que son
estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con letras distintas.

Alcohol (%v/v) 5.07 £ 6.94 + 6.76 £ 6.80 £ 6.93 + 7.07 +
0.08° 0.14%0 0.04¢ 0.08° 0.05¢ 0.0420°
[1azlcares (°P) 3.84 + - 0.11+ - - -
0.16° 0.042
pH 413+ 3.96 + 419+ 395+ 418 + 3.99+
0.05 0.02%® 0.04 0.03° 0.06 0.02%®
Masa seca (g /L MCS) 36.60 2681+ 31.37% 29.94 + 30.51% 28.39
0.84¢ 0.65 0.40° 0.23 0.196¢ 0.85
Viabilidad (%) 97.16 98.13+ 97.74 % 98.79 + 96.26 * 98.18
0.07¢ 0.32° 0.04¢ 0.16° 0.26¢ 0.2°

Alcohol (%v/v) 7.18 £ 7.26 £ 732+ 72+ 733+ 7.38 +
0.15¢ 0.01tc 0.02¢ 0.01%e 0.01¢ 0.01°
[ 1azucares (°P) - - - - - -

pH 429+ 413+ 415+ 412+ 429+ 405+
0.01 0.01¢ 0.02 0.03¢ 0.01 0.01b

Masa seca (mg / g MCS) 26.71 = 3092+ 2856+ 27.26% 2741+ 28.02%
0.082 0.45 0.32 0.46 0.032 0.78

Viabilidad (%) 75.31 9728+ 9757+ 9711+ 9112+ 9154+
0.582 0.51° 0.07¢ 0.39° 1.17° 0.412

I

Alcohol (%v/v) 4.28 + 7.14 6.76 + 7.38 +
0.01® 0.04abc 0.36° 0.08abe
[ ]1azucares (°P) 5.64 + - - -
0.01¢
pH 421+ 3.99+ 420+ 41
0.02 0.02# 0.04 0.01°
Masa seca (mg/g 40.59 £ 2967+ 3041+ 2755%
MCS) 0.88¢ 0.39 0.45b¢ 0.28
Viabilidad (%) 96.86 + 9751+ 9691+ 9575%
0.02¢ 1.33° 0.45¢ 0.33°
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En relacidn a las fermentaciones en MCS a 12 °C, los valores mas bajos en
concentracion de etanol (< 5 %) se encontraron en las chichas fermentadas con
las cepas ERS1y EGT1, reflejada también en concentraciones finales apreciables
de azucares mientras que para el resto de bebidas no se detectaron azucares
reflejando una conversion completa de los mismos. De manera interesante, los
valores de masa seca mas altos correspondieron también a las bebidas
fermentadas con las dos cepas que presentaron los niveles mas bajo de etanol
(ERS1y EGT1) lo que sugiere un desvio de la fuente de carbono para la creacion
de biomasa. En relacion a la viabilidad de las cepas al final de la fermentacion se
encontro que la cepa L2056 es la que presento los valores mas bajos (75.3 %) a
la temperatura mas baja, mientras que el resto de cepas presentaron una
viabilidad final superior al 90 %, indicando una mejor adaptacién al medio.

En cuanto a las fermentaciones llevadas a cabo en este sustrato a 20 °C, todas
las chichas presentaron concentraciones de alcohol superiores al 6.8 %, los
valores mas altos las presentaron las bebidas inoculadas con las cepas
industriales tanto cerveceras (A-81062 y A-63015) como vinicas (L2056 y D291).
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre cepas en
relacion al pH a la misma temperatura, los valores oscilaron entre 3.95 — 4.23,
mayores a los encontrados en las fermentaciones descritas anteriormente en un
volumen de 30 mL. El aumento de la temperatura supone una acidificacion mayor
en todas las cepas, reflejo quizas de un metabolismo mas vigoroso. Las
fermentaciones en 30 mL se realizaron a 24 °C, lo que podria justificar esas
diferencias de pH. La viabilidad mas baja a esta temperatura, se encontré en la
cepa cervecera S. pastorianus A-83015, posiblemente relacionada con la baja
supervivencia que esta muestra a temperaturas superiores a los 14 °C. La
especie S. pastorianus pertenece al grupo de levaduras cerveceras tipo lager
que fermentan mas rapido a temperaturas mas bajas (Vidgren et al., 2010), sin
embargo se puede observar que, pese a que la viabilidad es baja, esta muestra
en buen desempeio fermentativo en el MCS.

En el caso de las chichas obtenidas como producto de la fermentaciéon con las
cepas ecuatorianas EYS4 y EYS5 y las cepas industriales L2046, A-81062 y A-
83015, no se encontraron diferencias en relacion a niveles finales de etanol en
funcion de la temperatura de fermentacion. Aunque a mayor temperatura la
fermentacion fue rapida, a los 13 dias los parametros de fermentacién fueron muy
similares lo que posiblemente sugiere que en este sustrato el cambio de
temperatura para estas cepas no afecta su desempeno fermentativo, pero si lo
vuelve mas lento.

La variable masa seca, usada muy comunmente en cerveceria para determinar
la cantidad de biomasa de levadura presente en el mosto, representa en el caso
de la chicha mayoritariamente la cantidad de soélidos disueltos (cuyo origen son
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los ingredientes) y en forma minoritaria al indculo. Encontramos valores mas altos
en las chichas fermentadas a 12 °C, incluso se observan diferencias significativas
entre cepas, pero no existe una relacion directa entre la capacidad fermentativa
de una cepa y este parametro. Por ello este parametro solo se us6 con fin
informativo mas no referencial.

La temperatura es uno de los factores que mas afecta al desempefio fermentativo
de las levaduras en procesos de fermentacion alcohdlica (Gibson et al., 2007),
sin embargo en relacién a las cepas de la especie S. cerevisiae se ha
determinado que su desempeio fermentativo a bajas o altas temperaturas es
muy variable entre cepas (Torija et al., 2003) lo que también se ha comprobado
con nuestras cepas seleccionadas. La temperatura ambiental en la Sierra
Ecuatoriana puede oscilar entre los 12 a 20 °C (Hofstede et al., 1998) por lo que
se observa una adaptacion de las cepas a este rango.

Segun Navarrete-Bolafios, (2012) la temperatura a la cual una fermentacién
alcohdlica se lleva a cabo no solo afecta a la tasa de crecimiento de la levadura
sino también a las reacciones bioquimicas que dan lugar a la composicion
quimica y sensorial del producto final, por ello la temperatura éptima debe ser
determinada incluso de acuerdo a la cepa. La cepa iniciadora esta
intrinsecamente relacionada con el sustrato de fermentacion por lo cual se debe
profundizar los factores que influyen en esta relacién y su efecto final en el
producto con la idea de producir una bebida a escala industrial.

Fermentaciones a escala piloto (1.5 L)

La fermentacion de las chichas en Latinoamérica, al ser un proceso muy
artesanal, generalmente es llevada a cabo a temperaturas no controladas
(ambiente) por lo que pueden ser muy variables dependiendo del lugar y en el
momento en el que son elaboradas. Antiguamente se usaban vasijas de arcilla de
diferentes volumenes llamadas “pondos” que eran enterradas, dejando
unicamente la boca en la superficie para evitar cambios drasticos de temperatura
y mantener el proceso mas uniforme; en algunos casos se sigue usando esta
estrategia pero en otros no (Gomes et al., 2009).

Se decidiod realizar fermentaciones en MCS a escala piloto con la idea de
comparar los resultados obtenidos a escala de laboratorio. Existen varios
parametros y variaciones que deben ser medidos, controlados y experimentados
para determinar las condiciones Optimas de fermentacion que prueben la
consistencia al seguir un escalado de un proceso fermentativo (Marsh et al,,
2014), por ello se decidio realizar este escalamiento a 20 °C ya que fue la
temperatura a la que se obtuvo a escala de laboratorio una fermentacién mas
rapida para todas las cepas evaluadas (Figura R2.5), siendo una temperatura
comun en los ambientes en que se elaboran las chichas.
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Se midieron dos variables muy usadas en estudios de fermentaciones de mosto
de cerveza que son el extracto y la atenuacion. El extracto se refiere a la fraccion
de las sustancias disueltas en el sustrato y este puede ser aparente y real, la
diferencia entre estos dos es que el extracto real toma en cuenta el etanol
presente mientras que el extracto aparente no lo hace. Esta variable expresa la
concentracion de solidos disueltos (principalmente azucares) en el tiempo, y se
expresa como grados Plato °P en cada punto de la fermentacién. La atenuacion
es el porcentaje de azucares usados por los microorganismos, por lo que un valor
de atenuacion de 100 % indica que todos los azucares han sido consumidos. En
bebidas como la cerveza esto nunca ocurre ya que en el mosto cervecero estan
presentes dextrinas que suelen no ser usadas por las levaduras mientras que, en
vino y sidra esto si puede ocurrir. Existen dos tipos de atenuacion aparente y real
calculadas en funcién del extracto aparente y real.

Igual que lo observado en las fermentaciones a escala de laboratorio, todas las
cepas fueron capaces de fermentar este sustrato (Figura R2.6). La cepa S.
cerevisiae A-81062 cervecera, mostrd la disminucidn mas rapida en extracto
seguida por las cepas ecuatorianas S. cerevisiae EYS4 y EYSS. La cepa T.
delbrueckii EGT1 alcanzd su extracto final luego de 13 dias de fermentacién
demostrando el metabolismo mas lento, seguida por su cepa de referencia D291.
En relacion a las cepas de la especie S, cerevisiae, la cepa ERS1 es la que mostrd
el metabolismo mas lento de este grupo que se reflejo en su cinética de consumo
de azucares.
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Figura R2.6 Disminucidon del extracto aparente para todas las cepas investigadas
durante la fermentacién (20 °C) en 1.5 L MCS (13 — 14 °P). Grupos de medias que son
estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con letras distintas.
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En relacion a los valores de atenuacion aparente obtenidos, como se puede
observar en la Figura R2.7 se obtuvieron con la mayoria de las cepas estudiadas,
valores de atenuacion aparente superiores al 90 %, incluso con tres de ellas
(L2056, A-81062 y D291) se obtuvieron valores de 100 % que reflejaba un
consumo total de los azucares presentes en el MCS. El valor de atenuacién mas
bajo se obtuvo con la cepa T. delbrueckii EGT1.
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ERS1 EYS4 EYS5 L2056  A-81062 A-63015 EGT2 D291

120

Atenuacién aparente (%)

S. cerevisiae S. T. delbrueckii
pastorianus

Figura R2.7 Atenuacion final aparente del sustrato modelo tipo Chicha (MCS)
fermentado con las cepas seleccionadas y sus controles. Grupos de medias que son
estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con letras distintas.

Todas las chichas alcanzaron una concentraciéon de alcohol igual o mayor al 6.35
% (v/v) después de 8 - 13 dias de fermentacion (Tabla R2.6). Los valores mas
bajos correspondieron a la cepa T. delbrueckii EGT1 seguida por la cepa S.
cerevisiae ERS1 mientras que los valores mas altos correspondieron a las cepas
comerciales de S. cerevisiae. La cepa EYS5 produjo mas alcohol que la cepa de
S. pastorianus. El analisis de la concentracion final de azucares reveld el uso
preferencial de la glucosa y fructosa frente a la maltosa y maltotriosa en casi
todas las cepas. La concentracion mas alta de glicerol la present6 la chicha
fermentada con la cepa ecuatoriana EYS4.EI valor de pH final de las chichas fue
inferior a 4.01. La viabilidad final de casi todas las cepas estudiadas fue superior
al 90 %, excepto para la cepa T. delbrueckii EGT1 (~ 65 %).
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Tabla R2.6 Andlisis de las chichas fermentadas por las cepas investigadas, los valores
estan expresados en g/L. Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre

si (p < 0.05), estan indicados con letras distintas.

Analisis ERS1 EYS4 EYS5 A81062 L2056
S. cerevisiae
Alcohol (%v/v) 6.42 + 0.02% 6.70 £ 0.01° 6.95 + 0.02¢ 7.88 £ 0.01f 7.71+£0.01¢
[ 1azucares (°P) 1.14+0.01¢ 0.5 +0.01° 0.21 +0.01° - -
Maltotriosa 0.48 + 0.02° 0.47 £ 0.01° 0.52 + 0.01° 0.1 £0.012 0.49 + 0.042
Maltosa 1.22 £ 0.02° 1.29 £ 0.01¢ 1.15 £ 0.03¢° - 0.96 + 0.02°
Glucosa - - - 0.48 £ 0.012 -
Fructosa 8.7+0.272 - - 0.92 + 0.06° 2.66 + 0.20°
Glicerol 439 +0.12%c 586 +0.19¢ 4.7 + 0.02bcd 4.95 £ 0.05% 5.39 + 0.06°
Etanol 47.74 £1.03> 50.15+2.15° 54.00 + 0.07®° 60.18 £ 0.85° 51.20 + 0.42
pH 3.74 £ 0.012 3.82+0.01*  3.79 £0.01% 3.78+0.01>  3.88+0.01«
Viabilidad (%) 97.61+0.25° 98.80%0.09° 98.09%0.09° 91.63+0.17°° 80.95 + 3.45%
T A63015 EGT1 D291
S. pastorianus T. delbrueckii
Alcohol (%v/v) 6.60 + 0.01%° 6.35+ 0.10° 7.67 £ 0.01¢
[ ] azlcares (°P) 0.87 £ 0.05° 2.24 + 0.15¢ -
Maltotriosa 0.49 + 0.04° - 0.11 £ 0.01°
Maltosa 0.96 + 0.02° 0.75 £ 0.05° 0.78 + 0.06%°
Glucosa 0.55 £+ 0.012 1271+ 1.64°>  1.04 £ 0.01°
Fructosa 6.56 + 0.132 27.4 + 3.53° 4.33+0422
Glicerol 5.40 + 0.06% 3.25+0.47¢2 3.66 + 0.17%®
Etanol 51.20 £ 0.42>¢ 33.33+4.712 60.15+ 1.87°
pH 4.01 £ 0.02¢ 3.94 + 0.03¢ 3.88+0.01°
Viabilidad (%) 90.68 £ 2.103* 64.74 +1.132  78.18 + 1.42%°

Se decidioé analizar las chichas como un tipo de cerveza para lo cual se usaron
como referencia los limites organolépticos de cada uno de los compuestos de
aroma analizados ya establecidos para esta bebida (Tabla R2.7).
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Tabla R2.7 Limites organolépticos de los compuestos que contribuyen al aroma
relacionados con el metabolismo de levaduras presentes en cervezas y sabor que
producen en la bebida final (procedente de (Meilgaard, 1975; Blanco et al., 2016).

Compuesto

Acetaldehido
2-Feniletanol
Propanol
2-Me-Propanol (Isobutanol)
3-Me-Butanol (Isoamylalcohol)

2-Me-Butanol (amilalcohol activo)

Acetato de etilo
3-Me-Butilacetato (Isoamilacetato)
Caproato de etilo
Caprilato de etilo
2-feniletilacetato

Decanoato de etilo

Alcoholes Superiores: Esteres

(HA:Esteres)

Limite
organoléptico

(ppm)
25

125

800

200
70
65

21
1.4
0,17
0,3
3,8
10

4:1-4.71

Sabor en cerveza

hierbas, hojas verdes, afrutado
rosas, dulce, perfumado
alcohol
alcohol
alcohol, banano, dulce, aromatico
alcohol, banana, medicinal, solvente,
frutal
solvente, frutal, dulce
banana, manzana, solvente, pera
manzana acida, anisado
manzana acida
rosas, miel, manzana, dulce
acidos grasos, frutal, manzana,
solvente

balance adecuado

Se analizaron las concentraciones de alcoholes superiores y ésteres ya que estos
son los compuestos determinantes del perfil sensorial de las bebidas alcohdlicas
(Walker y Stewart, 2016). Las concentraciones de estos compuestos en las
chichas fue variable entre especies y cepas. Para todos los parametros
analizados se encontraron diferencias significativas entre ellas (Tabla R2.8).
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Tabla R2.8 Concentracidn de acetaldehido, alcoholes superiores y ésteres en el sustrato
modelo tipo chicha (MCS) fermentado con las cepas seleccionadas. Todos los valores
estan dados como mg/L y fueron normalizados a 5% ABV (alcohol por volumen - alcohol
by volumen). Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05),
estan indicados con letras distintas.

Analisis ERS1 EYS4 EYS5 L2056 A81062
S. cerevisiae
Acetaldehido 2419 + 2.81¢ 11.34 + 1.42¢ 2450 +1.149 1418 +£0.81% 22,79 £ 2.01¢
2-Feniletanol 46.01 + 6.56¢ 28.31 £ 2.05° 21.58 + 3.39¢° 481+ 1.28° 6.53 + 1.442
Propanol 18.42 + 0.40¢° 14.79 + 0.60° 10.95 + 0.15° 16.95+ 0.18¢ 11.65 £ 0.20°
2-Metil Propanol 16.02 £ 0.19° 36.80 + 1.46f 28.18 £ 1.28°  26.34 £ 0.33% 13.76 £ 0.10°
3-Metil-Butanol 81.80+1.772  150.67 £7.70° 126.45%+4.23° 131.13+2.24° 101.45*1.16°
2-Metil Butanol 38.79 + 0.59 35.52 + 1.92¢ 29.53 £ 0.74° 32.29 £ 0.53¢ 18.75 + 0.33°
Acetato de etilo 20.35 + 1.09¢ 17.61 + 1.85° 19.78 £ 0.91¢  14.82 £ 0.42° 13.86 + 0.35°
3-Metil-Butilacetato 0.14 £ 0.01° 0.18 + 0.02¢ 0.12 £ 0.01° 0.14 £ 0.01° 0.08 + 0.01°
Caproato de etilo 0.29 £ 0.02¢ 0.28 + 0.02¢ 0.16 + 0.02° 0.061 £ 0.01% 0.06 + 0.012°
Caprilato de etilo 0.35 £+ 0.07° 0.38 + 0.06° 0.23 £ 0.02° 0.02 £ 0.02 0.02 + 0.002
2-Feniletilacetato - - - - -
Decanoato de etilo 0.26 + 0.04° 0.21 £ 0.03° 0.12 £ 0.012 - -
HA: ESTERES 7.27 £ 0.41° 12.82 £ 0.81¢ 9.57 + 0.23¢ 13.75 + 0.26¢° 10.40 + 0.28¢
Andlisis AB63015 EGT1 D291
S. pastorianus T. delbrueckii
Acetaldehido 21.10 £ 2.41« 16.71 + 1.49b° 24.23 + 2.34¢
2-Feniletanol 27.55 + 0.94bc 20.49 £ 0.95° 27.86 £ 1.27%
Propanol 6.72 +0.10° 14.01 £ 0.22° 21.73+0.75
2-Metil Propanol 25.32 + 0.55¢ 21.61 = 0.08° 47.44 + 0.509
3-Metil-Butanol 107.60 £+ 2.52°  84.45+1.01% 127.98 + 2.31¢
2-Metil Butanol 33.17 £ 0.84d% 16.95 + 0.242 26.63 + 0.87°
Acetato de etilo 9.21+0.122 48.33 + 0.59° 44.85 * 0.85°
3-Metil-Butilacetato 0.24 + 0.01¢ 0.05 + 0.012 0.05 + 0.0
Caproato de etilo 0.20 £ 0.01¢ 0.04 £ 0.002 0.08 £ 0.01°
Caprilato de etilo 0.26 + 0.03° 0.02 + 0.002 0.024 + 0.012
2-Feniletilacetato 0.10 + 0.01@ 0.14 £ 0.01° 0.10 £ 0.032
Decanoato de etilo 0.11 £ 0.022 - -
HA: ESTERES 17.08 £ 0.64f 2.82 £ 0.05° 4.96 + 0.09°

Los valores en cursiva y negrilla son mayores a los limites establecidos para cerveza (Tabla R2.7)

Las chichas fermentadas con las cepas ERS1, EYS5, A-81062 y D291
presentaron altas concentraciones de acetaldehido, las dos primeras muy
cercanas al limite establecido para cerveza (25 ppm). En relacion al 2-feniletanol,
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un compuesto importante de sabor y aroma en bebidas fermentadas
especialmente en cerveza lager y sidra (Etschmann et al., 2002), la concentracion
mas alta la presenté la chicha fermentada con la cepa ERS1, mientras que los
valores mas bajos correspondieron a las chichas inoculadas con las cepas A-
81062 y L2056.

Los niveles de alcoholes superiores en las bebidas estan asociados a los niveles
correspondientes de los aminoacidos presentes en el medio de fermentacion
(Walker y Stewart, 2016). En relacion a produccion de alcoholes superiores en la
fermentacion del MCS, se encontré que las cepas ecuatorianas S. cerevisiae
ERS1 y EYS4 son las que destacan por presentar los valores mas altos de
produccion de estos compuestos. ERS1 corresponde a los promedios mas altos
de produccién de propanol y 2-metilbutanol mientras que EYS4 presenta los
valores mas altos de concentraciones finales de 2-metilpropanol, 3-metilbutanol
y también de 2-metil butanol. De las cepas utilizadas como referencia de las dos
especies analizadas, la unica en la que se observan promedios altos es la cepa
T.delbrueckii D291 tanto en concentraciones de propanol como de 2-
metilpropanol, mientras que para el resto de cepas se encontraron
concentraciones relativamente bajas de estos compuestos. Es importante
destacar que todas las chichas presentaron concentraciones de 3-methyl-butanol
superiores al limite establecido en cerveza (= 70 g L") (Meilgaard, 1975). Esto
podria indicar que este es un compuesto caracteristico de este tipo de bebidas.

En cuanto a la concentracion de ésteres, nuevamente son las chichas
fermentadas con las cepas ERS1 y EYS4 las que destacan por la alta
concentracion en algunos de estos compuestos (caproato de etilo, caprilato de
etilo, decanoato de etilo). En relacion a la produccion de acetato de etilo, las dos
cepas de la especie T. delbrueckii son las que corresponden a las
concentraciones mas altas seguidas por las cepas ecuatorianas S. cerevisiae
ERS1 y EYSS. En relacion al 2-feniletilacetato, ninguna de chichas fermentadas
con las cepas de la especie S. cerevisiae presenta concentraciones detectables
de este compuesto mientras que los valores mas altos corresponden a la cepa
ecuatoriana EGT1. De igual forma no se encontraron niveles detectables de
decanoato de etilo en las chichas fermentadas con las cepas L2056, A-81062 y
A-63015.

En relacién al sumatorio de las concentraciones tanto de alcoholes superiores
(propanol, 2-metil propanol, 3-metil butanol, 2-metilbutanol) como de ésteres
(acetato de etilo, 3-metil-butilacetato, caproato de etilo, caprilato de etilo,
decanoato de etilo), las chichas fermentadas con las cepas EYS4 y D291
presentaron los promedios mas altos de alcoholes superiores mientas que en
relacidon a la concentracion total de ésteres el valor mas alto corresponde a la
cepa ERS1 seguida por las cepas EYS5 y EYS4 (Figura R2.8). Todas las chichas
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mostraron concentraciones de alcoholes superiores mayores a 135 g/L. En
cerveza, las concentraciones altas de alcoholes superiores (>300 mg/l), en
especial de alcohol isoamilico (3-metil butanol), generan un “flavor”
(caracteristicas organolépticas) fuerte a solvente y pungente, o que crea una
sensacion de calentamiento en la boca (Loviso y Libkind, 2019). En el caso de las
chichas pese a que la sumatoria de las concentraciones de alcoholes superiores
no sobrepasaba los 300 g/L, en todas las bebidas se encontraron
concentraciones de 3-metil butanol que si excedian los limites establecidos para
cerveza.

La relacion entre el sumatorio de alcoholes superiores y el sumatorio de ésteres
(HA:ésteres) es utilizado en cerveza como un indicador del balance adecuado de
aromas, en el caso de las chichas elaboradas en este trabajo se observa que un
valor cercano al 6ptimo (4:1 - 4.7:1) se encontré para la cepa vinica T. delbrueckii
D291 (4.96: 1) (Tabla R2.8). El resto mostro una tendencia a una elevada cantidad
de HA.
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S. cerevisiae S. T. delbrueckii
pastorianus

Figura R2.8 Concentraciones totales de alcoholes superiores y ésteres presentes en las
chichas fermentadas con las cepas seleccionadas y sus respectivos controles. Grupos
de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con
letras distintas.

El perfil aromatico de los alimentos y bebidas fermentadas involucra cientos de
compuestos, muchos de los cuales tienen limites sensoriales que corresponden
a concentraciones muy bajas (mg/L) (Carrau et al., 2015), en el caso de las
chichas estos umbrales no estan determinados por lo que se compararon los
valores obtenidos en MCS con aquellos establecidos para cerveza. En muestras
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de chichas de maiz producidas de forma artesanal por una comunidad indigena
brasilefia se encontraron al final de la fermentacién once compuestos volatiles
siendo los mas abundantes (60 %) el acido butanoico y el 3-heptanol mientras
que las concentraciones de 2-propanol y etanol encontradas en esas chichas
(Resende et al., 2018), son inferiores a las descritas en esta investigacion.

De forma general podemos observar que la cepa ERS1 es la que produce una
chicha con un mejor balance aromatico y de sabor (en base a los resultados
quimicos) pese a que en los anteriores analisis era la que presentaba una peor
capacidad fermentativa y tolerancia al estrés de las cepas seleccionadas. Esta
cepa es la unica de todas las cepas seleccionadas que tiene como origen la
chicha de arroz, y esta podria ser la razén de su diferente perfil aromatico. De
igual forma todas las cepas ecuatorianas seleccionadas (EGT1, ERS1, EYS4 y
EYS5) muestran una mayor produccion de ésteres comparadas a sus controles,
lo que confirma la importancia de que cepas nativas de las bebidas tradicionales
deban ser utilizadas para mantener el perfil sensorial de estos productos. Si bien
es cierto que las cepas comerciales fermentan bien el MCS vy los rendimientos
de etanol incluso llegan a ser mejores que las cepas nativas, al revisar el perfil de
aromas se observan importantes diferencias.

La fermentacién del MCS mediante todas las cepas estudiadas refleja un buen
desempeio fermentativo de la cepa S. cerevisiae A-81062, incluso mayor en
rendimiento de etanol que las cepas nativas. Esto abre la posibilidad de que
algunas cepas comerciales puedan ser aplicadas en la produccion de chicha. La
introduccién de cultivos iniciadores en fermentaciones tradicionales de pequena
escala podria ser una herramienta importante para mejorar las condiciones de
procesamiento y la calidad de los productos (Holzapfel, 2002), aunque la mejor
opcion seria el uso de cepas nativas, la posibilidad de usar también cepas
comerciales en pequenas proporciones o0 de manera secuencial podria ser
practico e interesante para garantizar que se complete la fermentacion.

En relacion al perfil aromatico de las chichas obtenidas en este trabajo, se
encontraron diferencias significativas entre cepas en el contenido de alcoholes
superiores y ésteres. Comparando estos resultados con los de un estudio similar
realizado en la bebida tradicional colombiana Champus, incluso con las cepas
categorizadas como maltosa-negativas, se obtuvieron mayores concentraciones
de ésteres y alcoholes superiores que las reportadas en ese trabajo (Osorio-
Cadavid et al., 2008). La composicidon del sustrato asi como los parametros del
proceso ejercen una influencia directa sobre la produccién de metabolitos en las
levaduras, ya que pueden influir en la expresién de ciertos genes involucrados
en el metabolismo de aromas, dando como resultado concentraciones diferentes
de ésteres y alcoholes superiores (Procopio etal., 2011). Las diferencias
encontradas en la produccion de estos compuestos entre las cepas
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seleccionadas, podria reflejar la influencia distinta que ejercen tanto del sustrato
como las condiciones de fermentacion sobre la capacidad fermentativa de cada
cepa.

Al contrario de las cervezas europeas, donde el sabor y aroma deseados estan
criticamente afectados por la presencia de levaduras silvestres y otros
microorganismos, en el caso de las cervezas africanas estas presentan una
amplia variacion de aromas y sabores que son aceptados por los consumidores
(Lyumugabe et al., 2012). Como parte complementaria de este trabajo se podria
realizar un analisis sensorial de las chichas obtenidas con las cepas
seleccionadas con cultivos puros y mixtos para conocer la aceptabilidad de las
mismas tanto en Espafia como en Ecuador.

2.1.1.3. Fermentaciones con cultivos mixtos de las cepas EYS5 y EGT1

En los ultimos ainos, el uso de cultivos mixtos ha sido de mucho interés en
fermentaciones alcohdlicas, especialmente para la produccion de vino y cerveza.
En relacion al vino, varios estudios han demostrado que cultivos mixtos de cepas
nativas son capaces de exaltar las peculiaridades (aroma, estructura y color) y
preservar la autenticidad y unicidad de las bebidas finales (Navarrete-Bolafios,
2012). En las bebidas tradicionales, especialmente en aquellas preparadas en
Sudameérica, es muy comun la presencia de bacterias acido lacticas y levaduras
por lo que varias investigaciones se han realizado con cultivos mixtos de estos
dos grupos microbianos (Faria-Oliveira et al., 2015). Un sustrato basado en maiz
fue fermentado exitosamente con un cultivo mixto de una cepa de levadura de la
especie S. cerevisiae y otra cepa bacteriana de la especie Lactobacillus
paracasei dando lugar a una bebida probidtica con una concentracion de etanol
inferior al 5 % (Menezes et al., 2018).

Se decidié estudiar las fermentaciones mixtas en el sustrato tipo chicha
propuesto MCS, a escala de laboratorio, con las cepas ecuatorianas S. cerevisiae
EYSS5 y T. delbrueckii EGT1, ya que en el caso de la cepa EYS5 esta habia
demostrado en analisis anteriores un mejor desempefio fermentativo, una mayor
tolerancia a la deshidratacion y ciertos rasgos de domesticacion, mientras que la
cepa EGT1 producia una concentracion alta de ésteres en las bebidas finales.
Las fermentaciones mixtas se disefiaron con dos estrategias de inoculacion,
coinoculacién e inoculacion secuencial en 100 mL a 20 °C, como se detalla en el
apartado de Materiales y Métodos 7.1.2.4, obteniéndose los resultados
mostrados en la Figura R2.9. La cinética de fermentacion en MCS mediante
coinoculacion fue mas rapida que mediante inoculacion secuencial, aunque sin
llegar a ser equivalente la del cultivo puro de la cepa S. cerevisiae EYS5. Esto
podria estar relacionado con la competencia de Torulaspora por los recursos
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presentes en MCS. Se decidio finalizar las fermentaciones a los 13 dias, momento
en el cual las dos fermentaciones mixtas alcanzan una pérdida de masa similar.
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Figura R2.9 Pérdida de masa durante la fermentacién en MCS (13 — 14 °P) con las cepas
EYS5, EGT1 y cultivos mixtos por inoculacién secuencial (EGT1 — EYS5) y
coinoculacion (EYS5:EGT1).

En relacion a los parametros finales de fermentacién se encontré que la
concentracion de etanol de las chichas fermentadas con los cultivos mixtos era
similar a las de las chichas fermentadas con el cultivo puro de la cepa S.
cerevisiae EYS5. Para las chichas fermentadas con el cultivo puro de la cepa T.
delbrueckii EGT1 se encontraron concentraciones residuales de glucosa en el
sustrato final. En las fermentaciones mixtas se determiné el consumo total de la
maltosa a diferencia del cultivo de EYS5 puro, y la coinoculacion fue la unica en
la que se consumio totalmente la maltotriosa, de manera que la cooperacion de
las cepas puede resultar util para consumir este tipo de hidratos de carbono. La
inoculacion secuencial mejora el glicerol frente a S. cerevisiae sola, sin llegar a
los niveles de T. delbrueckii. La presencia de T. delbrueckii disminuye la cantidad
de biomasa final en cualquier caso. No se encontraron diferencias significativas
en relacion a la viabilidad final (Tabla R2.9).
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Tabla R2.9 Parametros de fermentacién de las chichas preparadas con cultivos puros y
mixtos de las cepas S. cerevisiae EYS5 y T. delbrueckii EGT1.

. Co- Inoculacion
Cultivos puros . ., :
L. inoculacion secuencial
Analisis S. cerevisiae T. delbrueckii
EYS5 EGT1 EYS5:EGT1 EGT1—EYS5
Alcohol (%v/v) 7.58 +£0.05° 6.97 £0.312 7.71+0.05° 7.66 £ 0.06
[ 1azucares (°P) - 0.68 £ 0.05 - -
pH 3.78 £ 0.09 3.81 +£0.02 3.8 +0.01 3.84+£0.01¢
Maltotriosa (g/L) 0.48 £ 0.02 0.52 £ 0.01° - 0.50 + 0.0%
Maltosa (g/L) 0.93 £ 0.04 - - -
Glucosa (g/L) - 3.00 + 0.34° - 0.93 +£0.192
Fructosa (g/L) - 13.10 £ 0.75¢ 1.88 £ 0.012 5.69 £ 0.67°
Glicerol (g/L) 3.96 + 0.042 4.70 £ 0.03¢ 3.97 £ 0.032 4.22 + 0.05°
Etanol (g/L) 59.36 + 0.97° 52.32 £ 0.88? 59.17 + 0.36° 57.22 +0.23°
Masa seca (g /L) 28.3+0.98° 22.3+0.64°2 19.9+0.792 20.3+0.69°
Viabilidad (%) 98.94 £ 0.10 96.27 £ 0.95 98.61 +£0.33 97.33+1.45

Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con letras
distintas

En produccién de vinos dulces se encontrd que un cultivo mixto de T. delbrueckii
y S. cerevisiae (ratio 20:1), mejoraba el perfil analitico particularmente en la
acidez volatil (53 % menos) y en la produccion de acetaldehido (60 % menos)
que lo que se obtenia con un cultivo puro de S. cerevisiae (Bely et al., 2008). El
analisis del perfil aromatico de estas bebidas inoculadas con cultivos mixtos
podria ser util para determinar si existe una influencia del indculo en la bebida
final.

2.1.2. Analisis de fermentaciones en mosto de cerveza

Un mejor conocimiento y una mayor apreciacion del rol de las levaduras en la
produccion de cerveza ha dado lugar a una busqueda intensiva de nuevas cepas
que puedan ser usadas en dicha industria. Se ha demostrado que las bebidas
fermentadas tradicionales pueden ser una fuente muy importante de
microorganismos que pueden ser exitosamente aplicados en la produccion de
esta bebida (Cubillos et al., 2019), por lo que se decidio evaluar el desempeno
fermentativo de las cepas seleccionadas en mosto cervecero, tanto a escala de
laboratorio como a escala piloto.

De forma general el mosto de cerveza es un sustrato rico en los azucares maltosa,
maltotriosa y glucosa, cuenta con fuentes adecuadas de nitrogeno y vitaminas
para favorecer la fermentacidn y ademas tiene, como componente minoritario,
las maltodextrinas (Walker y Stewart, 2016). La composiciéon del mosto de
cerveza usado en las fermentaciones tanto a escala de laboratorio como a escala
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piloto se detalla en la Tabla R2.10. El contenido de maltosa y maltotriosa en este
tipo de sustratos es mayoritario comparado con el contenido de glucosa y
fructosa.

Tabla R2.10 Composicién del mosto de cerveza utilizado en esta investigacion (all-malt
wort VTT).

Composicion  Unidades Mosto
Extracto °P 15.01 £ 0.01
pH - 5.19 £ 0.02
Maltosa g/L 63.65 + 0.01
Maltotriosa g/L 24.04 + 0.01
Glucosa g/L 17.16 £ 0.01
Fructosa g/L 4.52 £ 0.01

La concentracidon de azucares de este mosto (15 °P) es superior a la determinada
en el MCS.

2.1.2.1. Fermentaciones con cultivos puros

Fermentaciones a escala de laboratorio (100 mL)

El desempefio fermentativo de las cepas seleccionadas se estudio inicialmente a
escala de laboratorio (100 mL) a dos temperaturas 12 °C y 20 °C, como se hizo
para el MCS, con el objeto de determinar posibles diferencias entre cepas en
estas condiciones, en un tiempo de fermentacién de 8 dias. Como ya se
determind en el apartado 1.9.3, de las cepas ecuatorianas seleccionadas solo una
de ellas es capaz de fermentar la maltosa (EYS5), sin embargo, se quiso evaluar
el comportamiento en este mosto y la produccion de compuestos aromaticos con
todas las cepas ya que podrian tener alguna aplicacion en produccion de cerveza
de bajo contenido alcohdlico.

Se encontraron algunas diferencias en las cinéticas de fermentacion, expresada
como pérdida de masa, a las dos temperaturas especificamente con las cepas
capaces de metabolizar la maltosa (Figura R2.10).
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Figura R2.10 Pérdida de masa durante la fermentacion en mosto de cerveza (15 °P) a
dos temperaturas 12 °C y 20 °C.
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A 12 °C todas las cepas ecuatorianas mostraron una baja eficiencia fermentativa
(Figura R2.10A), los valores de pérdida de peso (g/100 mL mosto de cerveza)
fueron menores a 1 con una cinética muy similar a la de las cepas maltosa
negativas. Esto indicar que las levaduras aisladas de chichas son incapaces de
fermentar mosto de cerveza a bajas temperaturas. La cinética de fermentacion
mas rapida a 12 °C se observo para la cepa cervecera S. pastorianus A-63015
seguida por las cepas industriales de la especie S. cerevisiae tanto cervecera
como vinica (A-81062 y L2056, respectivamente).

Sin embargo, a 20 °C la cepa EYS5 si fue capaz de fermentar el mosto, mientras
que el resto de las cepas ecuatorianas no, y después de 24 h de fermentacién ya
superd el valor de pérdida de masa alcanzado a 12 °C. Aun asi, la cepa
ecuatoriana EYS5 presentd una cinética de fermentacion mucho mas lenta que
la de las cepas industriales (Figura R2.10B), siendo la cepa cervecera de S.
cerevisiae A-81062 la que mostro la cinética mas rapida a estas condiciones. Las
cepas de Torulaspora no se encuentran adaptadas a este ambiente,
independientemente de su origen.

En relacion a los parametros de fermentacion de las cervezas finales, en todos
los casos los valores de concentracion de etanol fueron consistentes con los
reportados para concentracion final de azucares (Figura R2.11).

Tabla R2.11 Parametros finales de las cervezas fermentadas con las cepas
seleccionadas en fermentaciones a escala de laboratorio (100 mL) a 12 °C y 20 °C.
Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan
indicados con letras distintas.

S. cerevisiae
Analisis ERS1 EYS4 EYS5
12°C 20°C 12°C 20°C 12°C 20°C
Alcohol (%v/v) 1.27 + 1.34 £ 140 1.36 £ 193+ 4,96 +
0.022 0.032 0.022 0.012 0.02° 0.09°
[]azlcares (P) 1226+ 1225+ 1208+ 1219+ 1127+ 58+
0.02¢ 0.02¢ 0.01¢d 0.05¢ 0.02¢ 0.18¢
pH 4.66 = 470 + 474 + 4,68 + 462+ 438 +
0.01¢ 0.02¢ 0.01f 0.01¢d 0.01 de 0.04°
Masa seca (g /L) 575+ 494 + 6.47 519 % 533 % 6.11 %
0.128be 0.01¢ 0.06"c 0.04¢ 0.17% 0.09¢
Viabilidad (%) 9582+ 99.07+ 9779+ 9874+ 9509+ 9746+
0.14¢ 0.04° 0.16° 0.56° 0.38° 1.22°
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S. cerevisiae S. pastorianus
Analisis L2056 A- 81062 A- 63015

12°C 20°C 12°C 20°C 12°C 20°C

Alcohol (%v/v) 5.59 + 5.88 £ 6.54 £ 7.29 £ 6.90 £ 7.06 £
0.15¢ 0.03¢ 0.07¢ 0.01¢ 0.01¢ 0.01¢
[ 1 azucares (°P) 4.56 385+ 278 125+ 205+ 1.8+
0.38° 0.02¢ 0.122 0.012 0.042 0.01°

pH 437+ 434 + 432+ 421+ 455+ 460 +
0.01° 0.02° 0.012 0.022 0.02¢ 0.02¢

Masa seca (g /L) 6.59 + 6.99 + 6.66 8.13 ¢ 6.42 + 6.62 +
0.49¢ 0.02 0.02¢ 0.129 0.015b¢ 0.04¢

Viabilidad (%) 86.42+ 97.33t 92.81 ¢ 9823+ 8881+ 9230t
0.512 1.97° 0.84bc 0.32° 2.77% 0.342

T. delbrueckii

Analisis EGT1 D291

12°C 20°C 12°C 20°C

Alcohol (%v/v) 1.38 139+ 141+ 1.40 +
0.022 0.042 0.022 0.012

[ 1azucares (°P) 1230+ 1230+ 12.04 % 1210
0.01¢ 0.02¢ 0.07¢ 0.01¢

pH 463+ 463t 461+ 461+
0.01¢e 0.01« 0.01¢ 0.01¢d

Masa seca (g /L) 477 + 3.78 £ 479 447 +
0.252 0.032 0.162 0.08°

Viabilidad (%) 9737+ 9987+ 9572+t 99.12 +
0.51°¢ 0.02° 0.15¢ 0.35°

En las cervezas fermentadas a 12 °C, las concentraciones de alcohol mas altas
las presentaron aquellas inoculadas con las cepas cerveceras (A-6315 y A-
81062), seguidas por la cepa vinica L2056. Las cervezas fermentadas con las
cepas maltosa negativas (ERS1, EYS4, EGT1, y D291) presentaron
concentraciones de etanol inferiores al 1.41 % v/v, incluso la cerveza fermentada
con la cepa EYS5, presenté una concentracion de alcohol de tan solo 1.93 %,
ligeramente superior a las otras cepas ecuatorianas. Todas las cervezas
inoculadas con cepas incapaces de fermentar el mosto a esta temperatura,
mostraron valores de pH mayores a 4.61, mientras que todas aquellas en las que
se observo fermentacion del mosto presentaron valores de pH menores. Los
valores mas altos de viabilidad correspondieron a las cervezas inoculadas con
las cepas maltosa negativas (en este caso, incluida la cepa EYS)5),
probablemente debido a la baja exposicion a toxicidad del etanol, mientras que
se encontrd valores de viabilidad menores al 92 % para las cepas del género
Saccharomyces en las que se observo fermentacion. Los promedios de masa
seca mas altos los presentaron las cepas industriales tanto vinica como cervecera
de la especie S. cerevisiae (L2056 y A-81062, respectivamente).
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En cuanto a las fermentaciones llevadas a cabo a 20 °C en mosto de cerveza, los
valores mas altos de concentracion de alcohol lo presentaron las cervezas
inoculadas con las cepas cerveceras, seguidas por aquellas fermentadas con la
cepa vinica S. cerevisiae L.2056. Las cervezas obtenidas mediante fermentacién
con la cepa ecuatoriana S. cerevisiae EYS5 presentaron concentraciones medias
de etanol (4.96 %), siendo el valor mas bajo de todas las cepas maltosa positivas
del género Saccharomyces que fueron evaluadas. En relacién al pH, el valor mas
bajo se encontré en las cervezas fermentadas con la cepa S. cerevisiae A-81062,
mientras que valores de pH altos se encontraron en las cervezas fermentadas
con las cepas maltosa negativas. La viabilidad mas baja a estas condiciones la
presentd la cepa S. pastorianus A-63015 que es muy sensible a temperaturas
altas. En relacién al indicador masa seca el valor mas alto fue para la cepa
cervecera S. cerevisiae A-81062 seguida por la cepa vinica L2056.

Se realizd6 ademas un analisis de aromas de las cervezas obtenidas a escala de
laboratorio a una temperatura de 20 °C, ya que a esta temperatura la cepa EYS5
fue capaz de fermentar este sustrato (Tabla R2.12). Las concentraciones mas
altas de acetaldehido (incluso superiores al limite), las presentaron las cervezas
fermentadas con las cepas industriales tanto vinicas como cerveceras, no asi
EYSS5. Las cepas ecuatorianas maltosa-negativas S. cerevisiae ERS1 y EYS4
presentaron promedios similares en varios de los parametros analizados.

Tabla R2.12 Concentracion de acetaldehido, alcoholes superiores y ésteres en mosto
de cerveza fermentado con las cepas seleccionadas. Todos los valores se expresan en
mg/L y fueron normalizados a 5 % ABV (alcohol por volumen - alcohol by volume).
Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan
indicados con letras distintas.

N ERS1 EYS4 EYS5 L2056 A81062
S. cerevisiae

Acetaldehido 21.94 + 0.8b™ 6.49 + 0.15° 17.05 £ 2.31%¢  31.8 + 1.15% 42.23 * 3.75°
2-Feniletanol 7.41 £0.54° 5.37 £ 0.65° 13.21 £ 0.70° 23.29 + 1.60° 22.32 + 1.38°
Propanol 7.23+0.032 7.04 £0.10° 17.09 + 0.93° 28.97 £ 0.78¢ 29.76 * 0.36°
2-Metil Propanol 14.96 + 0.17° 16.98 + 0.14%° 20.36 + 0.25¢ 2294 +0.57°  20.77 + 0.99%
3-Metil-Butanol 35.00 £ 0.612 32.85 +0.30° 52.67 +1.21° 64.78 + 1.46° 61.15 £ 2.18°
2-Metil Butanol 10.78 £ 0.15° 10.80 + 0.09° 17.23 £ 0.31° 20.46 + 0.48¢ 17.12 £ 0.54°
Acetato de etilo 3.36 £0.16° 2.63 £ 0.04° 19.69 + 0.87° 26.63 + 0.97° 32.16 + 0.36¢
3-Metil-Butilacetato 0.12 £ 0.032 0.07 £0.012 0.57 £ 0.03° 0.74 £ 0.09° 0.51 £ 0.03°

Caproato de etilo 0.01 £ 0.0° - 0.08 + 0.01° 0.07 £ 0.01° 0.26 £ 0.01°

Caprilato de etilo 0.04 £ 0.0° 0.02 £ 0.0% 0.11 £ 0.032 0.19 £ 0.05° 0.16 £ 0.032

2-Feniletilacetato - 0.21 £ 0.08 0.13+£0.01 0.28 £ 0.03 0.21 £ 0.02

Decanoato de etilo 0.02 £ 0.0° 0.01£0.0% 0.02 £ 0.02 0.15 £ 0.03° 0.06 £ 0.012

HA: ESTERES 19.19 + 1.03¢ 23.08 £ 1.15° 5.22 +0.16° 4.89+0.12° 3.59 £0.102
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Andlisis A63015 EGT1 D291
S. pastorianus T. delbrueckii
Acetaldehido 35.88 £ 4.26° 8.54 +2.59% 30.34 £ 1.71°%
2-Feniletanol 30.74 + 1.27¢ 6.93 + 0.32° 6.12 + 0.47°
Propanol 17.33 £ 0.67° 4.78 + 0.06° 4.66  0.25°
2-Metil Propanol 18.77 + 0.40% 3.42 + 0.05° 5.84 +0.27°
3-Metil-Butanol 73.69 +1.10¢ 29.46 + 0.40° 28.99 + 0.38°
2-Metil Butanol 21.36 + 0.27¢ 4.18 £ 0.06° 5.55 £ 0.272
Acetato de etilo 28.57 + 1.40% 4.81 +0.222 3.42 £ 0.072
3-Metil-Butilacetato 0.66 + 0.06° - 0.01 £ 0.0°
Etilcaprotato 0.10 £ 0.02° - -
Etilcaprilato 0.44 £ 0.11° - -
2-Feniletilacetato 0.28 + 0.02 - -
Etildecanoato 0.27 £ 0.01° 0.01 £ 0.0° -
HA: ESTERES 4.33+0.21° 8.65 £ 0.39° 13.09 £ 0.10°

Los valores en cursiva son mayores a los limites establecidos para cerveza (Tabla R2.7)

En relacion a las concentraciones totales de alcoholes superiores y de ésteres de
las bebidas finales, las concentraciones mas bajas las presentaron las cepas de
la especie T. delbrueckii (Figura R2.11). La concentraciéon mas alta de alcoholes
superiores la presentaron las cervezas fermentadas con la cepa vinica S.
cerevisiae L2056 seguidas por las dos cepas cerveceras mientras que la
concentracion de ésteres mas alta la presentaron las cervezas fermentadas con
la cepa S. cerevisiae A-81062. Del grupo de cepas ecuatorianas la que presenté
las concentraciones mas altas de los dos compuestos fue la Unica maltosa-
positiva, la cepa S. cerevisiae EYS5. En relacién a las cepas maltosa-negativas,
aquellas de la especie S. cerevisiae presentaron concentraciones mas altas de
alcoholes superiores que las de la especie T. delbrueckii. En cuanto a la relacién
de la concentracion total de alcoholes superiores y ésteres totales, se
encontraron valores cercanos al recomendado en las cervezas fermentadas con
las cepas A-81062, A-63015, L2056 y EYS5.
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Figura R2.11 Concentraciones totales de alcoholes superiores (HA) y ésteres presentes
en las cervezas fermentadas con las cepas seleccionadas y sus respectivos controles.
Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan
indicados con letras distintas.

El uso de levaduras débilmente fermentadoras (maltosa-negativas) es parte de la
estrategia bioldgica para producir cervezas con bajo contenido de alcohol que
todavia mantengan algo de la complejidad aromatica de la cerveza estandar. La
mayoria de las cepas maltosa negativas descritas en patentes y articulos
cientificos son principalmente levaduras no convencionales de los géneros
Candida o Kluyveromyces en panaderia (Struyf etal, 2017) vy
Zigosaccharomyces, Brettanomyces, Saccharomycode y Candida en cerveceria
(Michel et al.,, 2016b), por lo que el descubrimiento de cepas S. cerevisiae
maltosa negativas, como las estudiadas en este trabajo, podria ser una alternativa
interesante para la produccion de cervezas con bajo contenido de alcohol.

Se ha demostrado que algunas cepas vinicas S. cerevisiae no estan adaptadas
al consumo de maltosa ya que el mosto del vino contiene altas cantidades de
fructosa y glucosa (Struyf et al., 2017), probablemente la mayoria de las cepas
ecuatorianas no estan adaptadas tampoco a usar este azucar debido a las altas
concentraciones de sacarosa, fructosa y glucosa presente en el sustrato de
chicha. La cepa ecuatoriana T. delbrueckii EGT1 es incapaz de fermentar la
maltosa, sin embargo en previos trabajos se ha demostrado que la habilidad para
consumir este azucar y la maltotriosa en esta especie depende principalmente
de la cepa empleada (Basso et al., 2016).
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Fermentaciones a escala piloto (1.5 L)

En fermentaciones de mosto de cerveza se usan comunmente dos indicadores
indispensables del desempeiio fermentativo de las levaduras, el extracto real que
es la fraccion de sustancias disueltas en el sustrato sin tomar en cuenta el etanol
y el porcentaje de atenuacion real que se refiere al consumo de azucares por
parte de los microorganismos y que esta basado en los valores de extracto real.
Para el calculo matematico de estos dos indicadores se elimina la influencia del
etanol, en este trabajo se utilizaron las formulas descritas por Hackbarth (2011).

En cuanto a las fermentaciones a escala piloto en mosto de cerveza a 20 °C, al
igual que lo que sucedio a escala de laboratorio, las fermentaciones se pararon
a los tres dias para todas las cepas maltosa negativas ERS1, EYS4, EGT1y D291.
La cepa cervecera S. pastorianus A-63015 seguida por la cepa vinica S.
cerevisiae L2056 mostraron la disminucidn mas pronunciada en extracto en las
primeras 48 h (Figura R2.12).
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Figura R2.12 Disminucion del extracto real para todas las cepas investigadas durante
las fermentaciones a escala 1.5 L en mosto de cerveza (15 °P, 20 °C).

Las cepas S. cerevisiae EYS5 y A-81062 alcanzaron el extracto final luego de 20
dias (a partir del dia 15 los cambios eran minimos) demostrando el metabolismo
mas lento. Estas dos cepas fermentaron el mosto hasta un extracto final (real) de
7.8 °P para EYS5 y 4.09 °P para A-81062. El valor mas alto de la cepa EYS5
comparado con las dos cepas cerveceras podria reflejar una fermentacion
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incompleta del mosto que también fue observada a escala de laboratorio y que
refleja que la cepa EYS5 no es capaz de fermentar de forma similar a las cepas
cerveceras de referencia, es decir que su desempeno fermentativo en este
sustrato es menor.

Los valores finales de atenuacién aparente y real difieren de forma importante,
pero ambos reflejan que las cepas industriales del género Saccharomyces (A-
81062, A-63015 y L2056) fermentan de una forma mas eficiente el mosto de
cerveza (Figura R2.13). Con el uso de indculos industriales se suelen obtener
porcentajes finales de atenuacion real del mosto cercanos al 70 %, con la
ecuatoriana S. cerevisiae EYS5 se obtuvo una atenuacion real inferior, de
aproximadamente 47 %.
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Figura R2.13 Atenuacién aparente y real de los mostos de cerveza fermentados con las
cepas seleccionadas. Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p
< 0.05), estan indicados con letras distintas.

En relacion a los parametros finales de fermentacion, las cervezas fermentadas
con las cepas maltosa negativas (S. cerevisiae ERS1, EYS4 y T. delbrueckii
EGT12, D291) mostraron resultados similares en casi todos los parametros
analizados (Tabla R2.13). Estas alcanzaron concentraciones de etanol menores
o iguales a 1.35 % (v/v) después de 3 dias de fermentacion. El analisis de
concentracion final de azucares reveld el consumo completo de glucosa vy
fructosa mientras que la maltosa y maltotriosa casi no fueron utilizadas, el pH final
de estas cervezas fue cercano a 4.6.
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Tabla R2.13 Analisis de las cervezas después de ser fermentadas con las levaduras
investigadas. Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05),
estan indicados con letras distintas.

ERS1 EYS4 EYS5 A81062 L2056
Analisis Saccharomyces cerevisiae
Alcohol (%v/v) 1.28 £ 0.01° 1.29 £ 0.012 485+ 0.11° 7.38 + 0.06° 5.81+0.01°
[ 1azucares (°P)  12.35 + 0.02¢ 12.34 £ 0.01¢ 6.06 + 0.18° 1.46 £ 0.012 4.13+£0.01°
Maltotriosa (g/L)  20.20 + 1.48° 15.98 + 1.43° 1.72 £ 0.06° 3.29+0.06° 21.30 £ 0.54°
Maltosa (g/L) 62.64 + 3.6° 51.88 + 3.45¢ 25.75 + 0.45° 3.17 £ 0.48° 2.30 + 0.022
Glucosa (g/L) 0.21 £ 0.01 - - 0.11+£0.05 0.23 + 0.01
Glicerol (g/L) 0.93 + 0.022%® 0.92 + 0.01° 1.72 £ 0.04° 2.88+0.20°  2.53 + 0.02%
Etanol (g/L) 10.23 + 0.22% 9.78 £ 0.01° 35.96 +£1.06® 56.69+0.09¢ 45.18+0.19°
pH 4.60 £ 0.01¢f 4.58 + 0.01¢ 4.49 + 0.02¢ 4.25+0.01° 4.2 +0.012
Masa seca (g /L)  4.94 + 0.27¢ 4.48 £ 0.34% 4.58 £ 0.11¢d 1.89 £ 0.072 6.30 £ 0.01¢
Viabilidad (%) 99.05 £ 0.11¢ 99.62 + 0.03¢ 78.37£0.73%2 89.72+0.72° 95.31 +0.46%
Andlisis A63015 D291 EGT1
S. pastorianus T. delbrueckii
Alcohol (%v/v) 7.05 + 0.01¢ 1.35 £ 0.012 1.32 £ 0.012
[ 1de azucares (°P) 1.89 £ 0.01° 12.29 £+ 0.01¢  12.43 £0.01°
Maltotriosa (g/L) 2.59 + 0.022 20.59 £ 1.77° 17.72 £ 0.39°
Maltosa (g/L) 1.94 + 0.022 64.41 £ 4.50° 56.96 + 0.96°
Glucosa (g/L) - 0.20 + 0.01 -
Glicerol (g(L) 2.22 +0.02¢ 1.26 £ 0.02% 1.51 £ 0.01%
Etanol (g/L) 55.45 + 0.56¢ 10.92+0.092  10.52 £ 0.022
pH 442 +0.01° 4.62 + 0.01° 4.65 + 0.01¢
Masa seca (g /L) 6.73 £ 0.08¢ 3.08 + 0.40¢° 3.36 £ 0.0720
Viabilidad (%) 95.92 £0.08«  94.45+1.87¢ 99.49+0.13°

En relacion a las cepas capaces de fermentar maltosa, la concentracion de
azucares residuales mas alta la presento la cepa EYS5 seguida por la cepa vinica
L2056, mientras que para las dos cepas cerveceras se encontraron
concentraciones de azucares residuales inferiores a 2 °P. En el analisis por HPLC
de las cervezas finales se encontré que las fermentadas con la cepa ecuatoriana
EYS5 presentaban niveles altos de maltosa residual (25.75 g/L), hasta 10 veces
mas alta que las encontradas para las cepas industriales de referencia, tanto
cerveceras como vinicas del género Saccharomyces. En relacion a la
concentracion final de maltotriosa los resultados fueron muy distintos, la cepa
EYS5 presento la concentracion mas baja, similar a la obtenida para las cepas
cerveceras A-81062 y A-63015 mientras que la cepa vinica de referencia S.
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cerevisiae L2056 present6 la concentracion mas alta de este azucar, muy similar
a las de las cepas maltosa negativas. En las cervezas obtenidas mediante
fermentacion con las cepas industriales del género Saccharomyces se
encontraron las concentraciones mas altas de glicerol y de masa seca.

Los resultados obtenidos para la cepa ecuatoriana EYSS5, igual que los obtenidos
a escala de laboratorio, indican un consumo incompleto de los azucares
fermentables del mosto de cerveza, especificamente de la maltosa. Es posisble
que esta cepa pueda usar de forma eficiente la maltotriosa pero de forma muy
pobre la maltosa, el porcentaje de atenuacion real y los analisis de azucares
residuales por HPLC de las cervezas finales sugieren este resultado.

Las concentraciones de los compuestos aromaticos derivados del metabolismo
de las levaduras en las cervezas obtenidas fueron distintas entre especies y
cepas (Tabla R2.14).

Tabla R2.14 Concentraciones de acetaldehido, alcoholes superiores y ésteres en
cervezas fermentadas con las cepas seleccionadas. Grupos de medias que son
estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con letras distintas.

o ERS1 EYS4 EYS5 A81062 L2056
Analisis
S. cerevisiae
Acetaldehido 16.04 £ 1.60° 23.59 + 1.71< 41.13 * 42.26 * 29.93 £ 2.71%
5.04f 6,641
2-Feniletanol 5.78 + 0.31% 3.69+0.60° 9.86 +0.24° 8.93 + 9.88 + 0.21¢
1.05%
Propanol 6.68 + 0.16° 6.50 + 0.15° 14.84 2235+ 27.99 + 0.99
0.35¢ 0.84¢
2-Metil Propanol 15.28 + 0.30¢ 13.86 + 0.09° 22.99 + 18.45 + 22.99 + 0,22f
0.37f 0.42¢
3-Metil-Butanol 33.63 £ 1.11¢ 24.79 + 0.25° 47.33 4522 + 55.13 £ 1.20°
1.414 1.144
2-Metil Butanol 11.01 £ 0.36° 10.41 £ 0.09° 18.19 14.79 21.27 £ 0.39f
0.45¢ 0.20¢
Acetato de etilo 4.76 + 0,262 3.27 £ 0.142 3111+ 49.34 * 40.36 £ 2.13¢
1.02¢ 1.63¢
3-Metil-Butilacetato 0.67 £ 0.06° 0.30 £ 0.022 1.54 £0.08° 0.95+0.03c 2.51+0,.21°
Caproato de etilo 0.18 £ 0.03¢ 0.14 £0.02°¢ 0.34£0.03¢ 0.65*0.03° 0.44 % 0.05°
Caprilato de etilo 0.27 + 0.092 0.31+£0.08% 0.67 £0.12° 0.61 £ 0.04° 0.81 £ 0.16°
2-Feniletilacetato 0.20 £ 0.01° 0.10£0.012 0.21+0.02° 0.19 £0.02° 0.42 + 0.02°
Decanoato de etilo 0.06 + 0.012 0.09 + 0.022 017 0.13 % 0.52 + 0.02%¢
0.03%* 0.01%
HA: ESTERES 10.90 + 0.99¢ 13.23 £ 0.90¢ 3.04 £ 1.94 £0.052 2.85+0.17%
0.16%
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P A63015 EGT1 D291
S. pastorianus T. delbrueckii

Acetaldehido 36.14 £3.96° 13.05+3.90®® 4,24 +0.73?
2-Feniletanol 30.59 + 2.95¢ 2.66 + 0.42° 3.61+0.60°
Propanol 17.58 + 0.38¢ 4.47 £ 0.15° 4.97 £ 0.10°
2-Metil Propanol 13.95+0.17° 2,95+ 0.012 3.80+0.11°
3-Metil-Butanol 68.92+2.28° 21.00+0.292 20.25+0.622
2-Metil Butanol 19.38 + 0.64° 2.78 + 0.032 3.47 £ 0.052
Acetato de etilo 42.94 + 1.47¢ 8.58 + 0.47° 4.61+0.33°

3-Metil-Butilacetato 2.51+0.14¢ - -
Caproato de etilo 0.44 + 0.05¢° 0.08 £0.01®*  0.05+ 0.01%
Caprilato de etilo 0.88 + 0.19° 0.10 + 0.022 0.09 + 0.03°

2-Feniletilacetato 0.70 + 0.02¢ 0.07 £ 0.022 -
Decanoato de etilo 0.36 + 0.04° 0.23 + 0.05° 0.25 + 0.1
HA: ESTERES 2.54 + 0.15% 3.46 + 0.22° 6.53 + 0.69°

Los valores en cursiva y negrilla son mayores a los limites establecidos para cerveza (Tabla R2.7)

Todas las cervezas fermentadas con las cepas capaces de metabolizar la maltosa
y maltotriosa (EYS5, A-81062, L2046, A-63015) presentaron concentraciones de
acetaldehido muy altas, incluso superiores al limite establecido en cerveza (20 -
25 ppm). Las concentraciones mas altas de 2-feniletanol se encontraron en las
cervezas fermentadas con la cepa cervecera S. pastorianus A-63015, seguidas
por aquellas fermentadas por las cepas S. cerevisiae L2056 y EYS5. Las
concentraciones mas altas de alcoholes superiores, en la mayoria de ellos, se
encontraron en las cervezas fermentadas con la cepa vinica S. cerevisiae L2056
y la cepa cervecera S. pastorianus A-63015, mientras que los valores mas bajos
los presentaron las dos cepas de la especie T. debrueckii. Las cervezas
fermentadas con las cepas S. cerevisiae A-81062 y EYS5 presentaron valores
intermedios de alcoholes superiores y bastante similares. En cuanto a la
produccion de ésteres, nuevamente los valores mas altos correspondieron a las
cervezas fermentadas con las cepas capaces de metabolizar la maltosa y
maltotriosamientras que los promedios mas bajos los presentaron las cepas S.
cerevisiae EYS4 y T. delbrueckii D291.

La producciéon de alcoholes superiores y ésteres por parte de las cepas S.
cerevisiae maltosa-negativas ERS1 y EYS4 fue inferior a lo obtenido con la cepa
de referencia A-81062. Resultados similares se obtuvieron con una cepa aislada
de Kombucha Zygosaccharomyces bailii KBl 25.2, que mostrd caracteristicas
adecuadas para ser aplicada en la produccion de cervezas libres de alcohol
(Bellut et al., 2018).
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En relacion a las cantidades totales de alcoholes superiores y ésteres en las
cervezas analizadas, se encontré que aquellas fermentadas con las cepas S.
cerevisiae EYS5 y A-81062 presentaron concentraciones totales de alcoholes
superiores muy similares pero que la produccion de ésteres de la levadura
ecuatoriana fue menor a las de todas las cepas industriales del género
Saccharomyces usadas como referencia (Figura R2.14), lo que posiblemente
esta relacionada con la fermentacion incompleta del mosto. Del grupo de
levaduras categorizadas como maltosa-negativas se encontrdé que las cervezas
fermentadas con las cepas de la especie S. cerevisiae ERS1 y EYS4 presentaron
concentraciones de alcoholes superiores mucho mayores y estadisticamente
distintas a las presentadas por las cepas de la especie T. delbrueckii (D291 y
EGT1). Las cervezas fermentadas con la cepa S. cerevisiae ERS1 fueron las que
presentaron los promedios mas altos de alcoholes superiores mientras que
aquellas fermentadas con la cepa T. delbrueckii EGT1 presentaron los niveles de
ésteres mas altos de este grupo.
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Figura R2.14 Concentraciones totales de alcoholes superiores (HA) y ésteres presentes
en las chichas fermentadas con las cepas seleccionadas y sus respectivos controles.
Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan
indicados con letras distintas.

La relacion entre las concentraciones de alcoholes superiores (HA) y ésteres de
las cervezas fermentadas con las cepas ERS1 y EYS4 excedieron lo
recomendado (4 — 4.7 : 1) (Blanco et al., 2016), mientras que con el resto de
cepas se obtuvieron valores menores. La relacion mas cercana a la recomendada
se obtuvo en las cervezas fermentadas con la cepa T. delbrueckii EGT1 seguido
por aquellas fermentadas con la cepa ecuatoriana S. cerevisiae EYS5 (Tabla
R2.14).
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Al analizar el desempefo de la unica levadura ecuatoriana capaz de metabolizar
la maltosa y maltrotriosa, la cepa S. cerevisiae EYS5, se encontraron importantes
diferencias en el uso de la maltosa y de la maltotriosa presente en el mosto de
cerveza. Una mejor capacidad de metabolizar la maltotriosa es una caracteristica
metabdlica de las cepas de levaduras con una fuerte domesticacion (Gallone
et al., 2016) mientras que la fermentacién incompleta de la maltosa podria estar
relacionada con la no expresion genética de permeasas especificas. Alves et al.,
(2007) describieron una cepa de S. cerevisiae con la permeasa AGT1 como unico
transportador de a-glucosidos que fermentaba la maltotriosa de forma mas
eficiente que la maltosa debido a una mayor expresion de esta permeasa. Seria
interesante el analizar de una forma mas profunda el transporte de maltosa y
maltotriosa en esta cepa.

Se han analizado poblaciones de bacterias acido lacticas presentes en chichas
elaboradas a partir de yuca en comunidades indigenas Shuar de Ecuador y se
encontraron poblaciones distintas (con alta divergencia filogenética) entre
pueblos, incluso en aquellos separados por cortas distancias geograficas
mientras que se encontrd una gran similitud (baja divergencia filogenética), entre
cepas aisladas a partir de chichas producidas por diferentes pobladores de un
mismo pueblo, lo que sugiere que existen indculos especificos en cada poblacion
creados localmente. Aunque todavia se requiere un estudio mas profundo para
llegar a una conclusion definitiva, se sugiere que las fermentaciones tradicionales
pueden ser una forma de domesticacion que da lugar a indculos endémicos de
cada poblacion (Colehour et al., 2014). La chicha del Yamor de la cual proviene
la cepa EYS5, al ser elaborada unicamente por harinas de diferentes variedades
de maiz, suele ser inoculada con residuos del lote anterior de preparacion. Si
bien es cierto nuestra bebida no fue preparada con un residuo previo, las harinas
fueron conseguidas en una poblacion indigena y posiblemente esta fue la fuente
de nuestra cepa con signos aparentes de domesticacion (apartado 1.9). Un
analisis mas detallado podria realizarse con varias muestras de chichas
elaboradas a partir de maiz en poblaciones indigenas ecuatorianas.

2.1.2.2. Fermentaciones con cultivos mixtos de las cepas EYS5 y EGT1

Como ya se ha comentado, los cultivos mixtos de levaduras Saccharomyces y
no-Saccharomyces, son una opcion interesante para combinar la eficiencia
fermentativa con caracteristicas especificas de las levaduras no Saccharomyces
(Steensels y Verstrepen, 2014). T. delbrueckii ha sido evaluada recientemente en
cultivos mixtos con cepas de la especie S. cerevisiae en fermentaciones de mosto
de cerveza y algunas cepas han sido exitosamente aplicadas para la produccion
de cervezas de bajo contenido alcohdlico y la mejora del perfil organoléptico en
las bebidas obtenidas (Canonico et al., 2016). Los perfiles sensoriales diferentes
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que se han obtenido con el uso de cepas de esta especie se caracterizan por
atributos como notas “frutales/citricas”, atributos de “cuerpo”, mejora del
caracter frutal y de lupulo, entre otros, ademas en algunos casos algunas
cervezas muestran una claridad mejorada, una espuma persistente y constante
y rasgos claves de calidad en cerveza (Varela, 2016; Michel et al., 2016).

Tal como se hizo con el sustrato MCS, se decidio estudiar fermentaciones mixtas
en mosto de cerveza con las cepas S. cerevisiae EYS5 y T. delbrueckii EGT1. Al
analizar la cinética de pérdida de peso que refleja la cinética de fermentacion, se
encontré el mismo resultado que en los experimentos en MCS, la fermentacién
mixta mas rapida fue la que se coinoculd, aunque no se alcanzo la eficiencia de
la fermentacion con la cepa EYS5 en ningun caso. El tiempo de fermentacién fue
de 10 dias (Tabla R2.15).
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Figura R2.15 Pérdida de masa durante la fermentacién en mosto de cerveza (15 °P - 20
°C) con las cepas EYS5, EGT1 y cultivos mixtos por inoculacion secuencial (EGT1 —
EYS5) y coinoculaciéon (EYS5:EGT1).

Con ninguna de las dos estrategias de inoculacion de cultivos mixtos se llego a
igualar los parametros de fermentacion obtenidos con el cultivo puro de la cepa
S. cerevisiae EYS5, mediante coinoculacion se obtuvo una concentracion de
alcohol de 2.8 % v/v que fue correspondiente a la concentracion final de azucares
en el mosto. Los valores mas bajos de pH se obtuvieron en las cervezas
fermentadas mediante inoculacion secuencial y la viabilidad mas baja se obtuvo
en aquellas producidas mediante coinoculacion (Tabla R2.15). La fermentacion
mixta en cualquiera de sus dos variantes fue capaz de aumentar la concentracion
final de glicerol respecto a las fermentaciones puras.
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Tabla R2.15 Parametros de fermentacion de las cervezas preparadas con cultivos puros
y mixtos (coinoculacion (EYS5:EGT1) e inoculacion secuencial (EGT1 - EYSS)) de las

cepas S. cerevisiae EYS5 y T. delbrueckii EGT1. Grupos de medias que

estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con letras distintas.

. . .. Inoculacion
Cultivos puros Co-inoculacién .
fpi: secuencial
Analisis S. cerevisiae T. delbrueckii

EYS5 EGT1 EYS5:EGT1 EGT1-EYS5

Alcohol (%v/v) 4,9+0,03¢ 1,37 £ 0,02 2 2,81 +0,06° 1,84 £ 0,02

[ ]azucares (°P) 5,65+ 0,04 2 12,2+0,13¢ 9,55+0,14° 11,3+ 0,04 ¢

Maltotriosa (g/L) 2.87 £ 0.012 23.85+0.13¢ 6.22 £ 0.0° 18.19 £ 0.10°

Maltosa (g/L) 27.73 + 0.26? 62.92 + 0.35¢ 54.82 + 0.28° 61.00 + 0.01°¢
Glucosa (g/L) - - - -
Fructosa (g/L) - - - -

Glicerol (g/L) 1.74 £ 0.01° 1.57 £ 0.022 1.91 £ 0.01° 2.00 £ 0.01¢

Ethanol (g/L) 37.90 £ 0.19¢ 10.97 £ 0.04° 22.09 £ 0.17¢ 14.55 £ 0.13°

pH 4,31+0,01° 4,53 +0,02°¢ 4,55+ 0,01°¢ 3,78+ 0,092

Masa seca (g /L) 6,25+0,19°¢ 3,970,152 4,28 + 0,04 465+0,31°

Viabilidad (%) 96,52 £ 0,15° 99,63 +0,12°¢ 94,76 + 0,54 2 99,33+0,18°¢

son

En cuanto a la presencia de azucares residuales en las cervezas finales, de las
dos estrategias de inoculacién analizadas las obtenidas por coinoculacién son los
que presentaron las concentraciones mas bajas de maltosa y maltotriosa, aunque
estas seguian siendo superiores a los promedios que se obtuvieron en cervezas
inoculadas con cultivos puros de la cepa S. cerevisiae EYSS5. La produccion de
glicerol sin embargo aumenta sinérgicamente con la coinoculacion frente a los
cultivos puros.

En relacién al perfil aromético final de las cervezas obtenidas mediante esta
estrategia se encontraron diferencias significativas entre estrategias de
inoculacion de los cultivos mixtos en la mayoria de compuestos analizados (Tabla
R2.16). Las concentraciones de acetaldehido, alcoholes superiores y ésteres mas
altas correspondieron en la mayoria de los casos a las cervezas inoculadas con
cultivos puros de la cepa S. cerevisiae EYS5 mientras que las concentraciones
mas bajas se encontraron en aquellas fermentadas con la cepa T. delbrueckii
EGT1.

En todas las cervezas obtenidas mediante cultivos mixtos las concentraciones de
acetaldehido fueron inferiores (~50 % menos) a las obtenidas en cervezas
inoculadas con cultivos puros, resultados similares se han descrito en otras
investigaciones tanto en vino como en cerveza (Bely et al., 2008; Varela, 2016) y
reflejan el beneficio del uso de este tipo de fermentaciones. En relacion a las dos
estrategias de inoculacion, fue en las cervezas obtenidas por coinoculacion en
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las que se obtuvo en casi todos los compuestos de aroma analizados, mayores
concentraciones a las obtenidas por inoculacion secuencial.

Tabla R2.16 Concentraciones de acetaldehido, alcoholes superiores y ésteres en
cervezas fermentadas con cultivos puros y mixtos (coinoculacion (EYS5:EGT1) e
inoculacion secuencial (EGT1 > EYS5)) de las cepas S. cerevisiae EYS5 y T. delbrueckii
EGT1. Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan

indicados con letras distintas.

. . .. Inoculacion
T Cultivos puros Coinoculacion secuencial
EYS5 EGT1 EYS5:EGT1 EGT1 — EYS5
Acetaldehido 29.17 £0.21°  24.28 + 0.08° 943 +2.16° 11.40 £ 0.66°
2-Feniletanol 15.59 + 0.58° 6.96 £ 0.12° 8.99 £ 0.01° 8.01 £ 0.09%
Propanol 17.58 £ 0.17¢ 5.02 £ 0.032 8.55 + 0.54¢ 6.81 £ 0.07°
2-Metil Propanol 20.39 £ 0.30¢ 3.32+0.012 13.91 + 0.83°¢ 5.96 + 0.21°
3-Metil-Butanol 57.34 + 0.95° 29.22 + 0.012 37.74 £ 0.91° 34.29 + 0.08°
2-Metil Butanol 17.35 £ 0.24¢ 3.89 + 0.022 10.02 £ 0.36° 5.47 + 0.02°
Acetato de etilo 23.13 £ 0.30¢ 6.58 + 0.132 12.27 £ 0.12¢ 8.14 £ 0.20°
3-Metil- 0.52 £ 0.01¢ 0.01 £0.02 0.22 + 0.02° 0.05 £ 0.02
Butilacetato
Caproato de etilo 0.21 £0.04 0.04 +0.02 0.18 £ 0.0¢ 0.07 £ 0.0°
Caprilato de etilo 0.22 £ 0.0° 0.03 £0.02 0.23 £ 0.02° 0.06 £ 0.012
2-Feniletilacetato 0.17 £ 0.01° - 0.15+0.01° 0.07 £ 02
Decanoato de 0.09 £ 0.0° 0.06 + 0.0% 0.05 £ 0.012 0.04 £ 0.012
etilo
HA: ESTERES 4.63 £0.012 6.17 £0.12° 5.36 £ 0.152 6.24 + 0.20°

Los valores en cursiva y negrilla son mayores a los limites establecidos para cerveza (Tabla R2.7)

En relacion a las concentraciones totales de alcoholes superiores y ésteres, los
promedios mas altos en los dos parametros correspondieron a las cervezas
fermentadas con la cepa EYSS5 seguidos por aquellas fermentadas por
coinoculacion (EYS5:EGT1). Las cervezas obtenidas mediante cultivos mixtos
presentaron concentraciones mas altas (en los dos parametros) que las
obtenidas mediante fermentacion con cultivos puros de la cepa T. delbrueckii
EGT1.
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Figura R2.16 Concentraciones totales de alcoholes superiores y ésteres en cervezas
fermentadas con cultivos puros y mixtos (coinoculacion (EYSS5:EGT1) e inoculaciéon
secuencial (EGT1 - EYSS5)) de las cepas S. cerevisiae EYS5 y T. delbrueckii EGT1.
Grupos de medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan
indicados con letras distintas.

En cuanto a la relacién entre las concentraciones de alcoholes superiores y
ésteres obtenidas en este analisis (Tabla R2.16), los valores mas cercanos a los
recomendados fueron obtenidos con la cepa EYSS. En una investigacion similar
se determind que el usar una relacion de inéculo T. delbrueckii: S. cerevisiae de
20:1 daba lugar a una mayor produccién de decanoato de etilo pero que iba
acompanada de concentraciones altas de acetaldehido (Toh et al., 2018). En esta
investigacion los niveles de decanoato de etilo fueron iguales a los presentados
en cervezas inoculadas con cultivos puros mientras que los niveles de
acetaldehido fueron bajos.

2.2. Adecuacion de la cepa EYS5 para su produccion como inoculo seco
activo

De todas las cepas ecuatorianas seleccionadas, la cepa S. cerevisiae EYSS5 fue
la que mostré un mayor potencial para ser usada como cultivo iniciador. En la
caracterizacion molecular y fisiolégica inicial, se encontrd6 que esta cepa
mostraba ciertos rasgos interesantes de domesticacion como una morfologia
celular y de colonia similar a las cepas industriales (Figuras R1.23 y R1.24), un
comportamiento negativo en la produccion de compuestos fendlicos (Tabla
R1.12), ademas de ser la unica de las cepas ecuatorianas que presenta
capacidad de asimilacion de maltosa y maltotriosa (Tabla R1.13). Otra de las
caracteristicas que la hacia idénea para ser utilizada como indculo seco activo es
una buena capacidad fermentativa (Figura R1.15A) y su alta tolerancia a la
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deshidratacion, ya que presentd una viabilidad incluso superior a la de la cepa
vinica industrial de referencia L2056 (Figura R1.16).

En el estudio de su desempefio fermentativo en los dos sustratos evaluados se
observo una produccion alta de ésteres y alcoholes superiores, especialmente
en el sustrato natural. El contenido de ésteres de las chichas fermentadas con
esta cepa fue mucho mayor al obtenido con las cepas de referencia tanto
cerveceras como vinicas (Figura R2.8) mientras que, en las fermentaciones de
mosto de cerveza, aunque la concentracion de ésteres y alcoholes superiores
fue inferior a las cepas industriales, el balance final obtenido fue aceptable (Figura
R2.11). De igual forma se determind que al actuar en fermentaciones mixtas junto
con la cepa T. delbrueckii EGT1 en mosto de cerveza, se reduce la cantidad de
acetaldehido del producto final que es una caracteristica muy favorable (Tabla
R2.16). Por todos estos atributos, se decidio analizar el comportamiento de esta
cepa en las condiciones que se utilizan para la produccion industrial de biomasa
de levaduras, con la idea de proyectar su uso como iniciador de procesos
fermentativos, especialmente bebidas.

Como ya se describio en la introduccidn, el proceso industrial de produccion de
biomasa se inicia con una serie de cultivos en fase batch de los cuales se
consigue el in6culo para las fermentaciones en fase fed-batch, que es donde se
obtiene la mayor cantidad de biomasa (Gomez-Pastor et al., 2011). Se decidio
analizar el crecimiento de la cepa EYS5 bajo estas condiciones en simulaciones
a escala de laboratorio que constan de dos fases, una de batch y una de fed
batch. El crecimiento de esta cepa se evalué en un fermentador de 5 L de
capacidad y el sustrato utilizado fue el medio preparado a base de melaza de
remolacha, como se detalla en el apartado 1.3.1. de Materiales y Métodos. Las
condiciones de crecimiento para las dos fases fueron una temperatura de 30°C,
saturacion de oxigeno 20%, agitacion 500 rpm, pH 4.5 (Pérez-Torrado et al.,
2005). Es importante destacar que la propagacion de levaduras tipicamente
implica la aireacion u oxigenacion continua, condiciones que anteriormente no
habian sido evaluadas para esta cepa.

Cuando anteriormente se analizé la habilidad de la cepa EYS5 para crecer en
medio melaza a escala de laboratorio en cultivo tipo batch en matraces en un
volumen de 100 mL, se encontrd que esta cepa crecia muy bien en este sustrato
superando incluso a su cepa control S. cerevisiae L2056 (Figura R1.14), sin
embargo las condiciones de cultivo industriales son completamente diferentes
desde el punto de vista de los requerimientos de flexibilidad metabdlica de la
levadura.

Se analizé el comportamiento de la cepa EYSS5 en cultivo en batch durante 72 h
y con dos opciones de inicio del fed batch, a las 24 y a las 48 h. En la figura R2.17
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se muestran las cinéticas de crecimiento, medido como DOeq, de la cepa EYS5
en las tres condiciones estudiadas.
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Figura R2.17 Crecimiento de la cepa S. cerevisiae EYS5 durante la simulacion del
proceso de produccion de biomasa en medio melaza a 30 °C en las tres estrategias de
cultivo analizadas: discontinuo (batch), con alimentacion a partir de las 24 h (fed-batch
24h), con alimentacion a partir de las 48 h (fed-batch 48h). Las flechas de color rojo
sefialan los momentos de inicio de la alimentacion.

Como se puede observar, las levaduras crecen hasta alcanzar un valor de
crecimiento maximo similar en las tres condiciones en la fase de batch (Figura
R2.17), pero contrariamente a lo que se habia descrito para otras cepas vinicas
de S. cerevisiae, el inicio de la alimentacién con una concentracion de sacarosa
que no impone represion por glucosa en la fase de fed-batch, no produce un
aumento progresivo del crecimiento. En el cultivo que se mantuvo sin alimentar
hasta las 72h (curva verde), se observa una disminucion de la DOegg, Nnormal en
un cultivo estacionado tras el agotamiento de la fuente de carbono, sin embargo
en los otros dos cultivos, el inicio de la alimentacion a las 24 h (curva amarilla) o
a las 48 h (curva azul) deberia conducir a un aumento de la DOso Si la cepa es
capaz de metabolizar la sacarosa respiratoriamente que solo se observo y de
forma muy ligera cuando la alimentacion se inici6 a las 48 h.

Como se puede ver en la Tabla R2.17 el rendimiento de biomasa (masa seca)
obtenido expresado como g de biomasa/ g sacarosa es estadisticamente igual en
las tres condiciones. El rendimiento de producciéon de biomasa suele ser mayor
en la fase fed-batch ya que el rendimiento energético del metabolismo
respiratorio es mucho mayor al que se obtiene durante la fermentacion alcohdlica
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sin embargo en este caso, el incremento conseguido después de la fase fed-
batch es minimo.

Tabla R2.17 Parametros finales de crecimiento de la cepa S. cerevisiae EYS5 en las tres
estrategias de cultivo analizadas: discontinuo (batch), con alimentacion a partir de las 24
horas (fed-batch 24h), con alimentacion a partir de las 48 h (fed-batch 48h). Grupos de
medias que son estadisticamente diferentes entre si (p < 0.05), estan indicados con letras
distintas.

Parametro Batch Fed-batch 48h Fed-batch 24h
Tiempo de cultivo total (h) 72 72 48
Masa fresca (g/L) 15.83 £ 0.25 18.68 + 0.81 13.06 £ 1.75

Rendimiento (g biomasa/g sacarosa) 0.048 + 0.006  0.057 £ 0.003 0.053 + 0.008
Viabilidad (UFC/mL) 6.04 + 0.112 6.82 £ 0.14° 6.50 £ 0.112

Con el fin de analizar las causas del comportamiento de la cepa EYS5 en estas
condiciones de cultivo se estudiaron las cinéticas de consumo de sacarosa en la
fase de batch encontrandose un consumo completo a las 24 h de la inoculacién
(Figura R2.18), como habia sido previamente descrito para otras cepas de S.
cerevisiae (Pérez-Torrado et al., 2005). Este dato indica que, como ya se habia
comprobado anteriormente en condiciones de laboratorio, la cepa no presenta
defectos en la fermentacién de la sacarosa, ya que se consume eficientemente
en la duracién estandar de la fase de batch.
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Figura R2.18 Cinéticas de consumo de sacarosa de la cepa S. cerevisiae EYS5 en
condiciones de produccion de biomasa en la fase batch.
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Se ha determinado que en levaduras de la especie S. cerevisiae, la presencia de
oxigeno durante la fase de batch, aunque no es necesaria para el crecimiento y
la fermentacion de la sacarosa presente en el medio melaza, se requiere para
posibilitar el cambio metabdlico de fermentacion a respiracion y que puedan
oxidar el etanol producido cuando la sacarosa ha sido consumida y antes de
iniciar la alimentacion (Pérez-Torrado et al., 2009). Esta transicion metabdlica es
absolutamente necesaria para la eficiente acumulacion de biomasa en las
condiciones industriales de propagacion. Se decidié analizar la concentracion de
etanol a lo largo de las fases de batch y fed-batch en cada estrategia de
propagacion y se observd que, en las tres opciones de cultivo analizadas, el
etanol se acumula a medida que se fermenta la sacarosa en la fase de batch pero
no se produce una disminucion posterior de los niveles de etanol (Figura R2.19)
lo que indica que la cepa EYS5 no es capaz de respirar el etanol, ni
probablemente de activar el metabolismo respiratorio. La cepa EYSS5 fue capaz
de crecer en placas con glicerol como unica fuente de carbono, indicando que
es capaz de llevar a cabo la respiracion (datos no mostrados).
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Figura R2.19 Produccion y consumo de etanol de la cepa S. cerevisiae EYS5
observados durante la simulacién del proceso de produccion de biomasa en medio
melaza a 30 °C en las tres estrategias de cultivo analizadas: discontinuo (batch), con
alimentacion a partir de las 24 horas (fed-batch 24h), con alimentacion a partir de las 48
h (fed-batch 48h).

Durante el proceso de produccién de biomasa, el metabolismo de las levaduras
Crabtree positivas, como S. cerevisiae, cambia con el agotamiento de la sacarosa
que resulta fermentada generando etanol durante la fase de batch y, en presencia
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de oxigeno, se activa el metabolismo respiratorio lo que permite el crecimiento
celular respirando el etanol. Los resultados obtenidos con la cepa ecuatoriana S.
cerevisiae EYS5 sugieren que no es capaz de activar el metabolismo respiratorio
al agotarse los azucares fermentables de la melaza, ni después al iniciar la
alimentacion a concentraciones de azucar fermentable por debajo de los niveles
de represion por glucosa. Existen varias diferencias genéticas y fenotipicas entre
levaduras silvestres y domesticadas que estan asociadas principalmente a la
adaptacion de las cepas a las condiciones de la industria (Venturini Copetti,
2019), posiblemente los bajos rendimientos a nivel de biomasa estan asociados
a los rasgos silvestres que presenta la cepa ecuatoriana EYS5.

El etanol es un metabolito clave en la fermentacion alcohdlica y en procesos de
produccion de biomasa, especialmente de levaduras de la especie S. cerevisiae,
ya que la reaccion catalizada por las enzimas alcohol deshidrogenas (ADHSs)
conecta las opciones metabdlicas fermentativa y respiratoria permitiendo el uso
optimo de fuentes de carbono (De Smidt et al., 2008). A nivel evolutivo la especie
S. cerevisiae desarrolld primero la habilidad para tolerar etanol e inhibir el
crecimiento de organismos competidores, para posteriormente adaptarse a
metabolizarlo (Piskur et al., 2006). La habilidad de tolerar el etanol difiere entre
cepas (Chiy Arneborg, 1999) y se ha demostrado que aislados silvestres de esta
especie muestran una baja capacidad respiratoria sobre sustratos como el
glicerol y el etanol, lo que sugiere que la respiracion es uno de rasgo de
domesticacion importante de las levaduras (Warringer et al., 2011). En estudios
realizados con cepas vinicas de S. cerevisiae se ha determinado que los
rendimientos de biomasa son mas bajos que los descritos para cepas panaderas
(Pérez-Torrado et al., 2005) y esto se atribuye a que las cepas vinicas respiran
peor, posiblemente debido a que estan metabdlicamente muy adaptadas a la
fermentacién alcohdlica y su metabolismo respiratorio podria haber perdido
funcionalidad (Querol et al., 2003). Los resultados obtenidos en este analisis con
la cepa EYSS, una cepa aislada en una fermentacion espontanea de chicha
elaborada a partir de maiz, muestran que posiblemente su exclusiva adaptacion
a la fermentacion alcohdlica limite su capacidad respiratoria.

2.3. Analisis del genoma de la cepa ecuatoriana S. cerevisiae EYS5

Como ya se ha mencionado, la cepa ecuatoriana S. cerevisiae EYS5 presenta
caracteristicas interesantes para ser utilizada como iniciador de procesos
fermentativos, pese a que los resultados obtenidos en condiciones industriales
de propagacion de biomasa no fueron satisfactorios y se requiere optimizar las
condiciones para su produccion. En el estudio del desempefio fermentativo de
esta cepa en mosto de cerveza se determind un aspecto particular que no suele
presentarse en cepas de la especie S. cerevisiae, la cepa EYSS es capaz de
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fermentar de forma muy eficiente la maltotriosa mientras que la fermentacion de
la maltosa la realiza de forma incompleta (Tabla R2.13). El contenido de
maltotriosa de las cervezas fermentadas con la cepa EYS5 fue estadisticamente
igual al obtenido en cervezas fermentadas con la cepa cervecera S. cerevisiae
A-81062, que posee el gen STA1 codificante de una glucoamilasa extracelular
(Yamashita et al., 1985). En el analisis de los rasgos de domesticacion en las
cepas ecuatorianas de S. cerevisiae se habia comprobado por PCR la ausencia
en todas ellas de este gen (Figura R1.27 y Tabla R1.15), por lo que un estudio
gendémico mas completo podria aportar informacion de posibles secuencias
génicas codificantes de una posible actividad glucoamilasa en esta cepa que
explique su comportamiento en las fermentaciones de mosto de cerveza.
Ademas, otras caracteristicas de esta cepa, como la fermentacion incompleta de
la maltosa, la aparente descompensacion entre su actividad invertasa no
completamente reprimible por glucosa y su capacidad de asimilacion de los
productos de hidrdlisis, y la incapacidad de respiracidén del etanol en condiciones
de fed-batch descrita en el apartado anterior, merecen un estudio en profundidad
del genoma de esta levadura.

La secuenciacidon de su genoma completo se realizé de acuerdo a lo descrito en
la seccion de Materiales y Métodos (Apartado 3.9), para posteriormente realizar
el analisis bioinformatico de la secuencia de la cepa EYSS5, utilizando como
referencia la cepa S288c de S. cerevisiae con el fin de anotar las potenciales
ORFs presentes en dicho genoma y describir las rutas metabdlicas en las que
podrian estar involucrados. EI numero de lecturas obtenidas tras la secuenciacion
fue el adecuado. Para asegurar que se obtenia el ensamblaje mas optimo se
realizaron 6 ensamblajes con distintas longitudes de k-mers (secuencias de k-
nucleotidos): 27, 33, 45, 55, 77 y 127; los resultados se detallan en la tabla R2.18.

Tabla R2.18 Resultados del ensamblaje de las lecturas con distintos k-mers.

K- Contigs 2 N50 Contig mas Longitud
mers 500pb largo total
K21 3099 5867 28573 11121378
K33 1746 11963 56811 11336507
K55 1820 11752 48560 11385135
K77 1992 11484 50234 11435455
K99 3027 9542 50234 11760464
K127 3686 9580 78555 12759826

La utilizacion de los distintos k-mers permitié reconstruir un rango mas amplio
del genoma de la levadura. El k-mer 127 fue con el que se obtuvo los mejores
resultados con una cobertura media total de ensamblaje de 114 x por lo que fue
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seleccionado para realizar los posteriores analisis. Se consideran coberturas de
ensamblaje altas aquellas mayores a 70 x (Douglass et al., 2019).

En la tabla R2.19 se detallan los resultados obtenidos en el ensamblaje inicial, el
analisis con el programa Blast permitidé confirmar que los contigs (secuencias
consenso) del genoma de esta cepa pertenecen a la especie S. cerevisiae. El
contig de mayor longitud del ensamblaje de 78.6 kb mostré un alineamiento con
buena calidad contra esta especie.

Tabla R2.19 Numero de contigs obtenidos en el ensamblaje inicial del genoma de la
cepa ecuatoriana S. cerevisiae EYS5.

Contigs Nuamero
20pb 4941
> 1000 pb 1808
= 5000 pb 724
= 10000 pb 336
> 25000 pb 59
= 50000 pb 2
N50 9580
N75 3978
L50 354
L75 867

El contenido GC del genoma de la cepa S. cerevisiae EYS5 fue de 38.46%, en la
figura R2.20 se detalla el numero de contigs con un contenido GC (%) especifico.
La cepa de referencia S. cerevisiae S288c tiene un contenido GC promedio de
3816% vy e tamafio de su genoma es de 11.876 Mb
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome), estos valores son ligeramente inferiores
a los encontrados para el genoma de la cepa EYS5. El contenido de GC de un
genoma es una de las variables mas usadas que suelen estar altamente
correlacionadas con la recombinacién, en S. cerevisiae se han determinado
correlaciones de largo alcance entre la recombinacion y el mayor contenido GC
del cromosoma lll (Marsolier-Kergoat y Yeramian, 2009).
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Figura R2.20 Contenido GC (%) de los contigs finales del genoma de la cepa
ecuatoriana S. cerevisiae EYS5.

Inicialmente se predijo un total de 7054 ORFs mediante el programa GeneMark-
ES. Sin embargo, mediante el andlisis con el programa Blastp de estas ORFs
frente al genoma de referencia de S. cerevisiae S288c se obtuvieron un total de
4432 ORFs con un porcentaje de identidad superior al 80 % y una cobertura
(query coverage) superior al 80 %. El analisis con el programa Barrnap permitio
determinar 6 rRNAs en el genoma problema. Los resultados se muestran 6ptimos
en términos de similitud de secuencia y cobertura frente a la especie S.
cerevisae. El analisis con el programa tRNAscan-SE ha permitido ubicar y extraer
las secuencias de los 288 tRNAs del genoma problema.

El analisis comparativo del genoma de la cepa EYS5 con el de la cepa de
referencia S288c reveld algunas diferencias entre ambos, respecto a genes
presentes y ausentes. Dos genes presentes en la cepa S288c no aparecieron en
la secuencia de la cepa ecuatoriana, AQY2 y ATF2. Tanto las cepas silvestres
como las industriales poseen el alelo que codifica para la acuaporina funcional
Aqy1p, mientras que se ha descrito que no poseen una Aqy2p funcional ya que,
al parecer, las condiciones industriales y naturales ejercen una presion selectiva
para mantener AQY7 pero no AQY2, que unicamente se presenta en ciertas
cepas de laboratorio (Laizé et al., 2000). Esta podria ser la razdn por la que este
gen no se encuentra en el genoma de la cepa EYSS.
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En cuanto al gen ATF2, que codifica una alcohol acetil transferasa productora de
eésteres de acetato (Procopio et al., 2011), en la cepa EYS5 se observa que el gen
esta fusionado con la ORF situada delante, perteneciente al gen PBP1 (Figura
R2.21), que codifica una proteina de union a RNA implicada en la formacién de
granulos de estrés y, por tanto, esta relacionada con la degradacion de mRNAs
y la regulacion de la traduccion (Swisher y Parker, 2010). En la cepa S288c, los
dos genes estan en el mismo cromosoma (cromosoma VIl), pero estan separados
por 611 nucledtidos (www.yeastgenome.org/locus/S000003409), mientras que
en la cepa ecuatoriana EYS5 la region intergénica ha sido delecionada y ambas
OREFs estan fusionadas. Faltan los ultimos 29 aminoacidos de Pbp1p, de manera
que su funcion también podria verse alterada. El hecho de que estas secuencias
aparezcan fusionadas o separadas en diferentes cepas puede utilizarse como un
indicador evolutivo (Chia y Kolatkar, 2004), por lo que la fusidon de los genes
PBP1-ATF2 de la cepa EYS5 es un aspecto interesante de su genoma que podria
ser analizado en profundidad para saber si la enzima mantiene su eficacia y/o
especificidad en la proteina de fusion, o si la fusidn génica genera alguna nueva
funcion. La cantidad de ésteres es mayor en dicha cepa en comparacion con las
otras cepas ecuatorianas (Figura R2.15) y es del rango de lo producido por las
cepas comerciales, y aunque hay que tener presente que existen otras
actividades enzimaticas alcohol acetil transferasa redundantes, particularmente
Atf1p, no es descartable que una alteracion de Atf2p en la cepa EYSS5 altere su
fenotipo al respecto. Segun la base de datos SGD, el niumero de moléculas de
Atf2p por célula varia entre 537 y 14312 segun el medio, mientras que el de
Pbp1p esta entre entre 2264 y 188842, lo cual sugiere que la proteina de fusion,
regulada por el promotor de PBP1 puede estar en mayor concentracion que
Atf2p.

A
PEP1 ATGATGGGATCAGGTCCATCTGGCATGCCAGCGAACGGGTCGGCAATGCACAGTCATGGE 2188
EYS5_2459 ATGATGGGATCAGGTCCATCTGGCATGCCAGCGAACGGGTTAATTATGGAAGATATAGAA 2180
ATF2Z ATGGAAGATATAGAA 15
EX I 3 & *
PEP1 CATAGTAGAAATTACCATCAAACTAGC - ------ CACCATGGLCACCATAATAGTAGTAC 2153
EYS5_2459 GEATACGAACCAC-ATATCACTCAAGAGTTGATAGACCGTGGRCCATGCAAGACGTATGGG 2159
ATF2 GEATACGAACCAC-ATATCACTCAAGAGTTGATAGACCGTGRCCATGCAAGACGTATGGG 74
* o e w ok Hoe oo oR R Rk ( % K
PBP1 CAGTGECCATAAATAG - - == === == === === m o m oo oo 2169
EYS5_2459 CCACTTGGAAMACTACTTTGCTGTTTTGAGTAGGCAGAAAATGTACTCGAATTTTACTGT 2219
ATF2 CCACTTGGAAMACTACTTTGCTGTTTTGAGTAGGCAGAAAATGTACTCGAATTTTACTGT 134
3 £ OEE KE
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Figura R2.21 Alineamiento entre las secuencias de nucleétidos (A) y de aminoacidos
(B) de los genes PBP1y ATF2 de la cepa S. cerevisiae S288c y su secuencia homologa
codificada por el gen EYS5_2529 en la cepa ecuatoriana EYS5 alrededor de la region

de fusion entre ambas ORF.

En la tabla R2.20 se muestran varios de los genes que presentaron diferencias
respecto a la cepa de referencia S288c, con menos de 80% de identidad, o
alguna alteracion importante. Se indica su funcion, ademas de las principales

alteraciones y diferencias con la cepa de referencia.

Tabla R2.20 Genes diferentes a S288c con menos de 80% de identidad, o con

alteraciones.

Gen

EYS5_2529

EYS5_2530

EYS5_6225

EYS5_2533

EYS5_6224

EYS5_3061

EYS5_4873

EYS5_3058

EYS5_2323

EYS5_69

EYS5_80

EYS5_52

Homoélogo en

Alteraciones y

$288c Funcion diferencias
MAL13 Factor de transcripcion Truncado, solo tiene 85
Mal13 aminoacidos
MAL11 Permeasa de a-glucésidos Insercién de 9
aminoacidos
DSF1 Manitol deshidrogenasa Muy parecido al gen de
Vin7
MAL33 Factor de transcripcion Muy parecido a MAL73 de
GLBRCY22-3
FRE7 Reductasa de hierro
UIP3 Proteina integral de
membrana
FIT1 Ribonuclease E Similar a EGA62824.1 de
FostersO
MST2 Supresor multicopia de
SEC21
YPS6 Proteasa de aspartato Similar a EDV10953.1 de
RM11
YNRO71C Manoproteina de pared
SEO1 Transportador Similar a EHN04000.1 de
VIN7
CDcC4 Proteina de sefalizacion Similar a EHNO7591 de
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EYS5_6815 AAD14 Arilalcohol deshidrogenasa  Similar a PTN14949.1 de
cepa [-329 flor
EYS5_5254 SED1 Proteina de pared

De los genes indicados en la tabla R2.20 resultan de especial interés aquellos
involucrados en la asimilacion de azucares, en especial de la maltosa, dada la
caracteristica de esta cepa respecto de su utilizacion. En la caracterizacion
fisiologica y en el estudio del desempefio fermentativo se habia detectado un
comportamiento distinto de esta cepa en el metabolismo de la maltosa y
maltotriosa, presente especialmente en mosto de cerveza. En previas
investigaciones, se ha demostrado que el gen activador MAL 13 esta relacionado
con un aumento en la expresion inducida por maltosa de los genes estructurales
MAL (Orikasa et al., 2018). En la figura R2.22 se puede observar el alineamiento
entre la secuencia del factor de transcripcion MAL13 de S288c y su homodlogo
en EYS5 que corresponde a una secuencia truncada de solo 85 aminoacidos.

5288c MTLTKQTCAKQACDCCRIRRVEKCDGKRPCSSCLONSLDCTYLQPSRKRGPKSIRLRSLKR (6@
EYS5 MTLTKQTCAKQACDCCRIRRVKCDGKRPCSSCLONSLDCTYLQPSRKRGPKSIRLRSLKR (66
e o R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R Rk R R R R
5288c TAEVQRESGPNTIATAPYIYKRVPKKLIDQCLRLYHDMLYVIWPLLSYDDLHKLLEE-KY 119
EYS5 TAEVQRESGPNTIATAPYIYKRVPKESISACGSITI--IYTSGPFFRTMTFTNFWRKNTM 118
ERRERERRERRRRRERRRERERRRR] ® % . SE R P

Figura R2.22 Alineamiento entre la secuencia del factor de transcripcion codificado por
el gen MAL13 de la cepa S. cerevisiae S288c y su secuencia homologa codificada por
el gen EYS5_2529 en la cepa ecuatoriana EYSS5. El recuadro azul remarca la secuencia
truncada de 85 aminoacidos que permanece en esta ultima cepa.

Esta importante diferencia podria estar relacionada con el uso pobre de la
maltosa observado en la fermentacion del mosto de cerveza. La secuencia del
activador transcripcional MAL33 de EYSS5 es similar a la del gen MAL73 de la
cepa GLBRCY22-3 usada en la produccion de biocombustibles (Mcllwain et al.,
2016). Este gen ha sido descrito como un regulador de la fermentacion de la
maltosa y se considera que es afuncional en S288c. Se ha atenuado
funcionalmente en levaduras de sake por delecion de un solo nucledtido a lo
largo de su manejo industrial (Ohdate et al., 2018). La presencia de este gen
podria compensar algunas de las funciones del gen MAL 13 truncado, ya que la
cepa crece eficientemente en maltosa (Tabla R1.14). Es posible que alguna de
estas variaciones, o una combinacion de ellas, contribuyan al muy eficiente
consumo de maltotriosa por parte de esta cepa. Por otra parte, respecto del gen
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MAL11, que codifica una permeasa de maltosa de alta afinidad (Alves et al.,
2008), su homologo en la cepa EYSS presenta una insercion de 9 aminoacidos
que podria alterar su funcion. En un trabajo reciente de Trichez et al. (2019) se
demostro que cuatro aminoacidos de esta enzima son claves para la
fermentacion eficiente de la maltotriosa en S. cerevisiae.

Varios de los genes con menos de 80% de identidad o con alteraciones que se
muestran en la Tabla R2.21 tienen alta similitud con sus ortélogos en cepas
industriales y tolerantes al estrés. Los genes DSF1, SEO1 y CDC4 de EYS5
presentaron la homologia mas alta respecto a sus ortélogos de la cepa comercial
vinica VIN7, un hibrido alotriploide de S. cerevisiae y S. kudriavzevii (Borneman
et al., 2012). De igual forma, los genes FIT1, YPS6 y AAD14 de EYS5 mostraron
mayor similitud con los ortdlogos de las cepas industriales FostersO, RM11 e I-
329 (Eldarov etal.,, 2018), respectivamente. Es complicado atribuir a priori
ventajas o desventajas derivadas de la presencia de estos genes respecto a
caracteristicas positivas individuales de la cepa EYS5 pero, en general, indican
una mayor similitud a cepas de probada eficiencia tecnoldgica.

Otro aspecto importante en el analisis de un genoma es determinar si algunas de
las ORFs que no tienen ningun tipo de homologia con la cepa de referencia, en
este caso la cepa S288c, pueden ser atribuidas a sucesos de transferencia
génica horizontal. Segun Novo et al., (2009) puede ocurrir transferencia genética
entre especies Saccharomyces y no Saccharomyces, estos eventos suelen estar
favorecidos por la proximidad ecolégica y estan involucrados en la adaptacién
molecular de las levaduras a distintas condiciones de estrés. Se identificaron 21
ORFs en EYS5 ausentes en la cepa de referencia S288c, cuatro de ellas tienen
ortélogos en las especies Zygosaccharomyces bailii (EYS5_6623, EYS5_6622),
S. pastorianus (EYS5_1399) y S. kudriavzevii (EYS5_173). Algunas de estas
ORFs corresponden a ortélogos de cepas S. cerevisiae vinicas como EC1118,
RM-11, VIN7, P301 mientras que otras ORFs tienen sus ortélogos en cepas de
sake (K5), productoras de bioetanol (JAY291) o de laboratorio (21278b). En la
Tabla R2.21 se describen varios de estos genes presentes en la cepa ecuatoriana
EYSS5 junto con sus homodlogos y posible funcion.
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Tabla R2.21 Proteinas presentes en EYS5 y ausentes en S288c que suelen ser sucesos

de transferencia génica horizontal.

Gen
EYS5_416

EYS5_113

EYS5_413
EYS5_3319
EYS5_79
EYS5_2155

EYS5_5340
EYS5_2017
EYS5_6621
EYS5_3362
EYS5_6622

EYS5_1175
EYS5_414
EYS5_68

EYS5_1399
EYS5_4072

EYS5_6227

EYS5_3165
EYS5_6623
EYS5_531
EYS5_173

Homélogo
EC1118_104_6512p

EC1118_104_6513p

EC1118_104_6645p
EC1118_104_6656p
EC1118_104_6480p
EC1118_1112_1684p

KZV10434

C1Q_05652
C1Q_05653
C1Q_05663
QA23_5177

EDV12202.1
EHN03988
SCRG_03463

BAF57236
BAD90000

EWG87950

P40113.1

AEJ82629.1
EHNO04001.1

EJT43782.1

Funcién
Deshidrogenasa/reductasa de cadena corta de la familia
SDR procedente de L. kluyveri
Potencial transportador de aminoacidos procedente de Z.
rouxii
Helicasa de DNA (similar a S. cerevisiae YFR1-8)
Helicasa de DNA (similar a S. cerevisiae YFR1-2)

Factor de transcripcion fungico

Potencial factor killer parecida a KHR1 de S. cerevisiae
YJM789

Factor de transcripcion ZTF3 de la cepa GLBRCY22-3
Hipotética proteina de la cepa JAY291

Factor de transcripcion de la cepa JAY291

Hipotética proteina de la cepa JAY291

Factor transcripcional homoélogo a GAL4 procedente de
Z. bailii

Transporte vacuolar, PEP1 de la cepa RM-11
Transportador de azucares Itr2p de la cepa VIN7
Acetiltransferasa de 4cido L-azetidin-2-carboxilico MPR1
de la cepa 21278b

Permeasa de tirosina de S. pastorianus

Aspartato aminotransferasa, sintesis de biotina idéntica a
BIO6 de la cepa de sake K7

Hipotética proteina de la familia Grp1_Fun34_YaaH
también encontrada en la cepa P301 de Prosecco
Proteina que confiere resistencia a melazas RTM1
Idéntica a oxoprolinasa de Z. bailii

SOD2 de la cepa vinica hibrido VIN7

Homologo al transportador de aminoacidos GAP1 de S.

kudriavzevii de la cepa IFO 1802

S. cerevisiae carece de genes STA funcionales pero contiene un gen SGA que
codifica para una glucoamilasa intracelular, que se expresa especificamente
durante la meiosis y la esporulacion (Hostinova y GaSperik, 2010). De las ORFs
descritas en la tabla R2.21, ninguna de ellas corresponde a los genes STA
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relacionados con la actividad glucoamilasa de la cepa S. cerevisiae var
diastaticus, 1o que corrobora los resultados obtenidos en los analisis realizados
mediante PCR (Apartado 1.9.5).

El genoma de la cepa ecuatoriana EYS5 muestra una zona similar al evento de
transferencia génica horizontal descrito en el cromosoma XVI de la cepa vinica
EC1118 (Novo et al., 2009), con al menos seis genes que presentan homologia.
No hay indicios que indiquen que los otros dos eventos de transferencia
horizontal descritos en EC1118 estén presentes en EYS5, lo que puede indicar
que éste fue un evento anterior a los otros dos eventos descritos.

La presencia de un gen con homologia al gen ZTF3 de la cepa GLBRCY22-3
utilizada para la producciéon de bioetanol, sugiere la presencia en la cepa EYS5
de una regidn subtelomérica del cromosoma IX de dicha cepa, que contiene un
gen codificante de una invertasa, denominado SUC72, que podria tener
regulacion diferente a la descrita para el gen codificante de la invertasa
mayoritaria, SUC2 (Mcllwain et al., 2016). Debido a su localizacion muy préxima
al teldbmero puede que no haya sido incluida en el ensamblaje de nuestra cepa y
se requeriria trabajo adicional para determinar su presencia y secuencia
completa. La cepa EYS5 contiene un gen SUCZ2 que es 98% idéntico al de S288c
y una region promotora hasta la siguiente ORF de funcion conocida, NIT1, sin
alteraciones que indiquen una regulacion distinta. Por otro lado, la presencia del
homologo al gen RTM1 presente en cepas industriales con resistencia a la
toxicidad de las melazas, cuyo locus siempre esta fisicamente asociado al locus
telomérico SUC (Ness y Aigle, 1995), podria estar relacionada con el
comportamiento de esta cepa en medios ricos en sacarosa.

Otra anomalia de interés en la cepa EYS5 es la presencia de una copia extra del
gen SODZ2, ademas del gen correspondiente en S288c. Ese gen SODZ2 adicional
presenta una mayor homologia con el gen SOD2 de la cepa vinica V7. SOD2
codifica una manganeso-superoxido dismutasa localizada en la matriz
mitocondrial, involucrada en la detoxificacion de ROS. Se ha descrito que la
sobreexpresion de los genes codificantes de superoxido dismutasas SOD1 y
SOD2 en S. cerevisiae aumenta la supervivencia en condiciones de estrés
oxidativo pero no afecta a las tasas metabdlicas celulares (Fabrizio y Longo,
2003). Sin embargo, la cepa EYS5 presenta una baja tolerancia al estrés oxidativo
causado por peroxido de hidrégeno (Tabla R1.5), lo que podria interpretarse
como una baja eficiencia de su sistema de detoxificacion de ROS, o quizas la
adicion de este gen extra altera la regulacion redox, afectando a la tolerancia a
otras ROS. La tolerancia a un generador de radicales superdxidos seria una
prueba interesante para determinar si esta adicion supone alguna mejora.
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2.4. Discusion general

En la primera parte de este capitulo se realizd el andlisis del desempeiio
fermentativo de cuatro cepas de levaduras seleccionadas aisladas a partir de
chichas ecuatorianas, tres de la especie S. cerevisiae, ERS1, EYS4 y EYS5, y una
de la especie T. delbrueckii EGT1, tanto en un sustrato modelo tipo chicha (MCS),
desarrollado como parte de esta investigacion, asi como en mosto de cerveza.
Se usaron estas cepas ya que las tres de la especie S. cerevisiae mostraron una
capacidad fermentativa similar a las cepas de referencia (Tabla R1.7), una
actividad invertasa inusual (Figura R1.13) y ademas las cepas EYS5 y EGT1
demostraron una alta tolerancia a la deshidratacion (Figura R1.16), lo que hacia
a estas cepas interesantes. Las fermentaciones en los dos sustratos se realizaron
a escala de laboratorio (100 mL) y a escala piloto (1.5 L) con cultivos puros de
cada cepa y sus respectivos controles (dos cepas vinicas y dos cepas
cerveceras), se realizaron ademas fermentaciones mixtas a escala de laboratorio
con las cepas S. cerevisiae EYSS y T. delbrueckii EGT1.

En relacién a las fermentaciones en MCS se determiné que todas las cepas eran
capaces de metabolizar este sustrato tanto a temperaturas bajas (12 °C) como a
temperatura ambiente (20 °C), en todas las chichas se obtuvieron
concentraciones finales de alcohol, luego de 14 dias de fermentacion, superiores
a 6.3 % (v/v). Las cinéticas de fermentacion mas lentas las presentaron las cepas
ERS1 y EGT1 mientras que las cepas EYS4 y EYS5 fermentaron el sustrato de
forma muy similar, aunque algo peor que las cepas industriales de referencia.
Con todas las cepas se obtuvo una atenuacion aparente final del sustrato superior
al 84 %, que refleja la conversion eficiente de los azucares en casi todas las
inoculaciones. En relacion al analisis aromatico de las bebidas finales, aquellas
fermentadas con la cepa EYS4 presentaron los promedios mas altos de alcoholes
superiores mientras que, en relaciéon a la concentracion total de ésteres, el valor
mas alto correspondio a la cepa ERS1 seguida por las cepas EYS5 y EYS4. De
forma general, la produccion de ésteres de las cepas ecuatorianas en este
sustrato, fue mayor que la de las cepas de referencia. La alteracion genética del
gen productor de ésteres ATF2, que se encuentra fusionado con el gen anterior
PBP1 en la cepa EYS5, puede estar relacionado con esta diferencia, y es un
aspecto interesante a estudiar en el resto de cepas ecuatorianas. De todas las
cepas evaluadas, incluidas las de referencia, la cepa ERS1 fue con la que produjo
las chichas con un mejor balance aromatico, que suele reflejarse en la relacion
alcoholes superiores:ésteres. Esta cepa fue aislada de chicha de arroz por lo que
posiblemente esté mejor adaptada a este sustrato. Al contrario, aquellas chichas
obtenidas con la cepa T. delbrueckii EGT1 presentaron los peores valores, tanto
a nivel de aromas como en los parametros de fermentacién, lo que indica que
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posiblemente el uso de cultivos puros de esta especie en produccion de chicha
no es una estrategia adecuada.

Como ya se habia determinado en el capitulo anterior, solo una de las cepas
ecuatorianas seleccionadas, la cepa EYS5 era capaz de metabolizar la maltosa y
maltotriosa, que son los azucares mas abundantes en el mosto de cerveza. Este
comportamiento se ratificé en las fermentaciones en este sustrato donde las
cepas categorizadas como maltosa negativas (ERS1, EYS4 y EGT1) solo
consumieron la glucosa y fructosa presente en el mosto, lo que se reflejé en
concentraciones finales de etanol de las cervezas obtenidas con estas cepas
inferiores al 1.4 % (v/v). En el caso de las fermentaciones llevadas a cabo con la
cepa EYS5, se observo que, a bajas temperaturas (12 °C) esta era incapaz de
fermentar el mosto de cerveza, mientras que, a 20°C, presentaba una cinética de
fermentacion mas lenta comparada con las cepas cerveceras de referencia. En
los analisis de los azucares residuales presentes en las cervezas fermentadas
con la cepa EYSS5 se observd concentraciones de maltosa altas (~ 26 g/L)
mientras que las de maltotriosa fueron incluso inferiores a las de las cepas
cerveceras. Valores tan bajos para las concentraciones de maltotriosa como los
encontrados con la cepa ecuatoriana EYS5 son muy comunes en cervezas
fermentadas con cepas diastaticas, que son aquellas que producen
glucoamilasas extracelulares, la cepa S. cerevisiae var diastaticus produce y
secreta una glucoamilasa codificada por el gen STAT7 y por ello se decidio
analizar la presencia de este gen en dicha cepa. En el analisis por PCR (Tabla
R1.15) asi como en los datos de la secuenciacion de su genoma, no se detectd
la presencia de este gen. Los valores de atenuacion real del mosto para las cepas
cerveceras fueron superiores al 70%, que es el valor que comunmente se obtiene
en fermentaciones de este sustrato, mientras que en las cervezas fermentadas
con la cepa EYS5 se obtuvieron valores del 58%; en el caso de las cepas maltosa
negativas los valores fueron inferiores al 14%. Estos resultados nos muestran que
la cepa ecuatoriana EYS5 fermenta de una forma pobre la maltosa, lo que puede
estar relacionado con la presencia de una mutacion que trunca el factor de
transcripcion MAL 13, que regula la induccion de genes de la familia MAL. Sin
embargo, en los resultados de los analisis de aromas de las cervezas finales se
obtuvo con esta cepa, un balance adecuado reflejado en la relacién entre la
concentracion de alcoholes superiores y la de ésteres, que es similar a la
alcanzada con las cepas cerveceras de referencia. Pese a que las cepas S.
cerevisiae ERS1, EYS4 y T. delbrueckii EGT1 son incapaces de metabolizar la
maltosa y la maltrotriosa se observaron diferencias en las caracteristicas finales
de las cervezas fermentadas con estas cepas, que se reflejaban en contenidos
distintos de ésteres y alcoholes superiores, lo que abre la posibilidad del uso de
estas cepas en cervezas de bajo contenido de alcohol.
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En relacién a las fermentaciones mixtas en los dos sustratos con las cepas T.
delbrueckii EGT1 y S. cerevisiae EYSS5, se determin6 que los mejores resultados
en ambos casos se obtuvieron por coinoculacion. En las fermentaciones en MCS
la concentracién de alcohol final obtenida con los cultivos mixtos fue similar a la
de los cultivos puros mientras que, en mosto de cerveza, la concentracion de
alcohol mas alta se obtuvo con el cultivo puro de la cepa EYS5, seguido por el
obtenido por coinoculacion. Las cervezas obtenidas por coinoculacién
presentaron un balance adecuado de aromas reflejado en una relacion alcoholes
superiores: ésteres de 5.4:1, por lo que seria interesante realizar analisis a escala
piloto. La coinoculacion mejora ciertos aspectos, como el acetaldehido y el
glicerol.

Debido al potencial interés de los resultados obtenidos en las fermentaciones con
la cepa S. cerevisiae EYS5, su adecuado crecimiento en melaza en cultivos de
laboratorio y a su alta tolerancia a la deshidratacion, se analizd su
comportamiento en condiciones de simulacion de la propagaciéon de biomasa, en
medio melaza en fermentador con un disefio de tipo batch mas fed-batch, con la
idea de evaluar su uso como cultivo iniciador. Sin embargo, esta cepa presento
un mal crecimiento en estas condiciones y los rendimientos de biomasa
obtenidos fueron muy bajos. En todas las estrategias de cultivo probadas se
observd un comportamiento deficiente de la cepa en las fases de cultivo que
requieren activacion del metabolismo respiratorio, de manera que no fue capaz
de consumir el etanol generado en la fase fermentativa de batch. Un
comportamiento similar se ha observado con otras cepas silvestres, ya que no
suelen estar adaptadas a las condiciones de crecimiento industriales, por lo que
seria necesario una adaptacion de las condiciones de cultivo para la produccion
Optima de biomasa de esta cepa.

Por las caracteristicas tecnoldgicas potencialmente interesantes de la cepa EYS5
y por el interés basico de caracterizacion de algunos de sus rasgos fisiolégicos,
se ha llevado a cabo la secuenciacion de su genoma. Se mostrd un alineamiento
con buena calidad contra la cepa S. cerevisiae S288 c, usada como referencia.
Se encontraron en la cepa EYS5, 14 genes diferentes con menos del 80% de
identidad o con alteraciones, ademas de 21 genes que estan presentes en la
cepa ecuatoriana EYS5 pero ausentes en la cepa de referencia S288c. Estas
ultimas secuencias suelen ser producto de sucesos de transferencia génica
horizontal y, en el caso particular de la cepa EYS5, varias de estas ORFs
presentan homologia con genes presentes en cepas de levaduras vinicas
industriales. Algunas de estas diferencias genéticas pueden justificar el distinto
comportamiento de dicha cepa en condiciones especificas y podrian también ser
la base de nuevas potencialidades tecnoldgicas que recomiendan trabajo
adicional para completar la caracterizacion gendémica y funcional de esta cepa.
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Conclusiones

Las conclusiones generales que se obtuvieron en este trabajo se detallan a
continuacion:

1.

Las especies de levaduras dominantes en las chichas ecuatorianas
pertenecen a los géneros Hanseniaspora y Candida mientras que el
numero de aislados y cepas de las especies fermentadoras
Saccharomyces cerevisiae y Torulaspora delbrueckii obtenidos en esta
investigacion fue relativamente bajo, lo que se atribuye a la fermentacion
espontanea controlada de la que fueron producto las bebidas originarias.
La mayoria de las cepas ecuatorianas de la especie S. cerevisiae
mostraron una mejor tolerancia a altas concentraciones de NaCl y un perfil
de tolerancia a estrés que podria estar relacionado con la habilidad de
estas cepas para fermentar sustratos con alta osmolaridad como son las
chichas.

El aislado de la especie Cryptococcus sp. presentd una alta actividad
amilasa y todas las cepas ecuatorianas de la especie S. cerevisiae
mostraron una mayor actividad invertasa que las cepas control, asi como
una represion incompleta de la misma en condiciones de alta
concentracion de glucosa, caracteristica de cepas aisladas de
fermentaciones industriales. Todas las cepas ecuatorianas seleccionadas
fueron capaces de crecer en medio melaza en condiciones de laboratorio
y mostraron una capacidad fermentativa aceptable en medios ricos en
glucosa y fructosa.

Dos de las cepas ecuatorianas seleccionadas, S. cerevisiae EYS5 y T.
delbrueckii EGT1, mostraron una alta resistencia a la deshidratacion que
podria estar relacionada con su capacidad de mantener elevada la
relacion GSH:GSSG, asi como de incrementar eficientemente su
contenido en trehalosa y de sufrir un incremento moderado de su
peroxidacion lipidica. Ademas, la cepa EYS5 mostré ciertos rasgos de
domesticacion similares a los descritos en cepas de cerveza, como son el
uso de maltotriosa y maltosa y un comportamiento negativo en la
produccion de compuestos fendlicos (POF -).

Las levaduras ecuatorianas seleccionadas de las especies S. cerevisiae y
T. delbrueckii, asi como las cepas industriales vinicas y cerveceras usadas
en este estudio, fueron capaces de fermentar el sustrato modelo tipo
chicha MCS desarrollado en esta investigacion, sin embargo las chichas
fermentadas con las cepas ecuatorianas presentaron una mayor
concentracion total de ésteres. Al menos en el caso de la cepa EYS5, esta
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caracteristica podria estar relacionada con la alteracion detectada en el
gen ATF2, codificante de una alcohol acetil transferasa.

5. La cepa EYS5 presenta un comportamiento deficiente en condiciones de
propagacion de biomasa que requieren la activacion del metabolismo
respiratorio, de manera que no fue capaz de consumir el etanol generado
en la fase fermentativa de batch de la simulaciéon del proceso de
propagacion industrial de biomasa, dando por tanto rendimientos muy
bajos. Dicho proceso de produccion ha de ser adaptado y optimizado.

6. La unica cepa ecuatoriana capaz de fermentar el mosto de cerveza, S.
cerevisiae EYS5, presenta en su genoma una mutacion que trunca el
factor de transcripcion MAL 13, que regula la induccién de genes de la
familia MAL y que podria estar relacionada con la fermentacién incompleta
de este azucar, mientras que la eficiente fermentacion de la maltotriosa
observada en esta cepa no se relaciona con la presencia de los genes
STA, que codifican glucoamilasas. El genoma de la cepa EYS5 presenta
14 genes diferentes o con alteraciones, ademas de 21 genes que estan
presentes en esta cepa pero ausentes en la cepa de referencia S.
cerevisiae S288c, varias de estas ORFs presentan homologia con genes
presentes en cepas de levaduras vinicas industriales, que podrian causar
alguna de sus caracteristicas fisiolégicas de interés, por lo que se
recomienda su caracterizacion funcional.
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