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Contexto de la presente tesis

La cerveza es la tercera bebida alcohdlica de mayor consumo a nivel mundial. Se
estima una produccion de 1,95 billones de hectolitros por afo (Statista, 2018), entre
cervezas comerciales y cervezas producidas de forma artesanal. En la ciudad de La
Plata y en el gran La Plata, el fendbmeno de la cerveza artesanal ha crecido
exponencialmente en los ultimos 10 anos hasta convertirla en un polo cervecero a

nivel provincial y nacional.

El sector de los homebrewers o cerveceros artesanales se caracteriza por un modo de
produccion artesanal, a pequefia y mediana escala, con un grado de tecnificacién del
proceso bajo comparado con aquel de la industria de la cerveza embotellada. Esta
forma de producir permite a los cerveceros experimentar mas libremente con los
ingredientes (agua, grano malteado, levadura y Ildpulo) en la creacién vy

perfeccionamiento de una variedad de estilos.

Un aspecto fundamental de la produccién de cerveza es la levadura que se emplea. La
que se comercializa en nuestro pais es importada, en formato seco liofilizado y de
variedad acotada. Esto impone ciertas condiciones a la cerveza que puede elaborarse:
costos elevados de produccion sujetos a insumos importados; susceptibilidad a
obtener cervezas con una calidad sensorial inferior y presencia de off-flavors, debido al
estado fisioldgico subdptimo de la levadura que ha sufrido liofilizacion; y una variedad
limitada de estilos, sabores y aromas plausibles de producirse, asociado a la
restringida diversidad de cepas cerveceras disponibles. Otra problematica de la
produccion cervecera es el descarte de residuos: durante la fermentacién del mosto, la
levadura multiplica su biomasa, generando un subproducto denominado lodo de
levaduras, constituido principalmente por levaduras metabdlicamente activas, una
pequefia proporcion de levaduras muertas y sobrenadante de fermentaciéon. El
descarte sin tratamiento previo de este lodo de levaduras, de alto valor nutricional y

carga organica, conlleva a deterioro ambiental.

Con estas inquietudes, un grupo de cerveceros artesanales organizados en una
cooperativa se contactd con la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP (FCE-UNLP)
a través de la Secretaria de Extension. Desde las capacidades y competencias de
nuestra casa de estudios se procuré dar respuesta a las demandas del sector de
forma planificada. A corto plazo, se organizaron y brindaron cursos de buenas
practicas de manipulacién para la produccion de alimentos y bebidas y de manejo

integral de la levadura liofilizada.

12



Del analisis de las problematicas de los cerveceros asociadas a la levadura comercial
liofilizada devino la necesidad de abordarlas desde un espacio que integrase las
labores de la extension y la investigacion. A tal fin, se constituyo la linea de Levaduras
Cerveceras dentro del grupo de Hongos Toxigénicos de la FCE, de la que participan
investigadores, becarios, extensionistas y cerveceros, y que inicié la investigacién de
temas innovadores y sin antecedentes en nuestra casa de estudios. Frente a la
convocatoria de la Comision de Investigaciones Cientificas (CIC) de Proyectos de
Innovacién y Transferencia en Areas Prioritarias de la Provincia de Buenos Aires (PIT-
AP-BA, 2015), el grupo presentd un plan de soluciones a mediano y largo plazo para el

sector de cerveceros artesanales, que fue adjudicado con un subsidio en 2016.

Como ejes principales, el proyecto propuso la constitucion de un banco criopreservado
de levaduras cerveceras caracterizadas tecnolégicamente, que ampliase la variedad
de levaduras disponibles para la produccion local y aportase a la diferenciacion
competitiva del polo cervecero platense; la puesta a punto y escalado de la produccién
de levadura en formato liquido, que permitiese elaborar cervezas de calidad superior y
superar los defectos organolépticos asociados al empleo de levadura liofilizada; y el
estudio de las propiedades probidticas y biocontroladoras del lodo de levaduras
subproducto del proceso, con vistas a valorizar este residuo como aditivo de alimento

balanceado para la produccion pecuaria.

En el marco de este ultimo objetivo del proyecto, se desarrolld el trabajo de tesis
doctoral que se presenta a continuacion. Asimismo, se abordaron algunos aspectos de
la caracterizacion tecnoldgica de cepas que constituyen el Banco de Levaduras

Cerveceras y del asesoramiento a pequefios productores cerveceros locales.
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Resumen:

La cerveza es la bebida alcohdlica mas consumida a nivel mundial. En Argentina, su
consumo se ha intensificado en las ultimas décadas y diversificado en afios recientes,
de la mano del fendbmeno de las cervecerias artesanales de pequefa y mediana
escala, que se distribuyen a lo largo y ancho de nuestro pais. Los cerveceros
artesanales buscan mejorar su proceso de elaboracién de forma permanente y ampliar
la variedad de estilos de cerveza y de ingredientes incorporados a sus recetas.

Desde las inquietudes suscitadas en su quehacer artesanal en la cerveceria, una
cooperativa de productores locales platenses acudié a la Universidad en busca de
asistencia técnica. Nuestro grupo de investigacion adopté el desafio de caracterizar
starters cerveceros y sus levaduras aisladas respecto de sus propiedades tecnolégicas
y de estudiar la estabilidad de los starters mixtos con el objetivo de asesorar a los
cerveceros respecto de su manipulacion.

Por otro lado, la elaboracién de esta bebida apareja la generacién de residuos sélidos,
como el bagazo de malta y las levaduras floculadas, que suponen un problema de
descarte para los cerveceros artesanales. Los elevados costos de procesamiento que
requieren los desechos de alta carga organica para su adecuado descarte son
inasequibles para productores cerveceros de pequena y mediana escala.

Sin embargo, es posible reutilizar estos residuos solidos, de considerable valor
nutritivo, como materia prima para la produccién de alimento balanceado para
animales. A la luz de las inquietudes y demandas del sector de los cerveceros
artesanales locales y con la experiencia de nuestro grupo de investigacién en el
estudio de microorganismos probiéticos y antifungicos y su aplicacion en alimentacion
animal, la presente tesis abordé de forma amplia la caracterizacién de levaduras
cerveceras con potencial para ser empleadas como aditivo alimenticio en pequefios
establecimientos avicolas.

A partir de la bibliografia consultada, surgieron multiples hipotesis acerca de la
funcionalidad de las levaduras activas presentes en el residuo de cerveceria. Por un
lado, numerosos estudios dan cuenta de las propiedades y los mecanismos
probidticos de Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, especialmente en el
antagonismo de enteropatdégenos como Escherichia coli y Salmonella sp. Esta
levadura guarda estrecha relacion taxondémica con S. cerevisiae cervecera, lo que
sugiere que ciertas cepas empleadas en la elaboracién de cerveza y que forman parte
del residuo de fermentacién podrian compartir algunos aspectos probiéticos con S.
boulardii. Siguiendo esta hipétesis, un alimento balanceado formulado con el residuo
de levaduras cerveceras podria redundar en propiedades probibticas antimicrobianas y

tener efecto positivo en la sanidad de aves de cria.
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Por otro lado, se ha reportado la capacidad biocontroladora sobre hongos filamentosos
y secuestrante de micotoxinas de levaduras aisladas de diferentes nichos. La
contaminacién del alimento balanceado por hongos filamentosos reduce su calidad
nutricional y se ve favorecida en condiciones inadecuadas de almacenamiento, como
la alta humedad y la ventilaciéon insuficiente frecuentes en silos. Muchos de estos
hongos son capaces de producir micotoxinas, metabolitos toxicos de alto impacto en la
sanidad animal y en los pardmetros zootécnicos. La contaminacion fungica, ademas
de producir pérdidas econémicas sustanciales para la actividad pecuaria, es riesgosa
para la salud humana, ya que ciertas micotoxinas, como la aflatoxina B4, sufren
biotransformacién y acumulacién en el cuerpo del animal y pueden llegar a ser
consumidas por personas a través de su carne. Otra de las hipotesis de este trabajo
es que las levaduras vivas que componen el residuo cervecero podrian actuar como
agentes de biocontrol fungico y secuestrantes de micotoxinas en el alimento
balanceado adicionado.

La presente tesis abordé la caracterizacién del desecho de levaduras floculadas de la
fermentacion cervecera sin pre-tratamientos de secado o inactivacion. Este residuo
incluye a la levadura activa y al sobrenadante de mosto fermentado, que contiene
etanol y otros metabolitos potenciales antagonistas. Adicionalmente, se estudiaron
aspectos tecnoldgicos de la produccion cervecera vinculados a la manipulacién de
levaduras y de starters mixtos, de interés para los cerveceros artesanales locales.

El capitulo 4 detalla los resultados de la etapa de aislamiento e identificacion a nivel de
cepa de levaduras provenientes de la actividad cervecera, tanto de muestras provistas
por productores artesanales locales como de muestras comerciales. Entre las
levaduras pertenecientes al género Saccharomyces, se estudidé la presencia de
hibridos interespecificos, particularmente Saccharomyces pastorianus, el hibrido
natural propio del nicho cervecero, empleado en la produccién de cerveza lager. Este
capitulo también aborda la caracterizacion tecnoldgica de las levaduras aisladas a
través del estudio de sus parametros de crecimiento en sustratos de interés para la
produccion cervecera y de sus parametros fermentativos del mosto de cebada,
mediante la realizacion de micro-fermentaciones a escala de laboratorio.
Adicionalmente, se estudié la capacidad de levaduras S. cerevisiae aisladas de kefir
de agua de llevar a cabo la fermentacién del mosto de cebada en las condiciones
mencionadas, como estudio exploratorio de una fuente alternativa de potenciales
nuevas cepas cerveceras.

En el capitulo 5 se inicia la caracterizacion funcional de las muestras cerveceras
completas y de las cepas aisladas a partir de las mismas, evaluando su capacidad de

sobrevivir a las condiciones del tracto gastrointestinal de pollos emulado in vitro. A
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continuacién, se abordd el estudio de sus propiedades auto-agregantes y co-
agregantes con enteropatégenos, de su capacidad de producir metabolitos con efecto
bacteriostatico y bactericida, de adherirse a un modelo celular de epitelio intestinal y el
efecto del co-cultivo de levaduras y bacterias sobre la infectividad y el dafio celular
producido por enteropatégenos en el modelo intestinal.

En el capitulo 6 se describe la caracterizacion de levaduras cerveceras seleccionadas
respecto de sus propiedades biocontroladoras de Aspergillus sp. y secuestrantes de
aflatoxina B4. Se estudié el efecto de la presencia de levaduras cerveceras y sus
metabolitos solubles sobre la germinacién y crecimiento de Aspergillus flavus y
Aspergillus parasiticus toxigénicos; se determind el efecto de metabolitos volatiles
producidos por las levaduras sobre el desarrollo fungico; se cuantificé la capacidad de
las levaduras de secuestrar aflatoxina B1 y su efecto citoprotector sobre una linea
celular de hepatocitos expuesta a la micotoxina.

El capitulo 7 inicia con la produccién de un residuo de levaduras en el laboratorio,
explorando el proceso de elaboraciéon de cerveza y el producto de fermentacién del
mosto obtenido al emplear un starter cervecero mixto en diferentes esquemas de co-
fermentacion. Se determind la capacidad de dicho residuo de capturar y retener
aflatoxina B+ luego del pasaje por el tracto gastrointestinal de pollos simulado in vitro.
Finalmente, se formuld y caracterizé fisicoquimica y microbiolégicamente un alimento
balanceado para pollos adicionado con el residuo de levaduras, y se estudié su
capacidad de biocontrolar la micobiota natural presente en el alimento en condiciones

de humedad y temperatura que favorecen el desarrollo de hongos filamentosos.
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Introduccion General

La presente tesis se desarrollé dentro de la linea de levaduras del grupo de Hongos
Toxigénicos de la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP. Como objetivo principal,
se buscé aislar y caracterizar levaduras de la produccion cervecera con potencial para
ser adicionadas al alimento utilizado en la actividad avicola. Tal caracterizacion abarcé
el estudio de sus propiedades tecnoldgicas, antibacterianas, antifungicas vy
secuestrantes de micotoxinas. En una primera instancia, se aislaron, identificaron a
nivel de cepa y caracterizaron tecnolégicamente levaduras Saccharomyces y no
Saccharomyces a partir de starters cerveceros comerciales y de muestras del residuo
de levaduras subproducto de la elaboracion de cerveza. Se prosiguié con el estudio de
su resistencia a las condiciones gastrointestinales de pollos y de sus propiedades
antagonicas contra enteropatégenos como Salmonella Enteritidis y E. coli, bacterias
con gran impacto en la sanidad animal, asociadas a grandes pérdidas econdmicas
para la actividad avicola y reconocidos agentes zoonoéticos. Posteriormente, se
determinaron las propiedades antifungicas de las levaduras cerveceras,
especificamente su actividad contra A. flavus y A. parasiticus, dos especies
micotoxigénicas comunmente encontradas en alimentos y materias primas de
produccion alimenticia. Se estudio, ademas, su capacidad secuestrante de aflatoxina
B4, toxina carcinogénica producida por especies del género Aspergillus que se
acumula en el higado de animales expuestos al consumo de alimentos contaminados
con el hongo y sus metabolitos. Finalmente, se iniciaron los estudios de aplicacion del
residuo de levaduras cerveceras como aditivo al alimento balanceado para pollos

basado en grano.

Para abordar el conjunto de estas tematicas, a continuacién se desarrollara una
introduccion que contempla las generalidades de la produccion avicola en Argentina y
algunos paises latinoamericanos y las problematicas asociadas a este sistema
productivo; reportes acerca de las propiedades antibacterianas, antifingicas y
secuestrantes de micotoxinas de levaduras en general, y de Saccharomyces sp. en
particular, plausibles de aplicarse a estrategias de superacion de las problematicas de
la actividad avicola; la elaboracion de cerveza a partir de Saccharomyces sp. y
levaduras no sacaromicéticas, y la generaciéon del subproducto de levaduras,
mayormente descartado, con potenciales aplicaciones en alimentacion de aves.
Adicionalmente, se aborda una breve descripcion del taxén Saccharomyces y de
algunas de las técnicas desarrolladas para la identificacion de especies y cepas dentro

del género.
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1.1 Produccién avicola en Argentina

Brasil, Argentina y Colombia son los productores avicolas mas importantes de
Sudameérica, con mas de 9430 millones de pollos parrilleros faenados en el ano 2016
(Bueno y col.,, 2016). Segun datos del Servicio de Sanidad Animal y Calidad
Agroalimentaria (SENASA, 2016), la actividad cuenta con mas de 5504 unidades
productivas avicolas dedicadas a actividades primarias e industriales integradas; entre
ellas, 4452 son granjas de engorde para la produccion de carne. En general, las
empresas integradas abarcan gran parte de la cadena productiva; poseen planteles de
reproductores, huevos fértiles, sector de incubacién, pollos BB, alimento balanceado,

plantas procesadoras de aves y ejecutan la comercializacion (Bueno y col., 2016).

Nuestro pais, junto a Brasil, Chile y Uruguay, destaca en la region por un buen estatus
sanitario en la produccion aviar. Ademas, cuenta con abundante y calificada mano de
obra y la ventaja competitiva de ser productor de los cereales utilizados en
alimentacién animal (Bueno y col., 2016). Las lineas genéticas utilizadas por las
empresas argentinas en la produccion de pollos de engorde son Cobb, Ross y Arbor
Acres (Ruiz, 2016).

1.2 Nutricion de pollos de engorde

La dieta equilibrada es sustancial en el mantenimiento de un estado sanitario
adecuado de las aves y en la optimizacién de los parametros de produccion. Ademas,
la calidad nutricional que aporta la carne de pollo se basa en su contenido de proteina,
hierro, zinc, foésforo, niacina, acido félico y vitaminas A, B6 y B12, con gran
dependencia del mantenimiento de una dieta adecuada durante la crianza del ave
(Greco y col., 2014). Una deficiencia de nutrientes aparejaria un desarrollo subdptimo
de los animales, atentando contra la productividad. En cambio, el exceso de nutrientes
redundaria en su excrecion, contribuyendo al deterioro del ambiente, el aumento de
los costos de produccion y la reduccidon de la rentabilidad (Bohérquez, 2014).
Particularmente, el exceso de proteinas implica el catabolismo de sus aminoacidos y
su utilizacion como fuente de energia en las dietas. Esta funcion no es recomendable
debido a su elevado costo como fuente energética; las dietas para pollos de engorde
deben ofrecer un nivel proteico que minimice el uso de aminoacidos como aporte de
energia (Bertechini, 2012). Adicionalmente, el exceso de nutrientes ingeridos es
utilizado por el metabolismo de pollos de engorde en la sintesis de grasa (Brumano,

2009); esto puede derivar en perjuicio econémico, ya que un alto contenido de grasa
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en la canal disminuye el valor comercial de los cortes y el rendimiento zootécnico

debido a las pérdidas de tejido.

El desempeno productivo de las aves tiene relacion directa con el nivel de energia y el
contenido de proteina de la dieta (Santos y col.,, 2012; Torres-Novoa, 2018). La
energia obtenida de la dieta a través del metabolismo es utilizada por las aves para el
mantenimiento de procesos vitales, como la respiracién, la termorregulacion corporal y
el flujo sanguineo, entre otros. La proteina es un nutriente importante en la
alimentacion; se busca particularmente su conversion eficiente en proteina muscular
mediante la utilizacién 6ptima de la energia de los alimentos (Torres-Novoa, 2018).
Los costos de alimentacion son los mas onerosos de la produccion avicola,
particularmente la fuente proteica, por lo que los veterinarios nutricionistas enfocan sus
estudios en los requerimientos nutricionales de proteina bruta y energia metabolizable
para disefar dietas balanceadas con mayor rentabilidad, sin afectar negativamente los

parametros zootécnicos (Arabi, 2015; Oliveira y col., 2011).

Algunas investigaciones reportan que dietas bajas en proteina no siempre reducen la
ganancia de peso y la conversion alimenticia de pollos; la suplementacién de dietas de
estas caracteristicas con determinados acidos organicos incluso mejoran estos
parametros (Dehghani y Jahanian, 2016). En la actualidad, el concepto de
requerimiento de proteina bruta esta siendo sustituido por proteina ideal, especificando
los niveles de aminoacidos esenciales y no esenciales que contiene la dieta (Torres-
Novoa, 2018).

Un parametro adicional a tener en cuenta en el disefio de la dieta es la edad del ave.
Los pollos de engorde necesitan 47,8 g de proteina/kg de peso vivo en la primera
semana de edad, mientras que entre los 43 a 46 dias, esta necesidad disminuye a
11,5 g de proteina/kg (Rostagno y col., 2011). Makinde y Egbekun (2016) y Mahmoud
y col. (2017) determinaron que un contenido de 22% de proteina bruta en la dieta
mejora la ganancia de peso, la conversion alimenticia, la digestibilidad de proteina
bruta y el rendimiento de la canal. En consonancia con estos resultados, Guilcapi
(2013) observé que un 20% de proteina bruta logra la optimizacién de parametros
productivos como la ganancia de peso y la conversién alimenticia durante la etapa de
crecimiento; en la etapa de engorde, los mejores promedios productivos se obtuvieron
con dietas con un 18% de proteina bruta. EI Manual Cobb para pollos de engorde

recomienda un contenido de 23% de proteina bruta para dietas iniciadoras.

Varios autores estudiaron las ventajas del disefio de dietas con proteina bruta reducida

suplementadas con aminoacidos sintéticos, que redundan en aumentos en la ganancia
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de peso y en la conversion alimenticia (Miranda y col., 2015; Vasconcellos y col.,
2015) y en la disminucion en la excrecion de nitrogeno (Awad y col., 2017; Gheorghe y
col., 2013). Cevallos y Intriago (2014) determinaron que el contenido 6ptimo de
proteina bruta para pollos Ross en fase inicial es de 20% con suplementacion de
0,45% de lisina, 0,22% de metionina y 0,20% de treonina sintéticas; en fase de
crecimiento, un contenido de 18% en proteina con 0,40% de lisina; 0,20% de
metionina y 0,25% de treonina sintéticas adicionadas; y en fase final, una dieta con
16% de proteina suplementada con 0,42% de lisina, 0,20% de metionina y 0,28% de

treonina sintéticas.

1.3 Riesgos sanitarios en la produccion avicola
1.3.1 Riesgo de presencia de hongos micotoxigénicos en el alimento de pollos

Una importante problematica asociada a la produccién aviar es la contaminacion por
hongos filamentosos del grano para alimento, causal de grandes pérdidas econémicas
en todo el mundo. Muchos hongos son reconocidos agentes de deterioro y pueden
alterar las caracteristicas organolépticas de los alimentos. Algunos de ellos tienen la
capacidad de producir una variedad de metabolitos secundarios denominados

micotoxinas (Pitt y Hocking, 2009).

Un gran numero de los commodities empleados en la industria alimentaria y en
alimentacion animal son susceptibles a la contaminacién por hongos micotoxigénicos y
sus toxinas. Los alimentos mas frecuentemente contaminados son los cereales, el
mani, la leche y productos lacteos, el café, el vino, la cerveza, las semillas de algodon,
las frutas frescas y secas, los vegetales y las nueces (Pascari y col.,, 2018). Las
especies toxigénicas de mayor importancia pertenecen a los géneros Aspergillus,
Penicillium y Fusarium. Durante su desarrollo, los mohos del género Aspergillus
producen metabolitos altamente téxicos denominados aflatoxinas, al tiempo que
inhiben la germinacién del grano y causan cambios de color, aumento de la
temperatura, enmohecimiento, apelmazado y podredumbre de las semillas
(Kozakiewicz, 1989).

Para mantener la sanidad de aves y mejorar los parametros productivos, se requiere
mantener una dieta con suficiente cantidad de carbohidratos, lipidos, proteinas,
vitaminas y minerales (Gillespie y Flanders, 2009; Damerow, 2012). Los hongos son
microorganismos que asimilan los nutrientes disponibles en los sustratos donde

crecen, con la consecuente pérdida de un 5 a 100% de los nutrientes presentes
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(Wilcox., 1988). Se ha encontrado que los valores de energia, proteina cruda y grasa
cruda en maiz mohoso disminuyen en un 5, 7 y 63%, respectivamente (Di Constanzo y
Murphy, 2012). Una investigacion sobre la contaminacion fungica y su efecto en la
calidad nutricional de alimentos para aves de varias regiones de Argentina evidencio
algun tipo de deficiencia nutricional en el 90% de las muestras analizadas. Entre el
50% y el 77,5% no alcanzaron el contenido minimo de proteina y lipidos necesarios,
respectivamente, mientras que el 23,7% excedid el contenido de cenizas (Greco y col.,
2014).

El biocontrol, también denominado biopreservacién, hace referencia a estrategias que
utilizan microorganismos o sus metabolitos antimicrobianos para extender la vida util
de los alimentos, inhibiendo o reduciendo el desarrollo de hongos alteradores, y
aportar a la seguridad alimentaria. Entre las estrategias empleadas, se encuentran la
adicion al alimento de metabolitos antimicrobianos (en ausencia del microorganismo
productor); la adicién al alimento de un cultivo productor del antimicrobiano que no
modifique la calidad del alimento; o la aplicacién de microorganismos con propiedades
tecnoldgicas para la produccion de alimentos y bebidas que, ademas, expresan un

efecto preservante (Muccilli y Restuccia, 2015).

1.3.2 Riesgo de micotoxicosis de aves

Las micotoxinas son las toxinas naturales que producen mayor impacto negativo en la
actividad economica y en la salud publica (IARC, 2002; Pitt y Hocking, 2009). Se
estima que mas del 25% de las cosechas mundiales estan contaminadas con algun
subtipo de estos metabolitos toxicos (Strosnider y col., 2006). Las micotoxinas con
mayor impacto en la produccion agroindustrial son las aflatoxinas (AFs), la patulina
(PAT), los tricotecenos (deoxynivalenol DON, nivalenol NIV, toxina HT-2 y toxina T-2),
la zearalenona (ZEA), las fumonisinas (FUs) y toxinas tremorgenicas (Hussein y
Brassel, 2001). Entre ellas, las AFs representan el mayor perjuicio para la salud
humana. Aun cuando la contaminacion con AFs es mayor en los paises tropicales, con
condiciones de temperatura y humedad que favorecen el desarrollo fungico y la
produccién de micotoxinas, dada la globalizaciéon del consumo de los alimentos, no
existe region del planeta libre de AFs (IARC, 2002).

El maiz es una materia prima fundamental en la alimentacion de aves; en Argentina se
producen entre 13 y 22 millones de toneladas anuales de maiz (SAGPyA, 2005;
INDEC, 2009), de las cuales 8 millones se emplean en la produccion de aves

(SAGPyA, 2005; ILSI, 2006). La contaminacion de maiz y alimento para aves por

22



hongos filamentosos y micotoxinas se ha estudiado ampliamente en nuestro pais
(Dalcero y col., 1998; Magnoli y col., 1998, 1999, 2002; Monge y col., 2012, 2013). En
la provincia de Cérdoba, se encontré que Aspergillus sp. y Fusarium sp. son los
hongos con mayor prevalencia. Dentro del género Aspergillus, A. flavus fue la especie
mas frecuentemente aislada y la aflatoxina B1 (AFB+1) la micotoxina mas prevalente,
presente en el 48% de las muestras, en concentraciones de 10 a 123 ng/g. ZEA fue la
segunda micotoxina de mayor prevalencia, con niveles mayores a 327 ng/g, mientras

que DON no se detectdé (Magnoli y col., 1998).

En un estudio desarrollado en Argentina entre 1999 y 2010 sobre muestras de maiz
recién cosechado y maiz almacenado, Garrido y col. (2012) determinaron bajos
niveles de AFs casi todos los afios, con algunas excepciones. Los valores medios y la
frecuencia de contaminacion con ZEA y DON permanecieron bajos en todos los casos.
Entre el 90 y el 100% de las muestras presenté contenido de FUs, con niveles mas
elevados detectados en maiz almacenado que en maiz recién cosechado. Los autores
determinaron también la co-ocurrencia de AFs y FUs en un 4% y de ZEA y FUs en un
2% de las muestras analizadas (Garrido y col., 2012). Estudios sobre la contaminacion
del alimento para pollos llevados a cabo en la provincia de Entre Rios revelé que los
recuentos fungicos totales se encontraban por debajo del maximo establecido (110
UFC/g) y que las unicas especies productoras de AFs identificadas fueron A.
parasiticus y A. flavus. Ademas, se determin¢ la co-existencia de FUs y toxinas HT-2 y
T-2 en el 100% de las muestras estudiadas. Un gran nimero de las muestras de
alimento iniciador estaban también co-contaminadas con AFs (Monge y col., 2013). Se
ha estudiado también la micobiota y el contenido de micotoxinas en alimento para
aves en las provincias de Buenos Aires, La Pampa y Rio Negro. En estos estudios se
determind la presencia generalizada de FUs, de DON en un 90% de las muestras y de
bajos niveles de OTA. El 90% de los alimentos analizados presentaron elevados
niveles de AFs, un 86% presenté ZEA y en el 78% se detecto toxina T-2 (Greco y col.,
2014).

La contaminaciéon por micotoxinas del cereal empleado en alimentacion animal se
asocia a la alteracion y reduccién de su calidad fisica y nutritiva; la mala absorcion y/o
la no utilizacion de los nutrientes en el cuerpo del animal; el rechazo del alimento, lo
que se traduce en disminucion de la ingesta y consecuente reduccién de la
productividad; el incremento de la susceptibilidad a las enfermedades infecciosas y el
efecto sinérgico con otras toxinas (Weidenbdrner, 2013). En aves, el consumo de
micotoxinas puede causar dafios de tipo carcinogénico, mutagénico, teratogénico,

neurotdxico, inmunotéxico y estrogénico (McKean vy col.,, 2006; Cegielska
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Radziejewska y col., 2013), con el consecuente aumento de la morbi-mortalidad de las

aves y el impacto econdmico asociado (Ciegler y col., 1981).

La mayor parte de las micotoxicosis de aves son causadas por una ingesta crénica de
toxinas en baja concentracion, observandose los sintomas cronicos tipicos como
crecimiento lento, baja eficiencia en la transformacion de alimento y efectos negativos
sobre los parametros productivos, ademas del aumento en la mortalidad (Cegielska
Radziejewska y col.,, 2013; Oguz y Kutoglu, 2000). EI consumo de una dieta
contaminada con micotoxinas puede inducir efectos téxicos agudos y a largo plazo
(Binder y col., 2007; Venancio y Paterson, 2007).

Como estrategia para abordar esta problematica, se ha propuesto el uso de
microorganismos capaces de secuestrar micotoxinas y evitar sus efectos adversos en
la produccion (Fernandes de Oliveira y col.,, 2013). Otra estrategia consiste en el
biocontrol de los hongos productores de micotoxinas en granos y alimento para

produccién ganadera.

1.3.2.1 Aflatoxinas

Como se describid, la contaminacién por Aspergillus sp. afecta la produccion de
cereales y sus derivados. Dentro del género, A. parasiticus y A. flavus son las
principales especies productoras del subtipo aflatoxina, también sintetizado por A.
nomius, A. tamari, A. pseudotamari, A. bombycis, A. ochraceus y A. australis (IARC,
2002). Entre las aproximadamente 400 micotoxinas conocidas, las AFs son las mas
toxicas y prevalentes en alimentos, por lo que han sido objeto de numerosas

investigaciones.

Se conocen 18 tipos de AFs diferentes. Las mas importantes en términos de su
impacto en la salud humana y animal son la aflatoxina B1 (AFB+), aflatoxina B2 (AFB>),
aflatoxina G1 (AFG+) y aflatoxina G2 (AFG:), que se identifican de acuerdo a su
fluorescencia bajo luz ultravioleta: B (blue) presentan fluorescencia azul y G (green),
fluorescencia verde. Entre ellas, AFB1 es la mas tdxica y ubicua (Oliveira y col., 1997).
Cuando AFB; es ingerida por animales domésticos a través de alimento contaminado,
sufre biotransformacion hepatica a su forma hidroxilada y menos mutagénica, la
aflatoxina M: (AFMi), o a AFB;-8,9-epoxido (AFBO), compuesto aun mas
carcinogénico que la micotoxina. AFM; es excretada en los fluidos biolégicos de
animales intoxicados, pudiendo llegar al consumo humano, por ejemplo, a través de la

leche vacuna (Murphy y col., 2006). Las aflatoxinas y sus derivados hepaticos también
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pueden ser consumidos en carne y huevos de animales de granja alimentados con

productos contaminados con AFs (Strosnider y col., 2006; Bennet y Klich; 2003).

En humanos, la intoxicacion por ingestion de cantidades moderadas a altas de
aflatoxina (10 a 20 mg en adultos) se denomina aflatoxicosis y se caracteriza por la
ictericia progresiva, edema de las extremidades, dolor, vomitos, necrosis, cirrosis y, en
casos severos, falla hepatica aguda y muerte. La exposicion crénica a bajos niveles de
aflatoxinas tiene efectos carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, hepatotéxicos,
inmunosupresores y otras condiciones patolégicas vinculadas al higado, érgano
blanco primario (Kew, 2013; Pitt y Hocking, 2009). La Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer clasifica a AFB1 y AFM; dentro del Grupo 1 de carcinbgenos
humanos, si bien AFM: es diez veces menos potente que AFB: como agente
carcinogénico (IARC, 2002).

1.3.3 Riesgo por enteropatégenos

La produccién de pollos parrilleros se lleva a cabo en construcciones de tipo galpén.
Una practica comun en el sistema de produccion avicola es la reutilizacién de la cama
de pollos parrilleros, sustentada en la reduccion del impacto ambiental, la escasez de
este material y la disminucion de los costos (Pandey y Soupir, 2011; Pote y col., 2011;
Watts y col., 2011). Sin embargo, cuando esta reutilizacion no sigue los protocolos
adecuados se generan riesgos sanitarios, tales como la infeccion de lotes de pollos

por Salmonella sp.

El riesgo de infecciones generalizadas se incrementa cuando el estado sanitario de los
alojamientos es deficiente, se descuida la salud de los animales y/o la calidad del
alimento, el agua y el material de cama (Bueno y col., 2016). Salmonella sp. es dificil
de eliminar de los criaderos avicolas debido a que permanece en la materia fecal y en
el ambiente y es transmitida por roedores e insectos (Altekruse y col., 1997). Por otro
lado, el uso de dietas suplementadas con proteina de origen animal ha contribuido a la
existencia de animales en estado de portador asintomatico en un gran porcentaje de
granjas avicolas y a la presencia del enteropatégeno en sus instalaciones (Wilson y
col., 1994).

Todos los paises sudamericanos contemplan en sus Planes Nacionales de Sanidad
Avicola diferentes regulaciones enfocadas al control de S. Gallinarum, S. Pullorum, S.
Enteritidis, S. Typhimurium y S. Heidelberg (Bueno y col.,, 2016). En Argentina, los

sistemas de produccién intensivos e integrados de pollos parrilleros tienen obligacion
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de notificar la ocurrencia de enfermedades aviares producidas por Salmonella
gallinarum biovares Gallinarum y Pullorum, especies bacterianas responsables de la
tifosis y pullorosis aviar, respectivamente. S. Enteritidis, S. Typhimurium y S.
Heidelberg se conocen en conjunto como salmonelas paratificas y son responsables
principales de las enfermedades zoondticas asociadas a aves. Estas se caracterizan
por la colonizacién asintomatica del aparato intestinal de pollos y pavos, que puede
persistir hasta el momento del sacrificio y contaminar la carne de consumo (Bueno y
col., 2016).

La infeccion por Salmonella sp. apareja grandes pérdidas economicas para la
actividad. Cuando es detectada en cualquiera de las lineas de produccion, debe
procederse a la eliminacion completa del lote de pollos, dado que no se cuenta con
tratamiento antimicrobiano eficaz para eliminar completamente la infeccion y se
arriesga la transmision vertical, la perpetuacion en plantas de incubacién y en el area
de cria. Tampoco puede vacunarse al plantel de reproductores con vacunas del
microorganismo vivo o atenuado, ya que estos inmundgenos protegen contra el

desarrollo de la enfermedad clinica pero no impiden la infeccion (Bueno y col., 2016).

Salmonella es uno de los patdgenos zoonodticos mas importantes, causante de
millones de casos de enfermedad (Kiros y col., 2018). Debido a su capacidad de
infectar a animales de sangre caliente, este enteropatdégeno tiene un amplio espectro
de hospedadores (Gut y col., 2018), lo que promueve su diseminaciéon y permanencia
en el ambiente. Sélo en los Estados Unidos, alrededor de un millén de personas por
afio son infectadas por Salmonella no tifoidea, y alrededor de 400 personas mueren
por esta causa (Scallan y col., 2011). Muchos casos de salmonelosis en humanos se
originan en el consumo de productos de granja contaminados (Kimura y col., 2004). S.
Enteritidis y S. Typhimurium son las principales serovariedades causantes de
enfermedad en humanos (Chai y col.,, 2012). Salmonella Heidelberg es la tercera
serovariedad mas frecuentemente aislada en pollos y es también un agente zoondtico

de alto impacto (Folster y col., 2009).

Otro de los microorganismos que afectan la productividad de la industria avicola es E.
coli, agente causal de varios brotes epidémicos documentados. E. coli se disemina
facilmente a través de las heces de las aves. En situaciones de estrés y bajo
condiciones inadecuadas de cria y de bioseguridad del manejo, se comporta como un
patdégeno oportunista con un curso asintomatico en el ave (Perello, 2009). Esto afecta

directamente los indices productivos de la industria avicola (Hernandez-Fillor y col.,
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2017) y posibilita que el patégeno llegue a consumo humano a través de carne de

pollo contaminada.

Se han reportado varios serotipos E. coli en pollos de cria y productos avicolas de
diversos lugares del mundo; en Argentina, los mas prevalentes son E. coli
Shigatoxigénico 022:H8, 0113:H21, O130:H11, O171:H2 y O178:H19 (Alonso y col.,
2016). E. coli productor de toxina Shiga enterohemorragico (EHEC) es un patégeno
transmitido por alimentos que causa el sindrome urémico hemolitico (SUH),
enfermedad con alta mortalidad en niflos menores de 4 afnos. Se ha reportado un

vinculo entre casos de SUH y el consumo de productos de pollo (Alonso y col., 2016).

Los antibidticos son el tratamiento mas ampliamente utilizado contra patégenos como
Salmonella y E. coli en la cria intensiva de pollos. Adicionalmente, los antibiéticos son

empleados en avicultura como promotores del crecimiento.

1.4 Empleo de promotores de crecimiento en la produccion avicola

El principal aditivo de alimento para aves de cria es el promotor de crecimiento. La
mayoria de estos promotores son de origen antibacteriano, administrados en dosis
sub-terapéuticas. El uso de antibidticos en dosis sub-terapéuticas en la produccion
aviar tiene varios beneficios: 1) reduce la competencia por los nutrientes entre la
microbiota nativa y la patégena, 2) disminuye los metabolitos microbianos que afectan
el crecimiento, 3) contribuye a la reduccién de patdégenos oportunistas y de infecciones
subclinicas. El antibiotico per se no se caracteriza por poseer funciones promotoras de
crecimiento, sino que genera un efecto indirecto al mantener en concentraciones

relativamente bajas a bacterias no benéficas (Barton, 2000).

En los ultimos afos, ha aumentado la preocupacion por el alarmante incremento de la
resistencia a antibiéticos, debido al problema que esto supone en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas. Pese a que se confirmé que el uso agricola de antibi6ticos
genera resistencias bacterianas que se pueden transmitir a los humanos, en
numerosos paises se ha retrasado o impedido la puesta en practica de medidas
efectivas para reducir su uso innecesario en animales. El uso de antibiéticos en la
produccion de aves y la seleccion de bacterias resistentes ha sido objeto de
numerosos estudios (Angulo y col., 2000; Asai y col, 2005; Diarrassouba y col, 2007;
Diarra y col, 2007). La presencia de residuos de estos compuestos en productos de

origen animal destinados al consumo humano y la demanda emergente de productos
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libres de residuos aditivos, genera la necesidad de la prospeccién de sustitutos a los

antibiéticos empleados como promotores de crecimiento.

La Union Europea (UE), desde enero del 2006, impuso restricciones frente al uso de
antibidticos como aditivos para promover el crecimiento de las aves de corral. Esta
imposiciéon, sumada a la demanda de productos alimenticios libres de residuos
antimicrobianos y a la resistencia cruzada documentada en humanos (Santin y col.,
2001), motivé a investigadores y productores a mancomunar esfuerzos para
desarrollar promotores de crecimiento alternativos. Como una opcién posible,
numerosos trabajos han demostrado que los microorganismos probiéticos tienen una
influencia positiva en el incremento de los parametros productivos y en el
mejoramiento de las condiciones sanitarias; adicionalmente, no dejan residuos en el
medio ambiente o en el cuerpo del ave y no causan resistencia cruzada (Nepomuceno
y Andreatti, 2000).

1.5 Los probioéticos como promotores de crecimiento de pollos

Los alimentos funcionales, también llamados probidticos, se presentan como una
opcion de reduccién o reemplazo al uso de antibidticos, asociado su consumo a la
prevencion de enfermedades infecciosas y a la promocién de un buen estado de salud
general. Los probioticos se definen como microorganismos vivos que administrados en
cantidades adecuadas confieren beneficios a la salud del hospedador (FAO, 2002). Al
presente, muchos estudios han contribuido con el desarrollo e implementacién en el
uso de probidticos con el objetivo de sustituir los antibiéticos (Vianna Nunes y col.,
2012; Salim y col., 2013; Zhang y Kim, 2014).

Para que un microorganismo sea designado como probidtico debe cumplir ciertas
caracteristicas, resumidas por Ewing y Cole (1994): su consumo debe ser seguro, sin
causar enfermedad ni toxicidad; debe sobrevivir al pH gastrico y a las sales biliares;
ser capaz de colonizar el intestino para lograr una exclusién competitiva eficaz; capaz
de inhibir el crecimiento de patégenos tanto Gram positivos como Gram negativos;
entre otras. También deben contemplarse ciertas cuestiones tecnoldgicas, como la
estabilidad durante el proceso de produccién, comercializacion y distribucion que
garantice que el probidtico llegue vivo al intestino, asi como la estabilidad durante su

almacenamiento hasta ser consumido por el animal.

Particularmente, la infeccién del epitelio intestinal por enteropatégenos como

Salmonella, requiere de su adhesion a la superficie celular e internalizaciéon (Baron,
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1996). La exclusidbn competitiva de bacterias enteropatdgenas es uno de los
mecanismos de accion descritos en probidticos. Esta se describe como la capacidad
de la microbiota autéctona o de probidticos de limitar la colonizacién del TGl por
patégenos, creando un medio fisioldgicamente restrictivo mediante la produccion de
compuestos antagonistas y de la competencia por sitios de unidn y nutrientes
(Revolledo y col., 2009).

1.6 Levaduras como probiéticos

Debido a su resistencia natural a muchos antibiéticos, a la imposibilidad de transmitir
resistencias adquiridas a bacterias patégenas (Palma y col., 2015; Czerucka y col.,
2007; Mathur y Singh, 2006) y a que en muy pocas ocasiones se las ha asociado a
brotes de enfermedades infecciosas en humanos (Mo y col., 2004; Psomas y col.,
2003), el empleo de levaduras como probiético se prefiere al uso de bacterias.
Adicionalmente, se ha reportado la factibilidad del reemplazo de antibidticos por
levaduras y pared celular de levaduras sin detrimento de los parametros productivos

en la cria de pollos (Ghosh y col., 2012).

Saccharomyces boulardii es la levadura probidtica mas estudiada. Se emplea a nivel
mundial en el tratamiento de enfermedades infecciosas humanas (Czerucka y col.,
2007; Czerucka y Rampal, 2002), y se aplica comunmente en casos de diarreas
causadas por Clostridium difficile o derivadas del uso continuo de antibiéticos
(Czerucka y col., 2007).

Existen numerosos reportes acerca de la capacidad antagdnica contra bacterias
patégenas de S. boulardii. Entre los mecanismos antagonistas comprobados por esta
levadura se cuentan la produccion de un factor anti-inflamatorio (SAIF, S. boulardii
anti-inflammatory factor) responsable de la proteccion de la uniones estrechas entre
células intestinales (Pothoulakis, 2009); la produccién de proteasas que degradan
toxinas bacterianas, como la toxina colérica (Pothoulakis, 2009; , Czerucka y col.,
1994) y las toxinas de C. difficile y C. perfringens (Czerucka y col., 2007); la
produccion de proteasas alcalinas que neutralizan al LPS bacteriano y reducen su
toxicidad en modelos de ratén y rata (Buts y col., 2006); la adhesiéon a bacterias
patdgenas (Czerucka y col.,, 2007; Pontier-Bres y col., 2014); la reduccion de la
internalizacién de S. Typhimurium al modelo celular intestinal humano T84 (Martins y
col., 2010); y la modulacién de la respuesta inmune. Entre los mecanismos
inmunomoduladores dilucidados en la levadura se encuentran la induccion de la

secrecion de inmunoglobulina A (IgA), factor de necrosis tumoral a (TNF-a), e
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interleuquina 1B (IL-1B), IL-5, IL-6, IL-10 e IL-12, demostradas in vitro e in vivo
(Kourelis y col., 2010; Foligné y col., 2010; Czerucka y col., 2007); la supresion parcial
de la expresion de IL-8 en enterocitos sanos (Martins y col., 2013; Martins y col.,
2010); y la reduccién de los niveles de citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF- a en un
modelo de colitis infectado con E. coli (Plaza-Diaz y col., 2014; Foligné y col., 2010;

Dalmasso y col., 2006).

1.6.1 Levaduras Saccharomyces sp. potenciales probiéticas

Aunque inicialmente se la clasific6 como una especie diferente dentro del género
Saccharomyces, publicaciones mas recientes demuestran que el genoma de S.
boulardii guarda un 95% de homologia con el genoma de S. cerevisiae (Edwards-
Ingram y col., 2007; Edwards-Ingram y col., 2004; Vaughan-Martini en Kurtzman y
Fell, 1998) y que estas levaduras deben clasificarse como variedades co-especificas.
Debido a la importante similitud entre los genomas de S. boulardii y S. cerevisiae,
parece factible la existencia de otras levaduras dentro del género Saccharomyces con

propiedades probidticas.

Algunas cepas S. cerevisiae aisladas de alimentos han sido evaluadas en cuanto a su
capacidad probiodtica. S. cerevisiae UFMG A-905, aislada de cachaca de Brasil, probo
tener una resistencia a las condiciones gastrointestinales simuladas in vitro incluso
mayor que la de S. boulardii (Martins y col., 2005); ademas incrementé los niveles de
IL-10 e IgA en ratones sanos (Generoso y col.,, 2011; Martins y col., 2007). En un
modelo de fiebre tifoidea en ratén, la cepa redujo los niveles de citoquinas
inflamatorias (IL-6, TNF-a, IFN-y) asi como los niveles de IL-10 (Martins y col., 2011).
La cepa de S. cerevisiae 982, aislada de queso feta, demostré actividad
inmunomoduladora en el intestino delgado de ratén por estimulacién de la secrecion
de IgA, TNF-qa, IFN-y, IL-5, IL-6, IL-10 y IL-12 (Kourelis y col., 2010). La cepa de S.
cerevisiae LV0O2/CNCM 1-3856 fue capaz de inducir la secrecién de TNF-a e IL-10 en
PBMCs humanos in vitro y de disminuir el nivel de IL-6 sérica en un modelo de colitis
en ratén (Sivignon y col., 2015; Foligné y col., 2010). En una linea celular de epitelio
intestinal porcino (IPEC-1), el tratamiento con E. coli enterotoxigénica y S. cerevisiae
LVO2/CNCM 1-3856 logré inhibir a los mediadores inflamatorios IL-6 e IL-8 inducidos
por infeccién bacteriana (Zanello y col., 2011). Esta cepa probiética modulé la via
MAPK vy aglutiné a E. coli, aunque no logré prevenir la pérdida de integridad de la
monocapa de IPEC-1, indicativo de que no actua sobre las enterotoxinas bacterianas
(Zanello y col., 2011).
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S. cerevisiae Sc47, un probiético ampliamente utilizado en nutricién animal, es capaz
de neutralizar a varias especies de Salmonella (Pérez-Sotelo y col., 2005). Santin y
col. (2001) observaron que los manano-oligosacaridos y fructo-oligosacaridos
presentes en la pared celular de S. cerevisiae cervecera mantienen o restablecen las
condiciones de eubiosis en el tubo digestivo. Las dietas balanceadas suplementadas
con paredes celulares de levaduras cerveceras al 0,2% produjeron un aumento en la
altura de los microvilli intestinales de pollos de 7 dias de edad. Los autores asociaron
el efecto trofico sobre la mucosa intestinal con el aumento en la ganancia de peso de

los pollos alimentados con levaduras cerveceras respecto al grupo con dieta control.

Durante la fermentacién del mosto cervecero, levaduras Saccharomyces sp. producen
metabolitos como SO,, CO; y etanol, compuestos que se postulan como efectores
antagonistas contra bacterias enteropatdégenas. El etanol es un compuesto toxico para
las células con efecto bactericida ampliamente reportado. EI SO, producto de
fermentacion de ciertas levaduras, genera acido sulfurico al disolverse en el medio
acuoso, reduciendo el pH y produciendo un efecto bacteriostatico y bactericida.
Ademas, se ha propuesto que este compuesto inhibe la actividad enzimatica
microbiana a través de la reducciéon de los enlaces disulfuro (Chichester y Tanner,
1972). Del mismo modo, el CO; al disolverse disminuye el pH del medio, con el

consecuente efecto bacteriostatico (White y Zainasheff, 2010).

De acuerdo a los antecedentes consultados, es posible proponer que levaduras
Saccharomyces sp. aisladas de la produccidon cervecera son potenciales agentes
probidticos y prebioticos con capacidad de antagonizar contra bacterias

enteropatdgenas como Salmonella sp. y E. coli.

1.6.2 Levaduras no Saccharomyces sp. potenciales probiéticas

Asimismo, se han estudiado las capacidades probidticas de levaduras no
sacaromicéticas. Al ensayarse S. boulardii y Pichia pastoris X-33 en co-incubacién con
S. Typhimurium sobre la linea celular colorectal humana HCT-116, la asociacion
bacteria-célula se redujo en un 37 y 47%, respectivamente (Franca y col.,, 2015).
Kluyveromyces marxianus var. marxianus CIDCA 8154, aislada de suero de queseria
fermentado con granulos de kéfir, se utilizo junto con Lactobacillus kefiri CIDCA 8348 y
L. plantarum CIDCA 8327, para reducir la invasividad de S. Enteritidis CIDCA 101
sobre Caco-2/TC7 (Londero y col., 2015). Mas recientemente, Menezes y col. (2020)
reportaron el efecto antimicrobiano de S. cerevisiae y P. kluyveri aisladas de bebidas

fermentadas artesanales (kefir y cocoa), capaces de coagregar con enteropatégenos y
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de reducir la adhesion de E. coli EPEC, Listeria monocytogenes y S. Enteritidis a
células Caco-2. Los autores no detectaron produccion de compuestos antimicrobianos,
por lo que concluyeron que el mecanismo de accion de las levaduras es la

competencia por nutrientes o por receptores de adhesion a la mucosa intestinal.

1.7 Levaduras en la dieta de aves de cria

Como se menciond previamente, el empleo de levaduras en reemplazo de antibiéticos
como promotores de crecimiento no produce detrimento en los parametros productivos
de aves. Ghosh y col. (2012) estudiaron los efectos de utilizar promotores de
crecimiento antimicrobianos, S. cerevisiae o pared de levaduras cerveceras, en la
performance, microbiologia e histomorfologia del intestino delgado de pollos Ross. Los
autores concluyeron que los resultados de utilizar levadura o su pared celular son
idénticos a aquellos obtenidos con promotores de crecimiento antimicrobianos, por lo
que seria factible el reemplazo de antibiéticos por dietas suplementadas con levadura

S. cerevisiae.

Otros estudios han comprobado que la adicion de levaduras viables incrementa la
calidad nutritiva de la dieta de animales de cria (Glade y Sist, 1988; Martin y col.,
1989). S. cerevisiae contiene proteinas de alto valor bidlogico, vitaminas del complejo
B, minerales traza y varios factores unicos que aportan a la salud del hospedador. Se
han reportado varias caracteristicas beneficiosas de S. cerevisiae, como su capacidad
de potenciar la disponibilidad de fésforo a nivel intestinal (Glade y Biesik, 1986; Brake,
1991) y su utilizaciéon por animales (Erdman, 1989; Pagan, 1990), la reduccion de
casos de enfermedades infecciosas (Line y col., 1997), ademas de la mejora en la

eficiencia de alimentacién (Day, 1997; Onifade y Babatunde, 1996).

Shareef y Al-Dabbagh (2009) estudiaron la adiciéon a una dieta base de 0,5; 1,0; 1,5y
2,0% de levadura de panaderia (S. cerevisiae). Los pollos alimentados con dieta
suplementada al 1,0; 1,5y 2,0% con levadura tuvieron un peso total significativamente
mayor que el grupo control (dieta base sin levadura), aumento en el consumo de
alimento y mayor tasa de conversion alimenticia. Los autores no determinaron
diferencias en el peso relativo de higado, corazén, bazo, proventriculo y otros érganos
entre los tratamientos y el control. Tampoco encontraron diferencia en varios
pardmetros hematologicos estudiados, con excepcion de un incremento de la
hemoglobina en pollos alimentados con 2,0% de levadura. Todos los tratamientos con

levadura redujeron los triglicéridos séricos y las dieta suplementada al 2,0% también
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redujo significativamente el colesterol; no se detectaron diferencias con el control en

los niveles de calcio, acido urico y enzimas alanina y aspartato transaminasas.

En un estudio ya mencionado, Santin y col. (2001) observaron que los manano-
oligosacaridos y fructo-oligosacaridos presentes en la pared celular de S. cerevisiae
var. Carlsberg cervecera asisten al balance gastrointestinal de pollos Cobb. Las dietas
balanceadas a base de maiz y soja suplementadas con paredes celulares de
levaduras cerveceras al 0,2% produjeron un aumento en la ganancia de peso y una
mejor conversion alimenticia. Otros autores evaluaron el efecto de la suplementacién
de la dieta de pollos Cobb con 0,1%, 0,15% y 0,2% de S. cerevisiae en los parametros
productivos, comprobando que el peso y la ganancia de peso, asi como la eficiencia
de alimentacion, aumentaron significativamente en el grupo que recibié 0,2% de
levaduras (Shankar y col.,, 2017). Yasan y Yegen (2017) arribaron a conclusiones
similares respecto al peso final y la ganancia de peso de pollos Ross que fueron
alimentados con dietas suplementadas con 5y 10 g/kg de levaduras y con 5 g/kg del
producto fermentado por levaduras libre de células. Sin embargo, no recomiendan la
adicion de 10,0 g/kg del producto fermentado libre de células, tratamiento en el cual
determinaron una reduccion en el rendimiento de la canal como resultado del
incremento del peso de los érganos digestivos. En estudios mas recientes, Sun y col.
(2020) determinaron que la mayoria de los indices sanguineos e inmunolégicos de
pollos Arbor Acres alimentados con dieta suplementada con levaduras se
incrementaron significativamente, asi como la ganancia de peso. Los autores reportan
que los compuestos aportados por levaduras potencialmente mas efectivos en la
mejora de los parametros productivos son la glicina, la fructosa, el inositol, la galactosa

y la sacarosa, involucrados en el metabolismo de la serina, la treonina y la glicina.

Adicionalmente, se ha comprobado el efecto protector y de recuperacién de los
parametros productivos de pollos alimentados con dietas contaminadas con AFB;

cuando se adiciona levadura (Pizzolitto y col., 2013; Magnoli y col., 2017).

1.8 Levaduras como agentes biocontroladores de hongos filamentosos

Las levaduras se encuentran entre los microorganismos biocontroladores mas
estudiados. Sus caracteristicas antagonistas se atribuyen principalmente a
mecanismos de competencia por nutrientes; cambios en el pH del medio como
resultado de la produccion de acidos organicos o intercambio iénico acoplado al
crecimiento; tolerancia a altas concentraciones de etanol (Passoth y col., 2003); y la

secrecion de compuesto antimicrobianos, las micocinas, también llamadas toxinas
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killer (Golubev, 2006; Suzuki y col., 2001). Se emplean tanto en la produccién de
alimentos y bebidas fermentados, como el vino, la cerveza, el yogurt y el pan, como en
la biopreservacion de alimentos no procesados, especialmente frutas y verduras

durante el periodo de post-cosecha (Muccilli y Restuccia, 2015; Bleve y col., 2006).

La competencia por nutrientes es probablemente el mecanismo mas prevalente en
levaduras. Estas son capaces de consumir rapidamente la glucosa, fructosa y
sacarosa disponibles en el medio y prevenir asi el crecimiento de otros
microorganismos, como hongos descomponedores y patdégenos. Tal caracteristica ha
sido extensamente aprovechada en la produccién de bebidas y alimentos por S.
cerevisiae (Muccilli y Restuccia, 2015). S. cerevisiae tiene la particularidad de ser una
levadura Crabtree positiva; esto significa que es capaz de fermentar rapidamente la
glucosa en etanol y CO;, tanto en condiciones anaerébicas como aerdbicas. Mientras
las levaduras Crabfree negativas respiran la glucosa en presencia de oxigeno
produciendo biomasa y COg, las Crabtree positivas compiten por el nicho agotando la
glucosa a gran velocidad, resignando en la estrategia su rendimiento energético y de
biomasa y produciendo etanol, que actia como compuesto téxico antagonista contra

microorganismos competidores (Dashko y col., 2014).

Otros compuestos antagonistas solubles producidos por algunas levaduras son las
micocinas. Las toxinas killer o micocinas se definieron inicialmente como proteinas
extracelulares, glicoproteinas o glicolipidos capaces de afectar a otras levaduras
sensibles que poseen receptores de superficie para dichos compuestos (Golubev,
2006; Kulikovskaya y col., 2004). Su actividad toxica esta dirigida primariamente contra
levaduras estrechamente relacionadas con la cepa productora de la micocina. Las
primeras micocinas fueron identificadas en cepas S. cerevisiae aisladas de la industria
cervecera (Bevan y Somers, 1969). La produccién de toxinas killer se ha demostrado
en especies Saccharomyces, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Kluyveromyces,
Pichia, Torulopsis, Williopsis y Zygosaccharomyces. Entre los mecanismos de accion
de las micocinas se conocen la inhibicion de la sintesis o la hidrélisis del B-glucano de
pared celular fungica (Muccilli y col., 2013; Comitini y col., 2009; izgii y Altinbay, 2004),
la interrupcién de la division celular por bloqueo de la sintesis de ADN (Klassen y
Meinhardt, 2005, 2002), el clivaje de ARNts (Klassen y col., 2008), el bloqueo de la
captacioén de calcio (Brown, 2011; Klassen y Meinhardt, 2005, 2002) y la formacion de

canales desestabilizadores en la membrana plasmatica (Santos y col., 2007).

Mucecilli y col. (2013) reportaron actividad exo-B-1,3 glucanasa antagonista contra los

hongos patdégenos de fruta Botrytis cinerea, Penicillium expansum, Penicillium
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digitatum y Colletotrichum gloeosporioides en los sobrenadantes libres de células de
una cepa Wickerhamomyces anomalus. Pretscher y col. (2018) detectaron actividad
antagonista no enzimatica contra B. cinerea y la levadura patégena Papiliotrema
odontotermitis en los sobrenadantes filtrados de cultivos de levaduras aisladas de
intestino de termitas. Bleve y col. (2006) aislaron levaduras Issatchenkia orientalis,
Metschnikowia pulcherrima, Issatchenkia terricola y Candida incommunis con
capacidad killer contra los hongos micotoxigénicos Aspergillus carbonarius y A. niger

que afectan la produccion de uva.

El fenotipo killer se ha constatado en cepas biocontroladoras S. cerevisiae y W.
anomalus empleadas en post-cosecha (Ullivarri y col., 2014; Platania y col., 2012),
mientras que otras especies de levaduras desarrollan principalmente mecanismos
antagonistas de competencia por nutrientes, produccion de enzimas hidroliticas o de
compuestos organicos volatiles inhibidores (VOCs, de sus siglas en inglés volatile

organic compounds) (Muccilli y Restuccia, 2015).

En cuanto al estudio de VOCs, se ha demostrado la actividad antifiungica del acetato
de etilo producido por W. anomalus en granos almacenados herméticamente
(Fredlund y col., 2004; Druvefors y col., 2005). Hua y col. (2014) determinaron la
actividad antifungica del 2-feniletanol producido por P. kudriavzevii, que afecta la
germinacion de esporas, el crecimiento, la produccion de toxinas y la expresion génica
de A. flavus. Otros autores identificaron la produccion de VOCs como el mecanismo
antagonista contra A. carbonarius de varias levaduras no fermentadoras (Fiori y col.,
2014).

Otra de las propiedades asociadas a microorganismos biocontroladores es la
reduccion de la biodisponibilidad de micotoxinas concomitante a la prevencién de la
contaminaciéon de alimentos y bebidas por hongos toxigénicos. Armando y col. (2013)
reportaron que las cepas de S. cerevisile RC008 y RCO016 son agentes
biocontroladores efectivos del desarrollo de A. carbonarius y F. graminearum, ademas
capaces de reducir la produccion de micotoxinas en condiciones ambientales similares
a aquellas en las que se almacenan los cereales cosechados. Petersson y col. (1998)
determinaron una reduccion de la produccion de ocratoxina A (OTA) por Penicillium
verrucosum en presencia de Pichia anomala y S. cerevisiae, sin correlato de inhibicion
de la germinacion fungica. Los autores no detectaron adsorcion ni biodegradacion de

la toxina y concluyeron que las levaduras actuan a nivel de la biosintesis de OTA.

Otros mecanismos de neutralizacion del efecto de las micotoxinas sobre la salud

animal se han descrito en levaduras. Entre ellos, la produccion de metabolitos con
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efecto supresor en la expresion de genes relacionados a la biosintesis de micotoxinas
(Hua y col., 2014); la inactivacién o biodegradacion de la toxina por accion directa
sobre su estructura quimica para transformarla en derivados no téxicos (Péteri y col.,
2007; Garda y col., 2005) aplicada, por ejemplo, a la fermentacién de mosto cervecero
contaminado artificialmente con OTA y fumonisinas B1y B, (Scott y col., 1995); y el
secuestro por adsorcion o absorcion, que impide la translocacién a nivel intestinal de la

aflatoxina ingerida (Moslehi-dJenabian y col. 2010; Shetty y col., 2007).

1.9 Levaduras como agentes secuestrantes de micotoxinas

El empleo de levaduras en la decontaminacion de alimento para animales es una
estrategia difundida, dada la comprobada disminucién de la biodisponibilidad de
aflatoxinas y la consecuente reduccion de su adsorcion a nivel intestinal en presencia
de levaduras adicionadas (Slizewska y Smulikowska, 2011). Se ha documentado
ampliamente la inocuidad del empleo en alimentacién animal de algunas cepas
probidticas S. cerevisiae y su capacidad de secuestrar AFB1 (Gonzalez Pereyra y col.,
2014, Pizzolitto y col., 2013). Los extractos de pared celular de levaduras también son
efectivos en la adsorcion de aflatoxina y otras micotoxinas, como ZEA (Pereyra y col.,
2013). A este respecto, algunos investigadores han reportado la capacidad de
levaduras cerveceras muertas de capturar diversas micotoxinas, como la aflatoxina B

(Campagnolo y col., 2015; Bovo y col., 2015).

Como se describié previamente, existe una gran cantidad de estudios in vivo que
comprueban el efecto positivo de la inclusién de levaduras en la dieta de aves de cria
(Shankar y col.,, 2017; Yasar y Yegen, 2017; Ghosh y col.,, 2012; Shareef y Al-
Dabbagh, 2009; Santin y col., 2001). Adicionalmente, se han estudiado los beneficios
en la detoxificacion de AFB+1 al suplementar la dieta con levaduras. Santin y col. (2003)
comprobaron la reduccion del efecto téxico de las aflatoxinas en pollos alimentados
con dietas suplementadas con paredes celulares de levaduras cerveceras. La adicion
al 1% de S. cerevisiae a alimento balanceado contaminado con 5 ppm de AFB;
previno la pérdida de peso, la hiperplasia de higado y corazdn y el decaimiento de
seroalbumina y proteinas totales en suero de pollos (Stanley y col., 1993). Otros
autores comprobaron que la adicién de levaduras al alimento balanceado contaminado
con aflatoxinas disminuyd los efectos negativos sobre la tasa de consumo del
alimento, la ganancia de peso y la conversion alimenticia en codornices japonesas. La
adicion de S. cerevisiae mejord significativamente todos los parametros productivos
estudiados alrededor de un 40% (Parlat y col., 2001).
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Pizzolitto y col. (2013) estudiaron el efecto de S. cerevisiae CECT 1891, aislada de
vino, en pollos alimentados con dietas contaminadas con AFB1 de forma controlada. El
consumo de AFB; redujo significativamente la ganancia de peso, la tasa de consumo
de alimento y la conversion alimenticia, ademas de disminuir las proteinas séricas e
incrementar el dafo en el higado de los pollos. La adicién de S. cerevisiae CECT 1891
en el agua de bebida alivié los efectos negativos de la micotoxina en los parametros
productivos, ademas de proteger a las aves de su efecto téxico, demostrado a través
del andlisis histopatoldogico de higado y de los parametros bioquimicos estudiados.
Mas recientemente, Magnoli y col. (2017) demostraron que la adicion de P.
kudriavzevii nativa de pollos al alimento balanceado mejora los parametros productivos

y genera efectos protectivos en dietas contaminadas con AFB;.

1.10 La levadura cervecera

Como se ha mencionado, existen numerosos reportes que dan cuenta de los
beneficios del empleo de levaduras, particularmente sacaromicéticas, en la
alimentacién de aves de cria. Saccharomyces sp. es la levadura mas utilizada por el
ser humano en la produccion de alimentos y bebidas, entre ellas, la cerveza. Desde
hace siglos se la ha seleccionado para llevar a cabo fermentaciones controladas, con
fundamento en tres caracteristicas esenciales: su capacidad de producir etanol
eficientemente, la utilizacion de la fermentacién como via metabdlica preferencial y su
alta tolerancia al etanol acumulado y otros estreses ambientales (Steensels y
Verstrepen, 2014).

Durante la fermentacion del mosto de cebada, Saccharomyces sp. se alimenta de los
azucares disponibles, como glucosa, maltosa y maltotriosa extraidos durante la
coccion de la cebada malteada, y se reproduce, multiplicando su biomasa. Finalizada
esta etapa, cuando la concentracién de azlcares en el mosto ha disminuido
ostensiblemente (atenuacion del mosto) y se han acumulado etanol y CO; productos
de su metabolizacion, la levadura sedimenta en el fondo del fermentador, fendmeno
conocido como floculaciéon. A continuacién, la cerveza inmadura es separada del
sedimento de levaduras, madurada en tanques, filtrada y embotellada (White y
Zainasheff, 2010). La levadura floculada se considera un subproducto del proceso

cervecero y es, en su mayor parte, desechada junto al bagazo de malta.
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1.10.1 Estilos de cerveza y el rol de las levaduras

De acuerdo a las condiciones de fermentacion y al tipo de levaduras utilizadas, las

cervezas se clasifican en dos grandes categorias: estilos /lagery estilos ale.

Las cervezas tipo lager, que representan el 90% de la cerveza del mercado (Petruzzi y
col., 2016), se producen al fermentar el mosto cervecero a bajas temperaturas. La
levadura que fermenta en estas condiciones se conoce como levadura lager o
Saccharomyces pastorianus. Se trata de un hibrido inter-especifico natural entre S.
cerevisiae y Saccharomyces eubayanus (Libkind y col., 2011), que fue seleccionado y
domesticado durante siglos de practica cervecera artesanal. La levadura /ager se aislo
por primera vez de fermentadores de la cerveceria artesanal Carlsberg, en
Copenhague, Dinamarca; de alli que se la conozca también con el nombre de
Saccharomyces carlsbergensis. La naturaleza tolerante al frio, heredada del parental
S. eubayanus, le permite a S. pastorianus fermentar el mosto a bajas temperaturas,
entre los 4 y los 15 °C, mientras que el sub genoma parental S. cerevisiae contribuye a

su habilidad de fermentar maltotriosa (Hebly y col., 2015).

S. pastorianus se denomina también “bottom-fermenting yeast” (levadura de
fermentacion baja), ya que al finalizar el proceso sedimenta en el fondo del
fermentador. Contrario a lo que sugiere tal observacion, esto no significa que la
levadura lager sea mas floculante. Por el contrario, S. pastorianus es menos floculante
que la mayoria de las cepas S. cerevisiae y tiende a permanecer en suspension en el
mosto durante mayor tiempo (White y Zainasheff, 2010). La fermentacion llevada a
cabo a bajas temperaturas disminuye la produccién de metabolitos secundarios como
ésteres y alcoholes superiores; los pocos subproductos generados son metabolizados
por las mismas levaduras durante los prolongados tiempos en que permanecen
suspendidas en el mosto. Estas caracteristicas del proceso otorgan a la cerveza lager

un tipico sabor limpio, suave, seco y refrescante (White y Zainasheff, 2010).

Como contrapunto, la mayoria de las cervezas producidas artesanalmente por
homebrewers o productores a pequefa escala son de tipo ale y representan el 5% de
producciéon mundial total (Petruzzi y col.,, 2016). La cerveza ale se produce por
fermentacion del mosto cervecero a altas temperaturas, que pueden variar entre los 15
y los 26 °C, pero que en general rondan los 18 a 21 °C (White y Zainasheff, 2010).
Este tipo de fermentaciones son generalmente llevadas a cabo por diferentes cepas de

la especie S. cerevisiae.

Las cervezas tipo ale se caracterizan por una mayor complejidad de sabor y aroma

respecto de los estilos lager, complejidad que dependera fuertemente de la cepa
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seleccionada para realizar la fermentacién. Una caracteristica de las levaduras ale es
la formacion de pequefios agrupamientos de células que se asocian a las burbujas de
CO; y permanecen suspendidos en la superficie del fermentador, formando lo que se
conoce en el mundo cervecero como kraeusen. Por este motivo, la levadura tipo ale se
conoce también como “top-fermenting yeast” (levadura de fermentacion alta) (White y
Zainasheff, 2010).

1.11 El género Saccharomyces

La compleja diversidad del género Saccharomyces, que incluye cepas puras,
introgradadas e hibridos interespecificos, presentd desafios para la definicion de

especie y dio origen a clasificaciones controversiales (Pérez-Través y col., 2014).

El complejo Saccharomyces sensu stricto fue descrito por primera vez en 1970
(Lodder, 1970) y llegd a incluir 21 especies de levaduras (Fernandez-Espinar y col.,
2003). Con la investigacion, esta clasificacion evoluciond, migrando varios taxones al
grupo hermano Saccharomyces sensu lato (Alsammar y Delneri, 2020).
Posteriormente, la incorporacién de métodos moleculares en el estudio taxondmico de
las levaduras permitié avanzar en la definicion de especie y en la clasificacion dentro
del género. En 2003, se establecidé que el complejo Saccharomyces es un grupo
monofilético diferente del grupo heterogéneo de especies Saccharomyces sensu lato
(Kurtzman y Robnett, 2003). La reclasificacion de todas las especies del complejo
sensu lato en otros géneros resultd en la pérdida de sentido y el desuso de las

denominaciones sensu stricto y sensu lato (Kurtzman y Robnett, 2003).

1.11.1 Especies del género

Actualmente, el género Saccharomyces consiste en ocho especies, denominadas S.
cerevisiae, S. paradoxus, S. mikatae, S. jurei, S. kudriavzevii, S. arboricola, S.
eubayanus y S. uvarum. Algunas de ellas son parentales de hibridos naturales que se
han originado de forma espontdnea en ambientes salvajes o bajo la presion de

seleccion humana en ambitos industrializados (Alsammar y Delneri, 2020).

Todas las especies Saccharomyces descritas inicialmente fueron aisladas de
ambientes domesticados. La primera netamente vinculada a nichos salvajes fue S.
paradoxus, la especie taxondmicamente mas cercana a S. cerevisiae, aislada de roble

en Rusia y de savia de abedul en Ucrania (Alsammar y Delneri, 2020). Luego de su
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inclusién en el género, varias cepas identificadas originalmente como variedades S.
cerevisiae fueron reclasificadas como S. paradoxus. Posteriormente, dos nuevas
especies, denominadas S. kudriavzevii y S. mikatae, fueron aisladas de hojas en
descomposicion y de suelos en Japon (Naumov y col., 2000). En 2008, se aislé una
nueva especie denominada S. arboricola a partir de la corteza de arboles en China
(Wang y Bai, 2008).

La clasificacion de S. uvarum y S. bayanus fue controversial. Inicialmente, se las
clasific6 como variedades dentro del taxéon S. bayanus. Con el desarrollo de
metodologias moleculares aplicadas a estudios taxondmicos, la otrora variedad S.
bayanus var. uvarum se comprobé una cepa de linaje puro sin contribuciones
genomicas de otras especies del género; actualmente se la clasifica como especie S.
uvarum (Rainieri y col.,, 1999; Nguyen y col., 2000; Pulvirenti y col., 2000). El
aislamiento de S. eubayanus de Nothofagus sp. en la Patagonia argentina permitié
resolver la clasificacion taxondmica del taxon S. bayanus. Un analisis gendmico
comparativo reveld que el genoma de la cepa tipo S. bayanus var. bayanus se
compone en un 67% de secuencias S. uvarum y en un 33% de secuencias S.
eubayanus, con introgresiones del genoma de S. cerevisiae, reclasificando a S.
bayanus no como especie, sino como friple hibrido interespecifico (Libkind y col.,
2011). La mas reciente incorporacion al género Saccharomyces es la especie S. jurei,

aislada de corteza de roble en los pre-Alpes franceses (Naseeb y col., 2017).

Los hibridos S. pastorianus y S. bayanus no se han aislado de ambientes naturales,
sino exclusivamente de ambientes cerveceros (Rainieri y col., 2006). Esto sugiere que
se originaron y mantuvieron gracias a las presiones de seleccidon relacionadas al
proceso de elaboraciéon de cerveza (Dunn y Sherlock, 2008; Libkind y col., 2011). S.
paradoxus, S. mikatae, S. jurei, S. kudriavzevii, S. arboricola y S. eubayanus son
especies puramente salvajes, mientras que S. cerevisiae y S. uvarum se han aislado

tanto de ambientes salvajes como industrializados (Alsammar y Delneri, 2020).

1.11.2 Hibridos interespecificos Saccharomyces

Las especies Saccharomyces tienen la propiedad de hibridar facilmente debido a la
ausencia de barreras precigoticas significativas y, dada la divergencia de secuencias
entre especies, producen generalmente hibridos estériles (Morales y Dujon, 2012).
Esta capacidad es ventajosa para Saccharomyces, pues introduce alta variabilidad

genética, conduciendo al origen de nuevos linajes y a un mayor potencial de
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adaptacion (Gonzalez y col., 2007; Belloch y col., 2008). El hibrido industrial mejor

conocido es S. pastorianus, productor de la cerveza lager.

El analisis de cepas aisladas de cerveza, vino y sidra permitié descubrir otros hibridos
interespecificos naturales de ambientes industrializados: S. cerevisiae x S. uvarum, S.
cerevisiae x S. kudriavzevii y triples hibridos S. cerevisiae x S. uvarum x S.
kudriavzevii (Masneuf y col., 1998; Bradbury y col., 2006; Gonzéalez y col., 2006;
Lopandic y col., 2007; Gonzalez y col., 2008; Peris y col., 2012). S. kudriavzevii pura
no ha sido aislada en ambientes fermentativos, lo que sugiere que los eventos de
hibridacion con S. cerevisiae ocurrieron en ambientes salvajes, previo a la

domesticacion de los hibridos (Belloch y col., 2009).

Los hibridos interespecificos Saccharomyces son comunes en ambientes industriales,
pero inusuales en ambientes salvajes (Barbosa y col., 2016) y muestras médicas
(Peris y col., 2018). Los unicos hibridos encontrados hasta el momento en nichos
salvajes son producto de entrecruzamientos S. cerevisiae x S. paradoxus (Barbosa y
col., 2016). Recientemente, un numero considerable de ORFs (del inglés Open
Reading Frames, marcos abiertos de lectura) de S. paradoxus fueron detectados en
introgradaciones del genoma de cepas S. cerevisiae (Peter y col., 2018). Los autores
analizaron un total de 1011 aislamientos S. cerevisiae, y encontraron que todos ellos
presentan al menos un ORF de S. paradoxus, con una media de 26 ORFs en la
poblacion analizada, indicando el flujo ubicuo de genes entre estas especies
relacionadas. Las conclusiones del estudio indican que los aislamientos domesticados
exhiben gran variacién genética en términos de ploidia, aneuploidia y contenido
genomico, mientras que la evolucién del genoma de los aislamientos obtenidos de
nichos salvajes se debe principalmente a la acumulacién de polimorfismos de un
nucleodtido (SNPs, Single Nucleotide Polymorphisms) (Peter y col., 2018).

1.11.3 Caracterizaciéon taxonémica por métodos clasicos

Las levaduras se definen como hongos unicelulares cuyo crecimiento vegetativo
resulta predominantemente de la reproduccion no sexual, por gemacién o fision; sus
estructuras sexuales (las esporas, contenidas en ascos o basidios) no se forman
mientras dure el estadio de gemacion/fision (Kurtzman y Fell, 1998). La palabra
levadura en inglés, “yeast”, y su equivalente en varios otros idiomas, tiene origen en
palabras que significan “espuma” o “elevarse”, referencias directas a los procesos
fermentativos que permiten obtener la cerveza y el pan. En general, el término

levadura se asocia al hongo ascomiceto fermentativo S. cerevisiae.

41



De acuerdo a la descripcién del género, Saccharomyces se caracteriza por una
reproduccion por gemacién multilateral, que da lugar a dos o0 mas células hijas de
micro-morfologia globosa, elipsoidal o cilindroide. Algunas especies forman
pseudohifas, pero no forman hifas septadas o verdaderas. El género se propaga
mayormente por la via asexual, reservando su capacidad de apareamiento o mating
seguido de meiosis para condiciones de escasez de recursos. La fase vegetativa es
predominantemente diploide (0 de mayor ploidia) y la conjugacién ocurre
inmediatamente luego de la germinacion de las ascosporas; el género es capaz de
formar ascosporas diploides. Las ascosporas son globosas o elipsoidales cortas, con
una pared delgada y usualmente contienen una tétrada de esporas (Kutzman vy Fell,
1998). Metabdlicamente hablando, el género se caracteriza por la fermentacion
vigorosa de azucares. Saccharomyces sp. no es capaz de producir polimeros del tipo

del almiddn ni de crecer en nitrato como unica fuente de nitrégeno.

La especie S. cerevisiae desarrolla colonias cremosas de color claro cuando crece en
agar extracto de malta 5% a 20 °C durante 30 dias (Kurtzman y Fell, 1998), de
superficie suave o lisa, no texturada, usualmente chata, ocasionalmente convexa, y
mate. En medio liquido, no forma peliculas en la superficie y tras un periodo suficiente

de incubacion, presenta sedimento. Puede o no formar pseudohifas rudimentarias.

El hibrido natural S. pastorianus crece en agar extracto de malta 5% a 20 °C y forma
colonias de colores crema a tostado claro, chatas, de superficie suave o lisa, con
bordes ligeramente ondulados o lobulados, en algunas ocasiones con flecos, en
algunas ocasiones lisos. No forma peliculas en la superficie de medio liquido ni
pseudohifas. A diferencia de S. cerevisiae, S. pastorianus transporta activamente
fructosa al interior de la célula y es incapaz de crecer a temperaturas mayores a 34 °C
(Kutzman y Fell, 1998).

1.11.4 Identificacidn de levaduras cerveceras por métodos moleculares

Teresa Orbera Ratén (2009) reviso las técnicas moleculares que han representado
avances en el estudio taxonémico de las levaduras y que han permitido, entre otras

cosas, distinguir cepas dentro de una misma especie.

El polimorfismo longitudinal de los cromosomas es una caracteristica que se ha
aprovechado en taxonomia. La digestion del ADN total con endonucleasas de
restriccion de corte poco frecuente y la electroforesis en gel del producto resultante

resulta en la visualizacion de un patron de bandas de ADN en el gel. En levaduras,
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debido a fendmenos genéticos y evolutivos que han tenido lugar en sus cromosomas
(inserciones, deleciones y translocaciones), este patrén de bandas es especie
especifico. Técnicas fundamentadas en dicha caracteristica han sido utiles en la
diferenciacién de especies dentro de los géneros Candida, Saccharomyces,

Kluyveromyces y Zygosaccharomyces (Orbera Ratén, 2009).

El polimorfismo del ADN mitocondrial (ADNmt) también se ha empleado en la
identificacion y diferenciacién de levaduras. Estos microorganismos presentan una
amplia variabilidad en el tamafio de su ADNmt, entre los 6 y los 25 ym de longitud.
Querol y col. (1992a), disefiaron un método que permite el analisis por restriccion
enzimatica del ADNmt, sin necesidad de aislamiento o purificacion previas del genoma
mitocondrial. La técnica, desarrollada en S. cerevisiae, se basa en las diferencias en el
contenido de GC existentes entre el ADN nuclear y el ADNmt (40% en el ADN nuclear
versus 20% en el ADNmt). Empleando enzimas de restriccion que reconocen regiones
ricas en GC sobre una suspension de ADN total, el ADN nuclear sufre una hiper-
digestion, produciendo numerosos fragmentos de muy pequefio tamarno, indetectables
en un gel de agarosa. Como resultado, en el gel s6lo se visualiza el patrén de bandas
especie especifico generado por la digestion del ADNmt (Guillamén y col., 1994), que
permite también la identificacion de distintas cepas dentro de una misma especie
(Querol y col., 1992a; Querol y col., 1992b; Belloch y col., 1997; Esteve-Zarzoso y col.,
2001; Lopes y col., 2006; Martorell y col., 2006; Rodriguez y col., 2017).

La determinacion del polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP, por
sus siglas en inglés), consiste en la diferenciacion de organismos basada en los
patrones de bandas de material genético que se generan en un sitio especifico de su
genoma o Jocus, cuando es digerido por enzimas de restriccién. Cada endonucleasa
generara un perfil de bandas diferente al ser aplicada al locus polimérfico. La similitud
de los patrones generados permite establecer correlaciones entre especies y cepas,
mientras que la existencia de patrones unicos permite la identificacion. Este método se
ha empleado para diferenciar entre especies de los géneros Candida, Cryptococcus y
otras (Esteve-Zarzoso y col., 1999). El mas amplio uso que se le ha dado a la técnica
de RFLP ha sido en estudios de identificacion y filogenia de levaduras de interés
industrial. La regién ITS (Internal Transcribed Spacer), no codificante e hiper variable,
permite el reconocimiento de cepas a nivel inter-especifico. El ITS-RFLP ha sido
empleado, entre otras, en la identificacion de especies del género Kluyveromyces
(Belloch y col., 1998).
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Estudios posteriores emplearon una variante de la técnica, conocida como PCR-RFLP,
en la que se amplifican fragmentos especificos del ADN y los productos de PCR son
tratados con endonucleasas de restriccion para obtener perfiles de bandas
especificos. Pérez-Través y col. (2014) estudiaron la complejidad del taxdon S. bayanus
mediante el analisis PCR-RFLP y la secuenciacién de 34 regiones del genoma y un
gen mitocondrial, aplicado a un panel de 46 cepas. Los autores hallaron distintos
grados de homocigosis, hibridacion e introgresion entre las levaduras estudiadas. A
partir de sus resultados, propusieron un potencial camino evolutivo, que involucra dos
eventos de hibridacién diferentes entre una cepa S. bayanus var. uvarum y una cepa
S. eubayanus europea, que explicaria la diversidad gendmica entre las cepas S.

bayanus estudiadas.

El analisis PCR-RFLP se ha empleado en la deteccion de hibridos naturales asi como
en la confirmacion y monitoreo de hibridos artificiales en fermentaciones industriales.
Bellon y col. (2013) utilizaron esta técnica para confirmar la estabilidad de un hibrido
artificial S. cerevisiae x S. mikatae post fermentacién de mosto de uva. Lairén-Peris y
col. (2020) obtuvieron, mediante rare-mating y subsecuente esporulacion, hibridos S.
cerevisiae x S. uvarum que retienen o potencian propiedades de los parentales
deseables para la produccién de vinos. La confirmaciéon de su naturaleza hibrida se
realizé mediante PCR-RFLP de los genes UGA3 y GSY1. Empleando la misma
estrategia, Origone y col. (2020) confirmaron la naturaleza hibrida de cuatro levaduras
obtenidas artificialmente mediante mass-mating entre S. cerevisiae x S. uvarumy S.
cerevisiae x S. bayanus, y realizaron el monitoreo de la adaptacion evolutiva de los
hibridos luego de cinco fermentaciones vinicas consecutivas por PCR-RFLP de 33

genes nucleares.

1.12 Levaduras no convencionales en la produccion cervecera

Como se ha mencionado, la eleccion de la levadura que fermenta el mosto tiene un
gran impacto en las caracteristicas de la bebida obtenida, vinculado a la produccién de
metabolitos de sabor y aroma, como son los ésteres de etilo, ésteres de acetato y
alcoholes superiores, por parte de una determinada cepa. En los ultimos afios se ha
impulsado particularmente la prospeccion y caracterizacion de levaduras novedosas,
también denominadas no convencionales, para la produccién de cervezas con bajo
contenido de alcohol, cervezas funcionales y cervezas con sabor y aromas complejos
(Varela, 2016). El empleo de levaduras no convencionales tiene el potencial de

producir diversidad y diferenciacién competitiva del producto, aportando a estrategias

44



de mercadeo basadas en identidad de marca (branding). El conjunto de metodologias
disefiadas para adecuar el perfil sensorial de alimentos y bebidas a las demandas de

los consumidores se conoce como bioflavoring.

1.12.1 Saccharomyces no-cerevisiae e hibridos interespecificos Saccharomyces

S. cerevisiae forma parte de un género integrado por especies estrechamente
relacionadas. Ademas de las levaduras cerveceras S. cerevisiae y S. pastorianus,
otras especies del género han sido evaluadas respecto de su capacidad de fermentar

el mosto de cebada.

S. eubayanus, el parental no-cerevisiae del hibrido natural S. pastorianus, fue capaz
de fermentar el mosto de cebada produciendo menor cantidad de etanol que otras
cepas lager evaluadas (Gibson y col.,, 2013; Krogerus y col., 2015; Mertens y col.,
2015) y exhibié incapacidad de fermentar la maltotriosa (Gibson y col., 2013; Krogerus
y col., 2015). Respecto al perfil sensorial de su producto fermentado, se caracterizd
por una baja produccion de acetato de etilo y altas concentraciones de alcoholes
superiores (Mertens y col., 2015), los cuales, al superar cierto umbral, confieren a la
cerveza aromas alcohdlicos y solventes no deseados (Meilgaard, 1982). Ademas, el
analisis sensorial de las cervezas obtenidas por fermentacién con S. eubayanus
determind la presencia de fuertes sabores azufrados (Mertens y col., 2015). A pesar
de su pobre performance en la fermentacion cervecera, S. eubayanus posee ciertas
propiedades, como la capacidad de crecer a bajas temperaturas, el uso eficiente de la
maltosa y la produccion de ciertos sabores deseables, como el el ahumado/simil clavo
de olor, que pueden ser explotadas en fermentaciones innovadoras o podrian ser
heredadas por nuevos hibridos creados en el laboratorio (Gibson y col., 2017; Gibson
y col., 2013; Hebly y col., 2015; Krogerus y col., 2015, Mertens y col., 2015).

S. kudriavzevii es una especie sensible al etanol, que exhibe un crecimiento débil o no
crece en absoluto en ambientes con un contenido de 5% o mas del alcohol (Belloch y
col., 2008). Varios autores comprobaron la exclusion competitiva de S. kudriavzevii del
cultivos mixtos con otras especies Saccharomyces mas tolerantes al etanol o mejor
adaptadas a temperaturas moderadas (Sampaio y Goncalves, 2008; Arroyo-Lopez y
col., 2011). De forma similar a S. eubayanus, el mayor aporte de S. kudriavzevii a
procesos fermentativos se produce a través de sus hibridos. Con la implementacion de
tecnologias de secuenciacion de genomas, muchas levaduras identificadas
previamente como S. cerevisiae puras se han descubierto hibridos S. kudriavzevii x S.

cerevisiae. Gonzalez y col. (2008) determinaron que al menos la cuarta parte de un
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panel de 24 levaduras cerveceras, originalmente identificadas S. cerevisiae, resultaron
ser hibridos con un parental S. kudriavzevii, y la mitad de ellas se aislaron de cervezas
de origen belga conocidas como cervezas Trapistas, producidas en monasterios

trapistas.

El potencial en la elaboracién de cerveza de otros miembros del género
Saccharomyces aun esta por explorarse. Los beneficios del empleo de hibridos
interespecificos generados de novo entre S. cerevisiae y cepas S. kudriavzevii, S.
mikatae, S. paradoxus 'y S. uvarum son conocidos en la producciéon de vinos (Bellon y
col. 2011, 2013, 2015). Sin embargo, la industria cervecera es aun reticente al empleo
de levaduras no naturales ingeniadas en laboratorios: por un lado, la cultura cervecera
entrafa un marcado apego por la tradicién en la elaboracion y el uso de ingredientes
considerados naturales; por otro, existen objeciones de los consumidores respecto al

empleo de organismos genéticamente manipulados (Gibson y col., 2017).

1.12.2 Otros géneros de levaduras en la produccién de cerveza

La creciente demanda por cervezas que innoven ha dado origen a nuevas estrategias,
como el aislamiento y caracterizacion de levaduras no sacaromicéticas (Varela, 2016;
Vanderhaegen y col.,, 2003). En general, estas levaduras exhiben una menor
capacidad fermentativa que Saccharomyces sp. y menor tolerancia al etanol (Di Maro
y col., 2007), y son valoradas por la complejidad de aromas y sabores y las texturas y
sensacion en boca que pueden aportar a la bebida (Spitaels y col., 2014). La mayoria
de los compuestos que aportan sabor y aroma son intermediarios de fermentacién del

mosto y subproductos metabdlicos (Pires y col., 2014).

Como experiencia previa, la industria vitivinicola ha comprobado el potencial de
levaduras Candida sp., Hanseniaspora sp., Issatchenkia sp., Kazachstania sp.,
Lachancea sp., Pichia sp., Schizosaccharomyces sp., Torulaspora sp.,
Wickerhamomyces sp., Williopsis sp. y Zygosaccharomyces sp., asi como de especies
Saccharomyces no-cerevisiae, de aportar a la complejidad de aromas y sabores de
vinos en co-inéculo con S. cerevisiae (Jolly y col., 2014; Pérez-Torrado y col., 2017;

Varela y Borneman, 2017; Ciani y Comitini, 2010; Ciani y col., 2010).

Las primeras cervezas producidas con levaduras no sacaromicéticas fueron las
tradicionales cervezas lambicas belgas, y sus descendientes en Estados Unidos, las
coolship ale americanas. Estos particulares estilos de cerveza se producen sin inéculo

de levaduras seleccionadas, a partir de fermentaciones espontaneas iniciadas por
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microorganismos que entran en contacto con el mosto de cebada durante su
enfriamiento en grandes tanques abiertos de poca profundidad (coolships) y durante
su almacenamiento en barricas, tradicionalmente de roble (Verachtert, 1992). Estudios
del microbioma de cervezas lambicas y coolship ales (Bokulich y col., 2012) revelaron
que los procesos de fermentacién involucran fases sucesivas donde predominan
diferentes levaduras o bacterias, y que dichas fases son dominadas por poblaciones
microbianas similares en ambos tipos de cervezas, sugiriendo que el método de
produccion compartido crea nichos con selectividades similares (Bokulich y col., 2012;
van Oevelen, 1979). Tipicamente, la fase inicial de estas fermentaciones se
caracteriza por una mayor variabilidad de la microbiota, donde prevalecen
enterobacterias y levaduras no sacaromicéticas como Kluyveromyces sp., Rhodotorula
sp. y Pichia sp. A continuacién, debido a la disminucion del pH y cambios en la
composicion quimica del mosto, Saccharomyces sp. logra dominar la fermentacion
etandlica, proceso que se prolonga por 3 a 4 meses y durante el cual se consumen la
mayoria de los azlcares presentes (Steensels y Verstrepen, 2014). En esa fase
coexisten levaduras y bacterias acido lacticas y acido acéticas (Verachtert, 1992).
Cuando los azucares que Saccharomyces sp. es capaz de fermentar se agotan, su
poblacion decae rapidamente y el nicho es ocupado por Brettanomyces sp., que
permanece durante la larga etapa de maduracidon de la cerveza, que puede durar
anos. Esta levadura es altamente tolerante al etanol y capaz de consumir los azucares
remanentes, como maltotetrosas y maltopentosas, que no son consumidas por
Saccharomyces sp. (Kumara y col., 1993). Brettanomyces sp. se caracteriza por la
produccion de compuestos volatiles fendlicos y acidos organicos que confieren
sabores ahumados, picantes y medicinales a la bebida, colectivamente descritos como
caracter “Brett”, cuyos umbrales de aceptacién y agradabilidad dependen del

consumidor (Steensels y col., 2015).

Entre las levaduras no convencionales halladas junto a Saccharomyces sp. en estas
fermentaciones espontaneas se han identificado Meyerozyma gquilliermondii,
Debaryomyces sp., Pichia sp., Wickerhamomyces anomalus, Brettanomyces
anomalus, Brettanomyces custersii, Brettanomyces bruxellensis, Candida krusei,
Cryptococcus keutzingii y Rhodotorula mucilaginosa (Bokulich y Bamforth, 2013;
Steensels y col., 2015; Varela, 2016).

Como se menciond, las levaduras no sacaromicéticas generalmente presentan muy
baja produccién de etanol comparadas con S. cerevisiae. La estrategia mas
conveniente para su incorporacion a la produccién es la co-inoculaciéon simultanea o

secuencial con Saccharomyces sp. La levadura no convencional mas comunmente
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utilizada es Brettanomyces sp., que se inocula en fermentaciones de ciertas cervezas
trapistas y de sour beers americanas (Varela, 2016). Holt y col. (2018) estudiaron los
perfiles aromaticos y de sabor de cervezas producidas mediante la estrategia de
fermentacion secuencial. Los autores reportan un interesante incremento de acetato
isoamilico (descriptor banana) y acetato etilico (descriptor frutal) cuando se utiliza
Pichia kluyverii; un aumento de compuestos etil fendlicos (descriptor de aroma picante)
al co-fermentar con Brettanomyces sp.; y mayor produccion de 4-vinil guayacol (4VG,

descriptor de clavo de olor) al emplear Torulaspora delbrueckii.

Ciertas especies de levaduras, incluidas algunas Saccharomyces non-cerevisiae
(Sharp y col.,, 2017), Debaryomyces sp., Hanseniaspora sp. y Pichia terricola
(Steensels y Verstrepen, 2014) son valoradas por su capacidad de producir
considerables niveles del terpeno linalool, vinculado a sabores citricos, florales y
anisados, y de metil salicilato, que imparte sabores de menta y picantes (Winterhalter y

Skouroumounis, 1997).

1.13 La fermentacién del mosto de cebada por Saccharomyces sp.

Durante la fermentacion cervecera las levaduras consumen azucares disueltos en el
mosto de cebada y producen etanol, didoxido de carbono (CO;), compuestos
carbonados asociados a sabores y aromas y nuevas células. El proceso consiste,
esencialmente, en la consecucién de tres fases desde la inoculacién del mosto: la fase
de latencia (entre las 0 y 15 h); la fase de crecimiento exponencial (entre las 15 h y los

4 dias); y la fase estacionaria (entre los 3 y los 10 dias) (White y Zainasheff, 2010).

1.13.1 Fase de latencia

Durante la fase de latencia, las levaduras se aclimatan a las condiciones de
fermentacion, tales como temperatura, estrés osmaético y disponibilidad de oxigeno
disuelto en el mosto. Las células comienzan a consumir oxigeno, minerales y
aminoacidos y a producir proteinas. El mosto de cebada malteada es una fuente
excelente de nitrogeno y minerales, y provee de la mayoria de las vitaminas, como
riboflavina, inositol y biotina, que la levadura necesita (White y Zainasheff, 2010).
Contiene, ademas, todos los minerales esenciales para las levaduras, como fésforo,
azufre, cobre, hierro, potasio y sodio, con excepcion de cinc, que debe suplementarse

cuando se prepara el mosto.
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A medida que las células adquieren vitaminas y minerales, comienzan a sintetizar
enzimas y otras proteinas. Ademas, consumen oxigeno para producir compuestos
estructurales de la célula, principalmente, los esteroles de membrana plasmatica. Es
por ello que, durante la fabricacion de cerveza, es importante garantizar la oxigenacién

del mosto al inicio de la fermentacion.

Durante la fase de latencia, las levaduras no suelen producir compuestos que
perjudiquen el sabor de la cerveza (denominados off-flavors), pero si pueden producir
ciertos precursores de estos compuestos, como el a-acetolactato, precursor de
diacetilo. Tampoco se producen cantidades apreciables de etanol, por lo que no hay
sintesis de ésteres asociados a off-flavors a partir de etanol y otros alcoholes (White y
Zainasheff, 2010).

Sin embargo, la velocidad de adaptacion de las levaduras al ambiente fermentativo
durante esta fase tendra influencia en el sabor de la cerveza lograda. La temperatura
de incubacién durante la fase de latencia tiene un efecto directo; temperaturas mas
elevadas permiten que la reproduccion de las levaduras inicie antes, es decir, acortan
la latencia. Sin embargo, el aumento desmesurado en la tasa de reproduccién durante
esta fase puede dar origen a células en condiciones fisioldgicas subdptimas para la
fermentacion, con mayor predisposicién a producir precursores de metabolitos off-
flavors. Efectos similares se obtienen con inéculos de levadura excesivos (White y
Zainasheff, 2010).

1.13.2 Fase de crecimiento exponencial

En la fase siguiente, las levaduras comienzan a consumir velozmente los azucares
disueltos y a producir CO,, que se acumula en la superficie del fermentador, formando
la espuma que contiene levaduras denominada kraeusen. El recuento celular se

incrementa rapidamente y se producen activamente etanol y compuestos de sabor.

El consumo de azucares disueltos ocurre en cierto orden: primero la glucosa, luego la
fructosa, luego la sacarosa y maltosa. Estos azucares simples pueden ingresar
facilmente a las células, mediante proteinas facilitadoras de transporte a través de
membrana, y son metabolizados rapidamente. Mientras que la glucosa representa un
14% de los azucares del mosto, la maltosa constituye en promedio un 59%. En
presencia de maltosa, las levaduras producen la enzima maltasa, la cual hidroliza

maltosa en unidades de glucosa fermentables (White y Zainasheff, 2010).
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Los azucares mas complejos, como la maltotriosa y dextrinas de mayor numero de
unidades de glucosa, son las ultimas en ser metabolizadas. Algunas levaduras
cerveceras no pueden fermentar maltotriosa. La habilidad para hacerlo es lo que
determina la capacidad de atenuacién del mosto de cada cepa cervecera. El consumo
de maltotriosa es una caracteristica comun a la mayoria de las cepas lager (Hough y
col., 1982).

La sintesis de etanol por las células de levadura consta de varias reacciones
metabdlicas que pueden sintetizarse en dos grandes etapas: la ruptura de la glucosa y
obtencion de dos moléculas de piruvato y la fermentacién del piruvato en etanol y COa.
Todas estas reacciones ocurren en el citosol. Alternativamente, el piruvato podria
dirigirse a mitocondrias y ser respirado en presencia de O, dando como productos
ATP y agua; esta via metabdlica es energéticamente mas favorable para la célula. La
represion de la via respiratoria por la presencia de altas concentraciones de glucosa
en el mosto cervecero es el principal motivo por el cual las levaduras realizan
fermentacion y no respiracion de los azucares, aun en presencia de O». Esto se
conoce como efecto Crabtree, y explica por qué la exposicidon a un exceso de oxigeno
durante la fermentacién no atenta contra la produccién de etanol; sin embargo, puede
promover la activacion de metabolismos que dan origen a off-flavors, como la

oxidacion de etanol en acetaldehido (White y Zainasheff, 2010).

Entre los metabolitos producidos por las levaduras en la fase exponencial se
encuentra el glicerol. El glicerol es un compuesto de 3 carbonos que aporta cuerpo,
sensacién de plenitud en boca y aumenta la intensidad de los sabores en bebidas
como el vino y la cerveza (Zhao y col., 2015). Este subproducto del metabolismo de
las levaduras actua como osmoregulador y aporta al balance redox, siendo la principal
competencia a la produccion de etanol en la fermentacién alcohdlica. Asi, al
incrementarse el rendimiento en glicerol, aumenta la intensidad de sabores y se
reduce el etanol en la bebida. En cervezas, se ha reportado un contenido de entre 1y
3 g/L de glicerol (Zhao y col., 2015).

Durante la fase exponencial se producen también la mayoria de los compuestos
volatiles de la cerveza: alcoholes superiores, ésteres y dicetonas vecinales (VDKs, por
sus siglas en inglés). Mientras que los alcoholes superiores y ésteres son metabolitos
deseables en la cerveza, los VDKs se consideran usualmente off-flavors. Los
alcoholes superiores son los compuestos organolépticos mas abundantes en la

cerveza. Las levaduras toman los aminoacidos presentes en el mosto e incorporan el
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grupo amino a sus propias estructuras; el a-ceto acido residual es metabolizado a

través de la via de Ehrlich, formando un alcohol superior (Pires y col., 2014).

Los ésteres son compuestos que pueden considerarse traza, si se los compara con
otros metabolitos producidos por levaduras. Sin embargo, estas sustancias poseen un
umbral de percepcién odora muy bajo (Meilgaard, 1975; Saison y col., 2009), por lo
que constituyen los compuestos de aroma mas importantes, que pueden definir el
perfil sensorial de la cerveza (Saison y col., 2009). Es crucial durante la produccién de
esta bebida mantener las condiciones que permitan obtener un perfil de ésteres
balanceado, ya que su exceso puede afectarla negativamente, otorgandole un sabor

amargo y/o demasiado frutado (Pires y col., 2014).

Los ésteres se forman durante la fase de fermentacion primaria por condensacién de
acidos organicos y alcoholes mediada por enzimas. Aquellos presentes en cerveza
pueden dividirse en dos grandes grupos: los ésteres de acetato y los etil ésteres de
acidos grasos de cadena media (MCFA, por sus siglas en inglés). Si bien se han
identificado docenas de diferentes ésteres en cerveza (Meilgaard, 1975), los mas
relevantes como constituyentes aromaticos son: acetato de etilo (descriptor de
solvente), acetato de isoamilo (descriptor de banana), acetato de isobutilo (descriptor
frutal), acetato de fenil etilo (descriptor de miel y rosas), hexanoato de etilo (descriptor
de manzana dulce) y octanoato de etilo (descriptor de manzana acida) (Pires y col.,
2014).

Cada estilo de cerveza tiene su propio aroma, que se consigue a partir de la eleccién
de la levadura (Rossouw y col., 2008) y del control de las condiciones de fermentacion
(Dekoninck y col. 2012; Hiralal y col. 2013). Mientras que en la mayoria de las
cervezas lagers unicamente el acetato de isoamilo (banana) se encuentra en
concentraciones por encima del umbral de percepcion, las cervezas ales también
presentan acetato de etilo (solvente) y hexanoato de etilo (manzana) en su perfil de
metabolitos perceptibles (Meilgaard, 1975; Alvarez y col.,1994). Otros compuestos
quimicos producidos por levaduras durante la fase exponencial son los acidos

organicos, los compuestos sulfurados y los aldehidos (Pires y col., 2014).

1.13.3 Fase estacionaria

Por ultimo, sobreviene la fase estacionaria de la fermentacion, que se define por una
disminucion en la velocidad de reproduccién de las levaduras, hasta equilibrarse con la

velocidad de muerte celular, logrando una poblacién estable de células vitales. En este
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estadio, las levaduras han producido la mayoria de los compuestos de sabor y aroma;
sin embargo, esta cerveza inmadura, denominada “cerveza verde”, no ha alcanzado

aun el balance sensorial adecuado.

Las cervezas maduran durante la fase estacionaria, denominada también de
acondicionamiento. En este momento las levaduras reabsorben metabolitos como el
acetaldehido y la 2,3-butanediona, mejor conocida como diacetilo, producidos durante
la fermentacion. El diacetilo es un compuesto volatil que afecta la calidad de la
cerveza; en concentraciones superiores a 0,1 ppm puede generar off-flavors, con
descriptores de manteca/rancio/solvente (White y Zainasheff, 2010). Aunque algunos
estilos ale, como el Stout, Schotch ale y Pilsen, admiten cierta concentracion de
diacetilo, asociado a descriptor de caramelo, en cervezas tipo lager se prefiere su
ausencia. Durante la fase estacionaria, ciertas levaduras reducen el diacetilo a 2,3-
butanediol, un alcohol insipido que no perjudica el perfil sensorial de la cerveza

producida.

Adicionalmente, durante esta etapa el sulfuro de hidrégeno, off-flavor asociado al
aroma de huevo podrido, escapa como gas hacia la superficie. Hacia el final de la fase
estacionaria se produce la caida del kraeusen, es decir, las levaduras sedimentan en
el fondo del fermentador, cesando el metabolismo y dando por finalizada la

fermentacion del mosto.

1.14 Mercado y consumo de cerveza

La industria cervecera en 2018 produjo a nivel global 1,95 billones de hectolitros de
cerveza (Statista, 2018). Ese afio, el consumo de cerveza y cerveza sin alcohol
alcanzé los 26,1 litros per capita. Segun el instituto de investigacién de mercado Plato
Logic (2019), el mercado mundial de cerveza crecié un 1,4% en 2018, en comparacion
con solo el 0,4% en 2017. En 2019 se clasifico a China, Estados Unidos, Brasil,
Alemania, México, Rusia, Japdén, Reino Unido, Vietham y Espafia como los diez
mayores mercados de cerveza. Segun este estudio, las seis naciones cerveceras mas
grandes, en conjunto, representan mas del 55% del consumo global de esta bebida,

con un crecimiento colectivo en 2018 del 0,8% (Plato Logic, 2019).

En la década de 1980 en Estados Unidos, los cerveceros artesanales comenzaron a
producir a mayor escala. El mercado de las cervezas artesanales de ese pais crecid
un 12,8% en 2015, incrementando sus exportaciones en un 16,3%, con la apertura de

unas 620 microcervecerias (Kell, 2016). En 2019, mientras que el volumen total de
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cerveza vendida descendié un 2%, las ventas en el mercado artesanal continuaron
incrementandose en un 4%, llegando a representar el 13,6% del volumen total del
mercado estadounidense (Brewers-Association, 2020). En Europa, entre 2009 y 2014,
se observé un fortalecimiento del sector de las cervezas artesanales de entre el 300 y
el 1000% (Basso y col., 2016). La cerveza es la bebida alcohdlica de mayor consumo
en Brasil, con aproximadamente 14 millones de kL consumidos por ano,
representando el 6,8% del mercado mundial. Entre 2002 y 2018, el numero de
microcervecerias y productores de cerveza artesanal (‘cervejas artesanais”)
registrados aumenté de menos de 50 a mas de 830 en Brasil (de Oliveira Dias y
Falconi, 2018).

La migracion al consumo de cervezas artesanales es una tendencia global. La
produccion de cerveza artesanal a nivel mundial llegd a 74,1 millones de hectolitros en
2018, equivalente a 3,8% del consumo total. Asimismo, los consumidores se estan
abriendo cada vez mas al sub-mercado de cervezas sin alcohol, cervezas con bajo

contenido de alcohol y mezclas de cerveza (Plato Logic, 2019).

En Argentina, en 2018 se consumieron mas de 20 millones de hectolitros de cerveza y
se facturaron alrededor de 900 millones de ddlares (CLAVES, 2019). Ademas de ser
una industria creciente en nuestro pais, el sector cervecero tiene importancia para el
mercado interno, ya que utiliza ingredientes nacionales producidos por economias
regionales, como son la cebada y el lupulo (Infocampo, 2019). El sector cervecero se
ubica tercero en el ranking de alimentos y bebidas de mayor facturacién en los canales
minoristas. Sobre un consumo de bebidas alcohodlicas de 3051 millones de litros, en el
afio 2009 la cerveza captd el 60% y el vino el 34%, cuando este ultimo, hasta la
década de 1980, absorbia casi el 90% del volumen agregado. Dentro del sector
pueden distinguirse dos grandes categorias de productores, de acuerdo a la escala y
nivel de tecnificacion de su proceso de elaboracién: los cerveceros industriales y los
cerveceros artesanales o microcerveceros. Estos ultimos han tenido gran desarrollo en
décadas recientes, dado el incremento en la demanda por cervezas elaboradas

artesanalmente que ofrezcan mayor variedad y complejidad de sabores y aromas.

Parte de este proceso de migracion del consumo se explica en la creciente calidad de
la cerveza artesanal producida localmente, la sustantiva diferencia de precio respecto
al vino, y a las modificaciones en las preferencias del consumidor, que identificé a la
cerveza en mayor medida con los jovenes. En 2010 el consumo local de cerveza

alcanzé los 44 litros per capita (Ablin, 2012). En 2018, el consumo per capita ascendioé
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a 45 litros, cerca del maximo histérico de 45,5 litros en 2011, y la produccién nacional
artesanal fue de 28,6 millones de litros (CLAVES, 2019).

1.15 El residuo de levaduras subproducto de la elaboracion de cerveza

Con el incremento de los volimenes de produccion de cerveza, aumenta también la
cantidad de residuos y subproductos, tanto soélidos como liquidos efluentes, que
genera la industria cervecera. La reutilizacién de estos residuos agroindustriales es de

interés tanto econdmico como ecolégico (Fillaudeau y col., 2006; Mussatto, 2009).

Una vez finalizada la etapa de fermentacion, el lodo de levaduras sedimentado en el
fondo del fermentador es separado del sobrenadante de cerveza inmadura. Este lodo
es el segundo mayor subproducto de la actividad cervecera, luego del bagazo de
malta (Mathias y col., 2014). Se obtienen entre 1,5 y 3 kg de biomasa con 85 a 90% de
humedad cada 100 L de cerveza producida (Hellborg y Piskur, 2009; Huige, 2006).
Esta biomasa residual contiene entre un 10 y un 14% de sdélidos totales, incluyendo
levaduras, proteina del mosto y turba, y puede retener entre un 1,5 y un 2,5% de la

cerveza total producida (Ferreira y col., 2010).

La cantidad de biomasa residual generada depende de los parametros de
fermentacion, el tipo de levadura utilizada, la tasa de indculo, la vitalidad y viabilidad
de la levadura y la composicion del mosto cervecero. Las grandes cantidades de
levadura descartada aportan un alto contenido de materia organica a los efluentes de
la industria cervecera, que trae como consecuencias elevadas demanda bioquimica
(DBO, 2100 mg Oxigeno/L) y demanda quimica de oxigeno (DQO, 2700 mg
Oxigeno/L) y un alto contenido de nitrogeno total medidos en aguas residuales
(Escuela de Organizacién Industrial de Sevilla, 2008). Esto constituye un problema a
nivel ambiental y econémico, ya que las aguas residuales requieren de un tratamiento
previo a su descarte, con altos costos para la produccion (Briggs y col., 2004). Pero
también refleja la alta susceptibilidad de este residuo de ser oxidado, es decir, su
potencial como fuente de obtencidn de energia via fermentacién anaerdbica (Mathias y
col., 2015).

Ferreira y col. (2010) han revisado los posibles destinos de reutilizacion de este
subproducto: produccion de bioetanol; sustrato para el cultivo microbiolégico; sustrato
para la extraccion de diferentes compuestos de interés, como concentrados de
proteinas para la industria alimentaria. Asimismo, se ha reportado el uso de biomasa
de Saccharomyces en biorremediacion, como biosorbente de los iones metalicos cinc,

cobre, plomo y niquel. El empleo de levadura cervecera Saccharomyces desactivada
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como tecnologia de bajo costo para la biosorcién tiene la ventaja de la facil separacion
de las células floculantes luego de la remocién de los metales de aguas residuales
(Machado y col., 2009; Machado y col., 2008).

Mayormente, el subproducto de levaduras cerveceras se reutiliza en alimentacion
animal (Dubey y col., 2010). Las levaduras Saccharomyces son fuente de nitrdgeno de
bajo costo y vitaminas del complejo B, con buenas propiedades nutritivas y calificadas
como GRAS (Generally Recognized As Safe, status otorgado por la FDA, Bourdichon,
2012). Existen numerosos reportes de los efectos positivos de su empleo en
acuicultura y producciéon pecuaria (compilados por Shurson, 2018). Se ha descrito el
potencial de las levaduras cerveceras como sustitutas del alimento vivo en la
produccion de ciertas especies icticolas (Nayar y col., 1998). Las levaduras pueden
reemplazar hasta el 50% de la proteina de la dieta de peces sin efectos negativos en
la performance productiva. Han sido incluidas en formulaciones de alimento comercial
de varias especies acuicolas, entre ellas, los salménidos. Adicionalmente, las
levaduras cerveceras aportan compuestos inmunoestimulantes, como los (3-glucanos,
los acidos nucleicos y manano oligosacaridos (White y col., 2002), que potencian la
respuesta inmune (Ortufio y col., 2002; Siwicki y col., 1994) y el crecimiento de ciertas

especies (Lara-Flores y col., 2002).

Se ha determinado que la levadura cervecera contiene aproximadamente el doble de
lipidos y la mitad de la cantidad de fibra que contiene la harina de soja descascarada
empleada como alimento para cerdos. Esto representa un mayor contenido de energia
metabolizable por porcinos, ademas de un contenido incrementado de fésforo, lisina,
metionina, treonina y vitaminas del complejo B en las levaduras respecto de la harina
de soja (Shurson, 2018).

Contemplando las investigaciones acerca del empleo de levaduras cerveceras en
alimentacion animal y los reportes citados previamente acerca del efecto positivo de la
inclusién de levaduras en la dieta de pollos de cria, es posible pensar en el potencial
de la adicion del residuo de levaduras de la elaboracion de cerveza al alimento para

aves.

Justificacion del estudio

Dados los antecedentes consultados, el empleo de levaduras cerveceras en el disefio
de estrategias que permitan mitigar problematicas de la actividad avicola relativas a
las infecciones por enteropatdégenos comunes, como Salmonella sp. y E. coli, y a la

presencia de hongos y sus micotoxinas en el alimento balanceado se presenta factible.
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Adicionalmente, se ha reportado un impacto positivo en los parametros zootécnicos y
en la productividad cuando se utiliza levadura como fuente de proteina de bajo costo
en la dieta de aves de cria. Por otro lado, la generacion de volumenes de levadura
cervecera residual cada vez mayores suponen un problema para los pequefios
cerveceros locales, que no cuentan con instalaciones adecuadas para su tratamiento y

correcto descarte.

Se propone, en este contexto, identificar y evaluar las propiedades antibacterianas,
antifungicas y secuestrantes de micotoxinas del efluente de levaduras de la produccién
cervecera y su potencial como suplemento alimenticio animal, con perspectivas a
revalorizar un subproducto de la industria cervecera como agente biopreservante del
alimento y promotor de crecimiento alternativo en avicultura. Este enfoque de estudio
pretende articular y fortalecer ambos eslabones de la cadena productiva local y

regional, micro-cervecerias y pequefos productores avicolas.
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____ Capitulo ¥

Objetivo General y Especificos



2.1 Objetivo general

Revalorizar el subproducto de levaduras floculadas de la industria cervecera para su

aprovechamiento como fuente de microorganismos probidticos aplicables en la

produccion de alimento para aves y como biocontrolador del desarrollo flungico vy

agente secuestrante de micotoxinas en el alimento formulado.

2.2 Objetivos especificos

Identificar y caracterizar las propiedades tecnoldgicas para la produccion de

cerveza de levaduras aisladas de muestras comerciales y artesanales.

Producir conocimiento practico que responda a las demandas de tecnificacion
de los cerveceros artesanales locales, plausibles de ser utilizados en asesorias
a los productores. En particular, estudiar la estabilidad de starters cerveceros

mixtos sub-cultivados o reutilizados en fermentaciones sucesivas.

Caracterizar in vitro las propiedades antimicrobianas y probibticas del
subproducto cervecero y de las levaduras aisladas a partir del mismo,
contemplando la resistencia a las condiciones del tracto gastrointestinal, el
antagonismo contra microorganismos patégenos y la capacidad de adhesion y

de citoproteccion de un modelo celular de epitelio intestinal.

Caracterizar in vitro las propiedades antifUngicas y secuestrantes de
micotoxinas del subproducto cervecero y de las levaduras aisladas a partir del
mismo, contemplando su capacidad de inhibir o reducir el crecimiento de
hongos toxigénicos, mediante competencia por nutrientes o produccion de
metabolitos antifungicos, y de capturar aflatoxinas y prevenir sus efectos

nocivos sobre un modelo celular hepatico.

Formular un alimento balanceado para aves adicionado con el efluente de
levaduras cerveceras, Yy estudiar sus caracteristicas microbioldgicas,
bromatoldgicas y biocontroladoras de la contaminacion natural del alimento

basado en grano.
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_____ Capitub 5

Materiales y Métodos



Materiales y Métodos

3.1 Lodos cerveceros, starters y productos de fermentacion de kefir de agua
empleados en la etapa de aislamiento

3.1.1 Lodos subproducto de la fermentacién cervecera

Los lodos de levaduras fueron amablemente proporcionados por cerveceros
artesanales platenses independientes y por miembros de la Asociacion de Cerveceros
Artesanales Platenses (ACAP), que reune cooperativamente a productores de
pequena escala. Estos lodos incluyen a las levaduras cerveceras viables y al
sobrenadante de la fermentacion cervecera.

Se ha reportado que la porcion media del lodo acumulado en el fondo del fermentador
contiene levaduras que comparten las caracteristicas de ser floculantes y de conservar
un buen estado metabdlico. Las levaduras que se encuentran en el fondo del
fermentador son aquellas que floculan primero, asociado este comportamiento a
inviabilidad celular o a un estado metabdlico sub-6ptimo y una pobre capacidad de
atenuar el mosto; las levaduras que se depositan en la porcion superior, las Ultimas en
extraerse del fermentador, son aquellas poco floculantes, caracteristica no deseable
en el proceso cervecero (White y Zainasheff, 2010). Por este motivo, se solicité a los
cerveceros que recolectaran muestras de la porcién media del lodo depositado en el
fermentador en las condiciones asépticas, para reducir las posibilidades de
contaminacion. A tal fin, se les proporciond recipientes plasticos estériles.

3.1.2 Starters cerveceros comerciales

Los starters (inéculos iniciadores de la fermentacion) comerciales de Saccharomyces
sp. liofilizada (Fermentis, Francia; Lallemand, Canada; Muntons Plc., EEUU; Coopers,
Australia) fueron adquiridos de proveedores locales de insumos para cerveceria. Antes
de ser utilizados, se re-hidrataron en solucion fisioldgica estéril (SF) durante 30 min a
temperatura ambiente.

3.1.3 Starters cerveceros liquidos

Se contdé con muestras de starters liquidos producidos por cerveceros locales en
pequefios laboratorios de sus fabricas (LALEAR, La Plata, Argentina).

3.1.4 Kefir de agua

Como estrategia alternativa durante la etapa de prospeccion de levaduras, se llevo a
cabo el aislamiento de colonias con caracteristicas macroscopicas sacaromicéticas a
partir de kefir de agua. El kefir se produjo en fermentaciones independientes a
temperatura ambiente de soluciones acuosas 5,0% p/V de azucar de mascabo,
empleando tres granulos de kefir de agua diferentes de la coleccién conservada en la

Catedra de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad
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Nacional de La Plata. Los granulos se denominan CMUNLP1, originario de India,
CMUNLP2 y CMUNLP3, ambos proporcionados por usuarios de la bebida de La Plata,

Argentina.

3.2 Microorganismos, lineas celulares y condiciones de cultivo

3.2.1 Patégenos bacterianos

Salmonella enterica var. Enteritidis CIDCA 101 y Escherichia coli EHEC 60169, de la
coleccion del CIDCA-CONICET (Centro de Investigacion y Desarrollo en
Criotecnologia de Alimentos, La Plata, Argentina), y Escherichia coli ATCC® 25922™
fueron mantenidas en pico de flauta de agar nutritivo (Biokar, Francia) a 4 °C. Para los
experimentos, las cepas se activaron en cultivos en caldo nutritivo (Biokar, Francia)
ON a 37 °C.

3.2.2 Hongos filamentosos

A. parasiticus CMUNLP7, aislada de cereales en Colombia (Gamba y col.,, 2015b;
Ledn, 2013) y A. flavus CMUNLPI5, aislada de alimento para pollos en base a granos,
son cepas productoras de AFB de la coleccién de la Catedra de Microbiologia, FCE-
UNLP. La cepa A. flavus, antes denominada PJA, es originaria de la Universidad de la
Republica, Uruguay, y fue re-denominada de acuerdo a las instrucciones de la
coleccion de la Catedra de Microbiologia.

Los hongos se cultivaron en agar papa inclinado (PDA -Potato Dextrose Agar-,
Britania, Buenos aires, Argentina) por 7 dias a 30 °C para inducir su esporulacion
previo a los experimentos.

3.2.3 Lineas celulares

La linea celular humana de cancer de colon Caco-2/TC7 fue mantenida como
describen Zavala y col. (2016). Las monocapas celulares se prepararon en placas de
cultivo de 24 fosas (Greiner Bio One, Frickenhausen, Germany) por siembra de 2,5 x
10° células/fosa. Los ensayos y el mantenimiento de los cultivos se llevaron a cabo en
Dulbecco’s Modified Eagle’s Minimal Essential Medium (DMEM) (GIBCO BRL Life
Technologies Rockville, USA) y atmdsfera de 5% de CO, a 37 °C. Los experimentos
se realizaron por triplicado con células diferenciadas post confluencia.

La linea de carcinoma hepatocelular HepG2 se obtuvo del Instituto Multidisciplinario de
Biologia Celular (IMBICE, Buenos Aires, Argentina). Estas células han demostrado un
fenotipo estable en condiciones de cultivo controladas y conservan algunas funciones
hepaticas (Gutierrez-Ruiz y col., 1999). El cultivo y mantenimiento de las células se
llevé a cabo como describen Gamba y col. (2015b). Se prepararon monocapas en
placas de cultivo celular de 48 fosas (Greiner Bio One, Frickenhausen, Alemania),

sembrando 0,25 mL por fosa de una suspension de 10° células/mL. Las monocapas
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asi obtenidas se utilizaron en los bioensayos de acuerdo a lo reportado por Ou y col.
(2012).

3.3 Medios de cultivo y soluciones

El cultivo de levaduras se llevé a cabo en caldo YPD o en mosto cervecero preparado
a partir de cebada malteada por un cervecero artesanal local, cuyos concentracion y
pH se ajustaron a las condiciones requeridas por cada ensayo previo a su
esterilizacion en autoclave durante 15 min a 121 °C. Alternativamente, se cultivaron en
caldo GPY.

Para el estudio de cinéticas de fermentacion, el mosto se prepard en el laboratorio a
partir de malta de cebada en polvo, como se describe en el apartado correspondiente.
Los pre-indculos de levadura para las micro-fermentaciones cerveceras a escala
laboratorio se realizaron en caldo extracto de malta.

Las tinciones para observacion microscopica de levaduras se llevaron a cabo con azul
de metileno o cristal violeta.

Para realizar los recuentos de levaduras se emple6 agar YPD (caldo YPD adicionado
con 15 g/L de agar agar); alternativamente, cuando el experimento lo requirié, se
utilizo agar YGCP® (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia).

El cultivo de bacterias se realizdé en caldo nutritivo (Laboratorios Britania, Argentina) y
su recuento en agar nutritivo (caldo nutritivo adicionado con 15,0 g/L de agar agar
calidad microbiolégica).

Las diluciones de cultivos de levaduras y bacterias se llevaron a cabo en solucién
fisiologica (SF) estéril. Alternativamente, en buffer fosfato salino pH 7,0 (PBS, por sus
siglas en inglés) estéril.

El cultivo de hongos filamentosos se realizé en agar papa (PDA, Biokar Diagnostics).
Para dispersar las esporas fungicas y realizar diluciones se utilizé una “solucién de
esporas”, formulada a partir del surfactante lauril sulfato de sodio y glucosa.

Los cultivos celulares eucariotas se realizaron y mantuvieron en medio Dulbecco
Modified Eagle's Medium (DMEM, GIBCO, Grand Island N.Y, USA), adecuado a cada
linea celular y requerimiento del experimento. El lavado de los cultivos celulares se
llevé a cabo con PBS estéril.

La composicion de los medios y soluciones mencionados se detallan en la Tabla 1,

partes |y Il.
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Tabla 1. Parte I. Composicion de los medios y soluciones acuosas empleados*

Caldo YPD
Extracto de levadura 10,0 g/L
pH
Peptona 20,0 g/L 6,5+
0,2
Dextrosa 20,0 g/L
Caldo GPY
Extracto de levadura 5,04g/L
pH
Peptona de carne 5,04g/L 3,8
0,2
Glucosa 40,0 g/L
Caldo extracto de malta
Extracto de malta 30,0 g/L pH
54+
Peptona de carne 3,0g/L 0.1
Caldo Nutritivo (Laboratorios Britania, CABA, Argentina)**
Pluripeptona 5g/L pH
70
Extracto de carne 3g/lL 0.2
Mosto de cebada rubia molida
180,0
Extracto de malta cervecera rubia en polvo
g/L pH
45+
ZnSOq4 0,25 g/L
0,1
Extracto de lupulo isomerizado estéril 417 uL/L
Caldo YNB (BD Difco™) suplementado con glucosa 0,5% p/V**
Yeast Nitrogen Base (BD Difco™) 6,70 g/L
Glucosa 5,04g/L
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Caldo YNB (BD Difco™) suplementado con maltosa 0,5% p/V***

Yeast Nitrogen Base (BD Difco™)

6,70 g/L

Maltosa

5,049/l

Caldo YNB (BD Difco™) suplementado con extracto de malta 0,5% p/V***

Yeast Nitrogen Base (BD Difco™)

6,70 g/L

Extracto de malta de calidad microbioldgica

5,0 g/L

Caldo YNB (BD Difco™) suplementado con maltosa 0,1% p/V y maltotriosa

0,5% p/V***

Yeast Nitrogen Base (BD Difco™) 6,70 g/L
Maltosa 1,0 g/L
Maltotriosa 5,0 g/L

Agar YNB (BD Difco™) suplementado con glucosa

2,0% p/V***

Yeast Nitrogen Base (BD Difco™) 6,70 g/L
Glucosa 20 g/L
Agar agar 15 g/L

Agar YNB (BD Difco™) suplementado con glicerol 3,0% V/V***

Yeast Nitrogen Base (BD Difco™) 6,70 g/L
Glicerol 30 mL/L
Agar agar 15 g/L

Agar YGC (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia)**

Extracto de levadura 5g/L
Glucosa 20 g/L
Cloranfenicol 0,1g/L

6,5+
0,2
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Agar agar

15 g/L

Agar papa (PDA, Biokar Diagnostics, Francia)**

Extracto de papa 4 g/L
pH
Glucosa 20 g/L 55+
0,2
Agar agar 15 g/L
Solucion de esporas
Lauril Sulfato de Sodio (Merck, Darmstadt, Alemania) 0,14g/L
Glucosa 10,0 g/L
Solucién reguladora fosfato salino (PBS)
NaCl 8,0 g/L
KCl 0,2 g/L pH
75
NazHPO, 1,44 g/L 0.2
KH2PO4 0,24 g/L
Solucion fisiolégica (SF)
pH
NaCl 9,04g/L 70
0,2
Solucién de azucar de mascabo
Azucar de mascabo 50,0 g/L -
Solucién de azul de metileno
Colorante azul de metileno 1,0 g/L -
Solucioén de cristal violeta
Colorante violeta de genciana 20 g/L
Oxalato de amonio 8,0 g/L
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Etanol 20% VIV

*Los medios de cultivo y soluciones se prepararon por disolucion de sus componentes en agua destilada y
se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 15 minutos, a excepcion de la solucién de azucar de
mascabo y de los colorantes azul de metileno y cristal violeta. **Los medios microbiolégicos indicados se
prepararon por disolucion del formulado y se esterilizaron de acuerdo a las indicaciones del proveedor; en
la tabla se indica la composicion del medio comercial. ***El caldo YNB vy las soluciones de azucares se
prepararon como soluciones concentradas, 10X y 5X, respectivamente, en agua destilada y se
esterilizaron por filtracion por poro de 0,22 ym; el agar agar se prepar6 como una solucién 2X en agua

destilada y se esterilizd por autoclave a 121 °C durante 15 min.

Tabla 1. Parte Il. Medios utilizados en el cultivo celular (Gamba, 2015)

DMEM DMEM DMEM
Ingrediente
Completo A Completo B Adhesién C

DMEM® 1 sobre 1 sobre 1 sobre
Penicilina/estreptomicina

13 mL 13 mL -
(1000 m,1000 pg/mL)P
Aminoacidos no esenciales® 13 mL 13 mL -
Gentamicina (50 mg/mL) 10 mL 10 mL -
NaHCO3; 20g 20g 20g
L-glutamina 0,3 mg 0,3 mg -
Suero fetal bovino inactivado® 120 mL 180 mL -
Agua miliQ 1000 mL 1000 mL 1000 mL
pH 75+0,1 75+0,1 75+0,1

aDulbecco Modified Eagle's Medium, GIBCO (Grand Island N.Y., Estados Unidos); °GIBCO (Grand Island
N.Y., Estados Unidos); °MEM Non-essential amino acids solution (I0OX), GIBCO, (Grand Island N.Y.,
Estados Unidos); 9BIOSER (Argentina). El suero fue inactivado térmicamente, incubando 30 minutos a 60
°C. El DMEM A se utilizé para las células HepG2 y el DMEM B se utilizé para las células Caco-2/TC7. El

DMEM C se adhesion se empled en los ensayos de adhesion de microorganismos a la linea Caco-2/TC7.

3.4 Aislamiento de colonias de levaduras de morfologia macroscépica
diferencial

Se siguid el protocolo basado en aislamiento de colonias gigantes envejecidas,
descrito por White y Zainasheff (2010). El mismo propone el indculo de suspensiones
diluidas de levaduras en medio sdlido y su incubacion a tiempos prolongados, con el
objetivo de obtener pocas colonias por placa que se desarrollen sin condicionamiento
por falta de nutrientes, hasta morfologia de colonia diferenciable. El tiempo de

incubacién puede variar entre 7 y 45 dias.
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La concentracion de levaduras en los lodos cerveceros artesanales, starters
comerciales reconstituidos y kefir de agua se determind por recuento en camara de
Neubauer. Se realizaron diluciones seriadas en solucion fisiolégica estéril y 100 yL de
suspensiones de 50 UFC/mL se sembraron en superficie de placas de agar YGC, a
razon de tres réplicas por muestra. Las placas fueron incubadas a 30 °C durante 7
dias.

Se seleccionaron aquellas placas con un recuento de entre 5 y 15 colonias, para
garantizar que las levaduras no sufrieran carencia nutricional durante la incubacién. La

figura 1 ilustra una placa obtenida empleando la metodologia descrita.

Fig. 1. Colonias de Pichia sp. (A) y

Saccharomyces sp. (B) en agar YPD
obtenida por siembra de altas diluciones

de una suspension de un lodo cervecero.

Las caracteristicas morfoldgicas de colonia consideradas en la descripcion y

diferenciacion de levaduras se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas macro-morfolégicas consideradas en la etapa de
aislamiento

CARACTERISTICA OBSERVADA | CATEGORIAS

Tamafio Pequefia/Mediana/Grande

Color Crema/Tostado/Blanco
Consistencia Cerosa/Rigida/Mucosa

Borde Continuo/Discontinuo; Regular/lrregular

Superficie Lisa/Rugosa; Brillante/Mate

Geometria de colonia Rgdonda/ApicuIada/OvaIE
Coéncava/Convexa/Plana;
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Centro protruyente/Centro deprimido

Colonias con diferentes morfologias detectadas en cada placa fueron aisladas
mediante repiques sucesivos en agar YGC, empleando la técnica de agotamiento en
superficie por estria. Las levaduras que presentaron morfologia unica luego de tres
repiques sucesivos se conservaron en agar YPD inclinado a 4 °C.

La morfologia microscopica de los aislamientos se estudid en microscopio 6ptico
(Leica), por observacion de extendidos frescos o de fijaciones tefiidas con cristal

violeta bajo objetivo de inmersion.

3.5 Identificacién de los aislamientos por PCR y secuenciacion

3.5.1 Extraccion de ADN total

Se suspendio una colonia de levadura en 100 uL de solucion 200 mM LiC2H302, 1%
p/V SDS, y se incub6 a 70 °C por 15 min. Se agregaron 300 pL de etanol 96° y se
homogeneizé utilizando vortex. La suspension se centrifugd 3 min a 15000 g, se lavd
el pellet con etanol 70% V/V y se dejé secar a temperatura ambiente. Luego, el pellet
se resuspendié en 150 uL de agua miliQ y se realizé un spin down para precipitar el
debris celular (15 seg a 15000 g).

3.5.2 Amplificacién de las regiones ITS1-ITS2 y D1/D2

Se amplificaron la region ITS1-ITS2 empleando los cebadores ITS1 5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' e ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ (White y
col., 1990) y el dominio D1/D2 empleando los cebadores NL1 (5-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3') y NL4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’)
(Kurtzman y Robnett, 1997) (Invitrogen Company, Thermo Fisher Scientific Inc®, MA
USA).

Las amplificaciones se llevaron a cabo en volumenes finales de 50 pL, empleando 2
ML del sobrenadante de extraccion de ADN (1-50 ng/mL); 5 yL de buffer 10X; 2,5
mmol/L de MgCl,; 200 umol/L de cada dNTP; 0,5 umol/L de cada cebador y 25 U/mL
de Tag ADN polimerasa (Inbio Highway, Tandil, Argentina. BioTools, B&M Labs,
Madrid, Espana). Se empleé un ciclador Techgene and Touchgene (Techne,
Cambridge, UK) programado como se describe a continuacion: 5 min de
desnaturalizacion inicial a 95 °C; seguido de 40 ciclos de 1 min de desnaturalizacién a
95 °C, 1 min de hibridaciéon de cebadores a 55,5 °C, 2 min de extensién a 72 °C; y
extension final de 10 min a 72 °C.

Se comprobé la amplificacion de fragmentos del tamafo esperado mediante
electroforesis en gel de agarosa 0,8% p/V tefiido con SYBR Safe (Invitrogen Company,

Thermo Fisher Scientific Inc®) bajo luz UV.
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3.5.3 Secuenciacion de los amplicones e identificacion

Los amplicones del tamafo adecuado se enviaron al Servicio de Gendmica de la
Universitat de Valencia (Valencia, Espafia) para ser secuenciadas desde ambos
extremos. Alternativamente, se enviaron a Macrogen (Seul, Corea). Se analizé la
calidad de los cromatogramas obtenidos y se obtuvo la secuencia consenso utilizando
el software libre BioEdit Sequence Alignment Editor para Windows. La identidad de los
aislamientos se determiné empleando el algoritmo BLASTn de la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Los aislamientos identificados se conservaron en crioviales a -80 °C como
suspensiones concentradas de células en leche UTH (Mastellone Hnos. S.A.,

Argentina).

3.6 Diferenciacion a nivel cepa por RFLP del ADN mitocondrial ADNmt-RFLP)

La restriccion del ADN total con la endonucleasa Hinfl durante 2 h es un proceso que
conlleva la digestion total del ADN gendmico y parcial del ADN mitocondrial. Al
resolver en gel de agarosa el producto de esta digestion, se obtiene un patron de
bandas correspondiente al ADN mitocondrial, que permite distinguir cepas diferentes
dentro de un panel de levaduras Saccharomyces sp.

3.6.1 Extraccioén de ADN total

La extraccion de ADN de calidad adecuada para esta técnica requiere la inclusion de
pasos de precipitacién de proteinas y ulteriores pasos de purificacion, descritos por
Querol y col. (1992). A partir de un cultivo ON del aislamiento en 5 mL de caldo GPY,
se cosecho el pellet celular y se lavé dos veces con solucion fisiolégica estéril. A
continuacion, se resuspendio en 0,5 mL de solucién 1 mol/L sorbitol, 0,1 mol/L EDTA y
pH 7,5 y se transfirié a un tubo de 1,5 mL, al cual se agregaron 20 uL de una solucién
de zimoliasa 2,5 mg/mL (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc®). El tubo se incubé a
37 °C durante 30-60 min para obtener los esferoplastos. Los esferoplastos se
cosecharon por centrifugacion (1 min a 12000 g) y resuspendieron en 0,5 mL de
solucion 50 mmol/L Tris-HCI, 20 mmol/L EDTA y pH 7,4. Se agregaron 50 uL de
solucion 10% V/V de SDS a la suspension y se incub6é a 65 °C durante 5 min.
Inmediatamente luego de la incubacién, se agregaron 200 uL de KCH3CO> 5 mol/L a 0
°C y se incubd por 30 min en hielo. A continuacion, se centrifugé a 15000 g por 5 min'y
el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio con 1 volumen de isopropanol a 0 °C. Se
incubd en hielo durante 20 min para permitir la precipitacion del ADN y se centrifugo a
15000 g por 10 min.

El pellet de ADN obtenido se lavd con etanol absoluto, luego etanol 70% V/V y se secé

en vacio (SpeedVac Vacuum Cocentrator, Thermo Fisher Scientific Inc®) para eliminar
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el etanol por completo. Finalmente, se resuspendid en agua miliQ estéril y se

cuantifico el ADN en espectrofotémetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc®).

3.6.2 Digestion enzimatica y revelado por electroforesis en gel de agarosa

El analisis RFLP de ADN mitocondrial requiere de una concentracion minima de 3000
ng/uL de ADN total limpio. 20 yL de ADN total de dicha concentracion fueron digeridos
con la endonucleasa Hinfl FD (Fastdigest, Roche Molecular Biochemicals) en un
volumen final de 25 pL, incubando por 2 h a 37 °C. Los fragmentos de restriccién se
separaron en gel de agarosa 0,8% p/V en buffer TAE 1X tefiido con SYBR Safe. Como
marcador de peso molecular se empled el ADN del fago A digerido con endonucleasa

Pstl (fago A/Pstl) (Roche Molecular Biochemicals).

3.7 Identificacion de cepas fermentadoras obligadas

Las levaduras no son capaces de metabolizar glicerol mediante la via fermentativa. La
conversion de glicerol a etanol produciria una molécula de NADH extra, que no podria
ser re-oxidada a NAD* en condiciones de anaerobiosis. Este desbalance redox es la
causa de que el glicerol no sea una fuente de carbono fermentable por las levaduras,
aunque si pueden asimilarlo a través de otras vias metabdlicas. En aerobiosis, las
levaduras que poseen mitocondrias son capaces de respirar este sustrato. Por otro
lado, existen mutantes carentes de mitocondrias que no crecen en glicerol, aun en
presencia de oxigeno.

Con fundamento en esta condicion metabdlica, se ensayd la capacidad de ciertos
aislamientos de crecer en aerobiosis en un medio que contiene glicerol como Unica
fuente de carbono. Se sembraron diluciones seriadas de un cultivo ON en caldo GPY
del aislamiento sospechado mutante en agar YNB (BD Difco™ Yeast Nitrogen Base,
Thermo Fisher Scientific) suplementado con glicerol 3% V/V y se incubd durante 10
dias a 30 °C. Como control del medio se incluyo la cepa aislada de kefir de agua S.
cerevisiae Ka25, de perfil mitocondrial conocido. Como control del estado metabdlico
de las cepas se sembraron placas de YNB suplementadas con glucosa 20% p/V.

En la figura 2 se muestra una fotografia ejemplo de las placas obtenidas luego de 10

dias de incubacion a 30 °C (amablemente brindada por la Lic. Maria Candela Moure).
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Fig. 2. A. Placa de YNB suplementada con glucosa 20% p/V. B. Placa de YNB
suplementada con glicerol 3% V/V. En la fila superior se sembraron diluciones seriadas de
una levadura que no es capaz de respirar la fuente de carbono (carece de mitocondrias),
por lo que puede crecer fermentando glucosa, pero no puede hacerlo en el sustrato no
fermentable glicerol. En la fila inferior se sembraron diluciones seriadas de una levadura

control capaz de respirar.

Aquellas levaduras capaces de crecer en glucosa pero incapaces de desarrollarse en
glicerol como unica fuente de carbono se clasificaron como mutantes petit, levaduras

que carecen de mitocondrias.

3.8 Identificacion de hibridos inter-especificos por RFLP de genes seleccionados
La técnica conocida como PCR-RFLP consiste en la amplificacién de fragmentos
especificos de ADN por PCR, que luego son tratados con endonucleasas de
restriccion. Las diferencias en las secuencias nucleotidicas entre diferentes especies
de levaduras dan lugar a fragmentos de distintos tamafos que son examinados por
electroforesis, obteniéndose patrones de bandas especie-especificos. La identificacion
de cepas y deteccion de hibridos inter-especificos de levaduras Saccharomyces sp.
cerveceras requiere del analisis RFLP de genes especificos, descritos por Pérez
Través y col. (2014).

3.8.1 Extraccion de ADN total y amplificacion

La extraccion de ADN total y las amplificaciones se llevaron a cabo como se describio
en la seccion 3.5, empleando los cebadores detallados en la Tabla 3 para amplificar
los genes MAG2, UBP7 y GSY1. En el caso del gen UBP7, se utilizé un programa de

PCR con temperatura de hibridacion de los cebadores de 50 °C.
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Tabla 3. Genes seleccionados para PCR-RFLP y cebadores empleados para su

amplificaciéon por PCR

Crom* Gen (ORF) Cebador Secuencia
Forward | 5'-ATTGGAAAAAGAATTTTCGAGCAYACRATGAG
VI GSY1 (YFRO15¢)
Reverse | 5-AATTTCTTGCCACCGGCAAGGGTATTCATATT
Forward | 5-CCTCTTAGGTGGGTATGAAAAATGGAARAARAC
IX UBP7 (YIL156w)
Reverse | 5'-CCATTAACAATTACGTTTTTRTCAAACCARTG
Forward | 5-ATGGTAGAACCGGATATGCAGAARAARGC
Xl MAG2 (YLR427w)
Reverse | 5'-AGCTCCAAGGAATTAGATACACCRCAYTTCAT

*Indica el cromosoma donde se encuentra el ORF (Open Reading Frame); las posiciones de los genes
corresponden al genoma de S. cerevisiae. Las secuencias de los cebadores fueron publicadas por Pérez
Través y col. (2014).

3.8.2 Digestiéon enzimatica de los amplicones

Las digestiones de cada producto de PCR se realizaron en voliumenes finales de 20
ML, empleando 15 uL del ADN amplificado. Las endonucleasas de restriccion (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania) utilizadas en cada caso se detallan en
la Tabla 4, extraida de Pérez Través y col. (2014). Las incubaciones se llevaron a cabo
de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Los fragmentos de restriccion se
separaron en geles de agarosa 3% p/V en buffer TAE 1X, utilizando una mezcla de
marcadores de peso molecular de 50 pb + 100 pb (Roche Molecular Biochemicals)
para determinar los tamafios de banda.

3.8.3 Identificacion a nivel especie

Se llevé a cabo comparando el patron de bandas obtenido en cada caso con los

patrones publicados por Pérez Través y col. (2014), sintetizados en la Tabla 4.
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Tabla 4. Tamainhos de bandas generados por RFLP de los genes amplificados

segun la especie dentro del género Saccharomyces

Cromosoma X ). ¢ ). ¢ Vi
GENEndonucleasa | - ymaG2/Mspl GSY1/Mspl GSY1/Hinfl UBP7/Tagql
Tamario 1000 770 770 990

amplificado
S. cerevisiae 490, 400, 100, 10 600, 160, 10 290, 180, 180, 60, 50 350, 340, 300

290, 180, 180, 60, 40

410, 270, 95, 95, 80

S. kudriavzevii 600, 225, 175 325, 270, 160,15 10 50
S. uvarum 835, 175 380, 320,50, 10 | 320,240,90,70,50 | 2% 2250’ 15‘30' 150,
S. eubayanus 600, 235, 175 380, 320, 50, 10 320, 240, 200 310, 275, 275, 80, 50

S. paradoxus

350, 225, 115, 115
75, 65, 60

300, 220, 190, 50

290, 240, 180, 50

380, 265, 180, 80, 80

S. mikatae

490, 225, 175, 115

575, 190

290, 240, 180, 50

380, 270, 140, 120
80

S. arboricolus

no evaluado

425, 190, 150

290, 180, 180, 60, 50

550, 260, 90, 80

Tabla adaptada de los datos publicados por Pérez Través y col. (2014). Los tamafios de los fragmentos se

indican en pares de bases (pb).

Adicionalmente, para identificar a nivel especie las cepas Meyerozyma sp. se realizd
un analisis de restriccion de la region ITS1-ITS2 de acuerdo a Romi y col. (2014).
Segun lo reportado por los autores, la digestién de este amplicon con la endonucleasa
Taql genera patrones de bandas que permiten diferenciar cepas M. caribbica de cepas
M. guilliermondii. Los productos de restriccion se analizaron en gel de agarosa, como
se describié previamente, y se identificd a las cepas cerveceras comparando con los

patrones de banda reportados por Romi y col. (2014), sintetizados en la Tabla 5.

Tabla 5. Tamanos de bandas ITS-RFLP de M. guilliermondiiy M. caribbica

Amplicon/Endonucleasa de corte ITS1-ITS2/Taql

Tamaino amplificado 607

M. guilliermondii 240, 170, 60

M. caribbica 240, 170, 130, 60

Datos publicados por Romi y col. (2014). Los tamafios de los fragmentos se indican en pares de

bases (pb).
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3.9 Estudio de parametros cinéticos de crecimiento en distintos medios

Las curvas de crecimiento se llevaron a cabo de acuerdo a lo descrito por Alonso del
Realy col. (2017), con algunas modificaciones.

3.9.1 Cinéticas de crecimiento en microplaca

Pre-cultivos ON en caldo GPY (seccién 3.3) de las levaduras se cosecharon, lavaron
con solucion fisiolégica estéril y diluyeron a una DOeg inicial de 4. 20 pyL de cada
suspensién se sembraron una placa estéril de 48 fosas de fondo plano (Falcon™,
Fisher Scientific SL, Madrid, Espana) en triplicado por cada tratamiento. A
continuacién, se completaron las fosas con 380 uL de cada medio. La evolucion de la
DOesoo se monitoreé en un equipo SPECTROstar Omega (BMG Labtech, Offenburg,
Germany) durante 72 h, programado para incubar a 20 °C y medir cada 30 min, de
forma de obtener suficientes mediciones para lograr un ajuste estadisticamente
significativo al modelo matematico propuesto por Zwietering y col. (1990).

3.9.2 Modelo matematico de crecimiento microbiano y calculo de los parametros
de crecimiento.

Se realizd un ajuste a la ecuacion de Gompertz re-parametrizada (Zwietering y col.,

1990) empleando el soporte en linea GCAT (http://www.glbrc.org/gcat-vm/, Genomes

for life). Este modelo matematico de crecimiento microbiano establece:

y =D x exp {—exp [((Mmax X €) /D) x (A — 1) + 1]} (1.0)

Donde y = In (DO«DOy); DOy es la DOego inicial; DO; es la DOgyo a tiempo t; D es el
maximo asintético, equivalente a In (DOmax/DOo); Mmax €S la velocidad maxima
especifica de crecimiento [h™"]; y A es el tiempo de latencia [h].

Aquellas cinéticas de crecimiento que ajustaron adecuadamente al modelo se
seleccionaron para el calculo de sus parametros de crecimiento. La cosecha maxima,
DOnmax, s€ obtuvo como el maximo asintotico de la curva DOggo Vs tiempo. La velocidad
maxima especifica de crecimiento, pumax, S€ calculd como la pendiente de la porcion
lineal de la curva, correspondiente a la etapa de crecimiento exponencial. El tiempo de
latencia, A, se calculé como la interseccion con el eje de abscisas de la porcion lineal

de la curva que describe la etapa exponencial de crecimiento extrapolada:

A='b/“max (11)
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Donde A es el tiempo de latencia [h]; umax €S la velocidad maxima especifica de
crecimiento [h™"]; y b es la ordenada al origen de la curva lineal que describe la etapa
de crecimiento microbiano exponencial.

3.9.3 Medios de cultivo ensayados

Los medios evaluados fueron caldo YNB suplementado con glucosa 0,5% p/V; caldo
YNB suplementado con maltosa 0,5% p/V; caldo YNB suplementado con maltosa
0,1% p/V y maltotriosa 0,5% p/V; caldo YNB suplementado con extracto de malta
microbioldgico 0,5% p/V; caldo YPD; y mosto cervecero estéril, de concentracién de
azucares (OG, de sus siglas en inglés Original Gravity; densidad especifica) 9,98 °Bx y
pH 5,5. El contenido de azucares del mosto se determiné utilizando un refractémetro

manual (Master 20T, Atago, Tokyo, Japan).

3.10 Micro-fermentaciones en mosto cervecero

Una cepa representante de cada perfil mitocondrial obtenido en etapas previas del
estudio, mediante la técnica descrita en la seccién 3.6, se seleccioné para realizar
micro-fermentaciones de mosto de cebada controladas y estudiar sus parametros
fermentativos.

3.10.1 Formulacion del mosto cervecero

Se disolvieron 90,0 g de extracto de malta cervecera rubia en polvo (Brewferm,
Bélgica) en 500 mL de agua destilada, se adicionaron 0,9 mg/L de ZnS0O..7H,0 (0,25
mg/L de ZnSO., Sigma Aldrich, Merck, Alemania) y se llevé pH a 4,5 £ 0,1 con acido
lactico, de acuerdo a lo reportado por Holt y col. (2018). Se esterilizd por autoclave a
110 °C por 15 min.

Se obtuvo un mosto de 17,0 °Bx, medidos con refractdmetro manual (Master 20T,
Atago). Se separo por filtrado en vacio la fraccién de proteina sedimentada durante el
autoclavado y la concentracién de azucares en la fraccion liquida recuperada se ajusto
por agregado de solucion de ZnSO4 0,25 mg/L estéril pH 4,5 £ 0,1 cuando se lo
requiri6. Se adicionaron 417 pL/L de extracto de lupulo isomerizado (Bélgica),
previamente filtrado por poro de 0,22 pm.

El mosto obtenido se alicuotd6 en botellas de 100,0 mL (SCHOTT AG,
Hattenbergstrasse, Mainz, Alemania) estériles a razén de 70,0 mL por botella.

3.10.2 Pre-inoéculo y siembra del mosto

El pre-indculo de las levaduras se realizdé en 50,0 mL de caldo extracto de malta estéril
incubados ON a 28 °C.

Las células en el preindculo se cuantificaron empleando Muse® Cell Analyzer (Merck
Millipore, Alemania) y se ajustd para obtener una concentracion final de 2 x 10°

células/mL en botellas de 70,0 mL de mosto. Se inocularon las botellas rotuladas y se
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taparon con valvulas Muller esterilizadas bajo luz UV (Fig 3A). Se registré el peso a

tiempo cero de fermentacion de cada botella.

Fig. 3. Micro-fermentaciones. A. Botella con
mosto cervecero estéril y valvula para gases
Muller preparada para micro-fermentacién. B.
Viales para HPLC conteniendo el producto de
micro-fermentacion cervecera filtrado (adelante);

jeringa con filtro de nylon de 0,22 ym (atras).

3.10.3. Micro-fermentaciones

Las botellas se incubaron a 20 °C en agitador orbital (140 rpm) para lograr la aireacion
que ocurre naturalmente en el fermentador cervecero por efecto del burbujeo de CO,
durante la fermentacion. Cada cepa de levadura se ensayd por ftriplicado y se
incluyeron controles de esterilidad (botellas con mosto sin inocular) y controles
positivos de fermentacion (botellas sembradas con pre inéculo de levadura comercial
SafaleT-58, Fermentis, Francia), ambos por triplicado.

Las fermentaciones se monitorearon por pérdida de peso (Pérez-Través y col., 2014)
hasta el registro de dos pesadas consecutivas con diferencias inferiores a 0,10 g,
momento en el cual se considerd finalizada la fermentacion y se procesaron las
muestras.

El lodo de levaduras se cosecho por centrifugacion en esterilidad y se conservé a 4 °C
hasta ulteriores ensayos. El sobrenadante de fermentacion se filtré por poro de nylon
de 0,22 ym (Symta, Madrid, Espana) y se dispuso en viales aptos para HPLC (Fig.
3B).
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3.10.4 Determinacion del contenido azicares, glicerol, etanol y acidos organicos
del producto fermentado mediante HPLC

Se empled un cromatégrafo Thermo (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
equipado con detector de indice de refraccion y columna HyperREZTM XP
Carbohydrate H* 8um (Thermo Fisher Scientific), protegida por un HyperREZTM XP
Carbohydrate Guard (Thermo Fisher Scientific). Como eluyente se utilizé H,SO4 1,5
mmol/L, el flujo fue de 0,6 mL/min y la temperatura del horno de 50 °C. Cada muestra
se inyectd por duplicado.

3.10.5 Construccién de la curva de fermentacién y analisis estadistico

Para construir la curva de fermentacion, el incremento en la pérdida de masa se

corrigio por el porcentaje de azucar consumido, segun Pérez-Través y col. (2014):

C={(m x [S-R]) / (mr x S)} x 100 2)

Donde C es el porcentaje de azucar consumido al tiempo t; m es la masa perdida [g] al
tiempo t; S es la concentracion inicial de azucar en el mosto [g/L]; R es la
concentracion de azucar residual en el mosto fermentado (glucosa + fructosa) [g/L]; y
m; es la masa perdida acumulada al final de la fermentacion [g]. El valor R se obtuvo
mediante analisis HPLC del mosto fermentado.

Se graficaron la pérdida de peso [g/L] vs tiempo y el porcentaje de glucosa inicial
consumido vs tiempo, y se verific el ajuste de las curvas a la ecuacion de Gompertz
re-parametrizada, propuesta por Zwietering y col. (1990) (ecuaciéon 1.0). Los
parametros cinéticos de maximo peso perdido, velocidad maxima de fermentacién y
tiempo de latencia, calculados como se describe en la secciéon 3.9.2, y los datos
obtenidos mediante analisis HPLC de los productos de fermentacién se evaluaron para
detectar diferencias significativas mediante ANOVA y test de Tukey (P < 0,05),

empleando el software libre InfoStat (Universidad Nacional de Cordoba, Argentina).

3.11 Tolerancia al pasaje por temperatura y pH estomacal e intestinal de pollos
(en suspension de solucioén fisiologica)

Cultivos de 48 h a 30 °C en caldo YPD de las levaduras o starters comerciales
liofilizados re-constituidos en PBS estéril durante 30 min, fueron lavados dos veces
con SF, contados en camara de Neubauer y re-suspendidos a concentraciones finales
de 10°-10" UFC/mL en SF estéril de pH 2,5 (gastrico), ajustado con HCI 3 mol/L y
termostatizada a 41 °C. Las suspensiones se incubaron durante 2 h a 41 °C y se
cosecharon y lavaron dos veces con SF. A continuacién, se re-suspendieron en SF

estéril de pH 8,0 (intestinal), ajustado con NaOH 1 mol/L y termostatizada a 41 °C. Las
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suspensiones se incubaron durante 6 h a 41 °C. Se tomaron alicuotas de las
suspensiones de levaduras a tiempo inicial, post incubacion gastrica y post incubacion

intestinal para realizar recuentos en agar YPD.

3.12 Determinacion de la resistencia a las condiciones del tracto gastrointestinal
de polios in vitro (temperatura, pH, enzimas digestivas y bilis)

La técnica se realizé siguiendo los lineamientos publicados por Minekus y col. (2014),
con las modificaciones necesarias para adaptarlos al modelo de tracto gastrointestinal
(TGI) de pollo.

3.12.1 Preparacion de soluciones gastrica e intestinal

Las soluciones se prepararon por disolucion de sus componentes en SF y posterior

esterilizacion mediante filtrado por poro de 0,22 pm.

3,0 g/L de pepsina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)

Solucion gastrica (SG) pH 2,5 ajustado con HCI 3 mol/L

1 g/L de pancreatina porcina (Sigma-Aldrich)
Solucién intestinal (Sl) | 70 g/L de sales biliares (Britania S.A., CABA, Argentina)
pH 8,0 ajustado con NaOH 1 mol/L

3.12.2 Incubaciones en soluciones del TGI de pollos simulado

Cultivos de levaduras cerveceras en caldo YPD fueron lavados dos veces con SF
estéril, contados en camara de Neubauer y re suspendidos a concentraciones finales
de 10°-107 UFC/mL en SG termostatizada a 41 °C. Se incubo las suspensiones
gastricas durante 2 h a 41 °C.

Luego, se cosecharon y lavaron dos veces los pellets de levaduras con SF y se re-
suspendieron en Sl termostatizada a 41 °C. Se incubd las suspensiones intestinales
durante 6 h a 41 °C. Se tomaron alicuotas de las suspensiones de levaduras a tiempo
inicial, post incubacién gastrica y post incubacion intestinal para realizar recuentos en
agar YPD.

3.13 Condiciones de cultivo de las levaduras aisladas y starters cerveceros
seleccionados
Se determinaron tres condiciones de cultivo para el estudio comparativo de ciertas
propiedades probidticas, antimicrobianas y antifingicas de las levaduras, que se
describen a continuacion:

a) 10,0 mL de caldo YPD a 30 °C por 48 h.

b) 10,0 mL de mosto cervecero estéril, OG 9,98 °Bx a 30 °C por 72 h.

78



c) Micro-fermentaciones de 700,0 mL de mosto cervecero estéril, OG 9,98 °Bx
a 18 °C hasta atenuacion.

La condicion (a) establece un medio de cultivo nutricionalmente éptimo para las
levaduras. La condicion (b) permite estudiar los efectos del cultivo de las levaduras en
un medio osmoéticamente estresante como el mosto de cebada.
La condicion (c), denominada micro-fermentaciéon, emula las condiciones de
produccion de lodo de levaduras en la cerveceria a escala laboratorio, incluyendo
tiempo y temperatura de incubacion. El punto de atenuacion, definido como el final de
la fermentacion, se midié a través del consumo de azucar disuelto en el mosto. Para
ello, cada 24 h se tom6 una alicuota del sobrenadante de fermentacion en esterilidad y
se midi6 su contenido de azucares utilizando un refractémetro manual (Master 20T,
Atago, Tokyo, Japan). La fermentacion se considero finalizada al determinar idénticos
valores de concentraciones de azucares en dos muestras sucesivas del sobrenadante
de micro-fermentacion.
El mosto cervecero utilizado no fue producido en el laboratorio, sino donado por un
productor artesanal local, ajustado a 9,98 + 0,02 °Bx, esterilizado por autoclave

durante 15 min a 121 °C y decantado para eliminar el exceso de proteina floculada.

3.14 Determinacion de la resistencia a las condiciones del TGI de pollos in vitro
de levaduras cultivadas en mosto cervecero

A partir de los resultados obtenidos en estudios previos (seccion 3.12), se seleccion6
un subgrupo de levaduras cerveceras en base a su capacidad de tolerar las
condiciones gastrointestinales de pollos emuladas in vitro.

Se estudid la capacidad de las levaduras seleccionadas, cultivadas en las condiciones
b y ¢ descritas en la seccién 3.13, de resistir el pasaje por el TGl de pollos empleando

un protocolo analogo al descrito en la seccién 3.12.

3.15 Obtenciéon de sobrenadantes libres de células de cultivos de levaduras
cerveceras

Sobrenadantes libres de células (SLC) de cultivos en caldo YPD y sobrenadantes de
micro-fermentacion (condiciones a y c, respectivamente, seccion 3.13) de las
levaduras se obtuvieron por centrifugacion y posterior filtracién de los sobrenadantes
obtenidos con filtros de nylon estériles de 0,22 um de poro (Sartorius™, Goettingen,
Germany). La ausencia de células viables se verificd por ausencia de crecimiento en

placas de agar YPD sembradas con los SLC obtenidos.
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3.16 Determinacion del efecto bactericida y bacteriostatico de los sobrenadantes
libres de células frente a S. Enteritidis CIDCA 101 y E. coli EHEC 60169

Cultivos ON de las bacterias patdégenas en caldo nutritivo se cosecharon, lavaron dos
veces con SF estéril y resuspendieron para obtener suspensiones de turbidez
comparable al patrén McFarland 0.5, equivalentes a 108 bacterias/mL.

En tubos cénicos estériles de 1,5 mL se dispusieron los SLC de levaduras, obtenidos

como se describe en la seccién 3.15, de acuerdo al siguiente esquema:

Tratamiento Composicion en volumenes

Tubo 100% 1 mL de SLC

Tubo 90% 900 yL de SLC + 100 uL de caldo nutritivo
Tubo 80% 800 uL de SLC + 200 uL de caldo nutritivo
Tubo 70% 700 pL de SLC + 300 yL de caldo nutritivo
Tubo 60% 600 uL de SLC + 400 uL de caldo nutritivo
Tubo 50% 500 yL de SLC + 500 uL de caldo nutritivo

Control positivo | 1 mL de caldo nutritivo

Control negativo | 1 mL de SLC

Se sembraron todos los tubos, a excepcion del control negativo, con 10 uL de la
suspension bacteriana y se incubaron ON a 37 °C.

Para determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM), asociada al efecto
bacteriostatico, se verific6 presencia/ausencia de desarrollo bacteriano por
observacion de turbidez en la suspension. Aquellas suspensiones que no evidenciaron
turbidez fueron sembradas en agar nutritivo para determinar su poder bactericida y la

concentracion bactericida minima (CBM).

3.17 Estudio de la capacidad de autoagregacion de levaduras cerveceras

Cultivos de 10,0 mL en caldo YPD y en mosto cervecero (condiciones a y b, seccién
3.13) de las levaduras se cosecharon, lavaron dos veces con SF estéril y contaron en
camara de Neubauer. Los pellets resultantes se resuspendieron para obtener
suspensiones de 108 células/mL en SF. Las suspensiones se dejaron decantar y su
DOeoo se midid a tiempo inicial y transcurridas 1 y 3 h en espectrofotdmetro Spectronic
20 (Thermo Scientific, USA), cuidando de no alterar la suspension de
microorganismos. El coeficiente de auto-agregacion (Caa) de cada levadura se calculd
de acuerdo a Del Re y col. (2000):
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Cara =1 - (DOsoo t3/ DOsoo to) (3)

Donde DOeno t3 €s la DOggo medida transcurridas 3 h de ensayo y DOeoo to €s la DOsgoo

inicial.

3.18 Determinacion de la capacidad de las levaduras cerveceras de co-agregar
con S. Enteritidis CIDCA 101 y E. coli ATCC 25922

Levaduras obtenidas en las condiciones de cultivo descritas en la seccion 3.13 se
cosecharon, lavaron dos veces con SF estéril, contaron en camara de Neubauer y re-
suspendieron a concentraciones finales de 108 células/mL en SF.

Cultivos ON de las bacterias patégenas se cosecharon, lavaron dos veces con SF
estéril y re-suspendieron para obtener suspensiones de turbidez comparable al patron
McFarland 0.5, equivalente a 108 bacterias/mL.

Se mezclaron 750 uL de la suspension de levaduras y 750 uL de la suspension del
patdogeno, previamente homogeneizadas, en cubetas de vidrio aptas para
espectrofotdmetro y se homogeneizaron durante 3 min en vortex. Se incluyé un control
de auto-agregacion del patdgeno, consistente en 750 uL de la suspensiéon del
patégeno y 750 uL de SF estéril. Se midié la DOsgo a tiempo inicial y transcurridas 1, 2
y 3 h en espectrofotometro Spectronic 20. El coeficiente de co-agregacion (Cca) se

calcul6 de acuerdo a Zavala y col. (2016):

Cca=1-(DOeoo t3/ DOsoo to) - Cpatx 4)

Donde DOewo t3 es la DOgsoo de la suspension microbiana transcurridas 3 h de co-
incubacién, DOsoo to €s la DOego inicial de la suspension microbiana y Cpax €s el
coeficiente de auto-agregacion del patégeno evaluado a 3 h, calculado como se indica
en la seccién 3.15, ecuacion 3.

Finalizados los tiempos de co-incubacion de levaduras y patdgenos, se tomaron
muestras de los microorganismos sedimentados en el fondo de las cubetas de vidrio
para realizar extendido, secado, fijacion sobre portaobjeto y tincion de Gram vy

observar los fléculos bajo microscopio 6ptico bajo objetivo de inmersién (100X).
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3.19 Ensayo de adhesion de las levaduras cerveceras a células intestinales
Caco-2/TC7

La capacidad de las levaduras cerveceras de adherirse a enterocitos se estudio
siguiendo el protocolo publicado por Diosma y col. (2013). Estos autores reportaron
que el porcentaje de adhesion de levaduras de diferentes géneros a la linea celular
Caco-2/TC7 fue independiente del ino6culo inicial, cuando se inocularon
concentraciones de 108, 107, 108 y 105 UFC/mL. De acuerdo a sus resultados, se
decidid estudiar una Unica concentracion de inoculo de levaduras cerveceras, 108
UFC/mL.

Cultivos de las levaduras fueron cosechados, lavados con SF estéril y resuspendidos
en suficiente volumen de DMEM de adhesion (GIBCO BRL Life Technologies, EEUU,
Tabla 1, Parte Il, seccién 3.3) para obtener suspensiones de 10% levaduras/mL. Las
monocapas celulares se incubaron con 500 ulL/fosa de la suspension de levadura
durante 1 h a 37 °C en una atmoésfera de 5% CO.,. Posteriormente, se lavaron las
monocapas 3 veces con PBS para eliminar las levaduras no adheridas y se lisaron por
incubacion de 30 min a 37 °C con 500 pL/fosa de agua destilada estéril. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado.

Diluciones apropiadas de las suspensiones de células lisadas fueron plaqueadas en
agar YPD para cuantificar las levaduras adheridas. El porcentaje de levaduras

adheridas se calculd respecto del numero de levaduras inoculadas.

3.20 Determinacién de la asociacion e invasion de S. Enteritidis CIDCA 101 a
monocapas de células Caco-2/TC7 pre-incubadas con levaduras cerveceras

La capacidad de S. Enteritidis CIDCA 101 de asociarse e invadir la linea celular Caco-
2/TC7 fue determinada en presencia y ausencia de levaduras cerveceras, de acuerdo
al protocolo descrito por Lépez y col. (2013).

3.20.1 Estudio de asociacién

Cultivos de Salmonella y de las levaduras (condiciones a, b y ¢, seccion 3.13) fueron
cosechados, lavados y resuspendidos en DMEM de adhesion (GIBCO BRL Life
Technologies, EEUU, Tabla 1, Parte Il, seccién 3.3) a una concentracion final de 108
microorganismos/mL. Las monocapas de Caco-2/TC7 se lavaron dos veces con PBS
estéril y se incubaron 1 h con la suspensién de levadura en una atmésfera de 5% de
COz a 37 °C. Luego, las monocapas se lavaron 3 veces con PBS estéril y se incubaron
por 1 h con la suspension de Salmonella. Como controles se incluyeron fosas sin
microorganismos (incubadas con 500 yL de DMEM estéril) y fosas que fueron
incubadas unicamente con Salmonella, sin tratamiento previo con levaduras. Cada

tratamiento se realizé por triplicado.
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Para cuantificar la cantidad de bacterias asociadas (adheridas en superficie e
internalizadas), las monocapas se lavaron con PBS y se incubaron por 30 min con 1
mL/fosa de agua destilada estéril, estimulando la lisis celular. Alicuotas de los
sobrenadantes celulares lisados fueron sembradas en diluciones apropiadas en agar
nutritivo para la cuantificacion de Salmonella asociada (incubacién ON a 37 °C).

3.20.2 Estudio de invasion

Las bacterias internalizadas se cuantificaron por el protocolo de proteccién por
aminoglicésido (Lopez y col.,, 2013), empleando gentamicina para eliminar las
bacterias adheridas no internalizadas. Se sigui6é el protocolo descrito en 3.20.7 v,
luego de la incubacion con Salmonella, las monocapas celulares se lavaron 3 veces
con PBS estéril y se incubaron durante 2 h con 1 mL/fosa de gentamicina (200 pug/mL
en PBS) a 37 °C en atmosfera de 5% de COaz. Luego, se reiteraron los 3 lavados con
PBS estéril y las monocapas se lisaron con 1 mL/fosa de agua destilada estéril durante
30 min. Diluciones adecuadas de las suspensiones celulares lisadas se sembraron en
agar nutritivo e incubaron ON a 37 °C para recuento de Salmonella internalizada.
3.20.3 Calculo de bacterias asociadas y bacterias internalizadas

Todos los tratamientos se ensayaron, al menos, por triplicado. El porcentaje de
bacteria asociada/internalizada se calculd respecto de la cantidad de bacteria

inoculada como:

% = UEC/mL recuento final x 100 (5)
UFC/mL inicial

3.21 Determinacién del dafo celular producido por S. Enteritidis CIDCA 101 y E.
coli EHEC 60169 sobre Caco-2/TC7 en presencia de levaduras cerveceras

Para evaluar el dafio celular producido por S. Enteritidis CIDCA 101 y E. coli EHEC
60169 sobre la linea celular Caco-2/TC7, se cuantifico la actividad lactato
deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de cultivo. La actividad LDH correlaciona
cuantitativamente con la cantidad de enzima liberada al medio de cultivo por la
permeabilizacion de la membrana celular eucariota, la cual se asocia al grado de dano
celular (Legrand y col., 1992).

El ensayo de incubacion de la linea celular con suspensiones de levaduras cerveceras
y de los patégenos se llevd a cabo como se describe en la secciéon 3.20.1, con un
inoculo inicial de E. coli EHEC 60169 de 106 UFC/mL de DMEM. Finalizadas las
incubaciones, se tomaron alicuotas del sobrenadante de cultivo de cada fosa,
preservando la integridad de la monocapa. La actividad LDH en sobrenadantes fue

cuantificada empleando el kit LDH-P Unitest (Wiener Lab, Argentina), siguiendo las
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instrucciones del proveedor. La cinética enzimatica fue monitoreada en
espectrofotdmetro Beckman DU-650 UV-Vis (Palo Alto, USA).

3.22 Estudio de la inhibicién de la germinacion de conidios de Aspergillus sp.
por SLC de cultivos de levaduras cerveceras

Los SLC se obtuvieron como se describe en la seccion 3.15 a partir de cultivos de
levaduras en caldo YPD y micro-fermentaciones (condiciones a y ¢, seccion 3.13).

A partir de cultivos esporulados de A. parasiticus CMUNLP7 y A. flavus CMUNLPI5 en
agar papa inclinado, se prepararon suspensiones de 10* conidios/mL en solucion de
esporas (seccion 3.3), cuya concentracion se determind por recuento de conidios en
camara de Neubauer.

Microplacas estériles de 96 fosas de fondo plano (Greiner Bio One) se inocularon con
190 yL de SLC y 10 uL de la suspension de conidios. Como controles positivos de
germinacion fungica, fosas con 190 yL de caldo YPD estéril 0 mosto cervecero estéril
se sembraron con 10 uL de la suspension de esporas. Como controles negativos,
fosas con 190 yL de caldo YPD o mosto cervecero estéril se sembraron con 10 uL de
solucién de esporas estéril.

La microplaca se incub6 a 30 °C durante 48 h y se determiné
espectrofotométricamente el desarrollo fungico (Beckman DU 650, 580 nm). El
porcentaje de inhibicidon/reduccion de la germinacion fungica se calculé de acuerdo a

Gerez y col. (2009) como:

A=[1-(B-D)/(C-D)]x 100 (6)

Donde A es el porcentaje de reduccion de la germinacion; B es la DOsgy de la fosa

tratamiento; C es el respectivo control positivo; y D es el respectivo control negativo.

3.23 Estudio de la reduccion del crecimiento de Aspergillus sp. co-incubado en
medio sélido con levaduras cerveceras

Los experimentos se adecuaron a partir del protocolo publicado por Vero y col. (2013),
introduciendo modificaciones con el objetivo de estudiar aspectos adicionales del
antagonismo de las levaduras cerveceras contra Aspergillus sp.

Suspensiones de Aspergillus sp. de 10* conidios/mL se obtuvieron como se describe
en la seccion 3.22. Cultivos densos de levaduras cerveceras en caldo YPD se
obtuvieron luego de incubar por 48 h a 30 °C.

El esquema de siembra en placa de Petri de 90 mm que se ilustra en la figura 4, se

adopté de Vero y col. (2013). Una estria de la levadura se sembré a 20 mm de uno de
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los bordes y 10 uL de suspension de conidios de Aspergillus sp. a 20 mm del borde
opuesto de una placa de PDA, dejando secar bajo flujo laminar hasta absorcién

completa del liquido.

Fig. 4. Esquema de siembra de co-cultivo de
levaduras y Aspergillus sp. en medio sdlido. En la
placa de PDA se sembraron 10 pL de Ia
suspension de Aspergillus sp. a 20 mm de un
borde (A) y una estria de levadura a 20 mm del
borde opuesto (B). La flecha violeta indica la
direccion en la que se realiza la medida del radio
fungico, desde el centro del in6culo hacia el limite
del micelio. La linea punteada representa el

perimetro fungico.

Las placas se incubaron a 30 °C, con la tapa hacia arriba para evitar la dispersion de
conidios fungicos, y se realizaron medidas con calibre de los radios de crecimiento
fungico a diferentes tiempos, desde el punto de siembra de Aspergillus sp. hacia el
limite del micelio, en direccidn a la estria de levadura cervecera (Fig. 4).

Se incluyeron controles de crecimiento fingico positivo en ausencia de levadura con el
mismo esquema de siembra en placa. Las medidas continuaron hasta el momento en
que el control positivo respectivo alcanzo el borde de la placa de Petri mas alejado del
punto de siembra (70 mm). Cada tratamiento y cada control se ensay6 por triplicado.
Al graficar los datos de radio fungico [cm] vs tiempo [h] se obtuvieron curvas de
crecimiento sigmoideas, a partir de las cuales se calcularon los parametros de
crecimiento fungico, segun Armando y col. (2013). Tomando la porcion lineal de la
curva, asociada al crecimiento exponencial, se calculd la maxima velocidad de
crecimiento fungico como su pendiente y la fase de latencia como la interseccion entre

el eje de abscisas y la regresion lineal extrapolada.
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3.24 Estudio de la reduccion del crecimiento de Aspergillus sp. por compuestos
volatiles producidos por levaduras cerveceras

Los experimentos se realizaron de acuerdo a los protocolos publicados por Vero y col.
(2013), con algunas modificaciones. A partir de cultivos esporulados de A. parasiticus
y A. flavus en agar papa inclinado, se prepararon suspensiones de 10* conidios/mL
como se describe en la seccién 3.22.

Una placa de PDA se inoculé en el centro con 10 uL de la suspension de conidios y se
dej6 secar. Otra placa de PDA se sembrd en superficie con un cultivo denso de
levaduras en caldo YPD, empleando perlas de vidrio estériles para generar un césped,
y se dejo secar. Bajo flujo laminar, las placas inoculadas se enfrentaron y sellaron por
los bordes con Parafilm®M (Marienfeld Superior, Alemania) para evitar la pérdida de

compuestos volatiles durante la incubacion, como se ilustra en la figura 5.

Placa PDA con césped de levaduras

FPlaca PDA con indeulo central de conidios fungicos

Fig. 5. Esquema de co-incubacion de levaduras cerveceras y Aspergillus sp. para el
estudio del efecto de los compuestos volatiles de levaduras sobre la germinacion de
conidios y crecimiento fungico. A la izquierda se muestra un esquema de la
disposicion de las placas de PDA inoculadas con los microorganismos. A la derecha,

una fotografia de la camara de co-cultivo ensamblada.

Las placas enfrentadas se incubaron a 30 °C, colocando el agar inoculado con el
hongo por debajo, para impedir la contaminacién de la placa de levadura con esporas
fungicas. El esquema de co-incubacién impide el contacto directo entre las levaduras y
el hongo, que comparten una misma micro-atmaésfera (Fig. 5).

Se realizaron controles positivos de crecimiento fungico en ausencia de volatiles de
levaduras, enfrentando una placa PDA inoculada con la solucién de esporas y una
placa PDA estéril. Se incluyeron también controles de crecimiento de las levaduras en
ausencia de hongos, enfrentando una placa PDA inoculada con césped de levaduras y
una placa PDA estéril. Los tratamientos y controles se realizaron por triplicado.

A diferentes tiempos se tomd la medida del diametro de crecimiento fungico con
calibre, hasta que los controles positivos de crecimiento alcanzaron el borde de la
placa. A partir de las graficas de diametro fungico [cm] vs tiempo [h] se determinaron
los parametros de crecimiento fungico en presencia y ausencia de compuestos

volatiles de levaduras, como se describe en la seccion 3.23.
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3.25 Estudio del dano celular producido por AFB: sobre la linea celular HepG2 en
presencia/ausencia de levaduras cerveceras

Se cuantificod el dafio celular producido por AFB+1 sobre la linea celular de hepatocitos
humanos HepG2, de acuerdo a Gamba y col. (2015b). Cultivos de levaduras
cerveceras en caldo YPD y de micro-fermentacion (condiciones a y c, seccion 3.13)
fueron cosechados, lavados con PBS estéril y su recuento determinado en camara de
Neubauer. Las levaduras cosechadas se resuspendieron en medio DMEM adicionado
con AFB; (500 ppb) a una concentracion final de 108 UFC/mL y se incubaron durante
30 min a 30 °C en agitacion.

Monocapas confluentes de células de la linea HepG2 fueron incubadas con las
suspensiones de levadura cervecera en DMEM adicionado con AFB+ durante 24 h a
37 °C en atmodsfera de 5% de CO.. Se incluyeron fosas control positivo de dafio
celular, incubadas con solucién de AFB1 500 ppb en DMEM, sin levadura; y fosas
control negativo de dafio celular, incubadas con DMEM estéril, sin AFB+ ni levadura.
Luego de las incubaciones, se recuperaron alicuotas de los sobrenadantes de cultivo,
procurando no dafar la monocapa celular. La actividad LDH en los sobrenadantes,
medida indirecta del dafio celular, se cuantificé empleando el kit LDH-P UV Unitest
(Wiener Lab) y espectrofotdmetro (Beckman DU 650), como se describe en la seccion
3.21.

3.26 Estudio de la capacidad de secuestro in vitro de aflatoxina B por levaduras
cerveceras

3.26.1 Preparacion de las soluciones de aflatoxina B (AFB;)

La solucion stock de aflatoxina B+ (AFB+1) se prepard por solubilizacion de la toxina
cristalina (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EEUU) en acetonitrilo/benceno (98/2). Las
soluciones de trabajo se prepararon por evaporacion de la mezcla acetonitrilo/benceno
y re-suspension de la toxina en metanol. La concentracion final de AFB1 se determiné
espectrofotométricamente a 354 nm (€354=19,800 mol/L*cm) y las soluciones
metandlicas se conservaron a -20 °C.

Para llevar a cabo los experimentos, soluciones de concentracion adecuada fueron
preparadas por dilucién de la solucion metanolica en PBS estéril.

3.26.2 Ensayo de secuestro de AFB;

El ensayo de secuestro de AFB; se realizé de acuerdo al protocolo reportado por
Bueno y col. (2007), con pequefas modificaciones.

Cultivos de levaduras cerveceras (condiciones a, b y ¢, seccién 3.13) se cosecharon,
lavaron dos veces con PBS estéril, contaron en camara de Neubauer y fueron

resuspendidos en solucion 300 ppb de AFB1 en PBS, para obtener suspensiones de
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10® UFC/mL. Las suspensiones se incubaron a 30 °C en agitacion (300 rpm) durante
30 min. Luego, se cosecharon las levaduras por centrifugacion y los sobrenadantes
conteniendo AFB1 no secuestrada se recuperaron y guardaron a -20 °C hasta su
cuantificacion.

3.26.3 Cuantificacion de AFB1 en sobrenadantes de incubacion

Para determinar la cantidad de AFB1 en los sobrenadantes se empledé un ELISA
competitivo directo (Aflatoxin competitive direct ELISA test Veratox®, Neogen
Corporation, Lansing, USA), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se
incluyeron controles positivos (solucion de AFB1 300 ppb en PBS, sin levaduras) y
controles negativos (sobrenadantes de suspensiones de levaduras en PBS, sin AFB+).
Todos los tratamientos y controles se realizaron por triplicado.

El porcentaje de micotoxina secuestrada por levadura cervecera se calculé de acuerdo

a Campagnollo y col. (2015):

A=(B-C-D)/Bx100 (7)

Donde A es el porcentaje de AFB4 secuestrada por la levadura cervecera; B es la
concentracion inicial de AFB1 en PBS (300 ppb); C es la concentracién de AFB+ en el
sobrenadante luego de la incubacién con levadura cervecera; y D es la concentracién

de sustancias interferentes determinadas en el control negativo de ELISA.

3.27 Estudio de la composicion de pared celular de levaduras cerveceras
cultivadas en diferentes condiciones

3.27.1 Condiciones de cultivo

Levaduras cerveceras fueron cultivadas en las condiciones descritas en la seccion
3.13, bajo el inciso a, y en micro-fermentaciones llevadas a cabo en mosto cervecero
estéril a 20 °C en dos condiciones de estrés osmoético y acido diferentes: 17,0 °Bx, pH
4,5 (mayor estrés) y 15,0 °Bx, pH 5,5 (menor estrés). Cada condicion de cultivo se
ensayo por triplicado.

3.27.2 Preparacion de las muestras

La extraccion de mananos y glucosa de pared se realizd6 de acuerdo a Quirds y col.
(2011). Se pesaron tubos de tapa rosca de 2 mL vacios en balanza analitica, dato
necesario para determinar posteriormente el peso seco de levadura. En cada tubo se
cosecharon 4,0 mL de cultivo de levadura por centrifugacion (en alicuotas de 2,0 mL
por vez), los pellets se lavaron con agua destilada estéril dos veces y se secaron al
vacio (Savant™ SpeedVac concentrator, Thermo Scientific) a 65 °C hasta peso

constante.
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3.27.3 Extraccion de mananos de pared por hidrdlisis dcida

Los pellets obtenidos se resuspendieron en 100 pL de solucion de H.SO4 1 mol/L y se
hidrolizaron a 100 °C durante 5,5 h. Finalizada la hidrdlisis, se mezclé el contenido de
los tubos en vortex y se juntd la totalidad de la suspension en el fondo del tubo
realizando un spin en microcentrifuga (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Cada
muestra de hidrdlisis se diluydé con 900 pyL de agua miliQ.

3.27.4 Cuantificacion de la manosa y glucosa liberadas por HPLC

Para eliminar los restos de H;SOs antes del analisis por HPLC, se pasaron las
muestras por columnas Strata NH> 500 mg/3 mL (Phenomenex, USA, Fig. 6),
previamente acondicionadas por lavado con 15 mL de agua miliQ. Las fracciones
eluidas se filtraron por filtro de nylon de 0,22 ym de poro y se reservaron a -20 °C
hasta analisis HPLC.

Fig. 6. Elucion de los hidrolizados de
pared celular por columnas Strata NH:2
500 mg/3 mL (Phenomenex, Estados

Unidos) en sistema de vacio.

La glucosa y manosa libres se cuantificaron en HPLC equipado con columna de plomo
PL Hi-Plex Pb 8 um (Varian, Inc., UK) y detector de indice de refraccién. Como fase
movil se utilizé agua miliQ con un flujo de 0,6 mL/min a 70 °C. Cada muestra se corrid
por 20 min y se analizé por duplicado.

La curva estandar se prepard por dilucion de manano comercial de S. cerevisiae
(Sigma-Aldrich) en agua miliQ, produciendo 10 soluciones de concentraciones
diferentes dentro del rango de 250 a 25 mg/L, que fueron sometidas a la doble

hidrolisis descrita.
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Los resultados determinados a partir de la curva estandar de manosa comercial se
normalizaron considerando el peso seco de levadura, que se calculd6 como la

diferencia entre el peso del tubo con levadura seca y el peso del tubo vacio.

3.28 Estudio de co-fermentaciones alternativas con un starter cervecero mixto
Contemplando la composicién mixta de algunos starters, se decidié llevar a cabo el
estudio de las condiciones de co-fermentacién que permiten obtener el mejor producto
de fermentacién. Se llevaron a cabo co-fermentaciones simultdneas y secuenciales
con un starter mixto seleccionado y cepas aisladas a partir del mismo. Las
fermentaciones de mosto de cebada se monitorearon por pérdida de peso, como se
describié en la seccion 3.10.3, y sus productos de fermentacién se analizaron
mediante HPLC, en las condiciones descritas en la seccién 3.10.4.

3.28.1 Co-fermentaciones simultaneas

Se realizaron las co-fermentaciones simultaneas con todas las cepas que componen al
starter mixto seleccionado, inoculando un pre-cultivo del starter a razoén de 2 x 108
levaduras/mL de mosto de cebada.

Las fermentaciones se llevaron adelante como se describe en la seccién 3.10 y se
monitored su avance por pérdida de peso. Una vez detenidas, sus productos
fermentados se filtraron y reservaron para posterior analisis HPLC.

3.28.2 Co-fermentaciones secuenciales

Se realizaron las co-fermentaciones secuenciales con starter mixto seleccionado y una
cepa S. cerevisiae aislada a partir del mismo. Las fermentaciones se iniciaron
inoculando un pre-cultivo del starter a razon de 2 x 108 levaduras/mL de mosto.
Cuando las fermentaciones se detuvieron, es decir, cuando se registraron dos valores
consecutivos de peso con diferencias inferiores a 0,10 g, se co-inocularon con un pre-
cultivo de la cepa S. cerevisiae. Para ello, se cuantificaron las células de levadura
presentes en las fermentaciones en curso y en el pre-cultivo, empleando Muse® Cell
Analyzer. Con estos datos, se ajusto el preindculo de S. cerevisiae para co-inocular la
fermentacion a razén del 1% del recuento de levaduras del starter presentes en cada
frasco, de acuerdo al protocolo publicado por Alonso del Real y col. (2017).

La incubacién continud en las condiciones descritas en la seccion 3.10 hasta que las
fermentaciones se detuvieron nuevamente. En ese momento, se recuperaron los
productos fermentados y se los procesé de acuerdo a la seccion 3.10.4 para su

posterior analisis mediante HPLC.
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3.29 Obtencion de residuo de levaduras cerveceras para producir alimento para
pollos

El residuo de levaduras cerveceras (RLC) se obtuvo por co-fermentacion secuencial a
escala laboratorio de mosto cervecero de maltas rubias de 8,0 °Bx y pH inicial 4,98 +
0,02, amablemente donado por un cervecero artesanal local. Las caracteristicas de
este mosto garantizaron condiciones de menor estrés inicial para las levaduras,
facilitando una mejor adaptacion y fermentacién del mosto cervecero por las cepas no
sacaromicéticas.

El mosto se esterilizd por autoclave y se estacioné para permitir la decantacion de la
proteina floculada. Se separd el sobrenadante liquido por trasvasado a frascos
erlenmeyer de 1 L estériles y registrando el volumen total trasvasado por diferencia
entre el volumen inicial contenido en la botella y el volumen remanente luego de la
operacion. Cada erlenmeyer se llené con 700 a 750 mL de mosto, dejando una
camara de aire en la parte superior que facilité la aireacién durante la fermentacion.

El preinéculo de starter cervecero se realizdé en frascos con 50,0 mL de caldo YPD,
incubado ON a 30 °C. Las levaduras se cosecharon por centrifugacion, se lavaron con
SF estéril y se contaron en camara de Neubauer. Finalmente, se inocularon los frascos
erlenmeyer a razon de 2 x 10° levaduras/mL de mosto, y se incubaron a 18 °C en
esquema estatico.

El seguimiento de la fermentaciéon se realiz6 midiendo el consumo de los azucares
disueltos cada 24 h con refractémetro portatil (Master 20T, Atago). Una vez detenida la
fermentacion (medidas consecutivas de azucares disueltos iguales), se co-inocularon
los frascos erlenmeyer con un pre-inéculo de la cepa S. cerevisiae aislada a partir del
starter, a razén del 1% del recuento de levaduras totales en cada frasco erlenmeyer
(Alonso del Real y col., 2017), previamente cuantificadas en camara de Neubauer. Las
fermentaciones co-inoculadas se incubaron en las mismas condiciones y se
monitorearon a través del contenido de azucares disueltos, como se describié.

Una vez finalizada la fermentacion, el RLC decantado se cosechd por trasvasamiento
del sobrenadante de mosto fermentado, recuperando las levaduras con una cantidad
de sobrenadante reducido en tubos tipo falcon de 50,0 mL estériles.

Los sobrenadantes de mosto fermentado fueron centrifugados vy filtrados por poro de

0,22 ym para obtener mosto fermentado estéril para ensayos ulteriores.
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3.30 Estudio de la capacidad del RLC de secuestrar y retener AFB; a través del
TGl de pollos simulado in vitro

Luego de realizar el ensayo de secuestro de AFB1 como se describe en la seccion
3.26, la levadura cervecera cosechada por centrifugacion se sometio al pasaje Gl de
pollo simulado in vitro.

El pasaje Gl se ensaydo como se describe en la seccion 3.12, con algunas
modificaciones. Para evitar posibles lavados de la toxina adsorbida en la superficie de
la levadura, se sortearon los lavados con solucion fisiolégica entre la incubacién
gastrica y la incubacion intestinal. Inmediatamente luego de cada incubacion, se
centrifugaron las levaduras y se tomaron alicuotas de los sobrenadantes para
cuantificacion de la toxina de-adsorbida.

Para determinar la cantidad de AFB+ en los sobrenadantes post incubacion se empleé
un ELISA competitivo directo (Aflatoxin competitive direct ELISA test Veratox®),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se incluyeron controles positivos
(solucion de AFB: 300 ppb en PBS, sin levaduras) y controles negativos
(sobrenadantes de suspensiones de levaduras en PBS, sin AFB4). Todos los
tratamientos y controles se realizaron por triplicado.

El porcentaje de micotoxina liberada en cada paso de incubacion se calcul6 como

sigue:

A=(B/C)x100  (8)

Donde A es el porcentaje de AFB; de-adsorbida de la superficie de la levadura
cervecera; B es la concentracion de AFB1 determinada en el sobrenadante post
incubacioén (gastrica o intestinal); y C es la concentracion de AFB+ en el control positivo
(300 ppb).

3.31 Formulacion de un alimento para pollos suplementado con RLC

3.31.1 Alimento para pollos

Se empleo alimento balanceado completo Prenut para pollo casero BB (PRENUT S.A,,
Argentina), certificado SENASA N° 03-347/A, cuya composicion centesimal se detalla

a continuacion:
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Componente g cada 100 g de alimento balanceado

Tenor min. de proteina bruta 15,0
Tenor min. de extracto etéreo 2,0
Tenor max. de fibra cruda 7,0
Tenor max. de minerales totales 10,0
Tenor max. de humedad 13,0

Tenor de calcio Min.:0,8 Max.:1,2

Tenor de fésforo Min.:0,4 Max.:0,6

Energia metabolizable 2500 kcal/kg

El alimento se esterilizé en autoclave a 121 °C durante 15 min en bolsas de papel
madera adecuadas y cerradas.

3.31.2 Diseno de un alimento adicionado con RLC

El alimento estéril se suplementd con el RLC obtenido por micro-fermentacion de
mosto cervecero, que incluye la biomasa de levaduras cosechada post fermentacion y
el sobrenadante de fermentacion (cerveza inmadura).

De acuerdo a lo reportado por Pizzolitto y col. (2013), quienes comprobaron la
reduccion de los efectos nocivos del consumo de dietas contaminadas con AFB;
cuando se adiciona S. cerevisiae en concentraciones de 10" células/kg de alimento
para pollos, se determind una adicién de RLC que asegurase un recuento de entre
10" y 108 levaduras cerveceras por gramo de alimento.

Se realizo el recuento de levaduras viables en el RLC obtenido como se describe en la
seccion 3.29, utilizando camara de Neubauer y tincion vital con azul de metileno. El
recuento se refirid al peso himedo del RLC. A partir de esta determinacion, se llevaron

a cabo los calculos para obtener el alimento suplementado, de acuerdo a la ecuacion:

RtOalimento = Rtoric X Masar.c (9)

100 g alimento - Masar.c

Donde Rtoaimento €5 €l recuento de levaduras cerveceras en el alimento formulado
[UFC/g]; Rtoric es el recuento de levaduras cerveceras en el RLC; Masaric y €es la
masa de RLC que debera adicionarse al alimento para garantizar el Rtoajimento buscado.
Considerando que se obtuvo un recuento de levaduras en el RLC de 4,6 + 0,4 x 108
UFC/g y que se desea obtener un recuento de 1 x 10® UFC/g en el alimento

adicionado, se llevd a cabo el calculo:
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1x108UFC/g =  4,5x 108 UFC/g RLC x Masaric

(100 g alimento - Masari.c)

Masarc= 18,29

Para garantizar el recuento de levaduras esperado, se determiné que el alimento
tendra una composicion centesimal en RLC del 20% p/p (20 g de RLC cada 100 g de
alimento formulado).

3.31.3 Formulacién del alimento balanceado para pollos adicionado con RLC

Se produjeron dos alimentos balanceados suplementados con el RLC. Por un lado, se
adicion6 el alimento Prenut para pollo casero BB (PRENUT S.A.) tal y como se
adquirié, para producir alimento NO ESTERILIZADO (NE) suplementado. Se
formularon réplicas bioldgicas del alimento NE, suplementados con RLC obtenidos a
partir de fermentaciones independientes realizadas en idénticas condiciones.

Ademas, se produjo alimento NE suplementado al 20% p/p con el sobrenadante de
mosto fermentado filtrado por poro de 0,22 ym. La ausencia de microorganismos se
verificd por ausencia de crecimiento en agar YPD sembrado con el filtrado e incubado
ON a 30 °C. Este alimento constituyé el control NE adicionado libre de levaduras
cerveceras. También se produjo un alimento NE control adicionado con agua destilada
estéril.

Por otro lado, alimento Prenut para pollo casero BB del mismo lote se esterilizé por
autoclave, previo a adicionarse con RLC, para producir alimento ESTERIL (E)
suplementado. Se formularon réplicas biolégicas del alimento E, suplementados con
RLC obtenidos a partir de fermentaciones independientes realizadas en idénticas
condiciones.

Ademas, se produjo alimento E suplementado al 20% p/p con el sobrenadante de
mosto fermentado libre de células, como se describié previamente. Este alimento
constituyé el control E adicionado libre de levaduras cerveceras. También se produjo
el alimento E control adicionado con agua destilada estéril.

Todo el alimento suplementado se secé en horno de conveccién a 50,0 °C hasta
actividad acuosa (aw) constante de 0,95 + 0,02, medida a 20,0 °C con equipo AqualLab
Series 3 TE meter (AqualLab, Pullman, WA, USA). Los tratamientos se resumen en la
Tabla 6.
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Tabla 6. Tratamientos realizados sobre un lote de alimento Prenut para pollo
casero BB (PRENUT S.A., Argentina)

Alimento para pollos BB
Sin acondicionamiento previo (NE)* Autoclavado a 121 °C, 15 min (E)**
- Adicionado con RLC. - Adicionado con RLC.
Réplicas biolégicas Ay B. Réplicas biolégicas Ay B.
- Adicionado con mosto fermentado - Adicionado con mosto fermentado
filtrado filtrado
- Adicionado con agua destilada estéril - Adicionado con agua destilada estéril

*NE: N esterilizado. **E: esterilizado por autoclave.

3.32 Caracterizacion del alimento para pollos formulado por adicion de RLC

Para caracterizar fisicoquimica y microbiolégicamente el alimento formulado, se
llevaron a cabo las determinaciones que se describen a continuacioén.

3.32.1 Caracterizacion bromatolégica del alimento para pollos formulado por
adicién de RLC

3.32.1.1 Determinacién de proteinas totales por el método de Kjeldahl

Se evaluo el contenido de nitrdgeno total realizando una digestién del alimento por el
método de Kjedahl; se pesaron 2,0000 g de alimento en balanza analitica, se trituraron
con ayuda de un mortero y se colocaron dentro del balén de Kjeldahl. EI amoniaco
liberado a partir de la reaccién con acido sulfurico concentrado y posterior tratamiento
alcalino de la muestra, se transporté por medio de una destilacién en corriente de
vapor y se determind su contenido de nitrégeno mediante valoracién acido-base con
acido sulfurico 0,2000 N. Ademas, se realizd un blanco de reactivos valorando el
contenido del balén en ausencia de muestra de alimento. El contenido de proteina total

del alimento se calculd de acuerdo a la ecuacion:

%P = [(Vmuestra' Vblanco) x N x 01014 X F x 100] /W (10)

Donde %P es el contenido de proteinas totales, expresado como g cada 100 g de
alimento; Vmuestra €S €l volumen de acido consumido en la valoracion de la muestra, en
[ML]; Vbianco €S €l volumen de acido consumido en la valoracion del blanco, en [mL];
Nacido €S la normalidad del acido sulfurico empleado como titulante; el factor 0,014
corresponde al peso de un miliequivalente de nitrégeno, en [g/milieq]; F es el factor de
conversion de nitrégeno a proteina; y W es el peso de la alicuota de muestra

procesada, en [g].
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3.32.1.2 Determinacion de grasas por el método Soxhlet

Este método consiste en una extraccion de lipidos semi-continua con un solvente o
mezcla de solventes organicos adecuada, segun el tipo de grasa a extraer. Se pesaron
5,0000 g de alimento en balanza analitica, se trituraron con mortero y se colocaron
dentro de un cartucho de papel de filtro, que se ubicé dentro del tubo extractor del
equipo de Soxhlet. Se calentdé durante 2 h, permitiendo que se produzcan 7 ciclos de
llenado y sifonado del tubo extractor del equipo. Posteriormente, se extrajo el cartucho
de papel de filtro con la muestra y se llevd a cabo la separacion del solvente mediante
su evaporacion por calentamiento. Finalmente, se secé el balén con el extracto graso
en estufa, 30 minutos a 100 °C, se dejo enfriar en desecador y se peso. El contenido

de lipidos, libre de solvente organico, se calculé6 mediante la siguiente ecuacion:

%G = [(M2 - m¢) / W] x 100 (11)

Donde %G es el contenido de grasas totales, expresado como g cada 100 g de
alimento; m4 es la masa del balon del equipo de Soxhlet vacio, en [g]; m2 es la masa
del balén con grasa, post secado, en [g]; y W es el peso de la muestra procesada, en
gl

3.32.1.3 Determinacion de cenizas totales

Las cenizas son el residuo obtenido tras la combustién (incineracidon) completa de los
componentes organicos de un alimento. Una vez que se eliminan otras posibles
impurezas y particulas del carbono procedentes de una combustién incompleta, este
residuo se corresponde con el contenido en minerales del alimento. Para la
determinacion de cenizas totales se calciné primero una capsula de porcelana vacia a
550 °C en mufla. Se dejé enfriar en desecador y luego se pesdé. A continuacion, se
pesaron 3,0000 g del alimento en balanza analitica, se colocaron en la capsula pesada
y se ftrituraron con mortero. La muestra se sec6 a 130 °C durante 90 min; a
continuacion, se incineré6 en mufla a 550 °C hasta peso constante. Las cenizas

obtenidas se enfriaron en desecador, se pesaron a temperatura ambiente y se calculé:
%C = [(m2-m4)x 100] / W (12)
Donde %C es el contenido de cenizas totales, expresado como g cada 100 g de

alimento; m es la masa de la capsula vacia, en [g]; m2 es la masa de la capsula con la

muestra calcinada, en [g]; y W es la masa de muestra procesada, en [g].
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3.32.1.4 Determinacién de humedad

Para determinar el contenido de agua del alimento, se pesaron 3,0000 g en balanza
analitica y se colocaron en una capsula de porcelana previamente tarada, triturando
con mortero lo mas finamente posible. La muestra se sec6 en estufa a 130 °C durante
90 min; luego se dejé enfriar en desecador y se peso. El calculo del contenido de

humedad se realizé segun la siguiente ecuacion:

%H =100 - %SS (13)

Siendo %SS el contenido de sustancia seca:

%SS = [(m3-m1)/(m2-m4)] x 100 (13.1)

Donde %H es el contenido de agua, expresado cada 100 g de alimento; m es el peso
de la capsula vacia, en [g]; m2 es el peso de la capsula con la muestra, previo al
secado, en [g]; ms es el peso de la capsula con la muestra, post secado, en [g].
3.32.1.5 Determinacién de carbohidratos totales y energia bruta

El valor de carbohidratos totales se obtuvo por diferencia respecto de los demas

componentes de la muestra, segun la siguiente ecuacién:

%CHid = 100 - %P - %G - %C - %H (14)

Donde %CHid es el contenido de carbohidratos totales, expresado como g cada 100 g
de alimento; %P se calculd de acuerdo a la ecuacion (10); %G se calculé de acuerdo a
la ecuacion (11); %C se calculd de acuerdo a la ecuacion (12); y %H se calculd de
acuerdo a la ecuacion (13).

La energia bruta de la muestra se calculd a partir de sus componentes productores de
energia, utilizando los factores de conversibn de 4 kcal/lg para proteinas y

carbohidratos y 9 kcal/g para lipidos, de acuerdo a la ecuacion:
%Kcal = (%P x 4) + (%CHid x 4) + (%G x 9) (15)
Donde %Kcal son las kilocalorias contenidas en 100 g de alimento; %P se calculé

segun la ecuacion (10); %G se calculd6 de acuerdo a la ecuacion (11); y %CHid se

calculd segun la ecuacion (14).
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3.32.2 Caracterizacion microbiologica del alimento para pollos formulado por
adiciéon de RLC

3.32.2.1 Recuento de levaduras cerveceras

Durante la formulacién del alimento y posterior a la adicion del RLC, se tomaron
alicuotas duplicadas de 5,0 g antes y después de someterlo al secado en horno a 50,0
°C. Cada alicuota se suspendié en 45,0 mL de solucidon fisioloégica estéril y se
homogeneizo en stomacher (Stomacher® 400 Circulator, Seward, UK). Posteriormente
se sembraron diluciones adecuadas de los homogenatos en agar YPD en el caso de
alimento E y en agar YGC en el caso de alimento NE adicionado con RLC.

3.32.2.2 Estudio de la viabilidad de las levaduras cerveceras en alimento
contaminado artificialmente con Aspergillus sp.

Se obtuvo una suspensién de 10° conidios/mL de Aspergillus sp., tal y como se
describe en la seccién 3.22, con la cual se inoculé el alimento adicionado para obtener
una concentracion final de 10* conidios/g de alimento. El alimento E (seccién 3.30.4)
contaminado con Aspergillus sp. se alicuotd en cajas de Petri de 55,0 cm de diametro
a razon de 5,0 g por caja y se incubé a 30 °C durante 10 dias. Se incluyeron las
réplicas biolégicas del alimento E adicionado con RLC, el control adicionado con
mosto fermentado filtrado y el control adicionado con agua estéril (Tabla 6).

A los tiempos 0, 5 y 10 dias de incubacion, duplicados de cada tratamiento se
homogeneizaron en 45,0 mL de SF estéril en stomacher y diluciones adecuadas se
sembraron en agar YPD. Luego de incubar ON a 30 °C se realizd el recuento de

levaduras cerveceras.

3.33 Estudio de la vida atil y capacidad bio-preservante del alimento para pollos
formulado por adicién de RLC

El alimento NE producido se alicuoté en cajas de Petri de 55,0 cm de didmetro a razén
de 5,0 g por caja y se incubd a temperatura ambiente durante 11 dias. Se incluyeron
las réplicas biolégicas del alimento NE adicionado con RLC, el control adicionado con
mosto fermentado filtrado y el control adicionado con agua estéril. En los dias 0, 5y 11
se realizaron las siguientes determinaciones:

3.33.1 Estudio de la viabilidad de las levaduras cerveceras

Duplicados de cada tratamiento se homogeneizaron en 45,0 mL de SF estéril en
stomacher y diluciones adecuadas se sembraron en agar YGC. Luego de incubar ON

a 30 °C, se realiz6 el recuento de colonias de levaduras.
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3.33.2 Determinaciéon del crecimiento de hongos filamentosos en el alimento
adicionado con RLC

Se determind el crecimiento de hongos filamentosos a cada tiempo por observacion
directa del alimento (visualizacion de micelio, percepcion de compactaciéon). En
muestras donde no se detectd crecimiento fungico macroscopico, se llevaron a cabo
recuentos en agar DRBC (Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol, Biokar, Francia).
Para ello, duplicados de cada tratamiento se homogeneizaron en 45,0 mL de SF estéril
en stomacher y se sembraron diluciones del homogenato. Luego de incubar por 5 dias
a 30 °C se realizo el recuento de hongos filamentosos.

3.33.3 Determinacion de la actividad acuosa (ay)

Se llevé a cabo a cada tiempo en aquellos tratamientos en los que no se observd
desarrollo fungico, para garantizar una aw = 0,95. Se emple6 equipo AqualLab Series 3
TE meter (AquaLab, Pullman, WA, USA).

3.34 Anadlisis estadistico

Los resultados se presentan como el promedio * la desviacion estandar de al menos
tres réplicas. Los estudios con lineas celulares y las micro-fermentaciones se llevaron
a cabo en triplicado de ensayos independientes. La significatividad de las diferencias
encontradas entre las medidas experimentales se evalué6 mediante analisis de la
varianza (ANOVA) y test de Tukey (P < 0,05), empleando el software libre Infostat
(Universidad Nacional de Coérdoba, Cdérdoba, Argentina). Previamente, se evalud la
factibilidad de aplicar ANOVA sobre los datos experimentales, comprobando una
distribucién normal, la homogeneidad de la varianza y la indepencia de las muestras
en cada caso. La representacion grafica de los resultados se llevo a cabo utilizando el

software OriginPro® 8.5 (OriginLab® Corporation, Northampton, Estados Unidos).

99



_ Capiuo W

Aislamiento, identificacién y caracterizacion
de la capacidad fermentativa

de cepas de levaduras cerveceras



Aislamiento, identificacion y caracterizacion de la capacidad fermentativa de

cepas de levaduras cerveceras

4.1 Introduccién

La cerveza tipo lager representa el 90% del mercado mundial de esta bebida (Varela,
2016). Producido con la levadura S. pastorianus, el estilo lager es el mejor adaptado y
adoptado por la industria, que produce alrededor de 1,95 billones de hectolitros de
cerveza por afio (Statista, 2018). S. pastorianus es un hibrido interespecifico natural
entre S. cerevisiae y S. eubayanus (Libkind y col., 2011), que fue seleccionado y
domesticado durante siglos de practica cervecera artesanal para llevar a cabo la
fermentacion del mosto cervecero entre los 4 y 15 °C (White y Zainasheff, 2010).

Por otro lado, las cervezas producidas artesanalmente por homebrewers (cerveceros
caseros artesanales) son en su mayoria estilos ale y representan el 5% de produccion
mundial total (Varela, 2016). La cerveza ale se produce por fermentacion del mosto
cervecero con diferentes cepas de levadura S. cerevisiae a altas temperaturas, que
pueden variar entre los 15 y los 26 °C, pero que en general rondan los 18 a 21 °C
(White y Zainasheff, 2010).

La eleccidon de la levadura que fermenta el mosto tiene un gran impacto en las
cualidades sensoriales de la cerveza obtenida. Las levaduras no sacaromicéticas,
también denominadas especies no convencionales, tienen el potencial de producir
diversidad y diferenciaciéon competitiva en el perfil sensorial de la cerveza. Entre las
levaduras no convencionales halladas junto a Saccharomyces sp. en fermentaciones
denominadas espontaneas, como las empleadas en la produccion de cervezas
lambicas belgas y las Gueuze (Bokulich y Bamforth, 2013; Steensels y col., 2015), se
reportan Meyerozyma guilliermondii, Debaryomyces sp., Pichia sp., Wickerhamomyces
anomalus, Brettanomyces anomalus, Brettanomyces custersii, Brettanomyces
bruxellensis, Candida krusei, Cryptococcus keutzingii y Rhodotorula mucilaginosa
(Varela, 2016). La levadura no convencional mas comunmente utilizada es
Brettanomyces sp., que se inocula en fermentaciones de ciertas cervezas frapistas y
de sour beers americanas. Las levaduras no sacaromicéticas generalmente presentan
muy baja produccion de etanol comparadas con S. cerevisiae. La estrategia mas
conveniente para su incorporacion a la produccion es la co-inoculacion, simultanea o
secuencial, con la levadura cervecera Saccharomyces sp.

La prospeccion e identificacion de nuevas levaduras sacaromicéticas y no
sacaromicéticas y su caracterizacion respecto de su capacidad de fermentar el mosto
de cebada malteada y producir etanol y compuestos de sabor y aroma resulta de

mayor interés para la industria cervecera. La comunidad cientifica puede realizar
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aportes en este sentido, complementando las técnicas clasicas de aislamiento de
microorganismos con técnicas de biologia molecular que permiten identificar las
levaduras aisladas (Orbera Ratén, 2009) y técnicas analiticas para caracterizar en
profundidad sus productos de fermentacién y las capacidades tecnoldgicas de las
levaduras.

Durante la produccion de cerveza, la levadura Saccharomyces sp. se alimenta de los
azucares disponibles en el mosto cervecero (glucosa, fructosa, maltosa y maltotriosas
extraidos durante la coccion de la cebada malteada) y se reproduce, multiplicando su
biomasa. Finalizada la fermentacion, cuando la concentracion de azlcares en el mosto
ha disminuido ostensiblemente (atenuacién del mosto) y se han acumulado etanol y
CO2 productos de su metabolizacion, la levadura sedimenta en el fondo del
fermentador. Esta levadura es la que constituye el denominado lodo de levaduras
cerveceras Yy es descartada, en general, sin los tratamientos previos necesarios para
ser desechada de forma responsable con el medioambiente.

Una ulterior demanda del sector de los productores cerveceros se vincula al desarrollo
de tratamientos de bajo costo para este residuo. El subproducto de lodo cervecero,
compuesto principalmente por levadura viable, es altamente nutritivo y plausible de
emplearse en alimentacion animal. Por este motivo, la alternativa de la recuperacion y
revalorizacion del residuo de la industria cervecera es interesante y se constituyé en el
objetivo de la presente tesis, que busca en ultima instancia disefiar un alimento
balanceado para pollos de engorde suplementado con levaduras cerveceras con
propiedades probidticas, es decir, el disefio de un alimento balanceado funcional.

En este capitulo se desarrollara la etapa inicial del estudio de tesis, que abordd dos
estrategias de prospeccion de levaduras cerveceras con capacidades tecnoldgicas
novedosas. La principal estrategia consistié en el aislamiento de levaduras a partir de
muestras de la industria cervecera, entre ellas lodos de levaduras reutilizados en
fermentaciones artesanales y starters comerciales. Este abordaje garantiza el
aislamiento de levaduras capaces de fermentar el mosto cervecero y que seran luego
caracterizadas respecto de sus potenciales propiedades funcionales y sus
capacidades tecnolégicas en la produccion de cervezas con perfiles sensoriales
novedosos.

Una segunda estrategia en la prospeccién de nuevas levaduras fue recurrir a nichos
fermentativos diferentes del mosto cervecero. El kefir de agua es una bebida
fermentada, producida a partir de granulos de kefir y solucién acuosa de sacarosa,
adicionada con frutas frescas o secas. El resultado de la fermentacion, que se realiza
a temperatura ambiente, es una bebida carbonatada, de sabor acido y astringente,

baja en azucar y con un leve contenido de alcohol (Gulitz y col., 2011). Existen varios
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reportes acerca de la composicion de la microbiota de los granulos de kefir de agua,
que incluye bacterias acido acéticas, bacterias acido lacticas y levaduras, entre ellas,
S. cerevisiae (Gulitz y col., 2011). Se ha publicado también respecto al potencial
probiodtico de esta bebida (Gamba y col. 2019; Fiorda y col., 2017; Zamberi y col.,
2016).

Por tratarse de levaduras que comunmente fermentan sacarosa y toleran el estrés
osmoético, se postuld que los aislamientos sacaromicéticos obtenidos de kefir de agua
seran capaces de adaptarse y fermentar el mosto cervecero. De lograrse
fermentaciones exitosas, este enfoque podria aportar tanto a la produccién de un lodo
de levaduras residual con potencial probidtico, de mayor valor agregado para la
formulaciéon de un alimento balanceado para animales, como a la incorporacion de

cepas de levadura novedosas en la produccion cervecera.

4.2 Hipétesis
El subproducto residual de levaduras floculadas de la fermentacion cervecera
artesanal y los starters cerveceros comerciales podrian estar constituidos por mas de

una cepa de levadura.

Las cepas de levaduras presentes en una muestra o starter cervecero tendrian
comportamientos fermentativos distintos y producirian bebidas fermentadas con

caracteristicas sensoriales diferentes.

Levaduras sacaromicéticas con caracteristicas tecnologicas interesantes para la
elaboracion de cerveza podrian aislarse a partir de nichos diferentes del cervecero,

como la bebida fermentada kefir de agua.
4.3 Objetivos especificos

e Aislar levaduras cerveceras a partir del residuo subproducto de la industria
cervecera denominado “lodo de levaduras” y de starters cerveceros
comerciales.

e Aislar levaduras de caracteristicas sacaromicéticas a partir del producto
fermentado con granulos de kefir de agua de diversos origenes.

e |dentificar los aislamientos a nivel especie y diferenciar cepas entre los
aislamientos identificados como S. cerevisiae.

e Caracterizar las diferentes cepas identificadas respecto a su cinética de
crecimiento y sus propiedades tecnolégicas en la fermentacion del mosto

cervecero.
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4.4 Resultados y discusion
4.4.1 Aislamiento de colonias de morfologia macroscopica diferencial

A) A partir de muestras cerveceras

Con el objetivo de aislar cepas de levaduras novedosas para la produccién cervecera
y de caracterizarlas en cuanto a sus caracteristicas tecnolégicas, se inicid el
aislamiento e identificacion de levaduras a partir de starters cerveceros comerciales y
de residuos subproducto de fermentaciones cerveceras artesanales. A partir de 6
muestras de lodos de levaduras, un starter liquido producido por un cervecero local y 7
sobres de levaduras comerciales liofilizadas (Fermentis, Francia; Lallemand, Canada),
se aislaron un total de 35 levaduras con colonias de morfologia diferente y morfologia
microscopica tipo Saccharomyces sp. (Tabla 1). Se considerdé morfologia microscopica
tipo Saccharomyces sp. o sacaromicética, a células grandes globosas, elipsoidales o
cilindroidales, con presencia de estructuras de gemacion multilaterales (Kurtzman y
Fell, 1998), tal como ilustra la figura 1A mediante una microfotografia del aislamiento
denominado MBELGAG2.
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Fig. 1. Fotografias microscépicas de levaduras aisladas a partir de un lodo artesanal de produccion de
cerveza ale estilo trigo belga denominado M6. Las levaduras se fijaron a la llama y se tifieron con
solucién de cristal violeta (seccion 3.3) antes de su observacion al microscopio bajo objetivo 100X. A.
Levadura de morfologia tipo Saccharomyces sp., denominada MBELGAG62. B. Levadura de morfologia

no sacaromicética denominada MBELGAG61.

Ademas de las levaduras de morfologia sacaromicética mencionadas, se aislé una
colonia cuya morfologia macro y microscopica se diferencia claramente de aquella
correspondiente al género Saccharomyces, que se denomind MBELGA61 y cuya
fotografia microscopica se muestra en la figura 1B. Esta levadura se aislé a partir de
un lodo artesanal de produccion de cerveza ale estilo trigo belga, junto con la levadura
sacaromicética denominada MBELGAG2 (Fig. 1A). Esta fue la primera oportunidad

durante esta tesis en que se verificé la co-existencia de al menos dos levaduras en
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una misma muestra cervecera, comprobando que los starters pueden estar
constituidos por mas de una levadura, y marcando diferencia respecto de lo referido
por los cerveceros que proveyeron las muestras, quienes aseguraban que se
encontraban produciendo cerveza con starters mono-cepa.

la Tabla 1,

aislamientos de levaduras a partir de los lodos de fermentacion cervecera y starters

A continuacién, en se sintetizan los resultados obtenidos de los
empleados para el aislamiento, su descripcion macroscopica y microscopica. Cada
aislamiento fue registrado en el cepario de levaduras cerveceras de nuestro grupo con
la leyenda CMUNLP, indicando que fueron aisladas en la Catedra de Microbiologia de

la Universidad Nacional de La Plata, seguida del cédigo alfanumérico que se detalla en

la Tabla 1.

Tabla 1. Lodos cerveceros artesanales, starters artesanales y comerciales y levaduras aisladas

. Aislamiento , Micro
Muestra Origen CMUNLP Macro morfologia morfologia
SAFS331 Grande, redgnda, convexa, col-or crema, serosa, lisa, Sacch.
brillante, borde continuo regular
Safbrew Liofilizado Mediana, redonda, convexa, color crema, serosa, lisa
Fermentis SAFS332 o ' o ’ ’ ’ Sacch.
S-33 (Francia) brillante, borde continuo regular
SAFS333 Mediana, redpnda, convexa, cglor c.rema, serosa, lisa, Sacch.
brillante, borde continuo irregular
Grande, redonda, convexa, color crema, serosa, lisa,
Liofilizado WIND1 brillante, borde continuo regular Sacch.
Windsor Lallemand
(Canada) WIND2 Mediana, redf)nda, convexa, cqlor crema, serosa, lisa, Sacch.
brillante, borde continuo regular
Lodo LAGMVA Mediana, redonda, convexa, color crema, serosa, lisa, Sacch
artesanal brillante, borde continuo regular '
LagerMV de una
cerveza LAGMV2 Pequefia, redonda, convexa, color blanca, serosa, lisa, Sacch
lager* brillante, borde continuo regular '
Mediana, redonda, convexa, color crema, serosa, lisa
Safprew | Licfilizado SAFTS81 brillante, borde continuo irregular Sace
Fermentis
T-58 (Francia) Grande, apiculada, convexa, color crema, serosa, lisa
SAFT582 ’ i ’ e ’ ’ ’ Sacch.
brillante, borde continuo regular
Mediana, redonda, convexa, centro protruyente, color
o AFS231 4 ) h.
Saflager Liofilizado SAFS23 crema, serosa, rugosa, brillante, borde discontinuo Sacc
S 2% Fermentis
(Francia) SAFS234 Mediana, redonda, convexa, F:entro protruyentg, color Sacch.
crema, serosa, rugosa, brillante, borde continuo
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irregular

Pequefa, redonda, convexa, color crema,serosa, lisa,

AFS235 .
SAFS23 brillante, borde continuo regular Sacch
Liofilizado Grande, redonda, convexa, centro protruyente, color
Muntons | Muntons Plc. | Muntons1 ’ . L) . ’ Sacch.
(EEUU) crema, serosa, lisa, brillante, borde continuo regular
SAFABB1 Mediana, red.onda, convexa, cplor (_:rema, serosa, lisa, Sacch.
brillante, borde continuo irregular
Safbrew Liofilizado Medi donda. bl | i
Aobaye Fermentis SAFABB2 ediana, tr)e."onta,tf)a(r;a, co ?r crema, Iserosa, isa, Sacch.
(Francia) rillante, borde continuo regular
Pequefia, redonda, convexa, color blanco, serosa,
SAFABB3 . . . Sacch.
rugosa, brillante, borde continuo irregular
. Aislamiento , Micro
Muestra Origen CMUNLP Macro morfologia morfologia
COOP1 Grande, aplc_ulada, convexa, cplor crema, serosa, lisa, Sacch.
brillante, borde continuo irregular
COOP20 Mediana, redpnda, convexa, cqlor crema, serosa, lisa, Sacch.
. brillante, borde continuo regular
Liofilizado
Diy Beer Coopers i i
y p COOP21 Pequefia, redc_)nda, convexa, co_lor blanco, serosa, lisa, Sacch.
Coopers Brewery brillante, borde continuo regular
(Australia) -
COOP3 Pequena, redo_nda, convexa, colc_)r blgnco, serosa, Sacch.
rugosa, brillante, borde continuo irregular
COOP4 Grande, redo_nda, convexa, col_or crema, serosa, lisa, Sacch.
brillante, borde continuo regular
Starter MLA11 Pequena, redc_)nda, convexa, co-Ior crema, serosa, lisa, Sacch.
liquido brillante, borde continuo regular
LA-001 LALEAR :
. : Células
(La Plata, Grande, oval, convexa, color crema, lisa, brillante, borde
Argentina) MLA12 continuo regular redondas
pequefias
Lodo
artesanal P fa, redond nvex lor crem r li
M2 producido MLA21 equefia, redonda, convexa, color crema, serosa, lisa, Sacch.
brillante, borde continuo regular
con starter
LA-001*
MTEMPLA41 Mediana, red'onda, convexa, cqlor b_Ianco, serosa, lisa, Sacch.
Lodo brillante, borde continuo irregular
artesanal
M4 de una MTEMPLA42 Mediana, redonda, convexa, co_Ior tos_tado, serosa, Sacch.
cerveza rugosa, mate, borde discontinuo
Belgian
Ale* MTEMPLA43 Mediana, redonda, convexa, color blanco, serosa, lisa, Sacch

brillante, borde continuo regular
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Lodo Grande, plana, color blanco, serosa, lisa, mate, borde R Cuee}r.ﬁas
artesanal MBELGAG61 | continuo irregular. Se observa crecimiento de los bordes peq
. . alargadas,
de una coherente con capacidad de formar pseudo-hifas
M6 no Sacch.
cerveza ale
estilo Trigo . .
Belga” MBELGA62 Mediana, red(?nda, convexa, co-Ior blanco, serosa, lisa, Sacch.
brillante, borde continuo regular
MSAF132 Mediana, redonda, convexa, color crema, serosa, lisa, Sacch
Lodo brillante, borde continuo regular )
artesanal G _
de una MSAF133 rande, redpnda, convexa, cqlor crema, serosa, lisa, Sacch.
M13 brillante, borde continuo irregular
cerveza
ale, 2dare B _
utilizacion* MSAF134 Pequena, red_onda, convexa, cqlor crema, serosa, lisa, Sacch.
brillante, borde continuo regular
. Aislamiento . Micro
Muestra Origen CMUNLP Macro morfologia morfologia
MUS121 Muy grande, r-edonda, plana, cc?lor crema, serosa, lisa, Sacch.
brillante, borde continuo regular
Lodo Medi iculada, pl I li
artesanal MUS122 ediana, apl.cu ada, plana, co Qr crema, serosa, lisa, Sacch.
d brillante, borde continuo regular
M12 euna
cerveza . ,
Mediana, redonda, convexa, color crema, serosa, lisa,
al?,’ 2d.a’ re MUs123 brillante, borde continuo irregular Sacch.
utilizacion*
MUS124 Pequena, redpnda, convexa, cglor crema, serosa, lisa, Sacch.
brillante, borde continuo regular

*Todos los lodos artesanales fueron provistos por pequefias cervecerias de la ciudad de La Plata, Buenos Aires, Argentina. La

forma abreviada Sacch. indica morfologia microscdpica tipo Saccharomyces sp.

El método de las colonias gigantes envejecidas (White y Zainasheff, 2010) utilizado en
el aislamiento de levaduras a partir de muestras cerveceras, garantiza el desarrollo de
las colonias con tiempo y cantidad de nutrientes suficientes para alcanzar el tamafio y
caracteristicas macro-morfolégicas propias de cada cepa. Contemplando estas
particularidades del método, el criterio de seleccién y aislamiento de colonias tuvo en
consideracion pequenas diferencias entre las colonias. De acuerdo a este registro, la
mayoria de las muestras cerveceras analizadas, incluyendo los starters comerciales
liofilizados, contienen mas de una levadura plausible de ser diferenciada a partir de
sus caracteristicas macro-morfoldgicas.

Mas alla de las diferencias encontradas, practicamente todas las levaduras aisladas
forman colonias serosas, de color crema a tostado, de superficie lisa y bordes

definidos correspondientes con la morfologia tipica de colonia sacaromicética (Tabla
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1). El estudio de la morfologia microscépica de las levaduras confirmé esta primera
descripcién.

El aislamiento MBELGAG61 fue la unica levadura aislada a partir de una muestra
cervecera que presentd una morfologia de colonia y microscépica diferentes a
aquellas descritas en el género Saccharomyces (Tabla 1, Fig. 1B). Se profundizé el
estudio de las caracteristicas de los cultivos de esta levadura. El aislamiento
MBELGAG1 cultivado en agar YPD formé colonias de color blanco-tostado, de aspecto
seco-polvoso, cremosas, levemente convexas con un centro chato-deprimido, con
bordes que varian de lisos a lobulados y con flecos, posiblemente debido a la
formacion de pseudohifas. El cultivo también presentd un aroma débilmente acido. Los
cultivos en caldo YPD del aislamiento evidenciaron formacién de peliculas en
superficie que trepan por las paredes del tubo, atribuibles a la presencia de
pseudohifas. Al microscopio se confirm¢ la formacién de pseudohifas en diferentes
medios liquidos y agarificados, observandose mayor ramificacion de las mismas
cuando la levadura se cultivd en mosto cervecero estéril.

El aislamiento cervecero denominado MLA12 desarrollé colonias blancas de aspecto
liso y margenes lisos o lobulados en agar YPD, similares a las colonias
sacaromicéticas. Sin embargo, la observacién microscopica de sus extendidos arrojé
informacion que sugirid que esta levadura podria no ser Saccharomyces sp. Sus
cultivos liquidos no presentaron pelicula en superficie y al ser estudiados en el

microscopio se detectaron células ovoides que no forman pseudohifas.

B) A partir de muestras de kefir de agua

En etapas posteriores de la prospeccion de levaduras, se abordé la estrategia de aislar
levaduras sacaromicéticas a partir de la bebida fermentada probidtica conocida como
kefir de agua y evaluar su capacidad de llevar a cabo la fermentacion del mosto
cervecero. El kefir de agua es una bebida efervescente y alcohdlica (aproximadamente
10% V/V de etanol) (Fiorda y col., 2017) obtenida a partir de la fermentacion de una
solucidon de azucar de cafa poco refinada, adicionada de frutas (fuente de nitrégeno).

El aislamiento de levaduras con caracteristicas sacaromicéticas a partir de kefir de
agua obtenido con granulos de kefir de la coleccion de la Catedra de Microbiologia, se
llevé adelante mediante la técnica de colonias gigantes envejecidas (Fig. 2), empleada

previamente con las muestras cerveceras.
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Fig. 2. Etapa de aislamiento de levaduras de kefir de agua. Fotografias de placas de agar YGC (Biokar

Diagnostics) obtenidas por siembra de diluciones adecuadas del producto fermentado con granulos de
kefir de agua, incubadas durante 7 dias a 30 °C.

Los productos de fermentacién a partir de los cuales se llevo a cabo el aislamiento se

obtuvieron por fermentaciones independientes con tres granulos de kefir de agua

diferentes. Los aislamientos obtenidos a partir de cada uno se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Granulos de kefir de agua empleados y levaduras aisladas

. Aislamiento . Micro
Muestra* Origen Macro morfologia .
g CMUNLP 9 morfologia
Grande, redonda, convexa, color crema,
ka11 ; ! . Sacch
serosa, lisa, brillante, borde continuo regular
P f ntiform lor crem r li
ka121 equefia puntiforme, color crema, serosa, lisa, Sacch
brillante
~ . Células
P f nvex lor crem r li
ka122 equena, convexa, color créma, Serosa, lisa, alargadas, no
brillante, borde continuo irregular g
Fermento sacaromiceética
obtenlc:o Indi Grande, redonda, convexa, color crema,
con e ndia serosa, lisa, brillante, borde continuo regular,
granulo ka131 . Sacch
con rugosidades en la cara que crece sobre el
CMUNLP1
agar
Pequena, convexa de centro protruyente y
ka132 p_eriferia deprimida,_ color crema, serosa, lisa, Sacch
brillante, borde continuo regular con formas de
abanico
kal4 Pequefa, convexa, color crema, serosa, lisa, No
brillante, borde discontinuo irregular sacaromicética
Fermento La Plata ka21 Pequefia, convexa, color crema, serosa, poco No
obtenido Buenos’ rugosa, mate, borde continuo regular sacaromicética
con el A|re§, Grande, redonda, convexa, color crema,
granulo Argentina ka22 Sacch

serosa, lisa, brillante, borde continuo regular
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CMUNLP2

ka23

Mediana, redonda, convexa, color crema con
centro tostado, serosa, lisa, brillante, borde
continuo regular

Sacch

ka24

Grande, redonda, plana, color crema con
centro tostado, serosa, muy rugosa, brillante,
borde continuo regular

No
sacaromicética

ka25

Grande, redonda, convexa con centro
protruyente y periferia deprimida, color crema,
serosa, lisa, brillante, borde continuo regular,
con rugosidades en la cara que crece sobre el

agar

Sacch

Fermento
obtenido
con el
granulo
CMUNLP3

La Plata,
Buenos
Aires,
Argentina

ka31

Grande, redonda, convexa, color crema,
serosa, lisa, brillante, borde continuo regular
con formas de abanico

Sacch

ka32

Grande, redonda, convexa, color crema,
serosa, rugosa, mate, borde continuo irregular

No
sacaromicética

*Los fermentos fueron obtenidos en el laboratorio por fermentacién de soluciones de azticar de mascabo 5,0% p/V en agua

destilada a temperatura ambiente con los granulos de kefir de agua. La forma abreviada Sacch. indica morfologia

microscopica coincidente con aquella descrita para Saccharomyces sp.

La figura 3 ilustra diferentes morfologias microscépicas observadas durante el proceso

de aislamiento de levaduras a partir de kefir de agua.

Fig. 3. Micromorfologia de levaduras aisladas de kefir de agua. Los extendidos de colonias se fijaron a la

llama y se tifieron con cristal violeta antes de observarse bajo lente objetivo 100X. A. CMUNLPka21. B.
CMUNLPka22. C. CMUNLPka23. D. CMUNLPka24. E. CMUNLPka25. F. CMUNLPka31. G.
CMUNLPka131. H. CMUNLPka122. I. CMUNLPka14.

En ciertos aislamientos, cuya descripcion microscépica no coincide con aquella de

Saccharomyces sp., se detectdé formacion de pseudohifas (Fig. 3A, 3H y 3l). La

pseudohifa de levaduras se describe como un filamento compuesto de células que

permanecen unidas luego de la gemacion; puede ser rudimentaria, formada por
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células de similar tamano y forma, o pueden estar diferenciadas en células elongadas,
cada una de las cuales puede producir blastosporas en un arreglo mas o menos
regular (Kurtzman y Fell, 1998). Su forma puede verse marcadamente afectada por las
condiciones de cultivo.

Unicamente los aislamientos cuya micromorfologia se corresponde con la descrita en
el género Saccharomyces fueron seleccionados para continuar su identificacion

mediante técnicas moleculares.

4.4.2 Identificacion de los aislamientos por PCR y secuenciacion

El espaciador transcrito interno (ITS, de sus siglas en inglés Internal Transcribed
Spacer) es un fragmento de ADN no codificante e hiper variable, situado entre las
regiones que codifican para la subunidad ribosomal menor (ARNr) y la subunidad
ribosomal mayor, presente en el ADN cromosomal y en el correspondiente transcrito
precursor de ARNr. Existen dos ITSs en organismos eucariotas: el ITS1, ubicado entre
los genes que codifican para el ARNr 18S y el ARNr 5,8S; y el ITS2, ubicado entre los
genes que codifican para el ARNr 5,85 y el ARNr 28S. Cada cluster ribosomal
eucariota contiene la secuencia transcrita externa 5’ (5’'ETS, de sus siglas en inglés
External Transcribed Sequence), el gen ARNr 18S, el ITS1, el gen ARNr 5,8S, el ITS2,
el gen ARNr 28S y la 3’ETS (Fig. 4).

Tandem del cluster de genes ARNr IGS

Region trasncrita
ITS1

ADN
ARMN

pre-ARMr

| | - 02000 |
3 ARMNrs maduros

Fig. 4. Representacion esquematica de la region del ADNr de levaduras, con los sitios de pegado de
los cebadores ITS1 e ITS4 indicados con flechas. ITS: espaciador transcrito interno (de sus siglas
en inglés Internal Transcribed Spacer). IGS: espaciador no-transcrito intergénico (de sus siglas en
inglés non-transcribed InterGenic Spacer). ETS: secuencia transcrita externa (de sus siglas en

inglés External Transcribed Sequence). Adaptada de Korabecna (2007).
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El fragmento que incluye el ITS1, el ARNr 5,8S y el ITS2 se conoce como regién ITS1-
ITS2, y se emplea comunmente para la identificacion de levaduras a nivel especie
(Orbera Ratén, 2004), al igual que el dominio D1/D2. El tamafio del fragmento
amplificado con los cebadores ITS1 e ITS4 (Fig. 4) varia en cada especie; en
Saccharomyces sp. es de 880 pb.

El dominio D1/D2 es una region de 600 pb que se encuentra en el extremo 5’ de la
subunidad ribosomal mayor (ARNr 28S), también denominada LSU (de sus siglas en
inglés, Large Subunit). Kurtzmann y Robnett (1998, 1997) reportaron que la mayoria
de las levaduras pueden identificarse a nivel especie por secuenciacion de este
dominio. Estudios sobre mas de 500 especies demostraron que cepas co-especificas
poseen menos de un 1% de sustitucion de nucledtidos en el dominio, mientras que
especies diferentes presentan divergencias mucho mayores. Los cebadores mas
comunmente empleados para la amplificaciéon del dominio son NL-1 y NL-4 (O’Donnell,
1993) (Fig 5).

w._“_”.._”w

Cebadores
NL-1  NL-4
—. ARN 185 Eﬂﬁ._as&ﬂ‘ ARN 285  rfi§

. B s

LsuU

NL-1
-
Dominio D1/D2 600 pb  NL-4
-
Regién conservada Region conservada entre cepas de Regién
en varias especies la misma especie, variable entre conservada
de levaduras especies distintas

Fig. 5. Representacion esquematica del dominio D1/D2 en la region del ADNr de
levaduras, con los sitios de pegado de los cebadores NL-1 y NL-4 indicados con
flechas. LSU: subunidad ribosomal mayor (ARNr 28S) (de sus siglas en inglés, Large
SubUnit). ITS: espaciador transcrito interno (de sus siglas en inglés Internal
Transcribed Spacer). pb: pares de bases. Adaptada de

https://www.studyblue.com/notes/note/n/yeast-molecular-taxonomy/deck/9823159

Los aislamientos de levaduras cerveceras y de kefir de agua con macro y
micromorfologia coincidente con la descrita en Saccharomyces sp. fueron identificados

por amplificacion y secuenciaciéon del fragmento ITS1-ITS2 y/o del dominio D1/D2.
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Adicionalmente, se identificd la levadura cervecera no sacaromicética denominada

MBELGAG1. La figura 6 ilustra el estudio a través de geles de agarosa.

Fig. 6. Electroforesis en gel de agarosa de los

productos de PCR obtenidos por amplificacién de la

region ITS1-ITS2 de A. Colonias Saccharomyces sp.

B. Colonias no Saccharomyces sp.

Los resultados obtenidos en términos del tamafo de los fragmentos amplificados con

cada par de cebadores y de su secuenciacion se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Identificacion de aislamientos a nivel especie por amplificacion y

secuenciacién de regiones nucleares

B ) Tamano Tamano
Aislamiento Secuenciacién o Secuenciacion | Acceso en
CMUNLP amplificado ITS1/ITS2 amplificado D1/D2 GenBank*
ITS1/ITS2 D1/D2 entan
Levaduras cerveceras
SAFABB1 na - 600 S. cerevisiae MT649488.1
SAFABB3 na - 600 S. cerevisiae KF141697.1
MBELGA62 850 S. cerevisiae 600 S. cerevisiae KJ781353.1
Pichia
MBELGA®61 550 600 P. kudriavzevii | KY283159.1
kudriavzevii
MUS121 na - 600 S. cerevisiae MT649488.1
M. caribbica/
MUS122 600 ns 600 EU809436.1
guilliermondii
MUS123 na - 600 S. cerevisiae MT649488.1
MUS124 na - 600 S. cerevisiae MT649488.1
SAFS231 850 S. cerevisiae 600 S. cerevisiae MT322857.1
SAFS234 850 S. cerevisiae 600 S. cerevisiae MT322857.1
SAFS235 850 S. cerevisiae 600 S. cerevisiae MT322857.1
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. B Tamano Tamano
Aislamiento N Secuenciacion o Secuenciacion | Acceso en
CMUNLP amplificado TS1TS2 amplificado D1/D2 GenBank*
ITS11TS2 D1/D2 en=an
LAGMV1 850 ns 600 S. cerevisiae MT649488.1
LAGMV2 850 ns 600 S. cerevisiae MT649488.1
SAFS331 850 S. cerevisiae 600 S. cerevisiae MT649488.1
SAFS332 850 S. cerevisiae na - MK973014.1
SAFS333 850 S. cerevisiae na - MK973014.1
TEMPLA41 850 S. cerevisiae na - MT072178.1
TEMPLA42 na - 600 S. cerevisiae MT072178.1
TEMPLAA43 na - 600 S. cerevisiae MT072178.1
WIND1 850 S. cerevisiae na - CP006402.1
WIND2 850 S. cerevisiae na - CP006402.1
M. caribbica/
MLA11 600 ns 600 EU285513.1
guilliermondii
M. caribbica/
MLA12 600 ns 600 EU285513.1
guilliermondii
M. caribbica/
MLA21 na - 600 EU285513.1
guilliermondii
Levaduras de kefir de agua
ka11 na - 600 S. cerevisiae MT449154.1
Brettanomyces
ka121 500 ns 600 MH930866.1
bruxellensis
ka131 na - 600 S. cerevisiae MT649488.1
ka132 na - 600 S. cerevisiae MT449154.1
ka22 na - 600 S. cerevisiae MT649488.1
ka23 850 S. cerevisiae 600 S. cerevisiae MT649488.1
ka25 na - 600 S. cerevisiae MT649488.1
ka31 na - 600 S. cerevisiae MT649488.1

La secuenciaciéon de los amplicones fue llevada a cabo en la plataforma lllumina (lllumina Inc., EEUU) y
los cromatogramas enviados por el servicio se analizaron y ensamblaron con el software BioEdit
Sequence Alignment Editor para Windows. Los tamafios de los amplicones, determinados en gel de
agarosa por comparacion con un patron de bandas de tamafios conocidos, se expresan en pares de
bases (pb). na: no amplificado, ya que se realiz6 la identificacion empleando el amplicon alternativo. ns:
amplicdn no secuenciado. *Se indica la clave de acceso (Accession) del mejor match obtenido mediante

el algoritmo BLASTn del NCBI (National Center for Biotechnology Information, EEUU).

Todas las secuencias obtenidas permitieron identificar a los aislamientos con
cobertura mayor al 99% e identidad superior al 99,37%, datos obtenidos a partir del

algoritmo BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool, nucleotids) de la base de datos
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del NCBI (National Center for Biotechnology Information). La mayor parte de los
aislamientos se identific6 como fue previsto y en coherencia con la morfologia
observada en la etapa previa, como S. cerevisiae.

Ademas, entre los aislamientos obtenidos de muestras cerveceras se identificaron
levaduras no convencionales en la produccion de esta bebida: Pichia kudriavzevii
MBELGA61, Meyerozyma sp. MLA11, Meyerozyma sp. MLA12, Meyerozyma sp.
MLA21 y Meyerozyma sp. MUS122. Ambos géneros de levaduras han sido aislados e
identificados previamente en la produccion de cervezas estilos ale (Varela, 2016).

El aislamiento MBELGAG61, cuya morfologia de colonia y microscépica y su
comportamiento en cultivos liquidos se habian determinado diferentes a los de
Saccharomyces sp., se identificd finalmente como Pichia kudriavzevii MBELGAG1.
Kurtzman y Fell (1998) describen a la especie P. kudriavzevii, antes denominada
Issatchenkia orientalis Kudryavtsev, como ascomicetos que desarrollan colonias
cremosas y de color claro en agar extracto de malta 5% a 25 °C luego de 3 dias. Sus
células son ovoides alargadas. En medio liquido crecen formando peliculas densas
que trepan por las paredes del tubo. Establece abundantes pseudohifas
moderadamente ramificadas y sus cultivos tienen un aroma acido caracteristico. La
descripcién de los cultivos del aislamiento MBELGAG1 (secciéon 4.4.1) es coherente
con lo referido en la bibliografia (Kurtzman y Fell, 1998).

Los aislamientos identificados como Meyerozyma sp. a partir de los métodos
moleculares se habian presumido aislamientos Saccharomyces sp. en la primera
etapa de este estudio, a excepcion del aislamiento MLA12 (seccion 4.4.1). De acuerdo
a Kurtzman y Fell (1998), Meyerozyma guilliermondii, antes Pichia guilliermondii
Wickerham, es un ascomiceto que desarrolla colonias lisas o levemente arrugadas de
un color blanco-tostado en agar extracto de malta 5% a 25 °C luego de 3 dias; sus
células son ovoides alargadas; no forma peliculas en medio liquido; desarrolla
abundantes y muy ramificadas pseudohifas, pero no hifas verdaderas.
Llamativamente, los cultivos del aislamiento MLA12 no formaron pseudohifas en grado
apreciable y sus caracteristicas micro-morfoldégicas no concuerdan con lo descrito en
bibliografia (seccion 4.4.1).

Entre los aislamientos obtenidos de kefir de agua con caracteristicas macro y
microscopicas coincidentes con la descripcion de Saccharomyces sp., la mayoria
confirmé pertenecer al género luego del analisis de las secuencias del dominio D1/D2
(Tabla 2). El aislamiento denominado CMUNLPka121 fue la excepcion, con un tamano
de amplicon ITS1-ITS2 de 500 pb (Tabla 2), que coincide con el tamafo del amplicon
ITS1-ITS2 descrito en Brettanomyces sp. (Orbera Ratén, 2004). Brettanomyces sp. se

ha identificado como parte de la microbiota natural de fermentaciones cerveceras no
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tradicionales (Varela, 2016) y de kefir de agua (Marsh y col.,, 2013), asi como
contaminante en fermentaciones vinicas (Wedral y col., 2010). La secuenciacion del
fragmento amplificado D1/D2 confirmé la identidad del aislamiento CMUNLPka121

como B. bruxellensis.

4.4.3 Diferenciacioén a nivel cepa por RFLP del ADN mitocondrial

El analisis de restriccion enzimatica del ADN mitocondrial (ADNmt-RFLP) se acepta
como método para la diferenciacion de cepas de levaduras (Lee y col. 1985), con
fundamento en la rapida tasa de evolucién del ADNmt. Debido a la tasa de evolucion
significativamente mas lenta del ADN nuclear, la aplicacion del ADNmt-RFLP tiene
mayor sensibilidad en la diferenciacion de cepas co-especificas que el analisis RFLP
de ADN genomico total. La aplicacion del ADNmt-RFLP ha revelado diferencias entre
cepas Saccharomyces de laboratorio que no pudieron detectarse por otros métodos y
entre cepas cerveceras ale y lager (Lee y col., 1985).

La técnica ADNmt-RFLP desarrollada por Querol y col. (1992) y adaptada por Lopez y
col. (2001) se utilizé en este estudio para contrastar los resultados de la etapa de
aislamiento, durante la cual se obtuvieron levaduras identificadas como S. cerevisiae
(secciones 4.4.1 y 4.4.2) de caracteristicas macro morfolégicas diferentes, que
sugieren la posibilidad de que se trate de cepas Saccharomyces distintas. Lépez y col.
(2001) comprobaron la utilidad de esta metodologia en la diferenciacion de cepas S.
cerevisiae provenientes de la industria alimenticia y sostienen que el método puede
emplearse en la identificacion de levaduras de los géneros Debaryomyces,
Kluyveromyces, Torulaspora y Zygosaccharomyces, frecuentemente caracterizadas
como contaminantes de alimentos.

La técnica referida consiste en el analisis por restriccion enzimatica del ADNmt, sin
necesidad de aislamiento ni purificacién previas del genoma mitocondrial. EI método,
desarrollado en S. cerevisiae, se basa en las diferencias en el contenido de G+C
existentes entre el ADN nuclear y el ADNmt (40% en el ADN nuclear versus 20% en el
ADNmt). Empleando enzimas de restriccion que reconocen regiones ricas en G+C
sobre una suspension de ADN total, el ADN nuclear sufre una hiper-digestion,
produciendo numerosos fragmentos de muy pequefio tamario, indetectables en un gel
de agarosa. De este modo, en el gel s6lo se visualiza el patron de bandas cepa
especifico generado por la digestion del ADNmt.

El aislamiento MBELGAG61 no se incluyé en este analisis por tratarse de una cepa no
sacaromiceética, identificada en la etapa previa como P. kudriavzevii, al igual que se
excluyo a los aislamientos MUS122, MLA11, MLA12 y MLA21, identificados como
Meyerozyma sp. y a CMUNLPka121 identificada como B. bruxellensis (seccion 4.4.2).
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En las figuras 7, 8, 9, 10 y 11 se muestran los resultados de la electroforesis del
ADNmt digerido con la enzima Hinfl de todas las levaduras estudiadas. En la figura 7
se observaron tres perfiles mitocondriales idénticos (calles 1-3) correspondientes a los
aislamientos SAFT581, SAFST582 y MBELGA62. En la figura siguiente (Fig. 8), se
detectaron tres perfiles idénticos en las calles 1-3, correspondientes a los aislamientos
SAFS331, SAFS332 y SAFS333; otros tres perfiles idénticos entre si, en las calles 5-7,
y diferentes de los perfiles en las calles 1-3, que corresponden a los aislamientos
TEMPLA41, TEMPLA42 y TEMPLA43; un perfil unico del aislamiento SAFABB1 (calle
8) y otro perfil unico del aislamiento SAFABB3 (calle 9), ambos obtenidos a partir de

una misma muestra cervecera.

1 2 3 4

Fig. 7. ADNmt-RFLP de levaduras
cerveceras aisladas. Calles: 1: S.
cerevisiae MBELGAG62. 2: S. cerevisiae
SAFT581. 3: S. cerevisiae SAFT582. 4:
Marcador de peso molecular, fago A

digerido con endonucleasa Pstl.
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Fig. 8. ADNmt-RFLP de levaduras cerveceras aisladas. Calles:
1: S. cerevisiae SAFS331. 2: S. cerevisiae SAFS332. 3: S.
cerevisiae SAFS333. 4. Marcador de peso molecular, fago A
digerido con endonucleasa Pstl. 5: S. cerevisiae TEMPLA41. 6:
S. cerevisiae TEMPLA42. 7: S. cerevisiae TEMPLA43. 8: S.
cerevisiae SAFABB1. 9: S. cerevisiae SAFABB3.

A partir de estos resultados, se determiné la coincidencia de los perfiles de ADNmt
digerido con Hinfl de algunos aislamientos obtenidos a partir de una misma muestra
cervecera: TEMPLA41, TEMPLA42 y TEMPLAA43, aislados del lodo artesanal M4 (Fig.
8, calles 5-7); SAFS331, SAFS332 y SAFS333, aislados del starter comercial Safbrew
S-33 (Fermentis) (Fig. 8, calles 1-3); SAFT581 y SAFST582, aislados del starter
comercial Safbrew T-58 (Fermentis) (Fig. 7, calles 2-3). A pesar de las diferencias
macro-morfolégicas encontradas en la etapa inicial de estudio, puede concluirse que
estos aislamientos corresponden a la misma cepa de levadura.

Ademas, el patrén de digestion del ADNmt que se observa en la Fig. 7, calles 1-3,
coincide con aquel observado en la Fig. 8, calles 1-3. Las levaduras que exhibieron
este perfil mitocondrial fueron aisladas a partir de tres fuentes diferentes: el starter
comercial Safbrew T-58 (Fermentis), el starter comercial Safbrew S-33 (Fermentis) y el
lodo artesanal provisto por un cervecero local denominado M6, a partir del cual se
aislé S. cerevisiae MBELGAG62. El patrén unico obtenido a partir de la digestion
realizada con Hinfl sugiere fuertemente que estas levaduras, que pertenecen a la

poblacion especifica y reducida de levaduras cerveceras, son la misma cepa. Para
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confirmar esta hipotesis, podrian emplearse técnicas moleculares complementarias al
ADNmt-RFLP, como el analisis de los elementos & del genoma de los aislamientos
descrito por Pérez-Través y col. (2014).

La Fig. 9 muestra 5 perfiles mitocondriales unicos, diferentes entre si y diferentes de
los perfiles mostrados en las Fig. 7 y 8, correspondientes a levaduras aisladas a partir
de dos muestras cerveceras, el lodo artesanal LagerMV y el starter comercial
liofilizado Saflager S-23 (Fermentis).

1 2 3 4 5 6

il -

Fig. 9. ADNmt-RFLP de levaduras cerveceras aisladas.

Calles: 1: Marcador de peso molecular, fago A digerido
con endonucleasa Pstl. 2: S. cerevisiae LAGMV1. 3: S.
cerevisiae LAGMV2. 4: S. cerevisiae SAFS231. 5. S.
cerevisiae SAFS234. 6: Saccharomyces sp. SAFS235.

A fin de continuar con la comparacién de perfiles mitocondriales de aislamientos
Saccharomyces sp., en la figura 10 se observan los ADNmt-RFLP coincidentes de S.
cerevisiae SAFS331 y S. cerevisiae MBELGAG2 (calles 1-2); los perfiles coincidentes
de S. cerevisiae TEMPLA42 y S. cerevisiae TEMPLA43 (calles 3-4), a su vez
diferentes de aquellos desarrollados en las calles 1 y 2; y dos perfiles (calle 5-6)
diferentes entre si y diferentes de los perfiles analizados previamente,
correspondientes a los aislamientos S. cerevisiae SAFABB1 y S. cerevisiae SAFABB3.

Ademas, se observo la diferencia entre los perfiles de tres aislamientos (calles 8-10)
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obtenidos a partir del lodo artesanal M12. Entre estos perfiles, el desarrollado en la
calle 8 coincide con los patrones observados en las calles 1y 2 y el perfil desarrollado
en la calle 10 coincide con los perfiles de las calles 3 y 4 (Fig. 10). Es decir, el lodo
M12 esta constituido por mas de una cepa S. cerevisiae, y entre ellas, S. cerevisiae
MUS121 (Fig. 10, calle 8) y S. cerevisiae MUS124 (Fig. 10, calle 10) comparten perfil

mitocondrial con levaduras aisladas de otras muestras cerveceras.

1 2 3 4 296 7 8 8 10

Fig. 10. ADNmt-RFLP de levaduras cerveceras aisladas.
Calles: 1: S. cerevisiae SAFS331. 2: S. cerevisiae MBELGAG2.
3: S. cerevisiae TEMPLA42. 4: S. cerevisiae TEMPLA43. 5: S.
cerevisiae SAFABB1. 6: S. cerevisiae SAFABB3. 7: Marcador
de peso molecular, fago A digerido con endonucleasa Pstl. 8: S.
cerevisiae MUS121. 9: S. cerevisiae MUS123. 10: S. cerevisiae
MUS124.

Al comparar entre diferentes geles y utilizando el patron de peso molecular para
determinar los tamafios de las bandas, se confirmé que S. cerevisiae MUS123 (Fig.
10, calle 9) y S. cerevisiae SAFS234 (Fig. 9, calle 5) comparten el mismo patrén de
bandas resultado de la digestion del ADMmt con Hinfl, al igual que S. cerevisiae
MUS124 (Fig. 10, calle 10) y S. cerevisiae LAGMV2 (Fig. 9, calle 3).

A partir de los resultados de las figuras 9 y 10 puede concluirse que la técnica de
aislamiento de levaduras potencialmente diferentes a partir de una muestra cervecera
con criterio en sus diferencias macro-morfolégicas es efectiva, ya que se logro aislar

mas de una cepa a partir de una muestra. Es el caso de las cepas S. cerevisiae
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MUS121, S. cerevisiae MUS123 y S. cerevisiae MUS124, aisladas del lodo artesanal
M12 (Fig. 10, calles 8 a 10); las cepas S. cerevisiate SAFABB1 y S. cerevisiae
SAFABB3, aisladas del starter comercial liofilizado Safbrew Abbaye (Fermentis) (Fig.
10, calles 5y 6, y Fig. 8, calles 8 y 9); las cepas LAGMV1 y LAGMV?2, aisladas del lodo
artesanal LagerMV (Fig. 9, calles 2 y 3); las cepas SAFS231, SAFS234 y SAFS235,
aisladas del starter comercial liofilizado Saflager S-23 (Fermentis) (Fig. 9, calles 4 a 6).
Ademas, en etapas previas del estudio, se confirmé el aislamiento de las levaduras P.
kudriavzevii MBELGAG61 y S. cerevisiae MBELGAG2 a partir del lodo artesanal M6; y
de Meyerozyma sp. MUS122 entre las levaduras sacaromicéticas del lodo artesanal
M12.

Retomando y sintetizando el analisis de las figuras anteriores, se detectd que algunos
aislamientos obtenidos a partir de diferentes muestras cerveceras comparten un
mismo perfil mitocondrial, lo que sugiere que se ftrataria de la misma cepa S.
cerevisiae. Es el caso de S. cerevisiae MBELGAG62, aislada del lodo artesanal M6; S.
cerevisiae MUS121, aislada del lodo artesanal M12; S. cerevisiae SAFS331, S.
cerevisiae SAFS332 y S. cerevisiae SAFS333, aisladas de starter comercial Safbrew
S-33 (Fermentis); y S. cerevisiae SAFT581 y S. cerevisiae SAFT582, aisladas de
starter comercial Safbrew T-58 (Fermentis) (Fig. 7, calles 1 a 3; Fig. 10, calles 1, 2 y
8). También el caso de S. cerevisiae MUS124 (Fig. 10, calle 10), aislada del lodo
artesanal M12, y de los aislamientos S. cerevisiae MTEMPLA41, S. cerevisiae
MTEMPLA42 y S. cerevisiae MTEMPLAA43 (Fig. 10, calles 3 a 4, y Fig. 8), obtenidos a
partir del lodo artesanal M4, y S. cerevisiae LAGMV2 (Fig. 9, calle 3), aislada del lodo
artesanal LagerMV.

Confirmar tal supuesto requeriria complementar el estudio de las levaduras
mencionadas con otras técnicas de biologia molecular, como un analisis de los
elementos & o un analisis RAPD-PCR de su genoma. Con el grado de profundidad en
el estudio de identidad logrado durante esta tesis, se decidi6é seleccionar un subgrupo
de aislamientos con criterio en la observacién de patrones ADNmt-RFLP distintos.
Este subgrupo incluyd a las levaduras aisladas a partir de una misma muestra que
presentaron perfiles mitocondriales diferentes, garantizando la presencia de cepas
diferentes en un mismo starter o lodo.

Simultaneamente, se llevd a cabo el estudio de los perfiles mitocondriales de las
levaduras sacaromicéticas aisladas a partir de kefir de agua (Fig. 11). El andlisis
comparativo de estos perfiles sugiere que todos los aislamientos obtenidos a partir de
kefir de agua, aun aquellos aislados de fermentos realizados con diferentes granulos
de kefir (Tabla 2), corresponden a la misma cepa S. cerevisiae (Fig. 11). Este

resultado no esperado advierte sobre un posible origen comun de los granulos de kefir,
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puesto que las poblaciones S. cerevisiae de los diferentes granulos no evidenciaron

diversificacion.

12 3 4 5 6 7 8

Fig. 11. ADNmt-RFLP de aislamientos de kefir de agua. Calles: 1:

S.
cerevisiaze CMUNLPka11. 2: S. cerevisiae CMUNLPka131. 3: S.
cerevisiae CMUNLPka132. 4: S. cerevisiae CMUNLPka22. 5: S.
cerevisiae CMUNLPka23. 6: S. cerevisiae CMUNLPka25. 7: S.
cerevisiae CMUNLPka31. 8: Marcador de peso molecular, fago A

digerido con endonucleasa Pstl.

Excepcionalmente, no logro revelarse un patron de bandas luego de la digestion del
ADN total de CMUNLPka23 (Fig 11, calle 5). Esto podria tener explicacion en la
carencia de mitocondrias del aislamiento en discucion. Para corroborar dicha hipétesis,
se ensayo la capacidad de S. cerevisiae CMUNLPka23 de crecer en aerobiosis en el
sustrato no fermentable glicerol.

La levadura fue capaz de crecer en agar YNB (Yeast Nitrogen Base, BD Difco™)
suplementado con glucosa (control de vitalidad), pero no asi en agar YNB
suplementado con glicerol. En el mismo ensayo, la cepa S. cerevisiae CMUNLPka25
aislada de kefir y seleccionada como control del medio por tener un perfil mitocondrial
conocido, crecié en YNB suplementado con glicerol e YNB suplementado con glucosa.
A partir de estos resultados, se concluyé que la cepa S. cerevisiae CMUNLPka23

carece de mitocondrias. La ocurrencia de este tipo de mutantes incapaces de respirar
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(po), denominados petite, se ha reportado previamente en ambientes fermentativos

limitados en oxigeno, como los fermentadores cerrados sin sistema de aireacion
frecuentemente utilizados en la produccion de cerveza a pequefia escala (White y
Zainasheff, 2010).

A continuacion, la figura 12 reune los diferentes perfiles mitocondriales encontrados en
cada muestra cervecera analizada, con un total de 8 perfiles mitocondriales Unicos
detectados en el panel de levaduras cerveceras S. cerevisiae (calles 1 a 14). Ademas,
se incluyé el perfil mitocondrial caracteristico de los aislamientos S. cerevisiae
obtenidos de kefir de agua (calle 15), también Unico y diferente a todos los perfiles

identificados en levaduras cerveceras.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 15

Fig. 12. ADNmt-RFLP de levaduras cerveceras aisladas. Calles: 1: S. cerevisiae SAFABB1. 2: S.
cerevisiae SAFABB3. 3: Marcador de peso molecular, fago A digerido con endonucleasa Pstl (PM
MPstl). 4: S. cerevisiae MUS121. 5: S. cerevisiae MUS123. 6: S. cerevisiae MUS124. 7: PM A/Pstl.
8: S. cerevisiae SAFS231. 9: S. cerevisiae SAFS234. 10: Saccharomyces sp. SAFS235. 11: PM
MNPstl. 12: S. cerevisiae LAGMV1. 13: S. cerevisiae LAGMV2. 14: S. cerevisiae MBELGAG2. 15: S.
cerevisiate CMUNLPka25. Puede observarse la coincidencia entre los perfiles de S. cerevisiae
MUS123 (calle 5) y S. cerevisiae SAFS234 (calle 9); los perfiles de S. cerevisiae MUS121 (calle 4) y
S. cerevisiae MBELGAB2 (calle 14); y los perfiles de S. cerevisiae MUS124 (calle 6) y S. cerevisiae
LAGMV2 (calle 13).

En total, se aislaron 9 levaduras Saccharomyces sp. con perfiles mitocondriales
diferentes, entre muestras cerveceras y de kefir de agua, lo cual confirma la existencia
de cepas S. cerevisiae diferentes dentro del panel estudiado. Este interesante
resultado genera nuevos interrogantes acerca del proceso de divergencia y evoluciéon
de las levaduras cerveceras. Ademas, respalda el uso de la técnica clasica de cultivo

de colonias gigantes envejecidas (White y Zainasheff, 2010) para el aislamiento de
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cepas de levaduras sacaromicéticas. En algunos casos pudieron aislarse levaduras
con patrones idénticos de digestion de su ADNmt a partir de diferentes muestras, que
se presume corresponden a una misma cepa, resultado previsible en el contexto del
proceso de domesticacion al que ha sido sometida esta poblacion a través de cientos
de afios de practica cervecera.

Adicionalmente, el patron de bandas presentado por las levaduras aisladas de kefir de
agua es diferente de todos los patrones hallados entre las levaduras cerveceras (Fig.
12). Esta observacién determiné la continuidad del estudio de la levadura de kefir, que
se presume una cepa Unica, como potencial cepa cervecera novedosa, para lo cual
fue caracterizada respecto de sus capacidades tecnoldgicas en la fermentacion del

mosto de cebada (resultados discutidos en secciones ulteriores).

4.4.4 Identificacion de hibridos inter-especificos por analisis RFLP de genes
seleccionados

Existen numerosos reportes de cepas hibridas entre los miembros del género
Saccharomyces (S. cerevisiae, S. mikatae, S. kudriavzevii, S. uvarum, S. paradoxus,
S. arboriculus, S. eubayanus y S. jurei). La deteccién de hibridos naturales en
diferentes fermentaciones y entre starters empleados en la produccion de vino
llamaron la atencién acerca de su importancia en los procesos fermentativos (Pérez-
Través y col., 2014). Estos hibridos contienen un juego casi completo de cromosomas
de las especies parentales constituyendo genomas alodiploides o alotetraploides o
bien, sélo porciones de los genomas parentales, constituyendo aloaneuploides o
cepas con cromosomas quimeéricos (Belloch y col.,, 2009; Querol y Bond, 2009;
Sipiczki, 2008).

S. pastorianus, la levadura lager, es una levadura alotetraploide parcial que resulté de
la hibridacion de S. cerevisiae y S. eubayanus (Libkind y col., 2011). Fernandez-
Espinary col. (2003) determinaron que las fracciones gendémicas provenientes de cada
cepa parental que constituyen a distintas cepas S. pastorianus son variables. Se ha
verificado la naturaleza de triple hibrido S. cerevisiae x S. eubayanus x S. kudriavzevii
de S. bayanus, aislada de ambientes cerveceros (Libkind y col., 2011).

El analisis RFLP de genes especificos permite identificar cepas de genoma hibrido,
constituido por juegos de cromosomas de al menos dos especies diferentes miembros
del género Saccharomyces. El ITS-RFLP ha sido empleado, entre otras, en la
identificacion de especies del género Kluyveromyces (Belloch y col., 1998). Pérez-
Través y col. (2014) estudiaron la complejidad del taxén S. bayanus mediante el
analisis PCR-RFLP y la secuenciacién de 34 regiones del genoma y un gen

mitocondrial aplicado a 46 cepas diferentes.
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El presente estudio empled el analisis PCR-RFLP de los genes MAG2, GSY1 y UBP7
de Saccharomyces sp. con el objetivo de identificar hibridos interespecificos dentro de
un subgrupo de cepas cerveceras que incluye los diferentes perfiles mitocondriales
aislados a partir de cada muestra cervecera y determinados en la etapa previa
(seccion 4.4.3). La figura 13 muestra la fotografia del gel de agarosa obtenido luego de
la corrida electroforética de algunos de los productos de digestion estudiados. La
primer serie de 7 calles muestra los productos de digestién del amplicon MAG2 con la
endonucleasa MSpl; la segunda serie de 7 calles muestra los productos de digestion
del amplicon GSY1 digerido con la enzima Mspl; y la tercera serie de 7 calles muestra

los productos de digestion del amplicon GSY1 con la endonucleasa Hinfl (Fig. 13).

MAG2/Mspl PM GSY1iMspl PM GEY Hinfl PM

Fig. 13. PCR-RFLP de genes seleccionados para la identificacion de hibridos Saccharomyces
interespecificos. Cada serie corresponde a la digestién del amplicén con la endonucleasa de
restriccion mencionada: AMPLICON/Endonucleasa. Calles: 1: S. cerevisiae SAFS231. 2: S.
cerevisiae SAFS234. 3: Saccharomyces SAFS235. 4: S. cerevisiae LAGMV1. 5. S. cerevisiae
LAGMV2. 6: S. cerevisiae MUS121. 7: S. cerevisiae MUS123. PM: patron de peso molecular 50 +

100 (Roche Molecular Biochemicals).

Los marcos verdes (calle 3) resaltan los perfiles de digestion de la cepa
Saccharomyces SAFS235, que presentan un juego adicional de bandas respecto al
juego de bandas que aparecen en las restantes calles (Fig. 13). A continuacion, se
determinaron los tamanos de los fragmentos de digestion utilizando el patron de peso
molecular y se consignaron en la Tabla 4. A partir de la comparacion con los datos
publicados por Pérez Través y col. (2014), sintetizados en la seccion 3.8.3, se

identific el origen homocigota o hibrido de cada cepa segun su perfil PCR-RFLP.
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Tabla 4. Identificacion de hibridos Saccharomyces interespecificos mediante

analisis PCR-RFLP de genes seleccionados

AMPLICON/Endonucleasa®
Cepa
CMUNLP
MAG2/Mspl UBP7/Taql GSY1/Mspl GSY1/Hinfl Identificacion
490; 400; 100 | 350; 340; 300 600; 160; 10 290; 180; 180; L.
SAFABB1 (Sc) (Sc) (Sc) 60; 50 (Sc) S. cerevisiae
490; 400; 100 | 380; 265; 180; 600; 160; 10 290; 180; 180; ..
) ) ) ) ) ) , ) ) ) B
SAFABB3 (Sc) 80: 80 (Spar) (Sc) 60; 50 (Sc) S. cerevisia€e
490; 400; 100 | 350; 340; 300 600; 160; 10 290; 180; 180; .
MBELGA62 (Sc) (Sc) (Sc) 60: 50 (Sc) S. cerevisiae
490; 400; 100 | 350; 340; 300 600; 160; 10 290; 180; 180; L.
MUS121 (Sc) (Sc) (Sc) 60; 50 (Sc) S. cerevisiae
490; 400; 100 | 350; 340; 300 600; 160; 10 290; 180; 180; -
MUS123 (Sc) (Sc) (Sc) 60: 50 (Sc) S. cerevisiae
490; 400; 100 | 350; 340; 300 600; 160; 10 290; 180; 180; L.
MUS124 (Sc) (Sc) (Sc) 60; 50 (Sc) S. cerevisiae
490; 400; 100 | 350; 340; 300 600; 160; 10 290; 180; 180; L.
SAFS231 (Sc) (Sc) (Sc) 60; 50 (Sc) S. cerevisiae
490; 400; 100 | 380; 265; 180; 600; 160; 10 290; 180; 180; ..
H ’ il il ’ 3 H il ’ ’ B
SAFS234 (Sc) 80; 80 (Spar) (Sc) 60; 50 (Sc) S. cerevisiae
490; 400; 100 | 350; 340; 300 600; 160; 10 290; 180; 180; S. pastorianus
SAFS235 (Sc); (Sc); (Sc); 60; 50 (Sc);
600; 235; 175 | 310; 275; 275; 380; 320; 50 320; 240; 200 [S. cerevisiae x
(Seu) 80 (Seu) (Seu) (Seu) S. eubayanus]
490; 400; 100 | 380; 265; 180; 600; 160; 10 290; 180; 180; .
H 3 il il ’ ’ H il 3 H B
LAGMV1 (Sc) 80; 80 (Spar) (Sc) 60; 50 (Sc) S. cerevisiae
490; 400; 100 | 350; 340; 300 600; 160; 10 290; 180; 180; L.
LAGMV2 (Sc) (Sc) (Sc) 60; 50 (Sc) S. cerevisiae

9L os tamafos de los fragmentos de digestion se informan en pares de bases (pb). Sc: S. cerevisiae. Seu:

S. eubayanus. Spar: S. paradoxus. PCepa S. cerevisiae con introgresion S. paradoxus en el locus UBP7.

De todas las levaduras analizadas, unicamente SAFS235 presentd constitucion hibrida
inter-especifica S. cerevisiae x S. eubayanus de todos los genes analizados (Fig. 13,
calle 3, marcos verdes. Tabla 4). A partir de este analisis se pudo identificar a la cepa
como S. pastorianus SAFS235.

Los restantes perfiles mitocondriales corresponden a cepas S. cerevisiae homocigotas
(Tabla 4). Las figuras 14 y 15 a continuacion ilustran, junto a la figura 13, los
resultados del analisis PCR-RFLP.

La figura 14 muestra las digestiones de los amplicones MAG2 con endonucleasa Mspl

(calle 1), GSY1 con endonucleasa Mspl (calle 2) y GSY1 con endonucleasa Hinfl de
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varias cepas de levadura sembradas en series. Se puede comprobar visualmente que
las cepas S. cerevisiae SAFABB1, S. cerevisiae SAFABB3, S. cerevisiae
CMUNLPka25 y S. cerevisiae MBELGAG2 son levaduras S. cerevisiae homocigotas en
los loci estudiados (Fig. 14, Tabla 4).

ABB1 PM ABB3 Ka25 PM MBELGAG2

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Fig. 14. PCR-RFLP de genes seleccionados para la identificacion de hibridos
Saccharomyces interespecificos. Cada serie de 3 calles corresponde a la cepa indicada
en la fila superior. ABB1: S. cerevisiae SAFABB1. ABB3: S. cerevisiae SAFABB3. Ka25:
S. cerevisiae CMUNLPka25. MBELGAG2: S. cerevisiae MBELGAG2. El orden de siembra
de las digestiones AMPLICON/Endonucleasa es el siguiente. Calles: 1: MAG2/Mspl. 2:
GSY1/Mspl. 3: GSY1/Hinfl. PM: patron de peso molecular 50 + 100 (Roche Molecular
Biochemicals).

La figura 15 ilustra las digestiones del amplicon UBP7 con la endonucleasa Taql. Entre
las cepas S. cerevisiae homocigotas estudiadas, se detectaron algunas con un patrén
de bandas diferente exclusivamente en este locus, que se identific6 como una
introgresion del genoma de S. paradoxus en el gen UBP7, que codifica para una
ubiquitina fosforilasa (Pérez Través y col., 2014), en un background de S. cerevisiae
(Fig. 15, marcos azules. Tabla 4).
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Fig. 15. PCR-RFLP del amplicon UBP7 con la endonucleasa Taq|l.
Calles A: 1: S. cerevisike MBELGAG62. 2: S. cerevisiae
CMUNLPka25. 3: S. cerevisiae SAFABB1. 4: S. cerevisiae
SAFABB3. 5: S. cerevisiae MUS121. 6: S. cerevisiae MUS123. 7:
S. cerevisiae MUS124. Calles B: 1: S. cerevisiae SAFS234. 2:
Saccharomyces sp SAFS235. 4: S. cerevisiae LAGMV1. 5: S.
cerevisiae LAGMV2. PM: patron de peso molecular 50 + 100

(Roche Molecular Biochemicals).

La introgresién detectada en las cepas S. cerevisiae SAFABB3, S. cerevisiae
SAFS234 y S. cerevisiae LAGMV1 (Fig. 15, calles resaltadas con marcos azules),
implica que su genoma presenta composicion hibrida en algunas regiones, pero no
contiene el juego de cromosomas completo de la especie que intrograda, S.
paradoxus. Por este motivo, sélo se encontré composicién hibrida en el locus UBP7,
pero no asi en los otros loci analizados, MAG2 y GSY1.

La introgresion podria no limitarse a esta region del genoma, y seria de interés
profundizar el estudio de estas cepas a través de la secuenciacion de su genoma
completo. El fenédmeno de introgresion no es extrafno entre especies del género. Peter
y col. (2018) analizaron mas de 1000 genomas de Saccharomyces sp., encontrando
en todas las cepas S. cerevisiae al menos un gen con introgresion de S. paradoxus.
Este hallazgo cobra un significado particular para la levadura S. cerevisiae SAFS234,
cuyo analisis de perfil mitocondrial sugiere que se trata de la misma cepa que S.
cerevisiae MUS123. Sin embargo, S. cerevisiae MUS123 no evidencié introgresion en
el locus UBP7. Esto permite afirmar que las levaduras no son idénticas y que podrian
tener diferencias en el comportamiento fermentativo y en sus propiedades
tecnoldgicas para la produccién de cerveza. Como resultado de esta observacion, las
levaduras S. cerevisiae MUS123 y S. cerevisiae SAFS234 se trataron como cepas

diferentes en estudios ulteriores.
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Adicionalmente, se aplicé el analisis PCR-RFLP a la region ITS1-ITS2 de las cepas
Meyerozyma sp., aisladas de tres muestras cerveceras diferentes, para determinar su
identidad a nivel especie de acuerdo a la metodologia reportada por Romi y col.
(2014). La Fig. 16 muestra el gel de electroforesis del amplicén ITS1-ITS2 digerido con

endonucleasa Taql.

ITS1ITS2iTaql

1 2 3 4 FM

Fig. 16. PCR-RFLP de cepas Meyerozyma sp. Se muestra la
electroforesis de los productos de digestién del amplicon ITS1-ITS2
con la endonucleasa Taqgl. Calles: 1. Meyerozyma sp. MLA11. 2:
Meyerozyma sp. MLA12. 3: Meyerozyma sp. MLA21. 4: Meyerozyma
sp. MUS122. PM: patron de peso molecular 50 + 100 (Roche
Molecular Biochemicals).

A partir de este andlisis de restriccion pudo identificarse a todos los aislamientos como

M. guilliermondii (Tabla 5), especie reportada como productora de flavors complejos en

co-fermentaciones ale con S. cerevisiae (Varela, 2016).

Tabla 5. Resultados ITS1-ITS2-RFLP de aislamientos Meyerozyma sp.

Origen Cepa Tamano ITS1-ITS2 | ITS1-ITS2/Taql* Especie
MLA11 600 pb 240; 170; 60 M. guilliermondii
LA-001¢
MLA12 600 pb 240; 170; 60 M. guilliermondii
M2F MLA21 600 pb 240; 170; 60 M. guilliermondii
M12¢ MUS122 600 pb 240; 170; 60 M. guilliermondii

*Se indica AMPLICON/Endonucleasa de restriccion empleados. Los tamafios de los fragmentos de
digestion se informan en pares de bases (pb). ®Starter liquido LALEAR (La Plata, Argentina). PLodo
artesanal subproducto de la fermentacion cervecera llevada a cabo con el starter liquido LA-001. “Lodo
artesanal subproducto de la fermentacion de una cerveza ale, de 2da re-utilizacion de levadura comercial

(Fermentis, Francia).
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Dado que esta especie ha sido reportada como levadura no convencional utilizada en
la produccion cervecera, se decidid conservar un aislamiento M. guilliermondii
obtenido de cada muestra, los denominados MUS122 y MLA12, como parte del panel
de levaduras no sacaromicéticas que se caracterizaran respecto de sus propiedades

tecnoldgicas.

4.4.5 Determinacioén de parametros cinéticos de crecimiento en distintos medios
Durante la fermentacion del mosto cervecero, en la fase exponencial de crecimiento,
las levaduras consumen velozmente los azucares disueltos y producen CO», etanol y
compuestos de sabor.

Mientras que la glucosa representa un 14% de los azucares del mosto, la maltosa
constituye en promedio un 59%. El consumo de azucares disueltos ocurre en cierto
orden; las levaduras consumen primero la glucosa, luego la fructosa, luego la sacarosa
y la maltosa. Estos azucares simples pueden ingresar faciimente a las células,
mediante proteinas facilitadoras de ftransporte a través de membrana, y son
metabolizados rapidamente. La presencia de maltosa en el medio induce en las
levaduras la produccién de enzima maltasa, la cual hidroliza maltosa en unidades de
glucosa fermentables (White y Zainasheff, 2010). Los azucares mas complejos de
mayor nimero de unidades de glucosa, como las maltotriosas y dextrinas, son las
ultimas en ser metabolizadas. No todas las levaduras son capaces de fermentar
maltotriosas. La habilidad para hacerlo es una propiedad buscada en cepas
cerveceras, ya que es determinante de su capacidad para atenuar el mosto de
cebada.

Como etapa previa a la caracterizaciéon de la capacidad fermentativa del mosto
cervecero de las levaduras identificadas en la etapa anterior (secciones 4.4.3 'y 4.4.4),
se estudié la cinética de crecimiento de cada una de ellas en medios de cultivo
formulados con azucares presentes en el mosto cervecero como principales fuentes
de carbono, asi como en mosto cervecero y en un medio nutricionalmente completo
como el caldo YPD. A continuaciéon, se examinaran los parametros cinéticos
determinados y las diferencias observadas entre las cepas aisladas de una misma
muestra cervecera.

Del analisis de las cinéticas de S. cerevisiae SAFABB1 y S. cerevisiae SAFABB3,
ambas aisladas del starter comercial Safbrew Abbaye (Fermentis, Francia), no
surgieron diferencias apreciables entre las velocidades maximas y los tiempos de
latencia en los distintos medios de cultivo estudiados. Unicamente se observo
diferencia en caldo YNB suplementado con glucosa o suplementado con maltosa,

donde S. cerevisiae SAFABB3 logré una cosecha maxima superior (Fig. 16).
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Fig. 16. Cinéticas de crecimiento de cepas aisladas del starfer comercial Safbrew Abbaye (Fermentis,
Francia), graficos DOsoo vs Tiempo [h] de cepas S. cerevisiae cultivadas en diferentes medios. Se grafica

el promedio de los triplicados de cada condicién de cultivo. Sc SAFABB1: S. cerevisiae SAFABB1. Sc
SAFABB3: S. cerevisiae SAFABB3. » YNB con glucosa 0,5% p/V. ¢ YNB con maltosa 0,5% p/V. ®m Caldo

YPD. ¥ Mosto cervecero estéril de 10,0 °Bx y pH 5,5.

Los parametros cinéticos calculados a partir de estas curvas se sintetizan en la Tabla
6A. La diferencia en las cosechas maximas se comprobd significativamente superior
en cultivos de la cepa S. cerevisiae SAFABB3 (P < 0,05, Tabla 6A).

Tabla 6A. Parametros cinéticos en diferentes medios de cultivo

Origen Cepa Medio de DOwax Velocidadmax Fase de
cultivo [DOsoo/h] latencia [h]
Caldo YPD 2,18+0,102 | 0,20 + 0,02/8a 1,26 + 0,382
S. cerevisiae | Mosto 9,98 °Bx | 2,48 + 0,032 0,25 + 0’03BCa 1,26 + 0,42Aa
SAFABB1 YNBglu 1,79+0,17 @ 0,31 +0,03¢2 4,45 + (0,588
Safbrew YNBmaltosa 1,42 £0,04 @ 0,14 £ 0,0172 5,34 +0,4782
Abbaye? Caldo YPD 2,14 +0,082 | 0,17 +0,0172 0+ 072
S. cerevisiae | Mosto 9,98 °Bx | 2,45+ 0,04 @ 0,17 £ 0,04Aa 2,23 + 0,98B a
SAFABB3 YNBglu 2,27 +0,02° | 0,34 +0,0382 4,11 +0,29¢2
YNBmaltosa 2,21+0,02° 0,17 + 0,02A2 5,12 +0,15¢2

BStarter liofilizado comercial, Fermentis (Francia). YPD: extracto de levadura 10 g/L, peptona
bacteriolégica 20 g/L, dextrosa 20 g/L. Mosto 9,98 °Bx: mosto cervecero estéril de concentracion 9,98 °Bx
(1040 g/mL) y pH 5,5. YNBglu: medio YNB suplementado con glucosa 0,5% p/V. YNBmaltosa: YNB
suplementado con maltosa 0,5% p/V. Los valores se expresan como el promedio de cada parametro de
crecimiento * la desviacion estandar medidos en al menos tres experimentos independientes. Letras
mayusculas superindice distintas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre condiciones de cultivo
distintas aplicadas a una misma levadura. Letras minusculas superindice distintas indican diferencias

significativas (P < 0,05) entre las levaduras cultivadas en idénticas condiciones.

Entre las cepas aisladas del starter cervecero comercial Saflager S-23 (Fermentis,
Francia), S. cerevisiae SAFS231, S. cerevisiae SAFS234 y S. pastorianus SAFS235,

inicialmente no se observaron diferencias en la velocidad de crecimiento y en la fase
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de latencia de los cultivos en mosto cervecero. La figura 17 ilustra las curvas de DOggo

versus tiempo de estas tres cepas en los diferentes medios evaluados.
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Fig. 17. Cinéticas de crecimiento de cepas aisladas del starter comercial Saflager S-23 (Fermentis,
Francia), graficos DOsoo vs Tiempo [h] de cepas S. cerevisiae cultivadas en diferentes medios. Se grafica
el promedio de los triplicados de cada condicién de cultivo. Sc SAFS231: S. cerevisiae SAFS231. Sc
SAFS234: S. cerevisiae SAFS234. Sp SAFS235: S. pastorianus SAFS235. » YNB con glucosa 0,5% p/V.

YNB con maltosa 0,5% p/V. m Caldo YPD. ¥ Mosto cervecero estéril de 9,98 °Bx y pH 5,5. Las cinéticas

de S. cerevisiae SAFS234 y S. cerevisiae SAFS231 en YNB suplementado con glucosa o maltosa no se

determinaron por falta de tiempo.

Los parametros cinéticos calculados a partir de las curvas de la figura 17 se sintetizan
en la Tabla 6B. En cuanto a los cultivos llevados a cabo en caldo YPD, S. cerevisiae
SAFS231 presentd la mayor tasa de crecimiento. Sin embargo, S. pastorianus
SAFS235, que desarrollé una menor tasa de crecimiento en este medio y tuvo la fase
de latencia mas prolongada, fue la cepa que logré la mayor cosecha. Los datos
comprueban que en caldo YPD, la cepa S. cerevisiae SAFS234 alcanz6 una cosecha
maxima significativamente superior a las otras cepas de este grupo y que S. cerevisiae

SAFS231 presento la mayor velocidad de crecimiento (P < 0,05, Tabla 6B).
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Tabla 6B. Parametros cinéticos en diferentes medios de cultivo

Ori c Medio de DO Velocidadmax Fase de
rigen epa cultivo mex [DOso/h] | latencia [h]
Caldo YPD 2,30 £ 0,01° 0,18 +0,0182 | 6,37 £ 0,948°
pastoi.ianus Mosto 9,98 °Bx | 2,404 + 0,006° 0,17 £ 0,02”82 | 1,02 + 0,66"°
SAFS235 YNBglu 1,83 +£0,03 0,132 + 0,003 | 9,44 +0,03¢
Saflager YNBmaltosa 1,72 £ 0,04 0,162 + 0,031°® | 12,26 + 0,99°
$-23F S. cerevisiae Caldo YPD 2,18 £ 0,02% 0,14 +0,02*° 00"
SAFS234 Mosto 9,98 °Bx 2,50 + 0,02° 0,17 +0,04*2 1,39 + 0,63%2
S. cerevisiae Caldo YPD 2,10 + 0,022 0,23 +0,05%° | 2,26 + 0,26"°
SAFS231 Mosto 9,98 °Bx | 2,36 +0,02° 0,20 + 0,01 | 1,75 +0,09"?
BStarter liofilizado comercial, Fermentis (Francia). YPD: extracto de levadura 10 g/L, peptona

bacteriolégica 20 g/L, dextrosa 20 g/L. Mosto 9,98 °Bx: mosto cervecero estéril de concentracion 9,98 °Bx
(1040 g/mL) y pH 5,5. YNBglu: medio YNB suplementado con glucosa 0,5% p/V. YNBmaltosa: YNB
suplementado con maltosa 0,5% p/V. Los valores se expresan como el promedio de cada parametro de
crecimiento * la desviacion estandar medidos en al menos tres experimentos independientes. Letras
mayusculas superindice distintas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre condiciones de cultivo
distintas aplicadas a una misma levadura. Letras minusculas superindice distintas indican diferencias

significativas (P < 0,05) entre las levaduras cultivadas en idénticas condiciones.

Se destacan los tiempos de latencia prolongados de S. pastorianus SAFS235
cultivada en YNB suplementado con glucosa e YNB suplementado con maltosa,
registrados en la Tabla 6B. Los extensos tiempos de adaptacién metabdlica de esta
cepa podrian estar relacionados con la temperatura de incubacion de los experimentos
(20 °C), que es optima para levaduras S. cerevisiae pero podria resultar elevada para
la levadura criotolerante S. pastorianus, adaptada a ambientes fermentativos de
temperaturas entre 4 y 15 °C (White y Zainasheff, 2010).

Al comparar las cepas aisladas del lodo cervecero LagerMV, S. cerevisiae LAGMV1 y
S. cerevisiae LAGMV?2, no se observaron diferencias en las curvas de crecimiento en
caldo YPD y mosto cervecero. A continuacion, la figura 18 ilustra las cinéticas de
crecimiento de ambas cepas, a partir de las cuales se detecté una mejor capacidad de

adaptacion de S. cerevisiae LAGMV1 a los diferentes sustratos evaluados.
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Fig. 18. Cinéticas de crecimiento de cepas aisladas del lodo de cerveza artesanal LagerMV, graficos

DOeoo vs Tiempo [h] de cepas S. cerevisiae cultivadas en diferentes medios. Se grafica el promedio de los

triplicados de cada condicion de cultivo. Sc LAGMV1: S. cerevisiae LAGMV1. Sc LAGMV2: S. cerevisiae
LAGMV2. » YNB con glucosa 0,5% p/V. ® YNB con maltosa 0,5% p/V. ®m Caldo YPD. ¥ Mosto cervecero

estéril de 9,98 °Bx y pH 5,5.

Es posible distinguir dos tramos con pendientes diferentes en las cinéticas de
crecimiento de la cepa S. cerevisiae LAGMV2 en caldo YPD y mosto cervecero (Fig.
18), siendo la segunda pendiente menor que la primera. Esto es reflejo de cambios
metabdlicos durante la incubacion, posiblemente asociados a dificultades en la
adaptacion de la cepa a dichos medios de cultivo. Los parametros cinéticos calculados

a partir de estas curvas se sintetizan en la Tabla 6C.

Tabla 6C. Parametros cinéticos en diferentes medios de cultivo

Origen Cepa Medio de DOpma Velocidadmax Fase de
cultivo [DOsoo/h] latencia [h]
Caldo YPD 2,12+ 0,04 2 0,14 £0,01A2 0+ 042
ceret;'siae Mosto 9,98 °Bx | 2,52 +0,03° 0,145 +0,001%2 | 0,40 +0,26”?
LAGMV1 YNBglu 230+0,02° | 027%0,02%% | 274+0,46°°
Lodo YNBmaltosa 2,213 +0,007 ® 0,24 +0,038° 4,66 +0,54C2
LagerMV Caldo YPD 2,26 £ 0,032 0,18 + 0,062 0,06 + 0,082
S Mosto 9,98 °Bx | 2,53 + 0,04 2 0,17 £ 0,062 0+0A2
Cremva | YNBglu 198£0,02° | 0,230,01"° | 526£0,01°0
YNBmaltosa 1,76 £0,03% | 0,118 £0,005*2 | 3,91 +0,1682

YPD: extracto de levadura 10 g/L, peptona bacterioldgica 20 g/L, dextrosa 20 g/L. Mosto 9,98 °Bx: mosto
cervecero estéril de concentracion 9,98 °Bx (1040 g/mL) y pH 5,5. YNBglu: medio YNB suplementado con
glucosa 0,5% p/V. YNBmaltosa: YNB suplementado con maltosa 0,5% p/V. Los valores se expresan como
el promedio de cada parametro de crecimiento + la desviacion estandar medidos en al menos tres
experimentos independientes. Letras mayusculas superindice distintas indican diferencias significativas (P
< 0,05) entre condiciones de cultivo distintas aplicadas a una misma levadura. Letras minusculas
superindice distintas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre las levaduras cultivadas en

idénticas condiciones.
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En principio, se comprob6é la ausencia de diferencias significativas entre los
parametros cinéticos evaluados en cultivos en caldo YPD y mosto cervecero (P <
0,05).

Al estudiar los cultivos en caldo YNB suplementado con glucosa, se obtuvo una mayor
cosecha maxima con S. cerevisiae LAGMV1, mientras que S. cerevisiae LAGMV2,
ademas de alcanzar cosechas inferiores, demostré mayor dificultad de adaptacion a
este medio, reflejada en una fase de latencia significativamente mas prolongada (P <
0,05, Tabla 6C). También en caldo YNB suplementado con maltosa la levadura S.
cerevisiae LAGMV1 presentd una mejor performance, desarrollando una tasa de
crecimiento mayor y alcanzando una cosecha maxima superior (P < 0,05, Tabla 6C).
Cuando se estudiaron los parametros cinéticos de las cepas sacaromicéticas aisladas
del lodo cervecero M12, S. cerevisiae MUS121, S. cerevisiae MUS123 y S. cerevisiae
MUS124, se encontraron algunas diferencias entre los cultivos en mosto cervecero.
Este analisis comparativo no incluyé a la cepa M. guilliermondii MUS122, aislada de la
misma muestra cervecera, por tratarse de una levadura no sacaromicética que
presentd un comportamiento muy diferente de las otras cepas aisladas. Su
performance se evaluara mas adelante en comparacion con otra levadura de la misma
especie aislada de una muestra diferente, M. guilliermondii MLA12.

En la figura 19 se ilustran las curvas de crecimiento de las cepas sacaromicéticas
aisladas del lodo cervecero M12. Destacan las fases de latencia mas prolongadas
cuando se emplea medio YNB suplementado con maltosa como sustrato y las

cosechas maximas superiores logradas en mosto cervecero.
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Fig. 19. Cinéticas de crecimiento de cepas aisladas del lodo de cerveza artesanal M12, graficos DOsoo vs
Tiempo [h] de cepas S. cerevisiae cultivadas en diferentes medios. Se grafica el promedio de los
triplicados de cada condicién de cultivo. Sc MUS121: S. cerevisiae MUS121. Sc MUS123: S. cerevisiae
MUS123. Sc MUS124: S. cerevisiae MUS124. YNB con glucosa 0,5% p/V. « YNB con maltosa 0,5%

p/V.m Caldo YPD. ¥ Mosto cervecero estéril de 9,98 °Bx y pH 5,5.

Los parametros cinéticos calculados a partir de las curvas de la figura 19 se sintetizan

en la Tabla 6D.
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Tabla 6D. Parametros cinéticos en diferentes medios de cultivo

Origen Cepa Medio de DO\ Velocidadmax Fase de
cultivo [DOsoo/h] latencia [h]

Caldo YPD 2,15+ 0,032 0,235 + 0,006”B2 | 1,40 + 0,41A

cer:/;'siae Mosto 9,98 °Bx 2,41 +£0,012 0,183 + 0,005"2 1,10 £ 0,12A°P
MUS121 YNBglu 2,02£0,02° | 0,346 +0,006°° [ 4,87 +0,26°2
YNBmaltosa 1,93 £ 0,012 0,28 +0,01B°2 4,48 +0,03B2

Caldo YPD 2,12+ 0,032 0,23 + 0,018 2 1,85 + 0,214

S

Lodo | Mosto 9,98 °Bx | 2,47 + 0,032 0,19 + 0,02A2 1,45 + 0,16°P
M12 T;,’S;’f;:" YNBglu 2,11+0,122 0,36 £ 0,01CP | 4,35+ 0,228
YNBmaltosa 2,06 + 0,04° 0,29 + 0,03BCa 9,78 + 0,65C°¢

Caldo YPD 2,18 + 0,037 0,21+ 0,018 0,44 * 0,462

cerei;.siae Mosto 9,98 °Bx | 2,492 + 0,002¢ | 0,148 +0,003”2 | 0,23 +0,16A2

MUS124 YNBglu 2,28 + 0,04% 0,26 0,012 | 4,93 +0,13B

YNBmaltosa 1,87 + 0,022 0,239 +0,005%2 | 8,07 +0,04C®
YPD: extracto de levadura 10 g/L, peptona bacterioldgica 20 g/L, dextrosa 20 g/L. Mosto 9,98 °Bx: mosto

cervecero estéril de concentracion 9,98 °Bx (1040 g/mL) y pH 5,5. YNBglu: medio YNB suplementado con
glucosa 0,5% p/V. YNBmaltosa: YNB suplementado con maltosa 0,5% p/V. Los valores se expresan como
el promedio de cada parametro de crecimiento + la desviacion estandar medidos en al menos tres
experimentos independientes. Letras mayusculas superindice distintas indican diferencias significativas (P
< 0,05) entre condiciones de cultivo distintas aplicadas a una misma levadura. Letras mindsculas
superindice distintas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre las levaduras cultivadas en

idénticas condiciones.

Si bien las tasas de crecimiento en mosto cervecero no presentaron diferencias
significativas entre las levaduras (P < 0,05), la fase de latencia de S. cerevisiae
MUS124 fue significativamente menor que las latencias observadas en las otras cepas
(P < 0,05), comenzando la fase exponencial inmediatamente luego de iniciada la
incubacién (Tabla 6D).

Al estudiar el comportamiento de las cepas en caldo YNB suplementado con glucosa,
se encontré que la velocidad de crecimiento de S. cerevisiae MUS121 y S. cerevisiae
MUS123 fue significativamente mayor que la velocidad de S. cerevisiae MUS124 (P <
0,05, Tabla 6D).

Respecto al medio YNB suplementado con maltosa, se observaron diferencias en la
fase de latencia y en la cosecha maxima. S. cerevisiae MUS123 obtuvo una cosecha
maxima significativamente superior, al mismo tiempo que evidencio la fase de latencia
mas prolongada de las tres cepas (P < 0,05, Tabla 6D). Aparentemente, un mayor
tiempo de adaptacion metabdlica habilitd6 un mejor aprovechamiento de los nutrientes
por parte de esta levadura para generar biomasa. S. cerevisiae MUS124 también
presenté una fase de latencia prolongada, significativamente superior a aquella de S.
cerevisiae MUS121, pero en este caso no hubo correlato con mejoras en los restantes

parametros cinéticos.
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A continuacion, se comparan las cinéticas entre las dos levaduras M. guilliermondii
seleccionadas, aisladas a partir de muestras cerveceras aportadas por diferentes
cerveceros artesanales de La Plata. La figura 20 ilustra las cinéticas de crecimiento de

ambas levaduras en los diferentes medios.
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Fig. 20. Cinéticas de crecimiento de M. guilliermondii MUS122, aislada del lodo de cerveza artesanal
M12, y M. guilliermondii MLA12, aislada del starter liquido LA-001 (LALEAR, Argentina), graficos DOsoo
vs Tiempo [h] de las cepas cultivadas en diferentes medios. Se grafica el promedio de los triplicados de
cada condicion de cultivo. Mg MUS122: M. guilliermondii MUS122. Mg MLA12: M. guilliermondii MLA12.

YNB con glucosa 0,5% p/V. ® YNB con maltosa 0,5% p/V. ® Caldo YPD. ¥ Mosto cervecero estéril

de 9,98 °Bx y pH 5,5. + YNB con extracto de malta de calidad microbiologica 0,5% p/V. % YNB con
maltotriosa 0,5% p/V y maltosa 0,1% p/V.

Pudo observarse un crecimiento erratico de M. guilliermondii MLA12 en mosto
cervecero. Ademas, se determind la capacidad de M. guilliermondii MUS122 de crecer
en los sustratos maltosa, extracto de malta y maltotriosa. Los parametros cinéticos

calculados a partir de las curvas de la figura 20 se sintetizan en la Tabla 6E.
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Tabla 6E

. Parametros cinéticos en diferentes medios de cultivo

Origen Cepa Medio de DO\ Velocidadmax Fase de
cultivo [DOeoo/h] latencia [h]
Caldo YPD | 2,34 +0,04° | 0,099 + 0,008A2 | 0,39 +0,15A2
Mosto 9,98 °Bx | 2,36 +0,08° | 0,076 + 0,004*2 | 3,27 +0,4782
Lodo M YNBglu 214+005 | 0,16 +0,01C | 4,27 + 0,325
miz | Suilliermon I tosa | 2.26:004 | 0.21£0,02° 522 + 0,270
dii MUS122 ) ) ’ ! ’ ’
YNBmtriosa | 2,33+0,07 | 0,131+0,003% | 3,730,175
M. Caldo YPD 2,17 £0,102 0,12 +0,0182 7,93 +0,63AP
LAG0TE | guiliermon | Mosto 9,08 °Bx | 1,60 +0,14° | 0,06 £0,014% | 11,80 £3 35"

BStarter liquido artesanal, LALEAR (Argentina). YPD: extracto de levadura 10 g/L, peptona bacterioldgica
20 g/L, dextrosa 20 g/L. Mosto 9,98 °Bx: mosto cervecero estéril de concentracion 9,98 °Bx (1040 g/mL) y
pH 5,5. YNBglu: medio YNB suplementado con glucosa 0,5% p/V. YNBmaltosa: YNB suplementado con
maltosa 0,5% p/V. YNBmtriosa: YNB suplementado con maltosa 0,1% p/V y maltotriosa 0,5% p/V.
YNBextmalta: YNB suplementado con extracto de malta microbiolégico 0,5% p/V. Los valores se expresan
como el promedio de cada parametro de crecimiento + la desviacion estandar medidos en al menos tres
experimentos independientes. Letras mayusculas superindice distintas indican diferencias significativas (P
< 0,05) entre condiciones de cultivo distintas aplicadas a una misma levadura. Letras minusculas
superindice distintas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre las levaduras cultivadas en

idénticas condiciones.

Al estudiar su crecimiento en mosto cervecero, M. guilliermondii MUS122 alcanz6 una
cosecha maxima significativamente mayor y un tiempo de latencia menor (P < 0,05,
Tabla 6E). Si bien ambos aislamientos M. guilliermondii tienen baja tasa de
crecimiento, comparada con las tasas de crecimiento de S. cerevisiae (Tablas 6A, 6B,
6C y 6D), M. guilliermondii MUS122 se adapté mejor al mosto cervecero que M.
guilliermondii MLA12. Incluso en caldo YPD, un medio nutricionalmente completo para
levaduras, M. guilliermondii MLA12 present6 una fase de latencia superior respecto de
M. guilliermondii MUS122 (P < 0,05, Tabla 6E).

guilliermondii MLA12 no parece ser una levadura adecuada para la produccién de

En términos generales, M.

cerveza.

Por ser entre las dos levaduras evaluadas la mejor adaptada al crecimiento en mosto
cervecero, M. guilliermondii MUS122 se seleccion6 para estudiar su cinética en caldo
YNB suplementado con extracto de malta, maltosa y maltotriosa como Unicas fuentes
de carbono, con el objetivo de indagar en su capacidad de fermentar azucares mas
complejos presentes en los mostos de cerveceria. Esta levadura fue capaz de crecer
tanto en maltosa como en extracto de malta y en maltotriosa (Tabla 6E).

Al crecer en maltosa como Unica fuente de carbono, su velocidad de crecimiento fue
significativamente mayor que en YNB suplementado con glucosa, y las tasas de

crecimiento en glucosa, maltosa y maltotriosa fueron significativamente superiores a
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sus tasas de crecimiento en mosto cervecero y caldo YPD (P < 0,05). Los tiempos de
latencia en estos medios fueron, por otro lado, significativamente mayores a la fase de
latencia registrada en caldo YPD (P < 0,05), lo que refleja la necesidad de la levadura
de adaptar su metabolismo a las nuevas fuentes de carbono antes de pasar a la etapa
exponencial de crecimiento (Tabla 6E).

La capacidad de M. guilliermondii MUS122, una levadura no convencional, de crecer
en azucares complejos presentes en el mosto, puede resultar una caracteristica de
interés para la industria cervecera. En combinacidon con cepas S. cerevisiae, podria
emplearse en la produccién de cervezas muy atenuadas, donde la fermentacién de las
maltotriosas presentes en el mosto de cebada seria finalizada por M. guilliermondii
MUS122.

Las levaduras S. cerevisiae MBELGAG2 y P. kudriavzevii MBELGAG1, aisladas a partir
del lodo cervecero M6, se analizaron conjuntamente, a pesar de pertenecer a especies
diferentes, con el objetivo de realizar predicciones respecto al comportamiento del lodo
M6, considerando el aporte de cada levadura. La figura 21 ilustra sus curvas de

crecimiento en los diferentes medios de cultivo estudiados.
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Fig. 21. Cinéticas de crecimiento de las levaduras aisladas a partir del lodo artesanal M6, graficos DOeoo
vs Tiempo [h] de las levaduras cultivadas en diferentes medios. Se grafica el promedio de los triplicados
de cada condicién de cultivo. Pk MBELGAG61: P. kudriavzevii MBELGA61. Sc MBELGAG62: S. cerevisiae

MBELGAG2. YNB con glucosa 0,5% p/V. ¢ YNB con maltosa 0,5% p/V. ® Caldo YPD. ¥ Mosto

cervecero estéril de 9,98 °Bx y pH 5,5. ¢ YNB con extracto de malta de calidad microbioldgica 0,5% p/V. %
YNB con maltotriosa 0,5% p/V y maltosa 0,1% p/V.
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Destaca la mejor capacidad de S. cerevisiae MBELGAG62 de crecer en mosto
cervecero y su propiedad de crecer en maltosa y maltotriosa, sustratos que P.
kudriavzevii MBELGA61 no pudo metabolizar. Los parametros cinéticos calculados a

partir de estas curvas se sintetizan en la Tabla 6F.

Tabla 6F. Parametros cinéticos en diferentes medios de cultivo

Medio de Velocidadmax Fase de
Cepa . DOmax .
cultivo [DOeoo/h] latencia [h]
Caldo YPD 2,11+£0,042 0,23 +0,02B2 2,01 £0,35%°
Mosto 9,98 °Bx 2,37 £0,022 0,23 +0,028° 2,33 £0,2148b
S. cerevisiae YNBglu 2,02+0,022 0,201 + 0,00682 3,23 +0,148B2
MBELGA62 YNBmaltosa 1,91 +£0,03 0,208 + 0,0058 5,06 +0,21°
YNBmtriosa 2,06 £ 0,05 0,132 + 0,007A 5,61+ 0,38
YNBextmalta 2,138 £ 0,002 @ 0,201 + 0,008B° 2,96 +0,13BP
Caldo YPD 2,49+0,10° 0,210 + 0,002¢2 0,97 +0,2272
Mosto 9,98 °Bx 2,83 +0,06° 0,124 + 0,008B2 0+ 072
P. kudriavzevii YNBglu 228+011° 0,29 + 0,04P° 7,70 £ 0,528°
MBELGA61 YNBmaltosa no crece no crece no crece
YNBmtriosa no crece no crece no crece
YNBextmalta 2,04 +£0,08 2 0,066 + 0,0082 0,90 + 0,66A2

YPD: extracto de levadura 10 g/L, peptona bacterioldgica 20 g/L, dextrosa 20 g/L. Mosto 9,98 °Bx: mosto
cervecero estéril de concentracion 9,98 °Bx (1040 g/mL) y pH 5,5. YNBglu: medio YNB suplementado con
glucosa 0,5% p/V. YNBmaltosa: YNB suplementado con maltosa 0,5% p/V. YNBmtriosa: YNB
suplementado con maltosa 0,1% p/V y maltotriosa 0,5% p/V. YNBextmalta: YNB suplementado con
extracto de malta microbioldgico 0,5% p/V. Los valores se expresan como el promedio de cada parametro
de crecimiento * la desviacion estandar medidos en al menos tres experimentos independientes. Letras
mayusculas superindice distintas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre condiciones de cultivo
distintas aplicadas a una misma levadura. Letras minusculas superindice distintas indican diferencias

significativas (P < 0,05) entre las levaduras cultivadas en idénticas condiciones.

Ambas levaduras fueron capaces de crecer en mosto cervecero, presentando S.
cerevisiae MBELGAG2 una velocidad de crecimiento y una fase de latencia
significativamente mayores (P < 0,05, Tabla 6F). En cuanto a la cosecha maxima, fue
significativamente superior en el caso de P. kudriavzevii MBELGA61. Si bien S.
cerevisiae MBELGABG2 logré crecer mas rapidamente, P. kudriavzevii MBELGAB1 se
adaptdé y comienzé a crecer en menor tiempo, lo cual explica parcialmente la
capacidad de estas levaduras de coexistir en el lodo M6.

En un medio nutricionalmente completo como el caldo YPD, los aislamientos crecieron
a velocidades similares entre si y comparables con la velocidad a la que S. cerevisiae
MBELGAG62 crece en mosto cervecero (P < 0,05, Tabla 6F). Nuevamente, la fase de

latencia de S. cerevisiae MBELGAG2 superd significativamente la latencia de P.
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kudriavzevii MBELGA61 (P < 0,05, Tabla 6F). También en caldo YPD, la cosecha
maxima alcanzada por la levadura no sacaromicética fue significativamente superior.
Hasta aqui, P. kudriavzevii MBELGAG1 se presentd como una levadura de rapida
adaptacion al medio de cultivo y capaz de alcanzar elevadas cosechas (Tabla 6E).
Esta levadura se reprodujo en mosto cervecero desde el principio de la incubacion, y
esta caracteristica debe tenerse en cuenta en el disefo de co-fermentaciones con
levaduras sacaromicéticas, ya que P. kudriavzevii MBELGAG61 podria invadir el mosto
y dificultar la concrecién de la fermentacién etandlica por S. cerevisiae.

Al estudiar otros sustratos, solo S. cerevisiae MBELGAG62 fue capaz de crecer en
maltosa y maltotriosa, con fases de latencia mas prolongadas pero una velocidad de
crecimiento comparable a aquella observada en mosto cervecero (P < 0,05). P.
kudriavzevii MBELGAG1 no crecio en estos sustratos (Tabla 6F).

Estos resultados demuestran que la levadura que lleva a cabo la fermentacion del
mosto cervecero es S. cerevisiae MBELGA62. Esta cepa es interesante por su
capacidad de utilizar maltotriosas como fuente de carbono. P. kudriavzevii MBELGAG1
aparentemente no realiza metabolismo fermentativo; es posible que esta levadura
aporte compuestos de sabor y aroma a la cerveza producida, a través de otras vias
metabdlicas. Se requiere profundizar los estudios de fermentacion y de composicion
de los productos fermentados de P. kudriavzevii MBELGAG61 para arribar a
conclusiones.

El analisis global de las cinéticas permite concluir que no existen diferencias
significativas entre las velocidades de crecimiento de los cultivos en caldo YPD y en
mosto cervecero de 9 de las 14 levaduras estudiadas (64%). Estos datos, que se
grafican en la figura 22, indican que las especies de Saccharomyces sp. estudiadas
adquieren del mosto cervecero los nutrientes necesarios para reproducirse a tasas
comparables a aquellas que se observan en un medio nutricionalmente completo
como el caldo YPD. Todas las levaduras que muestran este comportamiento son

candidatas a fermentar adecuadamente el mosto de cebada.
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Fig. 22. Velocidad maxima de crecimiento [DO/h] de levaduras cerveceras evaluadas en diferentes
medios de cultivo. Se representa el promedio del triplicado de cada tratamiento. Las barras de error
representan la desviacién estandar de los triplicados. Barras con letras idénticas no presentan diferencias
significativas entre si (P < 0,05). A: S. cerevisiae MUS121. B: M. guilliermondii MUS122. C: S. cerevisiae
MUS123. D: S. cerevisiae MUS124. E: M. guilliermondii MLA12. F: S. cerevisiae MBELGAG2. G: P.
kudriavzevii MBELGA61. H: S. cerevisiae SAFABB1. I: S. cerevisiae SAFABB3. J: S. pastorianus
SAFS235. K: S. cerevisiae SAFS234. M: S. cerevisiae SAFS231. N: S. cerevisiae LAGMV1. L: S.
cerevisiae LAGMV2. m Caldo YPD (extracto de levadura 10 g/L, peptona bacteriolégica 20g/L, dextrosa 20
g/L). m Mosto de cebada estéril de concentracion 9,98 °Bx (1040 g/mL) y pH 5,5. m Caldo YNB

suplementado con glucosa 0,5% p/V. Caldo YNB suplementado con maltosa 0,5% p/V.

Adicionalmente, no se detectaron diferencias significativas en las fases de latencia
observadas en caldo YPD y en mosto cervecero, con excepcion de las levaduras no
sacaromicéticas M. guilliermondii MUS122 y M. guilliermondii MLA12 y de las cepas S.
cerevisiae SAFABB3 y S. cerevisiae SAFS231, cuyas fases de latencia fueron mas
prolongadas en mosto (P <0,05), y de S. pastorianus SAFS235, cuya fase de latencia
fue mas prolongada en caldo YPD (P < 0,05). Los tiempos de latencia calculados a

partir de las curvas de crecimiento se grafican en la figura 23.
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Fig. 23. Tiempo de latencia [h] de levaduras cerveceras evaluadas en diferentes medios de cultivo. Se
representa el promedio del triplicado de cada tratamiento. Las barras de error representan la desviacion
estandar de los triplicados. Barras con letras idénticas no presentan diferencias significativas entre si (P <
0,05). A: S. cerevisiae MUS121. B: M. guilliermondii MUS122. C: S. cerevisiae MUS123. D: S. cerevisiae
MUS124. E: M. guilliermondii MLA12. F: S. cerevisiae MBELGAGB2. G: P. kudriavzevii MBELGAG61. H: S.
cerevisiae SAFABB1. I: S. cerevisiae SAFABB3. J: S. pastorianus SAFS235. K: S. cerevisiae SAFS234.
M: S. cerevisiae SAFS231. N: S. cerevisiae LAGMV1. L: S. cerevisiae LAGMV2. m Caldo YPD (extracto
de levadura 10 g/L, peptona bacterioldgica 20g/L, dextrosa 20 g/L). m Mosto de cebada estéril de
concentraciéon 9,98 °Bx (1040 g/mL) y pH 5,5. m Caldo YNB suplementado con glucosa 0,5% p/V. = Caldo

YNB suplementado con maltosa 0,5% p/V.

Estas diferencias pueden explicarse a partir de la composicion del medio de cultivo del
pre-inéculo de levaduras, el caldo GPY, muy similar a la composicion del caldo YPD.
En varios casos, se detecté una fase de latencia nula al estudiar cinéticas de
crecimiento en caldo YPD, pues las levaduras se encontraban metabdlicamente
adaptadas al medio desde la etapa de pre-inéculo. El hecho de observar fases de
latencia en mosto cervecero similares a las observadas en caldo YPD (P < 0,05),
indica que el medio de cultivo empleado en los pre-inéculos, caldo GPY, es adecuado
para realizar el pre-cultivo de los starters de levaduras antes de la fermentacion del
mosto de cebada.

Las excepciones al comportamiento descrito fueron las cepas S. cerevisiae MUS121,

S. cerevisiae MUS124, y las levaduras no sacaromicéticas M. guilliermondii MUS122,
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M. guilliermondii MLA12 y P. kudriavzevii MBELGA61, levaduras que presentaron
mejores tasas de crecimiento en caldo YPD que en mosto cervecero (P < 0,05, Fig.
22).

Las cepas con mejores aptitudes para crecer en mosto cervecero, que presentaron las
mayores tasas de crecimiento (P < 0,05), fueron S. cerevisiae SAFABB1, S. cerevisiae
MBELGA62 y S. cerevisiae SAFS231 (Fig. 22). Adicionalmente, S. cerevisiae
SAFABB1 y S. cerevisiae MBELGAG2 presentaron los tiempos de latencia mas breves
en mosto (Fig. 23).

Las cosechas maximas determinadas durante las cinéticas en distintos medios se

grafican en la figura 24.

3,00 - g
275 4
2,50
225
2,00 4
1,75 4
1,50 4
1,25
1,001
0,75
0,50 -
0,25
0,00

DOmax

A-B C D EF GH I J KM N L

Fig. 24. Maxima cosecha [DOmax] de levaduras cerveceras evaluadas en diferentes medios de cultivo.

Se representa el promedio del triplicado de cada tratamiento. Las barras de error representan la
desviacion estandar de los triplicados. Barras con letras idénticas no presentan diferencias significativas
entre si (P < 0,05). A: S. cerevisiae MUS121. B: M. guilliermondii MUS122. C: S. cerevisiae MUS123. D:
S. cerevisiae MUS124. E: M. guilliermondii MLA12. F: S. cerevisiae MBELGA62. G: P. kudriavzevii
MBELGAG61. H: S. cerevisiae SAFABB1. I: S. cerevisiae SAFABB3. J: S. pastorianus SAFS235. K: S.
cerevisiae SAFS234. M: S. cerevisiae SAFS231. N: S. cerevisiae LAGMV1. L: S. cerevisiae LAGMV2. =
Caldo YPD (extracto de levadura 10 g/L, peptona bacteriolégica 20g/L, dextrosa 20 g/L). m Mosto de
cebada estéril de concentracion 9,98 °Bx (1040 g/mL) y pH 5,5. m Caldo YNB suplementado con glucosa
0,5% p/V. Caldo YNB suplementado con maltosa 0,5% p/V.
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Al analizar estos resultados, las cosechas en mosto resultaron significativamente
mayores (P < 0,05) respecto a las cosechas en caldo YPD en todo los ensayos con
levaduras sacaromicéticas.

Las levaduras M. guilliermondii fueron la excepcién a este comportamiento. Destaca,
ademas, la performance de P. kudriavzevii MBELGAB1, que logré cosechas maximas
en caldo YPD y mosto cervecero significativamente superiores a las cosechas de las
levaduras sacaromicéticas estudiadas (P < 0,05, Fig. 24).

El aislamiento menos apto para el crecimiento en mosto cervecero fue M.
guilliermondii MLA12, que presenté la velocidad de crecimiento, la cosecha maxima y
la fase de latencia significativamente menos favorables de todo el panel de levaduras
estudiadas (P < 0,05, Fig. 22, 23 y 24). La levadura M. guilliermondii MUS122 tampoco
crecido en mosto a tasas aceptables, pero su fase de latencia fue significativamente
menor que la de M. guilliermondii MLA12. Asimismo, P. kudriavzevii MBELGAG61 tuvo
tasas de crecimiento bajas, pero superiores a las de M. guilliermondii (P < 0,05, Fig.
22), y exhibié una fase de latencia nula en mosto cervecero (Fig. 23). Estos datos dan
cuenta de por qué las cepas no sacaromicéticas no logran, en general, dominar el
nicho fermentativo cervecero, ya que sus velocidades de crecimiento son
significativamente menores a la velocidad de cepas S. cerevisiae. En este sentido, la
fase de latencia nula que presentd P. kudriavzevii MBELGAG1 le da cierta ventaja
competitiva, que garantizaria su presencia en el mosto en co-fermentaciones con S.
cerevisiae.

Las velocidades de crecimiento de la mayoria de las levaduras en caldo YNB
suplementado con glucosa fueron significativamente mayores que las tasas de
crecimiento en caldo YPD y mosto cervecero (P < 0,05, Fig. 22). Este resultado era
previsible, ya que la glucosa es el azicar mas sencillo de fermentar para las levaduras
(White y Zainasheff, 2010). Sin embargo, las fases de latencia en este medio de
cultivo fueron, de forma general, mas prolongadas que en caldo YPD y en mosto (Fig.
23). Esto puede explicarse a partir de la composicion del medio de cultivo de pre-
inéculo de las levaduras, que como se menciond anteriormente, es muy similar a la
composicion del caldo YPD. Al cambiar el medio de cultivo a YNB suplementado con
glucosa, las levaduras requirieron un cierto tiempo de adaptacion para iniciar el
crecimiento exponencial.

La unica levadura que no verificd este comportamiento en YNB suplementado con
glucosa fue S. pastorianus SAFS235, que desarroll6 tasas de crecimiento
significativamente inferiores y tiempos de latencia mas prolongados en este medio que

en caldo YPD o en mosto cervecero (P < 0,05, Fig. 22 y 23).
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Continuando con el analisis, la mayoria de las levaduras estudiadas presenté
velocidades de crecimiento en caldo YNB suplementado con maltosa similares o
inferiores a las velocidades registradas en YNB suplementado con glucosa, pero fases
de latencia significativamente mayores (P < 0,05, Fig. 22 y 23). Esto es coherente con
lo descrito en bibliografia, ya que las levaduras en medio con maltosa como Unica
fuente de carbono deben primero sintetizar la enzima hidrolitica maltasa para luego
poder consumir este sustrato. Tal necesidad de adaptar su metabolismo se refleja en
la prolongacion de las fases de latencia de las levaduras sacaromicéticas. La unica
excepcion a este comportamiento fue la levadura no convencional M. guilliermondii
MUS122, cuya tasa de crecimiento en maltosa fue superior a aquella detectada en
glucosa (P < 0,05, Fig. 22). Por otro lado, P. kudriavzevii MBELGAG61 no fue capaz de
crecer en maltosa.

Respecto a las cosechas maximas en maltosa, no presentaron diferencias o fueron
significativamente menores que las cosechas en caldo YNB suplementado con
glucosa (P < 0,05, Fig. 24).

Al analizar la capacidad de ciertas levaduras de fermentar azicares mas complejos,
como la maltotriosa, se detectaron competencias comparables entre S. cerevisiae
MBELGAG2 y la levadura no convencional M. guilliermondii MUS122, con velocidades
de crecimiento similares y una fase de latencia de M. guilliermondii MUS122
significativamente menor (P < 0,05). Los parametros cinéticos calculados a partir de
las curvas de crecimiento observadas caldo YNB suplementado con maltotriosa se

grafican en la figura 25.
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Fig. 25. Parametros de crecimiento en caldo YNB suplementado con maltosa 0,1% p/V y maltotriosa

0,5% p/V. Se representa el promedio del triplicado de cada tratamiento. Las barras de error
representan la desviacion estandar de los ftriplicados. Barras con letras idénticas no presentan
diferencias significativas entre si (P < 0,05). = Maxima cosecha [DOmax]. m Velocidad maxima [DO/h].

Tiempo de latencia [h]. Mg MUS122: M. guilliermondii MUS122. Sc MBELGAG62: S. cerevisiae
MBELGAG62. Pk MBELGA61: P. kudriavzevii MBELGAB1.

Estos interesantes resultados indican que una fermentacion cervecera iniciada por una
cepa S. cerevisiae incapaz de fermentar maltotriosas podria ser completada hasta
atenuacion por M. guilliermondii MUS122. El disefio de la co-inoculacion de las
levaduras en este caso debe contemplar que M. guilliermondii MUS122 co-inoculada
desde el inicio podria no sobrevivir a la competencia por el nicho con S. cerevisiae, de
acuerdo a los datos de su tasa de crecimiento en mosto cervecero (Fig. 22). En caso
de utilizar M. guilliermondii MUS122 junto a S. cerevisiae, seria oportuno disefiar una
co-fermentacion secuencial.

La otra levadura no convencional estudiada, P. kudriavzevii MBELGA61, fue incapaz
de crecer en maltotriosa (Fig. 25). Es decir, esta levadura es incapaz de crecer en
maltosa y en maltotriosa (Fig. 22 y 25), dependiendo fundamentalmente de la glucosa
presente en el mosto cervecero para reproducirse.

Al estudiar el medio YNB suplementado con extracto de malta, la unica levadura capaz
de utilizar este sustrato fue S. cerevisiae MBELGAG2. Esta cepa present6 una tasa de

crecimiento, una fase de latencia y una cosecha maxima con valores similares (P <
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0,05) a aquellos registrados durante su cultivo en caldo YPD y en mosto cervecero
(Fig. 22, 23 y 24). Los parametros calculados a partir de estas curvas de crecimiento

se grafican en la figura 26.
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Fig. 26. Parametros de crecimiento en caldo YNB suplementado con extracto de malta microbioldgico
0,5% p/V. Se representa el promedio del triplicado de cada tratamiento. Las barras de error
representan la desviacidon estandar de los ftriplicados. Barras con letras idénticas no presentan
diferencias significativas entre si (P < 0,05). m Maxima cosecha [DOmax]. m Velocidad maxima [DO/h].

Tiempo de latencia [h]. Mg MUS122: M. guilliermondii MUS122. Sc MBELGAG2: S. cerevisiae
MBELGAG62. Pk MBELGA61: P. kudriavzevii MBELGAB1.

En cuanto a las levaduras no convencionales estudiadas, el extracto de malta resultdé
inadecuado para el cultivo de P. kudriavzevii MBELGA61, que presento velocidades de
crecimiento significativamente menores (P < 0,05) en comparacién con las tasas de
crecimiento obtenidas en caldo YPD y en mosto cervecero (Fig. 22 y 26). M.
guilliermondii MUS122 mostré una tasa de crecimiento en este sustrato similar a las
bajas tasas obtenidas en caldo YPD y mosto cervecero, y significativamente inferior a
la tasa obtenida en YNB suplementado con glucosa o maltosa (P < 0,05, Fig. 22 y 26).
Su fase de latencia fue significativamente mas prolongada que aquella exhibida en
mosto cervecero o caldo YPD (P < 0,05, Fig. 23 y 26), por lo cual, si bien la cosecha

maxima obtenida es comparable a la que se obtuvo con S. cerevisiae MBELGAG2 (Fig.
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26), se concluye que el extracto de malta no es adecuado para el cultivo de M.
guilliermondii MUS122.

A continuacién se presenta un cuadro de sintesis de las cinéticas de crecimiento de
las levaduras estudiadas, que facilita el analisis comparativo entre levaduras que
comparten el mismo patron de digestion de su ADN mitocondrial (potenciales cepas
idénticas) y que fueron aisladas a partir de diferentes muestras cerveceras. Los datos
hasta aqui recabados demuestran que las levaduras con un mismo perfil mitocondrial
pueden comportarse de forma diferente en idénticas condiciones de cultivo (sustrato,

temperatura, agitacion).

Cepa’ Fuente d
ini uente de - .
(definida . . Crecimiento en diferentes sustratos®
segun perfil aislamiento
ADNmt-RFLP)
S. cerevisiae | Safbrew Abbaye Presentd una velmax entre las mayores del panel y un
SAFABB1 (Fermentis) breve tiempo de latencia en mosto.
S. cerevisiae | Safbrew Abbaye Presentd tiempo de latencia prolongado en mosto y
SAFABB3 (Fermentis) logro elevadas cosechas en el sustrato maltosa.
S. cerevisiae MBELGAG62 presento una velmax entre las mayores del
MBELGA62 Lodo artesanal M6 panel y un breve tiempo de latencia en mosto. Ademas,
Lodo artesanal M12 .
(MUs121, s . fue capaz de crecer en el sustrato maltotriosaV.
S afbrew S-33 (Fermentis) !
SAFS331?, Safbrew T-58 (Fermentis) MUS121 presentd una velmax menor en mosto que en
SAFT5815) caldo YPD y reducida respecto a MBELGAG2.

S. cerevisiae
MUS124
(LAGMV2,
MTEMPLA41%)

Lodo artesanal M12
Lodo artesanal LAGMV
Lodo artesanal M4

MUS124 presentd una velmax menor en mosto; LAGMV2
present6 una velmax menor en el sustrato maltosa.
LAGMV?2 presenté un comportamiento diferente que
evidencia dificultades de adaptacion al mosto y al caldo
YPD.

S. cerevisiae
LAGMV1

Lodo artesanal LAGMV

Presentd una velmax y cosecha en el sustrato maltosa
entre las mayores. Su tiempo de latencia en mosto fue
nulo.

S. cerevisiae
SAFS231

Saflager S-23 (Fermentis)

Present6 un tiempo de latencia prolongado y entre las
mayores velocidades de crecimiento en mosto.

S. cerevisiae
SAFS234
(MUS123)

Saflager S-23 (Fermentis)
Lodo artesanal M12

SAFS234 y MUS123 presentaron parametros cinéticos
similares en mosto y caldo YPD.

S. pastorianus
SAFS235

Saflager S-23 (Fermentis)

Tiempos de latencia prolongados en el sustrato maltosa
a 20 °C.

9Entre paréntesis se indican los nombres de levaduras aisladas de otras fuentes que comparten el mismo
perfil mitocondrial (seccion 4.4.3) con la cepa consignada, es decir, se trata de la misma cepa aislada a
partir de diferentes muestras. PSe estudiaron las cinéticas de crecimiento en los medios descritos en la
seccion 4.4.5. 8Se estudio el perfil mitocondrial de este aislamiento pero no sus cinéticas de crecimiento
en diferentes sustratos. *Unica cepa sacaromicética estudiada en este sustrato. velmax: velocidad méxima

0 exponencial de crecimiento.
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4.4.6 Micro-fermentaciones. Estudio de cinéticas y de los productos de fermentacion
del mosto de cebada por levaduras aisladas de muestras cerveceras

Como se expuso previamente, la caracterizacién de las levaduras cerveceras va mas
alld de su identificacion y clasificacion taxondmica; interesan especialmente sus
cualidades tecnoldgicas en la produccion de cerveza. Durante la fermentacion
cervecera, las levaduras consumen los azucares disueltos en el mosto de cebada y
producen etanol, diéxido de carbono (CO2), compuestos carbonados asociados a
sabores y aromas y nuevas células. El proceso de fermentacién puede dividirse en
tres grandes etapas: la fase de latencia (entre las 0 y 15 h); la fase de crecimiento
exponencial (entre las 15 h y los 4 dias); y la fase estacionaria (entre los 3 y los 10
dias) (White y Zainasheff, 2010).

En respuesta a las demandas del sector de los cerveceros artesanales locales, parte
de esta tesis se dedicd a la caracterizacion tecnoldgica de las cepas de levaduras
aisladas en la etapa inicial, con el objetivo de hallar cepas novedosas para la

produccién de cervezas con cualidades sensoriales interesantes.

A) Estudio de las cinéticas fermentativas en mosto cervecero inoculado con las

levaduras

El estudio de la capacidad de fermentar el mosto cervecero se llevé a cabo sobre el
panel de levaduras seleccionado previamente (seccion 4.4.5) de acuerdo a sus perfiles
mitocondriales.

Las fermentaciones con cepas cerveceras se llevaron a cabo en mosto cervecero
formulado en el laboratorio a partir de malta de cebada molida (seccién 3.10.1), de OG
17,0 °Bx, a 20 °C y en agitacién para emular la aireacion que ocurre naturalmente en
los fermentadores cerveceros por burbujeo del CO, producto de la fermentaciéon. Se
registrd periddicamente la pérdida de peso de las micro-fermentaciones, asociada a la
liberacion del CO; producido por la fermentacién de la glucosa del mosto. A mayor
pérdida de peso acumulada, mayor es la capacidad de una levadura de fermentar el
mosto de cebada y, dependiendo del tipo de metabolismo fermentativo que lleve a
cabo, mayor es su capacidad de producir etanol.

A continuacién, se muestran las cinéticas de incremento de masa perdida y de
porcentaje de azucar consumido (seccion 3.10.5, ecuacién 2) registradas durante las
micro-fermentaciones cerveceras. La figura 27 ilustra las curvas correspondientes a
las fermentaciones de las cepas aisladas del starfer comercial Safbrew Abbaye

(Fermentis, Francia).
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Fig. 27. Micro-fermentaciones. A. Curvas de incremento de peso perdido [g] en el tiempo [h]. B. Curvas
ajustadas al porcentaje de azuicares consumidos en el tiempo [h]. Se representa el promedio del triplicado
de cada tratamiento. Las barras de error representan la desviacién estandar de los triplicados. Las
fermentaciones se llevaron a cabo en mosto cervecero formulado en el laboratorio de 17,0 °Bxy pH 4,5 £
0,1 a 20 °C. Como control positivo de fermentacion se empled el starter comercial Safbrew T-58
(Fermentis, Francia). m S. cerevisiae SAFABB1. e S. cerevisiae SAFABB3. Control positivo de

fermentacion.

A partir de estas cinéticas, se confirmé la capacidad de las cepas S. cerevisiae
SAFABB1 y S. cerevisiae SAFABB3 de fermentar el mosto de cebada. Se registraron
diferencias entre ambas, como una mayor capacidad de fermentacion (mayor pérdida
de peso acumulada) de la cepa S. cerevisiae SAFABB1, que supera tanto a S.
cerevisiae SAFABB3 como al control positivo. Sin embargo, la velocidad de
fermentacion de S. cerevisiae SAFABB3 parecid superar a la de S. cerevisiae
SAFABB1, aproximandose a la del control (Fig. 27A). Ambas cepas aisladas a partir
de este starter comercial mostraron una fase de latencia menor que el control positivo
empleado.

Al estudiar la curva de consumo de glucosa, se registraron cinéticas idénticas para el
control positivo y S. cerevisiae SAFABB3, mientras que S. cerevisiae SAFABB1
atenu6 el mosto a menor velocidad (Fig. 27B), verificando ambas levaduras una
atenuacion total del mosto. De acuerdo a las curvas de pérdida de peso registradas
(Fig. 27A), S. cerevisiae SAFABB1 dirige a la via fermentativa una mayor proporcion
de la glucosa consumida que S. cerevisiae SAFABB3, motivo por el cual acumula
mayor peso perdido en forma de CO,. Segun los datos de maxima cosecha en mosto
cervecero, obtenidos en la etapa previa del estudio (seccion 4.4.5, Fig. 24), estas
cepas no presentan diferencias significativas entre si (P < 0,05), por lo que la via
alternativa a la que S. cerevisiae SAFABB3 dirige la energia obtenida de la glucosa
consumida no es la producciéon de biomasa. Posiblemente, esta levadura produzca

metabolitos de sabor y aroma interesantes para la produccién cervecera.
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A continuacién, la figura 28 muestra las cinéticas de fermentacion del mosto de

cebada de cepas aisladas a partir del starter comercial Saflager S-23 (Fermentis,

Francia).
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Fig. 28. Micro-fermentaciones. A. Curvas de incremento de peso perdido [g] en el tiempo [h]. B. Curvas
ajustadas al porcentaje de azluicares consumidos en el tiempo [h]. Se representa el promedio del triplicado
de cada tratamiento. Las barras de error representan la desviacién estandar de los triplicados. Las
fermentaciones se llevaron a cabo en mosto cervecero formulado en el laboratorio de 17,0 °Bx y pH 4,5 +
0,1 a 20 °C. Como control positivo de fermentacion se empled el starter comercial Safbrew T-58
(Fermentis, Francia). A S. cerevisiae SAFS231. V S. cerevisiae SAFS234. ¢ S. pastorianus SAFS235.

Control positivo de fermentacion.

Al analizar estas cinéticas, se observaron claras diferencias entre las cepas S.
cerevisiae y la cepa S. pastorianus. S. cerevisiae SAFS231 y S. cerevisiae SAFS234
presentaron curvas de pérdida de peso muy similares entre si, con mayor pérdida de
peso acumulada en fermentaciones realizadas con S. cerevisiae SAFS231 (Fig. 28A).
Ambas levaduras fermentaron el mosto a una velocidad similar a aquella observada en
el control positivo, e incluso presentaron fases de latencia menos prolongadas, por lo
que sus aptitudes para llevar adelante la fermentacion cervecera son interesantes.

La cepa S. pastorianus SAFS235, que fermentd el mosto a menor velocidad que el
control y que las cepas S. cerevisiae, y que presentdé la fase de latencia mas
prolongada, fue también la levadura que manifestdé mayor pérdida de peso total
acumulada (Fig.28A). Al analizar la curva ajustada por consumo de glucosa, se
registré que todas las cepas atenuaron el mosto por completo, aunque S. pastorianus
SAFS235 lo hizo a menor velocidad (Fig. 28B). Esta observacion refleja el
comportamiento metabdlico de S. pastorianus SAFS235, que dirige una mayor
proporcion de la glucosa consumida a vias metabdlicas fermentativas, a partir de las
cuales produce vy libera CO2, que se registra como peso perdido. Aparentemente, las

cepas S. cerevisiae dirigen parte de la glucosa que S. pastorianus SAFS235 fermenta
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a otras vias metabdlicas, con lo cual registran menor peso perdido en forma de COz a
igual tasa de consumo de glucosa (Fig. 28A y B).

De acuerdo a las cinéticas de crecimiento en mosto estudiadas en la etapa previa
(seccion 4.4.5, Fig. 24), las tres levaduras tuvieron cosechas maximas similares,
siendo la cosecha de S. cerevisiae SAFS234 un poco mayor (P < 0,05). Es decir, la
glucosa que no fue fermentada por las cepas S. cerevisiae, tampoco fue dirigida a la
produccién de biomasa. Posiblemente, estas levaduras producen metabolitos de sabor
y aromaticos que S. pastorianus no produce. Esta hipétesis es coherente con los
reportes de bibliografia, que asocian a la levadura lager S. pastorianus con la
produccién de cervezas de cualidades sensoriales limpias, con un sabor mas suave y
refrescante, y a la levadura ale S. cerevisiae con cervezas mas aromaticas y
complejas (White y Zainasheff, 2010).

En la figura 29 se muestran las cinéticas de fermentacion de mosto cervecero de las

levaduras aisladas a partir del lodo artesanal LagerMV.
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Fig. 29. Micro-fermentaciones. A. Curvas de incremento de peso perdido [g] en el tiempo [h]. B. Curvas
ajustadas al porcentaje de azucares consumidos en el tiempo [h]. Se representa el promedio del triplicado
de cada tratamiento. Las barras de error representan la desviacion estandar de los triplicados. Las
fermentaciones se llevaron a cabo en mosto cervecero formulado en el laboratorio de 17,0 °Bxy pH 4,5 £
0,1 a 20 °C. Como control positivo de fermentacion se empled el starter comercial Safbrew T-58
(Fermentis, Francia). <« S. cerevisiae LAGMV1. » S. cerevisiae LAGMV2. Control positivo de

fermentacion.

Las cepas S. cerevisiae LAGMV1 y S. cerevisiae LAGMV2 mostraron diferencias
fermentativas importantes. Mientras que S. cerevisiae LAGMV1 fermenté el mosto con
una fase de latencia mas breve y una pérdida de peso acumulada menor que la del
control positivo, S. cerevisiae LAGMV2 presentd un tiempo de latencia mas
prolongado y un peso perdido acumulado mayor respecto del mencionado control (Fig.
29A). Ambas cepas presentaron velocidades de fermentacion menores que la

referencia. De acuerdo las cinéticas en mosto cervecero realizadas en la etapa previa
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(seccibn 4.4.5, Fig. 24), estas levaduras no presentaron diferencia significativa en la
maxima cosecha alcanzada (P < 0,05). Es decir, la glucosa que S. cerevisiae LAGMV1
no fermentd con produccién de CO,, tampoco fue dirigida a la produccion de biomasa.

Al observar la curva de consumo de glucosa durante la fermentacién, se confirmé que
ambas cepas alcanzaron un 100% de consumo, aunque S. cerevisiae LAGMV2 lo hizo
a una velocidad sensiblemente menor y con una latencia mas prolongada (Fig. 29B).
Es notable la similitud del comportamiento fermentativo de S. cerevisiae LAGMV2 a
aquel registrado por la levadura S. pastorianus SAFS235; tal observacion coincide con
otras previas, realizadas respecto de su comportamiento en cultivo, que inicialmente
indujo a pensar que LAGMV2 era una cepa S. pastorianus. Esta hipotesis fue rebatida
durante los estudios moleculares que confirmaron su identidad como S. cerevisiae
(secciones 4.4.2y 4.4.4).

La figura 30 a continuacion ilustra las cinéticas de fermentacion de las levaduras

aisladas a partir del lodo artesanal M6.
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Fig. 30. Micro-fermentaciones. A. Curvas de incremento de peso perdido [g] en el tiempo [h]. B. Curvas
ajustadas al porcentaje de azlcares consumidos en el tiempo [h]. Se representa el promedio del triplicado
de cada tratamiento. Las barras de error representan la desviacion estandar de los triplicados. Las
fermentaciones se llevaron a cabo en mosto cervecero formulado en el laboratorio de 17,0 °Bx y pH 4,5 +
0,1 a 20 °C. Como control positivo de fermentacion se empled el starter comercial Safbrew T-58
(Fermentis, Francia). e S. cerevisiae MBELGA62. % P. kudriavzevii MBELGAB1. = Control positivo de

fermentacion.

El comportamiento fermentativo de las levaduras S. cerevisiae MBELGA62 y P.
kudriavzevii MBELGAG61 presentd grandes diferencias (Fig. 30A). S. cerevisiae
MBELGAG2, a comparacion con el control positivo, que es también S. cerevisiae,
presentd una fase de latencia reducida, menor velocidad de fermentacion y una
pérdida de peso levemente menor. Respecto al consumo de glucosa, las cinéticas de
S. cerevisiae MBELGAG2 y el control fueron idénticas. Considerando que S. cerevisiae

MBELGAG62 es capaz de crecer en maltotriosa como principal fuente de carbono (Fig.
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25), esta levadura es buena candidata a realizar fermentaciones completas para la
obtencion de cervezas atenuadas.

P. kudriavzevii MBELGAG61 comprobd ser capaz de crecer en mosto cervecero
(seccion 4.4.5), pero no lo fermentd, ya que apenas se registré pérdida de peso
asociada a la produccion y liberacion de CO; durante este estudio (Fig. 30A). Al
analizar las curvas de consumo de glucosa, se observa que P. kudriavzevii
MBELGAG61 consumié el 100% de la glucosa disponible en el mosto (Fig. 30B). Es
decir, esta levadura dirige la mayor proporcion de glucosa a vias metabdlicas no
fermentativas. Probablemente, gran parte de esta fuente de energia es dirigida a la
produccion de biomasa, puesto que P. kudriavzevii MBELGAG61 registré la cosecha
maxima en mosto mas elevada del panel de levaduras estudiadas en la etapa previa
(P < 0,05, seccion 4.4.5, Fig. 24).

En la figura 31 se aprecian las cinéticas de fermentacién de mosto cervecero de

levaduras aisladas a partir del lodo artesanal M12 y de M. guilliermondii MLA12.
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Fig. 31. Micro-fermentaciones. A. Curvas de incremento de peso perdido [g] en el tiempo [h]. B. Curvas
ajustadas al porcentaje de azucares consumidos en el tiempo [h]. Se representa el promedio del triplicado
de cada tratamiento. Las barras de error representan la desviacion estandar de los triplicados. Las
fermentaciones se llevaron a cabo en mosto cervecero formulado en el laboratorio de 17,0 °Bx y pH 4,5 +

0,1 a 20 °C. Como control positivo de fermentacion se empled el starter comercial Safbrew T-58
(Fermentis, Francia). ¢ M. guilliermondii MLA12. A S. cerevisiae MUS121. ¥ M. guilliermondii MUS122.

S. cerevisiae MUS123. o S. cerevisiae MUS124. » Control positivo de fermentacion.

Las cepas sacaromicéticas aisladas de esta muestra, S. cerevisiae MUS121, S.
cerevisiae MUS123 y S. cerevisiae MUS124, registraron cinéticas fermentativas muy
similares entre si, destacando como diferencia una pérdida de peso acumulado
reducida de S. cerevisiae MUS123, respecto de las otras dos. Todas ellas presentaron

una fase de latencia mas breve y una velocidad de fermentacidon menor que el control
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positivo (Fig. 31A). En relacién a la produccién de biomasa, todas exhibieron cosechas
maximas similares en mosto cervecero (seccion 4.4.5, Fig. 24).

En cuanto a las levaduras no convencionales de este grupo, M. guilliermondii MLA12 y
M. guilliermondii MUS122, presentaron comportamientos diferentes, aunque se puede
generalizar que ninguna es apta para fermentar el mosto cervecero. M. guilliermondii
MLA12 no registré pérdida de peso alguna. M. guilliermondii MUS122 registré una
pérdida de peso reducida y una fase de latencia muy prolongada (Fig. 31A). Esto es
coherente con lo observado durante los estudios de cinéticas de crecimiento en mosto
cervecero, en los que M. guilliermondii MUS122 alcanz6 una cosecha maxima similar
a la registrada por cepas sacaromicéticas y M. guilliermondii MLA12 logré una cosecha
maxima significativamente inferior a todas las levaduras de este grupo (P < 0,05,
seccion 4.4.5, Fig. 24).

Al estudiar las curvas de consumo de glucosa, todas las cepas sacaromicéticas
comprobaron el consumo del 100% del azucar disponible, con cinéticas muy similares
a la del control positivo (Fig. 31B). Las levaduras no convencionales mostraron una
velocidad de consumo de la glucosa del mosto (en su mayor parte disponible en
forma de maltosa) mucho mas lenta que las cepas sacaromicéticas y el control
positivo. M. guilliermondii MLA12 fue la levadura mas lenta en el consumo de glucosa
de todo el panel y no llegé a consumirla al 100% (Fig. 31B). Los datos recabados
sugieren que M. guilliermondii MUS122 podria ser productora de metabolitos que
aportan complejidad a la cerveza, ya que la glucosa consumida por la levadura no fue
dirigida a la produccion de biomasa ni fue fermentada.

A partir de las cinéticas de fermentacién del mosto cervecero, se calcularon los
parametros de interés tecnoldgico: maxima pérdida de peso, asociada a la produccion
y liberacion de CO; y a la capacidad fermentativa de una cepa; la velocidad
exponencial o velocidad maxima de fermentacion; y el tiempo de latencia, que
corresponde a la etapa inicial de adaptacion de la levadura al mosto cervecero. Los
parametros fermentativos de M. guilliermondii MLA12, M. guilliermondii MUS122 y P.
kudriavzevii MBELGAG61 no fueron calculados, ya que sus cinéticas de fermentacion
no se ajustaron al modelo de curva sigmoidea a partir del cual se realizé este analisis
(Fig. 30A y 31A). Los datos calculados sobre las cinéticas fermentativas de las

restantes levaduras estudiadas se sintetizan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Parametros cinéticos de fermentacion del mosto cervecero

Maxima Velocidad
i i Tiempo de
Origen CepalStarter* pérdida de maxima
latencia [h]
peso [g/L] [g/L.h]
Lodo M6 Sc MBELGAG62 48,4 + 0,794 1,41 +0,07° 11,7 + 3,28CD
Sc SAFS231 52,4 +0,578¢ 1,20 + 0,07B¢P 6,9 £ 2,178
Saflager S-23 * Sc SAFS234 47,87 £ 1,194 1,38 +0,30P 13,1 +1,1¢P
Sp SAFS235 57,11 £ 0,53° 0,61 + 0,067 19,4 +1,8F
Sc LAGMV1 49,96 + 3,16"8¢ 1,26 +0,17¢P 12,8 +2,28CD
Lodo LagerV
Sc LAGMV2 59,24 +1,21P 0,72 + 0,03 34,5+1,1F
Sc MUS121 51,45+ 0,47ABC | 1,003 £ 0,165 | 9,0 + 3,4A8C
Lodo M12 Sc MUS123 47,96 + 1,65" 1,43 £ 0,06° 5,1+0,2A
Sc MUS124 52,38 + 1,798C 1,19 + 0,03BCP 10,1 + 1,5°8C
Sc SAFABB1 59,60 + 0,03° 0,80 + 0,058 13,2+ 1,80
Safbrew Abbaye "
Sc SAFABB3 48,7 + 0,68 1,46 + 0,05° 13,0 £ 0,9°P
Safbrew T-58 " | Control positivo | 52,93 + 1,035 1,32 +0,22¢P 16,5 + 1,05

*Las micro-fermentaciones se realizaron en mosto cervecero de OG 17,0 °Bx y pH 4,5 + 0,1 a 20 °C,
volumen de 70,0 mL en agitacion (140 rpm). *Starter comercial liofilizado, Fermentis (Francia). Pk: P.
kudriavzevii. Sc:. S. cerevisiae. Sp: S. pastorianus. Los valores dentro de cada columna fueron

comparados por ANOVA y test de Tukey; letras diferentes indican diferencia significativa (P < 0,05).

A partir de los parametros calculados es posible comparar los comportamientos
fermentativos de aquellos aislamientos considerados potenciales cepas idénticas por
compartir un mismo perfil mitocondrial (seccién 4.4.3). Las levaduras S. cerevisiae
MUS123 y S. cerevisiae SAFS234, mostraron parametros fermentativos muy similares,
a excepcion del tiempo de latencia que fue significativamente mas prolongado en
fermentaciones llevadas a cabo por S. cerevisiae SAFS234 (P < 0,05, Tabla 7). Esta
diferencia podria estar vinculada a la existencia de introgresiones del genoma de S.
paradoxus en el genoma de S. cerevisiae SAFS234 (seccion 4.4.3), que no se
detectaron en S. cerevisiae MUS123. Si bien es necesario secuenciar el genoma
completo de ambas levaduras para relacionar de forma concreta la existencia o no
existencia de introgresiones en distintos /oci con las diferencias en su performance
fermentativa, es una posibilidad que no debe descartarse prematuramente.

S. cerevisiae MUS121 y S. cerevisiae MBELGAG2, que también comparten un perfil
mitocondrial comuin, mostraron comportamientos diferentes durante fermentaciones
llevadas a cabo en condiciones idénticas. S. cerevisiae MUS121 logré una pérdida de
peso acumulada significativamente superior, mientras que en términos de velocidad de
fue S. cerevisiae MBELGAG62 la

fermentacion, levadura que expresé valores
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significativamente mayores (P < 0,05, Tabla 7). Estas levaduras no presentaron
diferencias respecto del tiempo de latencia.

Al analizar las cinéticas de fermentacion de S. cerevisiae MUS124 y S. cerevisiae
LAGMV2, el tercer par de levaduras con un perfil mitocondrial compartido, se
detectaron diferencias importantes entre los parametros estudiados. Mientras que S.
cerevisiae MUS124 fermentd el mosto a una velocidad significativamente mayor, S.
cerevisiae LAGMV2 registré una pérdida de peso acumulada y una fase de latencia
significativamente superiores (P < 0,05, Tabla 7). Estos resultados plantean el
interrogante por el criterio para definir qué es una cepa cervecera y como distinguir
entre cepas empleadas en la producciéon de esta bebida ;Deben identificarse con
criterio genético, a partir de sus perfiles de restriccion del ADN mitocondrial? ¢Es
fundamental profundizar su caracterizacion empleando técnicas complementarias,
como el analisis de elementos & de su genoma? ;Deben identificarse exclusivamente
por sus propiedades fermentativas sobre el mosto de cebada? ;Debe ser el criterio de
identificacion una combinacion de caracteristicas tanto genéticas como fermentativas?
Existen clasificaciones de cepas cerveceras de acuerdo a su caracter fermentativo. Fix
y Fix (1997) elaboraron categorias para levaduras ale que consideran las
caracteristicas organolépticas de sus productos de fermentacién: limpia/neutral,
maltosa/productora de ésteres o especiada. Para las levaduras /ager propusieron las
categorias seca/refrescante o maltosa. Con el mismo criterio de clasificacion, White y
Zainasheff (2010) establecieron para cepas ale las categorias limpia, frutada, hibrida,
fendlica o excéntrica y para cepas lager las categorias seca y maltosa. Esta forma de
clasificacion, mas aplicada al hacer cotidiano de los maestros cerveceros, podria
emplearse en la constitucion de un nuevo criterio de diferenciacion y clasificacion de
cepas cerveceras que contemple tanto las caracteristicas genéticas de las levaduras
como las propiedades sensoriales de sus productos de fermentacion, asociadas a sus
caracteristicas tecnoldgicas.

Continuando con las etapas de la fermentacion cervecera, durante la fase de latencia
las levaduras se aclimatan a las condiciones de temperatura, estrés osmético y
disponibilidad de oxigeno disuelto. Las células comienzan a consumir oxigeno,
minerales y aminoacidos y a producir proteinas. El mosto de cebada malteada es una
fuente excelente de nitrégeno y minerales, y provee de la mayoria de las vitaminas,
como riboflavina, inositol y biotina, que la levadura necesita (White y Zainasheff, 2010).
Contiene, ademas, todos los minerales esenciales para las levaduras, como fésforo,
azufre, cobre, hierro, potasio y sodio, con excepcion de cinc, que debe suplementarse

cuando se prepara el mosto.
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A medida que las células adquieren vitaminas y minerales, comienzan a sintetizar
enzimas y otras proteinas. Ademas, consumen oxigeno para producir compuestos
estructurales de la célula, principalmente, los esteroles de membrana plasmatica. Es
por ello que, durante la fabricacion de cerveza, es importante garantizar la oxigenacion
del mosto al inicio de la fermentacién. Durante la fase de latencia, las levaduras no
suelen producir compuestos que perjudiquen el sabor de la cerveza (comunmente
denominados off-flavors), pero si pueden producir ciertos precursores de estos
compuestos, como el a-acetolactato, precursor de diacetilo. Tampoco se producen
cantidades apreciables de etanol, por lo que no hay sintesis de ésteres (algunos
asociados a off-flavors) apreciable a partir de etanol y otros alcoholes (White y
Zainasheff, 2010). Sin embargo, la velocidad de adaptacion de las levaduras al
ambiente fermentativo durante esta fase tendra influencia en el sabor de la cerveza
lograda.

Respecto a los tiempos de latencia del panel de levaduras estudiado, la figura 32

presenta los registros realizados durante las micro-fermentaciones.

40 -
35 -

30 -

) [ [
[8)] o 4)]
1 1 1

Tiempo de latencia [h]

-
o
1

A°-B C D E F G H I J K L

Fig. 32. Valores de tiempo de latencia [h] detectados durante la micro-fermentacién de mosto cervecero

formulado en el laboratorio de 17,0 °Bx y pH 4,5 + 0,1 a 20 °C. Como control positivo de fermentacion se
empleo el starter comercial Safbrew T-58 (Fermentis, Francia). Se representa el promedio del triplicado de
cada tratamiento. Las barras de error representan la desviacion estdndar de los triplicados. Barras con
simbolos idénticos (*,+,#) no presentan diferencias significativas entre si (P < 0,05). A: S. cerevisiae
SAFABB1. B: S. cerevisiae SAFABB3. C: S. cerevisiae LAGMV1. D: S. cerevisiae LAGMV2. E: S.
cerevisiae MBELGAG2. F: S. cerevisiae MUS121. G: S. cerevisiae MUS123. H: S. cerevisiae MUS124. I
S. cerevisiae SAFS231. J: S. cerevisiae SAFS234. K: S. pastorianus SAFS235. L: Control positivo
Safbrew T-58.
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Se observo que las cepas S. cerevisiae MUS121, S. cerevisiae MUS123, S. cerevisiae
MUS124 y S. cerevisiae SAFS231 presentaron tiempos significativamente menores
que el control positivo Safbrew T-58 (P < 0,05, Tabla 7). S. cerevisiae LAGMV2 fue la
Unica que tuvo una fase de latencia significativamente mas prolongada que el control
(P < 0,05, Tabla 7) y las restantes levaduras evaluadas no presentaron diferencia
significativa respecto a la referencia.

Es interesante resaltar que la levadura criofilica S. pastorianus SAFS235, que llevo a
cabo la fermentaciéon del mosto a una temperatura de 20 °C, condicién subdptima para
su especie (White y Zainasheff, 2010), no presentd un tiempo de latencia
excesivamente prolongado respecto a los tiempos del control y las cepas S. cerevisiae
(Fig. 32, Tabla 7).

Durante la siguiente fase, el crecimiento exponencial, las levaduras comienzan a
consumir velozmente los azucares disueltos y a producir CO,, compuesto gaseoso que
es liberado del micro-fermentador y permite realizar el seguimiento de la fermentacion
por determinacion de peso perdido en el tiempo. En esta etapa, el recuento celular se
incrementa rapidamente y se producen activamente etanol y compuestos de sabor
(White y Zainasheff, 2010).

Finalmente, sobreviene la fase estacionaria de la fermentacion, que se define por una
disminucion en la velocidad de reproduccién de las levaduras, hasta equilibrarse con la
velocidad de muerte celular, logrando una poblacion estable de células activas. En
este estadio, las levaduras han producido la mayoria de los compuestos de sabor y
aroma, incluidos los alcoholes superiores, ésteres y compuestos azufrados; la
maduracion de esta cerveza “verde” se completara durante la fase estacionaria,
denominada también fase de acondicionamiento (White y Zainasheff, 2010).

Estas etapas de la fermentacion pueden caracterizarse a través de los parametros
cinéticos denominados velocidad maxima y maxima peérdida de peso acumulada. En
cuanto a la velocidad maxima de fermentacion de las levaduras estudiadas, los

valores registrados durante las micro-fermentaciones se grafican en la figura 33.
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Fig. 33. Valores de velocidad maxima de fermentacion [g/L.h] del mosto cervecero formulado en el
laboratorio de 17,0 °Bx y pH 4,5 £ 0,1 a 20 °C. Como control positivo de fermentacién se empled el
starter comercial Safbrew T-58 (Fermentis, Francia). Se representa el promedio del triplicado de cada
tratamiento. Las barras de error representan la desviacion estandar de los triplicados. Barras con
simbolos idénticos (*,+) no presentan diferencias significativas entre si (P < 0,05). A: S. cerevisiae
SAFABB1. B: S. cerevisiae SAFABB3. C: S. cerevisiae LAGMV1. D: S. cerevisiae LAGMV2. E: S.
cerevisiae MBELGAG2. F: S. cerevisiae MUS121. G: S. cerevisiae MUS123. H: S. cerevisiae MUS124.
I: S. cerevisiae SAFS231. J: S. cerevisiae SAFS234. K: S. pastorianus SAFS235. L: Control positivo
Safbrew T-58.

Las cepas que registraron los mayores valores para este parametro fueron S.
cerevisiae SAFABBS3, S. cerevisiae LAGMV1, S. cerevisiae MUS121, S. cerevisiae
MUS123, S. cerevisiae MUS124, S. cerevisiae MBELGAG2, S. cerevisiae SAFS231 y
S. cerevisiae SAFS234, cuyas velocidades de fermentacidén no presentaron diferencia
significativa con la velocidad del control positivo (P < 0,05, Tabla 7, Fig. 33). S.
cerevisiae SAFABB1, S. cerevisiae LAGMV2 y S. pastorianus SAFS235 presentaron
velocidades maximas significativamente inferiores a la del starter control (P < 0,05,
Tabla 7, Fig. 33).

Respecto a la maxima pérdida de peso del panel de levaduras estudiado, la figura 34

grafica los valores registrados durante las micro-fermentaciones.
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Fig. 34. Valores de maximo peso perdido [g/L] durante la micro-fermentacién de mosto cervecero
formulado en el laboratorio de 17,0 °Bx y pH 4,5 + 0,1 a 20 °C. Como control positivo de fermentacion
se empled el starter comercial Safbrew T-58 (Fermentis, Francia). Se representa el promedio del
triplicado de cada tratamiento. Las barras de error representan la desviacion estandar de los
triplicados. Barras con simbolos idénticos (*,+,#) no presentan diferencias significativas entre si (P <
0,05). A: S. cerevisiae SAFABB1. B: S. cerevisiae SAFABB3. C: S. cerevisiae LAGMV1. D: S.
cerevisiae LAGMV2. E: S. cerevisiae MBELGAG2. F: S. cerevisiae MUS121. G: S. cerevisiae MUS123.
H: S. cerevisiae MUS124. I. S. cerevisiae SAFS231. J: S. cerevisiae SAFS234. K: S. pastorianus
SAFS235. L: Control positivo Safbrew T-58.

Las cepas S. cerevisiae SAFABB1, S. cerevisiae LAGMV2 y S. pastorianus SAFS235
fueron las unicas en presentar un valor del parametro significativamente mayor al
registrado por el starter control positivo, SafbrewT-58 (Fermentis, France) (P < 0,05,
Tabla 7). Estas levaduras fueron también aquellas que exhibieron los mayores valores
de velocidad de fermentacion (P < 0,05, Tabla 7, Fig. 33).

Por otro lado, S. cerevisiae MUS121, S. cerevisiae MUS124 y S. cerevisiae SAFS231,
S. cerevisiae LAGMV1 y S. cerevisiae SAFABB3 presentaron valores de pérdida de
peso acumulado similares al control (P < 0,05, Tabla 7, Fig. 34), mientras que las
restantes levaduras estudiadas presentaron valores de maximo peso perdido
significativamente inferiores.

A partir de estos resultados, puede afirmarse que las cepas S. cerevisiae SAFABB1,
S. cerevisiae LAGMV2 y S. pastorianus SAFS235, de diferentes origenes, presentan
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un comportamiento similar entre si y que las distingue del resto de las levaduras
estudiadas (Tabla 7). Al fermentar el mosto cervecero a 20 °C, desarrollaron cinéticas
en las que el tiempo de latencia es mayor y la velocidad de fermentacion es inferior, en
comparacion con el control positivo y las restantes cepas cerveceras, pero que, al
cabo de un tiempo mas prolongado de fermentacién, lograron pérdidas de peso
acumulado superiores (P < 0,05). Es decir, estas levaduras demostraron mayor
capacidad de fermentar el mosto de cebada que las demas.

En términos de produccion de cervezas tipo ale, estas cepas serian capaces de lograr
cervezas muy atenuadas, caracteristica deseable para la elaboracion de estilos limpios
y refrescantes, como el estilo Kolsch. Al fermentar mas lentamente, estas levaduras
permanecen en suspension en el mosto por mas tiempo, metabolizando subproductos
y logrando una mejor atenuaciéon y acondicionamiento de la cerveza (White y
Zainasheff, 2010).

Sin embargo, si sus tiempos de latencia y de fermentacibn son demasiado
prolongados, podrian resultar perjudiciales. Un mayor tiempo de exposicién de las
levaduras al estrés relacionado a la limitaciéon de oxigeno y la acumulacion de etanol
en el medio pueden derivar en la produccién de metabolitos no deseados. Para
indagar en este aspecto, es necesario estudiar la composicion del producto de
fermentacion del mosto llevada a cabo por estas levaduras. A continuacion, se
profundizara en el estudio de los metabolitos solubles presentes en el mosto
fermentado por las levaduras del panel. Como perspectiva, seria interesante estudiar

también sus metabolitos volatiles.

B) Estudio de los metabolitos solubles presentes en el mosto fermentado

Entre los metabolitos producidos por levaduras durante la fermentacién del mosto
cervecero, el mas reconocido es el etanol. El etanol es producido por las levaduras
mediante el metabolismo anaerdbico de la glucosa. La glucosa que ingresa a la célula
es catabolizada en dos moléculas de piruvato y cada piruvato es oxidado a etanol y
CO.. Existe una importante variabilidad en la cantidad de etanol que diferentes cepas
de levaduras son capaces de producir. Una de las caracteristicas que determina la
produccién de etanol es la habilidad de una levadura de fermentar eficientemente la
maltotriosa del mosto de cebada. Krogerus y col. (2017) reportaron que cepas que
producen menos de 5% V/V de etanol fermentan entre el 50 y el 60% de la maltotriosa
disponible, mientras que cepas que producen niveles superiores de etanol, fermentan
mas del 70% de la maltotriosa presente en el mosto.

Ademas del etanol, las levaduras producen varios otros metabolitos responsables de

las caracteristicas sensoriales de la cerveza. Entre ellos, se encuentra el glicerol, un
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compuesto de 3 carbonos que aporta cuerpo, sensacion de plenitud en boca y
aumenta la intensidad de los sabores en bebidas como el vino y la cerveza (Zhao y
col.,, 2015). Este subproducto del metabolismo de las levaduras actua como
osmoregulador y aporta al balance redox celular, compitiendo en términos metabdlicos
con la produccién de etanol por fermentacion alcohdlica. Asi, al incrementarse el
rendimiento en glicerol, aumenta la intensidad de sabores y se reduce el contenido de
etanol en la bebida. En cervezas, se reporta un rango de 1 a 3 g/L de glicerol (Zhao y
col., 2015).

Como se menciond previamente, las cervezas maduran durante la fase estacionaria o
fase de acondicionamiento. En este momento, las levaduras reabsorben metabolitos
no deseados producidos durante la fermentacion, como el acetaldehido y la 2,3-
butanediona (también conocida como diacetilo). El diacetilo es un compuesto volatil
que afecta la calidad de la cerveza; en concentraciones superiores a 0,1 ppm puede
generar sabores no deseados, con descriptores de manteca/rancio/solvente (White y
Zainasheff, 2010). Aunque algunos estilos ale, como el Stout, Schotch ale y Pilsen,
admiten cierta concentracion de diacetilo, asociado a un descriptor de caramelo, en
cervezas rubias y en estilos lager se prefiere su ausencia. Durante la fase
estacionaria, ciertas levaduras reducen el diacetilo a 2,3-butanediol, un alcohol
insipido que no perjudica el perfil sensorial de la cerveza producida.

Adicionalmente, durante esta fase el sulfuro de hidrégeno, compuesto off-flavor
asociado al aroma de huevo podrido, escapa como gas hacia la superficie. Hacia el
final de la fase estacionaria se produce la caida del kraeusen o espuma de levaduras
ale floculadas y las levaduras sedimentan en el fondo del fermentador, cesando el
metabolismo y dando por finalizada la fermentacién y acondicionamiento de la cerveza
(White y Zainasheff, 2010).

Para determinar la presencia y cuantificar los metabolitos solubles presentes en los
productos fermentados por el panel de levaduras estudiado, se realizé un analisis
HPLC. Mediante esta técnica pudo determinarse tanto la capacidad de atenuacién de
cada cepa (capacidad de reducir los azucares disueltos en el mosto) como sus
propiedades tecnoldgicas en cuanto a la produccion de etanol y otros metabolitos. Los
productos de fermentacién de levaduras no convencionales se incluyeron en esta
etapa para profundizar su caracterizaciéon y determinar si serian interesantes como
levaduras que aporten flavors alternativos y/ novedosos en la elaboracion de cerveza.

Los resultados del analisis se sintetizan en la Tabla 8.
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Tabla 8. Analisis HPLC de los productos de micro-fermentacion

Glicerol 23 Eritritol Etanol Glucosa Fructosa
Cepal Starter butanediol
[g/L] [g/L] [% VIV] [g/L] [g/L]
[o/L]

Mg MLA12 0,16+0,02° | 0,08+0,00" [ 0,03+0,00¢ | 0,21+0,02% | 2,57+0,08% | 5,28+0,10%
Mg MUS122 0,28+0,02' | 0,17+0,01 | 0,03£0,00 | 1,19+0,04° | 0,3£0,71¢ | 1,75+0,20°
Sc MUS 121 2,56+ 0,027¢ | 0,34+0,018 | 0,08+0,005F [ 6,95+0,03° | 0,00+0,62° | 0,00+ 0,00°
Sc MUS123 2,65+ 0,025F [ 0,2+£0,01® | 0,09+0,00° | 6,16+0,04 | 0,00+0,71¢ [ 0,00 +0,00°
Sc MUS124 2,74+ 0,02° | 0,29+0,01° | 0,1£0,00° | 7,01+£0,04° | 0,00%0,71¢ | 0,00 £ 0,00°
Sc LAGMV1 2,41+0,02¢ | 0,26 +0,015F | 0,07+0,00" | 6,44+0,03F | 0,00+0,62° | 0,00+ 0,00°
Sc LAGMV2 3,160,028 | 04+0,01" | 0,13+£0,008 | 7,99%0,03* | 0,00+0,62¢ | 0,00+ 0,00°
Sc MBELGA62 2,54+0,02¢ | 0,3+£0,01°® | 0,06+0,000 | 6,480,048 | 0,00+0,71¢ | 0,00 % 0,00°
Pk MBELGA61 0,77+0,02" | 0,1+0,01" | 0,04+0,00° | 1,19£0,04¢ | 0,00+0,66° | 0,00+ 0,00°
Sp SAFS235 2,7 +0,02¢ 0,4+0,000 | 0,07£0,00" | 7,7+£0,038 [ 0,00%0,51¢ | 0,00 0,00°
Sc SAFS234 2,48+0,02¢ | 0,25+0,015F | 0,07 £0,00%" [ 6,420,035 | 0,00+0,55¢ | 0,00+ 0,00°
Sc SAFS231 2,9+0,02° | 0,36+0,018 | 0,09+0,00° | 7,31+0,03¢ | 0,00+0,62¢ | 0,00+ 0,00°
Sc SAFABB1 3,49+0,01* | 0,28+0,00° | 0,14+0,000 | 8,03+0,02* | 0,00+0,38° | 0,00+ 0,00°
Sc SAFABB3 2,540,026 | 0,24 +0,00° | 0,08+0,007¢ [ 6,58+0,03F | 0,00+0,53° | 0,00 % 0,00°
Control T-58* 2,81+0,02°° | 0,33+0,018¢ | 0,08 +0,005F [ 7,05+0,04° | 0,00%0,71¢ | 0,00 % 0,00°
Mosto 17,0 "Bxno | 4 1710044 | 0,07£0,01" | 0,03+0,00 | 000+007 | 1522124~ | 4,46 +0,00°

fermentado

Sc: S. cerevisiae. Sp: S. pastorianus. Mg: M. guilliermondii. Pk: P. kudriavzevii. *Safbrew T-58, starter comercial
liofilizado, Fermentis (Francia). Micro-fermentaciones realizadas a 20 °C en 70,0 mL de mosto elaborado en
laboratorio de 17,0 °Bx y pH 4,5 £ 0,2. Los resultados se expresan como el promedio de las medidas realizadas
sobre 3 fermentaciones por cada cepa * la desviacion estandar. Cada producto de fermentacion se midié por
duplicado en HPLC. Letras mayusculas diferentes indican diferencia significativa (P < 0,05) entre los valores de

una misma columna.

En principio, se determiné que todas las cepas sacaromicéticas del panel estudiado,
asi como la levadura no convencional P. kudriavzevii MBELGAG61, lograron consumir
por completo la glucosa y fructosa presentes en el mosto cervecero inicial (Tabla 8).
Las levaduras no convencionales M. guilliermondii fueron las Unicas cuyos
sobrenadantes de cultivo en mosto registraron concentraciones de azucares
superiores a cero.

Los resultados del analisis HPLC del contenido de glucosa y fructosa de los productos

de fermentacion se representan en la figura 35.
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Fig. 35. Azlcares disueltos en el mosto fermentado. Las barras son el promedio del triplicado de cada
tratamiento, y las barras de error representan la desviacion estandar de estos triplicados. Las barras no
signadas corresponden al valor 0 g/L. Las barras con simbolos (*,+) indican diferencia significativa (P <
0,05) con el valor 0 g/L, y barras con distintos simbolos presentan diferencia significativa entre si. A: S.
cerevisiae SAFABB1. B: S. cerevisiae SAFABB3. C: S. cerevisiae SAFS231. D: S. cerevisiae SAFA234.
E: S. pastorianus SAFS235. F: S. cerevisiae LAGMV1. G: S. cerevisiae LAGMV2. H: S. cerevisiae
MBELGAG2. I: P. kudriavzevii MBELGA61. J: M. guilliermondii MLA12. K: S. cerevisiae MUS121. L: M.
guilliermondii MUS122. M: S. cerevisiae MUS123. N: S. cerevisiae MUS124. O: Control positivo Safbrew

T-58. P: mosto no fermentado. m Glucosa [g/L]. m Fructosa [g/L].

Los comportamientos observados entre las levaduras no atenuantes fueron muy
diferentes. M. guilliermondii MUS122 logré reducir la glucosa y la fructosa a valores de
concentracion significativamente inferiores a los valores registrados en el mosto no
fermentado (P < 0,05, Tabla 8, Fig. 35, L), aunque no logré atenuarlo por completo.
Por otro lado, al analizar las réplicas de las micro-fermentaciones de M. guilliermondii
MLA12, se registré un consumo de glucosa promedio fue significativamente inferior al
consumo determinado en el caso de M. guilliermondii MUS122 (P < 0,05, Tabla 8). En
cuanto a la fructosa, en el producto de fermentacion de M. guilliermondii MLA12 se
determin6 un aumento significativo respecto del mosto no fermentado (P < 0,05, Tabla
8, Fig. 35, J). Es decir, esta cepa no es capaz de consumir fructosa, y aquella fructosa
que se produce por desdoblamiento de azucares mas complejos presentes en el

mosto, se acumulan en el producto de micro-fermentacion de M. guilliermondii MLA12.
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Cabe destacar que en la mayoria de los cromatogramas se detectaron dos picos no
identificados que, de acuerdo a la cantidad de carbonos estimada, posiblemente
correspondan a maltotriosas u otras dextrinas de mayor numero de unidades de
glucosa (no determinado).

En general, se concluyd que todas las cepas sacaromicéticas estudiadas y P.
kudriavzevii MBELGAG1, atenian adecuadamente el mosto cervecero.

Respecto a los metabolitos solubles analizados, los valores registrados en la Tabla 8

se representan en la figura 36.
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Fig. 36. Productos metabdlicos de la fermentacion del mosto cervecero. Las barras son el promedio del
triplicado de cada tratamiento, y las barras de error representan la desviacion estandar de estos
triplicados. Se sefalan con el simbolo (*) los valores significativamente mayores (P < 0,05) de cada
producto medido. A: S. cerevisiae SAFABB1. B: S. cerevisiae SAFABB3. C: S. cerevisiae SAFS231. D: S.
cerevisiae SAFA234. E: S. pastorianus SAFS235. F: S. cerevisiae LAGMV1. G: S. cerevisiae LAGMV2. H:
S. cerevisiae MBELGAG2. I: P. kudriavzevii MBELGAG61. J: M. guilliermondii MLA12. K: S. cerevisiae
MUS121. L: M. guilliermondii MUS122. M: S. cerevisiae MUS123. N: S. cerevisiae MUS124. O: Control
positivo Safbrew T-58. P: mosto no fermentado. m Eritritol [g/L]. m Glicerol [g/L]. = 2,3-butanediol [g/L]. =
Etanol [% V/V].

Al realizar un analisis comparativo de todo el panel, destacaron las cepas S. cerevisiae
SAFABB1, S. cerevisiae LAGMV2 y S. pastorianus SAFS235. S. cerevisiae SAFABB1
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(Fig. 36, A) produjo cantidades significativamente superiores de etanol, glicerol y
eritritol a las producidas por las restantes levaduras estudiadas (P < 0,05, Tabla 8). La
cepa S. cerevisiae LAGMV2 (Fig. 36, G), produjo cantidades significativamente
superiores de etanol y 2,3-butanediol, siendo su produccion de etanol similar a la
registrada por S. cerevisiae SAFABB1 (P < 0,05, Tabla 8, Fig.36). Por ultimo, S.
pastorianus SAFS235 (Fig. 36, E) produjo la concentracién mas elevada de 2,3-
butanediol, similar a la producida por S. cerevisiae LAGMV2 (P < 0,05, Tabla 8, Fig.
36).

A continuacidon, se analizara cada metabolito tomando como referencia el control
positivo de fermentacion, el starter comercial Safbrew T-58 (Fermentis). La figura 37
representa el contenido de etanol determinado por HPLC en los productos de

fermentacion del mosto cervecero.

Etanol [% V/V]
.
1
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Fig. 37. Etanol medido [% V/V] en los productos de la fermentacion del mosto cervecero. Las barras son
el promedio del triplicado de cada tratamiento, y las barras de error representan la desviacion estandar
de estos triplicados. Barras con simbolos diferentes (*.+,#,&,°) representan valores significativamente
distintos (P < 0,05). A: S. cerevisiae SAFABB1. B: S. cerevisiae SAFABB3. C: S. cerevisiae SAFS231.
D: S. cerevisiae SAFA234. E: S. pastorianus SAFS235. F: S. cerevisiae LAGMV1. G: S. cerevisiae
LAGMV2. H: S. cerevisiae MBELGAB2. I: P. kudriavzevii MBELGAG61. J: M. guilliermondii MLA12. K: S.
cerevisiae MUS121. L: M. guilliermondii MUS122. M: S. cerevisiae MUS123. N: S. cerevisiae MUS124.

O: Control positivo Safbrew T-58. P: mosto no fermentado.
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Todos los productos de fermentacion presentaron contenidos de etanol
significativamente superiores al contenido del mosto no fermentado (Fig. 37, P), por lo
que todas las levaduras del panel producen etanol en diferentes medidas (Tabla 8, Fig.
37).

Las cepas sacaromicéticas produjeron etanol en cantidades significativamente
superiores respecto de las levaduras no convencionales estudiadas (P < 0,05). Como
se menciond, S. cerevisiae SAFABB1 (8,03% V/V) y S. cerevisiae LAGMV2 (7,99%
V/V) fueron las mayores productoras de etanol, seguidas por S. pastorianus SAFS235,
que produjo este metabolito en cantidades significativamente inferiores a las
mencionadas cepas S. cerevisiae, pero aun elevadas (7,7% V/V) (Tabla 8). S.
cerevisiae SAFS231 (7,31% V/V) también produjo etanol en cantidades mas elevadas
que el control positivo, pero significativamente menores a las producidas por las
anteriores (P < 0,05, Tabla 8, Fig. 37).

Las cepas S. cerevisiae MUS121 (6,95% V/V) y S. cerevisiae MUS124 (7,01% V/V)
produjeron etanol en cantidades similares al control positivo (7,05% V/V) (P < 0,05),
mientras que las demas cepas sacaromiceticas estudiadas generaron cantidades de
etanol significativamente inferiores que el control (P < 0,05, Tabla 8, Fig. 37).

Entre las levaduras no convencionales estudiadas, P. kudriavzevii MBELGAG1 y M.
guilliermondii MUS122 produjeron cantidades de etanol similares (1,19% V/V) y
significativamente mayores que M. guilliermondii MLA12 (0,21% V/V) (P < 0,05, Tabla
8, Fig. 37). Estos resultados son coherentes con lo esperado de acuerdo a la
bibliografia, que reporta que las levaduras no convencionales en general no aportan
etanol a la cerveza elaborada, sino otros compuestos de sabor y aroma.

Entre tales compuestos se encuentra el glicerol. Este metabolito fue producido en
cantidades significativamente superiores al control positivo (2,8 g/L) por las cepas S.
cerevisiae LAGMV2 (3,16 g/L) y S. cerevisiae SAFABB1 (3,49 g/L) (P < 0,05, Tabla 8).
Estas mismas levaduras presentaron los niveles mas elevados de etanol en sus
productos de fermentacion. Si bien la sintesis de mas glicerol puede indicar una menor
proporcion de la fuente de carbono dirigida a la produccién de etanol via formacion de
piruvato (Zhao y col., 2015), en este caso puede interpretarse que el flujo de carbono
fue en general mas elevado a través de ambas vias metabolicas, aumentando la
produccion tanto de etanol como de glicerol. Estos resultados podrian indicar que S.
cerevisiae LAGMV2 y S. cerevisiae SAFABB1 utilizaron sustratos como maltotriosas y
dextrinas, presentes en el mosto cervecero, que no todas las levaduras cerveceras
tienen la habilidad de metabolizar.

Las concentraciones de glicerol determinadas se grafican en la figura 38.
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Fig. 38. Glicerol medido [g/L] en los productos de la fermentacion del mosto cervecero. Las barras son el
promedio del triplicado de cada tratamiento, y las barras de error representan la desviacion estandar de
estos ftriplicados. Barras con simbolos diferentes (*.+#,&,°) representan valores significativamente
distintos (P < 0,05). A: S. cerevisiae SAFABB1. B: S. cerevisiae SAFABB3. C: S. cerevisiae SAFS231. D:
S. cerevisiae SAFA234. E: S. pastorianus SAFS235. F. S. cerevisiae LAGMV1. G: S. cerevisiae
LAGMV2. H: S. cerevisiae MBELGAG2. I: P. kudriavzevii MBELGA61. J: M. guilliermondii MLA12. K: S.
cerevisiae MUS121. L: M. guilliermondii MUS122. M: S. cerevisiae MUS123. N: S. cerevisiae MUS124.

O: Control positivo Safbrew T-58. P: mosto no fermentado.

Las unicas cepas que produjeron niveles similares de glicerol que el control fueron S.
cerevisiae MUS124 (2,74 g/L) y S. cerevisiae SAFS231 (2,9 g/L) (P < 0,05, Tabla 8,
Fig. 38). Entre las levaduras no convencionales, las M. guilliermondii no produjeron
cantidades detectables de este metabolito. Unicamente P. kudriavzevii MBELGAG1
generd glicerol (0,77 g/L), aunque en cantidades significativamente menores a las
producidas por las levaduras sacaromicéticas (P < 0,05, Tabla 8, Fig. 38).

Otro de los metabolitos analizados fue el 2,3-butanediol. Un aumento del 2,3-
butanediol, respecto de su contenido en el mosto no fermentado, se vincula a la
reduccion enzimatica durante la fase estacionaria del volatil diacetilo, compuesto
considerado off flavor (White y Zainasheff, 2010). Los resultados de su determinacion

por HPLC en los productos de fermentacion se representan en la figura 39.
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Fig. 39. 2,3-butanediol medido [g/L] en los productos de la fermentacion del mosto cervecero. Las barras

2,3-butanediol [g/L]

son el promedio del triplicado de cada tratamiento, y las barras de error representan la desviacion
estandar de estos ftriplicados. Barras con simbolos diferentes (*.+,#,&) representan valores
significativamente distintos (P < 0,05). A: S. cerevisiae SAFABB1. B: S. cerevisiae SAFABB3. C: S.
cerevisiae SAFS231. D: S. cerevisiae SAFA234. E: S. pastorianus SAFS235. F: S. cerevisiae LAGMV1.
G: S. cerevisiae LAGMV2. H: S. cerevisiae MBELGAB2. I: P. kudriavzevii MBELGAG61. J: M. guilliermondii
MLA12. K: S. cerevisiae MUS121. L: M. guilliermondii MUS122. M: S. cerevisiae MUS123. N: S.

cerevisiae MUS124. O: Control positivo Safbrew T-58. P: mosto no fermentado.

Dentro del panel de levaduras estudiado, las cepas S. pastorianus SAFS235 y S.
cerevisiae LAGMV2, de comportamientos fermentativos muy similares, con fases de
latencia prolongadas y velocidades de fermentacion reducidas respecto del control
Safbrew T-58, fueron las que presentaron una produccion significativamente mayor de
este alcohol (0,4 g/L) (P < 0,05, Tabla 8, Fig. 39). Luego, el starter control (0,33 g/L), S.
cerevisiae SAFS231 (0,36 g/L), S. cerevisiae MUS121 (0,34 g/L) y S. cerevisiae
MBELGA62 (0,3 g/L) produjeron cantidades de 2,3-butanediol similares (P < 0,05,
Tabla 8, Fig. 39).

Las restantes levaduras sacaromicéticas del panel produjeron 2,3-butanediol, pero en
cantidades significativamente inferiores a la generada por el control. Entre las
levaduras no convencionales, solo M. guilliermondii MUS122 produjo cantidades
significativamente superiores al contenido de 2,3-butanediol del mosto no fermentado
(P < 0,05, Tabla 8, Fig. 39).
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Por ultimo, se analizé el contenido de eritritol de los productos fermentados. El eritritol
es un alcohol de cuatro carbonos, edulcorante natural extensamente utilizado en la
industria alimentaria y farmacéutica, producido por microorganismos osmo-resistentes
al fermentar la sacarosa (Yang y col., 2014). Las cantidades detectadas por HPLC se

representan en la figura 40.
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Fig. 40. Eritritol medido [g/L] en los productos de la fermentacion del mosto cervecero. Las barras son el

promedio del triplicado de cada tratamiento, y las barras de error representan la desviacion estandar de
estos ftriplicados. Barras con simbolos diferentes (*.+,#,&,°) representan valores significativamente
distintos (P < 0,05). A: S. cerevisiae SAFABB1. B: S. cerevisiae SAFABB3. C: S. cerevisiae SAFS231. D:
S. cerevisiae SAFA234. E: S. pastorianus SAFS235. F: S. cerevisiae LAGMV1. G: S. cerevisiae LAGMV2.
H: S. cerevisiae MBELGAG2. I: P. kudriavzevii MBELGAGB1. J: M. guilliermondii MLA12. K: S. cerevisiae
MUS121. L: M. guilliermondii MUS122. M: S. cerevisiae MUS123. N: S. cerevisiae MUS124. O: Control
positivo Safbrew T-58. P: mosto no fermentado.

La produccién de eritritol de las cepas S. cerevisiae MUS123, S. cerevisiae MUS124,
S. cerevisiate SAFABB1 (0,14 g/L) y S. cerevisiae LAGMV2 (0,13 g/L) superd
significativamente a la del control (0,08 g/L) (P < 0,05, Tabla 8, Fig. 40). Las cepas S.
cerevisiae SAFS231, S. cerevisiae SAFABB3 y S. cerevisiae MUS121 produjeron
cantidades de eritritol comparables con el mismo (P < 0,05, Tabla 8).

La cepa S. pastorianus SAFS235 present6 una producciéon (0,07 g/L)

significativamente inferior a la del control, diferenciandose en este aspecto de la cepa
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S. cerevisiae LAGV2, a cuyo comportamiento fermentativo se asimila en todos los
aspectos previamente analizados (P < 0,05, Tabla 8, Fig. 40).

Entre las levaduras no convencionales estudiadas, Unicamente P. kudriavzevii
MBELGAG61 genero eritritol, aunque en cantidades significativamente inferiores a las
producidas por las cepas sacaromicéticas (P < 0,05, Tabla 8, Fig. 40). Las levaduras
M. guilliermondii no generaron una cantidad detectable del metabolito.

A partir del analisis de las fermentaciones realizadas por cepas distintas aisladas a
partir de una misma muestra, ya fuere starter comercial o lodo de levaduras
cerveceras artesanal, pudieron confirmarse diferencias significativas en los
comportamientos fermentativos de dichas cepas y en los metabolitos solubles
presentes en sus productos de fermentacion del mosto cervecero.

Ademas, pudieron confirmarse diferencias en las concentraciones de metabolitos
presentes en el mosto fermentado por levaduras aisladas de diferentes muestras
cerveceras que comparten un mismo perfil mitocondrial. S. cerevisiae MUS123 produjo
niveles significativamente superiores de glicerol y eritritol que la levadura con idéntico
perfil mitocondrial S. cerevisiae SAFS234, mientras que esta ultima produjo cantidades
significativamente superiores de 2,3-butanediol y de etanol que la primera (P < 0,05,
Tabla 8). Otro par de levaduras que comparten perfil mitocondrial, S. cerevisiae
MUS121 y S. cerevisiae MBELGAG62, se diferenciaron en la composicién de su
producto fermentado, presentando S. cerevisiae MBELGAG2 niveles significativamente
menores de 2,3-butanediol, eritritol y etanol que S. cerevisiae MUS121 (P < 0,05,
Tabla 8). Por ultimo, al analizar los metabolitos solubles presentes en los productos
de fermentaciéon de S. cerevisiae MUS124 y S. cerevisiae LAGMV2, se confirmé una
produccion significativamente inferior de todos los metabolitos estudiados por parte de
S. cerevisiae MUS124 (P < 0,05, Tabla 8).

A modo de resumen, a continuacibn se presenta un cuadro que reune las
caracteristicas del proceso fermentativo llevado a cabo por levaduras aisladas a partir
de diferentes fuentes que comparten un mismo perfil mitocondrial (seccién 4.4.3) y de

su producto fermentado.
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Cepa® Analisis HPLC del

ini Fuen Parametr
(definida Fuente de arametros ; producto de
segun perfil aislamiento fermentativos g
ADNmt-RFLP) fermentacién

. Lodo artesanal M6 .
S. cerevisiae Lodo artesanal M12 MBELGAG2 presentd una

MBELGAG62 Safbrew S-33 velocidad de fermentacion
(MuUs121, significativamente superior.

MUS121 produjo cantidades
significativamente superiores

SAFS3316 (Fermentis) MUS121 presenté la mayor de etanol, 2,3-butanediol y
. Safbrew T-58 . . eritritol.
SAFT5815%) . capacidad fermentativat.
(Fermentis)
MUS124 exhibié la mayor LAGMV2, la levadura de
S. cerevisiae | Lodo artesanal M12 velocidad de fermeqtamon. fermentacion mas lenta eptre
LAGMV?2 presenté una las S. cerevisiae, produjo
MUS124 Lodo artesanal fase de latencia mas cantidades significativamente
(LAGMV2, LAGMV rolongada y una mayores de etanol, glicerol
MTEMPLA415) | Lodo artesanal M4 prolongada y una v . ' 9 ‘
capacidad fermentativa 2,3-butanediol y eritritol que
superiort. MUS124.
Entre ambas, MUS123 produjo
S. cerevisiae | Saflager S-23 SAFS234 presento una mas glicerol y eritritol y
SAFS234 (Fermentis) fase de latencia mas SAFS234 produjo
(MUS123) Lodo artesanal M12 prolongada. significativamente mas etanol y

2,3-butanediol

9Entre paréntesis se indican los nombres de levaduras aisladas de otras fuentes que comparten el mismo
perfil mitocondrial (seccién 4.4.3) con la cepa consignada, es decir, se trata de la misma cepa aislada a
partir de diferentes muestras. BCalculados a partir de micro-fermentaciones de mosto cervecero llevadas a
cabo como se describe en la seccion 4.4.6, A. 5Se estudié el perfil mitocondrial de este aislamiento pero
no sus cinéticas de crecimiento en diferentes sustratos. YAsociada a la pérdida de peso lograda por
fermentacion del mosto en etanol y CO2. El andlisis de la varianza para determinar diferencias

significativas entre los parametros que se describen en el cuadro se realiz6 con P < 0,05.

A partir de los estudios realizados, es posible afirmar que levaduras cuyos perfiles de
digestion del ADNmt las clasifican como cepas idénticas, realizan fermentaciones
significativamente diferentes. Recuperando las interpelaciones suscitadas luego del
analisis de las cinéticas de crecimiento (seccién 4.4.5), se postula que para identificar
y caracterizar a una cepa de levadura cervecera deben estudiarse tanto su genética
como su capacidad de fermentar el mosto de cebada y las caracteristicas del producto
de su fermentacion.

Respecto a la produccion de etanol, cuatro de las levaduras estudiadas, S. pastorianus
SAFS235, S. cerevisiae SAFS231, S. cerevisiae LAGMV2 y S. cerevisiae SAFABB1,
superaron de forma significativa el nivel de etanol alcanzado por el starter control
(Tabla 8), por lo que se las califica como las cepas con mayor capacidad de realizar
fermentacion cervecera. Ademas, S. cerevisiae SAFS231 produjo niveles de glicerol,
2,3-butanediol y eritritol comparables a los niveles producidos por el control Safbrew T-
58, mientras que S. pastorianus SAFS235 y S. cerevisiae LAGMV2 lo superaron en
produccion de 2,3-butanediol y S. cerevisiae SAFABB1 lo hizo en la produccion de
glicerol y eritritol (P < 0,05, Tabla 8, Fig. 36).

174



Ademas, al contemplar los parametros cinéticos de fermentaciéon exhibidos por el
panel de levaduras (Tabla 7), las cepas S. cerevisiae LAGMV1 y S. cerevisiae
SAFS231 fueron mejores fermentadoras que el starter control, logrando una mayor
pérdida de peso, mayor velocidad de fermentacién y, en el caso de S. cerevisiae
SAFS231, un tiempo de latencia menos prolongado que el control (P < 0,05, Tabla 7).
S. cerevisiae MUS124 y S. cerevisiae MUS121, ambas aisladas del lodo cervecero
artesanal M12, presentaron mayor pérdida de peso que el control, reflejo de una
mayor capacidad fermentativa del mosto, pero una velocidad menor de fermentacion,
que podria ocasionar produccion de sabores y aromas off-flavors (Tabla 7). En cuanto
a los metabolitos solubles analizados, no se observaron diferencias significativas con
el control (Tabla 8). A partir de este analisis, S. cerevisiae LAGMV1 se incluye entre
las cepas de interés para la produccién de cerveza, y S. cerevisiae MUS124 y S.
cerevisiae MUS121 podrian considerarse como levaduras seleccionables, a condicion
de estudiar los metabolitos volatiles de sus productos de fermentacion.

Si bien no pudo analizarse por HPLC el contenido de maltotriosas y otras dextrinas en
los productos de fermentacion, si pudo determinarse en cinéticas de crecimiento en
caldo YNB suplementado con maltotriosa (seccion 4.4.5) la capacidad de S. cerevisiae
MBELGAG2 de utilizar y crecer en maltotriosa (Fig. 25). Esta caracteristica resulta de
mayor interés para la elaboracion de cerveza, ya que esta levadura podria lograr una
mejor atenuacion del mosto de cebada. Adicionalmente, S. cerevisiae MBELGA62 no
estuvo entre las levaduras con mayor produccién de los compuestos edulcorantes
glicerol y eritritol (Tabla 8), por lo que podria seleccionarse como cepa especial para la
produccion de estilos de cerveza secos, refrescantes, no maltosos.

Del mismo modo, se comprobd la capacidad de la levadura no convencional M.
guilliermondii MUS122 de crecer en maltotriosa. Si bien esta levadura no fermenta el
mosto cervecero, en combinacidon con cepas Saccharomyces sp. podria constituir
starters cerveceros 0 esquemas de fermentacidén mixta que logren atenuacién y
otorguen caracteristicas novedosas en cuanto sabor y aroma a la cerveza producida.
La levadura no produjo cantidades de glicerol o eritritol detectables, por lo que tiene
potencial para ser empleada en la produccién de cervezas secas y refrescantes.
Ademas, produjo 2,3-butanediol, por lo que podria aportar al acondicionamiento de la
cerveza en las etapas finales de elaboracién. Seria oportuno realizar un estudio de los
metabolitos volatiles del producto de fermentacién de M. guilliermondii MUS122 para
profundizar en el conocimiento de su perfil organoléptico.

Asimismo, es de interés estudiar el perfil de compuestos volatiles de P. kudriavzevii
MBELGA61. Capaz de adaptarse velozmente al mosto cervecero, pero no de

fermentarlo, esta levadura consume los azucares presentes a gran velocidad, produce
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cierta cantidad de etanol, glicerol y eritritol (Tabla 8) y podria ser una especie no

sacaromicética interesante en la produccién de sabores y aromas.

4.4.7 Micro-fermentaciones. Estudio de cinéticas y de los productos de fermentacién
del mosto de cebada por levaduras aisladas de kefir de agua

Las levaduras aisladas de kefir de agua presentaron un Unico patrén de bandas
resultante de la digestién de su ADN mitocondrial, diferente de aquellos determinados
en levaduras cerveceras (seccion 4.4.3). El hallazgo de un unico perfil mitocondrial
dentro de una poblacién tan especifica, sugiere que todos los aislamientos de kefir de
agua corresponden a una unica cepa S. cerevisiae. Seria conveniente contrastar dicha
hipétesis mediante técnicas moleculares complementarias, como se menciond
previamente. Dado el alcance del presente estudio, se asumidé que las levaduras
sacaromicéticas aisladas de kefir son la misma cepa y se seleccioné al aislamiento S.
cerevisiae CMUNLPKa131 como representante del conjunto.

Para evaluar la capacidad de las levaduras de kefir de agua de fermentar el mosto de
cebada malteada, se utilizaron S. cerevisi;te CMUNLPKa131 y la levadura S.
cerevisiae CMUNLPKa23, también aislada de kefir de agua, que comprobé carecer de
mitocondrias (seccion 4.4.3). Esta ultima posee la particularidad de ser una cepa

fermentadora obligada. Las curvas obtenidas se grafican en la figura 41.
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Fig. 41. Micro-fermentaciones. A. Curvas de incremento de peso perdido [g] en el tiempo [h]. B. Curvas
ajustadas al porcentaje de azUcares consumidos en el tiempo [h]. Se representa el promedio del triplicado
de cada tratamiento. Las barras de error representan la desviacion estandar de los triplicados. Las
fermentaciones se llevaron a cabo en mosto cervecero formulado en el laboratorio de 11,0 °Bx y pH 4,6 +
0,05 a 20 °C. Como control positivo de fermentacion se empleé el starter comercial Safbrew T-58
(Fermentis, Francia). ® S. cerevisiae MUS123. e S. cerevisiae CMUNLPKa131. A Control positivo de

fermentacion.
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Las levaduras S. cerevisiae de kefir de agua fueron estudiadas en un mosto de 11,0
°Bx y pH 4,60 + 0,05, condiciones de menor estrés osmotico que las utilizadas en la
micro-fermentaciones con levaduras cerveceras, con el objetivo de facilitar su
adaptacion a un ambiente fermentativo que no es el propio.

Estas levaduras exhibieron comportamientos fermentativos muy similares entre si (Fig.
41). Al compararlas con la performance del control, el starter comercial Safbrew T-58,
se observé una pérdida de peso acumulado sustancialmente menor, una velocidad de
fermentacion reducida y un aumento significativo en el tiempo de latencia de las cepas
aisladas de kefir (Fig. 41A). La reduccion en la pérdida de peso acumulada observada
en las levaduras de kefir respecto del control, sugieren el desarrollo de metabolismos
alternativos a la fermentacion etandlica. Ambas fueron capaces de atenuar el mosto
cervecero hasta un contenido de glucosa nulo, con conversion a CO- (Fig. 41B). De
acuerdo a las cinéticas, S. cerevisiae de kefir consumieron glucosa a velocidades
menores que la velocidad de consumo del control.

Los parametros cinéticos calculados a partir de las curvas de fermentacion del mosto

cervecero se sintetizan en la Tabla 9.

Tabla 9. Parametros cinéticos de fermentacion de cepas aisladas de kefir de

agua
Micro- Maxima pérdida Velocidad Tiempo de
fermentacion* de peso [g/L] exponencial [g/L.h] latencia [h]
CMUNLPKa23** 25,74 + 0,47 0,42 + 0,014 10,9+ 0,8°
CMUNLPKa131*** 26,77 £ 0,414 0,55 + 0,048 10,8 + 1,8%
Control positivo’ 33,75+ 1,018 0,96 + 0,03°¢ 10,8 + 0,94

*Llevadas a cabo en mosto cervecero de 11,0 °Bx y pH 4,6, en volumen de 70 mL a 20 °C y en agitacion
(140 rpm). **Cepa S. cerevisiae aislada de kefir de agua que carece de mitocondrias. ***Cepa S.
cerevisiae aislada de kefir de agua con perfil mitocondrial idéntico al hallado en otros aislamientos

obtenidos de kefir de agua. *Starter comercial Safbrew T-58, Fermentis (Francia).

En coincidencia con lo observado en las curvas de fermentacion, el peso perdido
acumulado del control positivo resultd ser significativamente superior al peso perdido
acumulado por las levaduras aisladas de kefir. Los tiempos de latencia no presentaron
diferencia con el control (P < 0,05, Tabla 9, Fig. 41A).

Respecto a la velocidad de fermentacion del mosto cervecero, ambos aislamientos de
kefir de agua presentaron velocidades significativamente reducidas en comparacion
con la velocidad registrada por el control positivo (P < 0,05, Tabla 9, Fig. 41A). Entre
ellos, S. cerevisiae CMUNLPKa131 mostré6 una velocidad de fermentacion
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significativamente superior a la velocidad exhibida por S. cerevisiae CMUNLPKa23, la
levadura fermentadora obligada.
Los productos de fermentacién de las levaduras aisladas de kefir fueron analizados

por HPLC, y los resultados se sintetizan en la figura 42.
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Fig. 42. Analisis HPLC de los productos de fermentacion de levaduras aisladas de kefir de agua. Las
barras son el promedio del triplicado de cada tratamiento, y las barras de error representan la desviacion
estandar de estos triplicados. Barras con simbolos idénticos (*,+,#,°) representan valores sin diferencias
significativas (P < 0,05). CMUNLPKa131: S. cerevisiae CMUNLPKa131. CMUNLPKa23: S. cerevisiae
CMUNLPKa23. Control T58: control positivo starter comercial Safbrew T-58 (Fermentis). A. Azlucares
disueltos en el mosto fermentado: = Glucosa [g/L]. m Fructosa [g/L]. B. Productos metabdlicos de la

fermentacion del mosto cervecero: m Eritritol [g/L]. m Glicerol [g/L]. = 2,3-butanediol [g/L]. = Etanol [% V/V].

El analisis de los productos fermentados permitié verificar el completo consumo de la
glucosa presente en el mosto cervecero (Fig. 42A). Respecto al contenido de fructosa,
unicamente S. cerevisiae CMUNLPKa23 logré reducirla a cero; S. cerevisiae
CMUNLPKa131 redujo el contenido de fructosa a niveles significativamente inferiores
a los que logré el control positivo (P < 0,05, Fig. 42A).

El analisis HPLC también confirmé una produccién significativamente reducida de
etanol por parte de las levaduras de kefir de agua al compararse con el control (P <
0,05, Fig. 42B), resultado esperado a partir de las cinéticas de fermentacion exhibidas
(Fig. 41A). La produccién de glicerol superd significativamente a la produccion del
control, indicio del direccionamiento de la glucosa consumida a vias metabdlicas
alternativas a la fermentacion etandlica, previsto por la reduccién en la cantidad de
COgz producido (Tabla 9).

Asimismo, es interesante la diferencia significativa observada en la produccién de
glicerol y etanol entre las S. cerevisiae de kefir de agua, que se diferencian en que
CMUNLPKa23 no posee mitocondrias, mientras que CMUNLPKa131 si las tiene; es
decir, CMUNLPKa23 no es capaz de realizar metabolismo respiratorio, es

fermentadora obligada. S. cerevisiae CMUNLPKa23 produjo mayores niveles de
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glicerol, pero menos etanol que S. cerevisiae CMUNLPKa131 (P < 0,05, Fig. 42B). El
COg; liberado (pérdida de peso) fue similar en ambos casos (P < 0,05) (Tabla 9, Fig.
41A). Aparentemente, la levadura fermentadora obligada utiliza con mayor frecuencia
vias metabdlicas alternativas a la fermentacion etandlica que la levadura capaz de
respirar.

S. cerevisiae CMUNLPKa131 supero significativamente al control en la produccion de
eritritol, mientras que S. cerevisiae CMUNLPKa23 produjo niveles significativamente
inferiores a los registrados por el control (P < 0,05, Fig. 42B). La Tabla 10 resume los
datos obtenidos a partir del analisis HPLC de los productos de fermentacién del mosto

cervecero.

Tabla 10. Analisis HPLC de los productos de fermentacion de levaduras de kefir

Cepa Glicerol 2,3- Eritritol Etanol Glucosa Fructosa
butanediol
CMUNLP [g/L] utanedio [g/L] [% VIV] [g/L] [g/L]
[g/L]

Sc ka23 2,320,017 0,16 + 0,064 0,15+ 0,00¢ | 3,70+0,00° | 0,00+0,00~ | 0,00 0,00¢

Sc 9B 1,96 + 0,058 0,16 + 0,067 0,23+0,00~ | 3,81+0,02® [ 0,00+0,00* | 0,120,008
I

Contro 1,67 £ 0,01° 0,13 £ 0,024 0,19 £ 0,008 4,63 +0,017 0,00 + 0,004 0,14 + 0,004

T-58*

Sc: S. cerevisiae. *Safbrew T-58, starter comercial liofilizado, Fermentis (Francia). Micro-fermentaciones
realizadas a 20 °C en 70,0 mL de mosto elaborado en laboratorio de OG 11,0 °Bx y pH 4,60 + 0,05. Los

resultados se expresan como el promedio de las medidas realizadas sobre 3 fermentaciones por cada cepa +

la desviacion estandar. Cada producto de fermentacion se midié por duplicado en HPLC. Letras mayusculas

diferentes indican diferencia significativa (P < 0,05) entre los valores de una misma columna.

En principio, las cinéticas registradas por estas levaduras no son indicativas de
caracteristicas adecuadas para la produccion de cerveza, ya que los tiempos
prolongados de fermentacion y la evidencia del direccionamiento de fuente de carbono
hacia vias metabdlicas distintas de la fermentacién, son plausibles de asociarse a la
produccion de metabolitos off flavors (White y Zainasheff, 2010).

Luego del estudio de sus productos de fermentacion, se confirmé un comportamiento
fermentativo diferencial entre las levaduras de kefir de agua, que en ninguno de los
casos se considera adecuado para la produccion de cerveza. Como resultado del
analisis, se decidid descartar la aproximacién de emplear levaduras aisladas de kefir

de agua para elaborar cerveza.
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4.5 Conclusiones

La técnica clasica de aislamiento de colonias morfolégicamente diferentes
permite la separacion de cepas Saccharomyces sp. distintas.

La técnica PCR-RFLP aplicada a determinados genes permite la deteccion de
hibridos Saccharomyces sp. inter-especificos, asi como la deteccion de
introgresiones interespecie. Por esta técnica pudo determinarse que la cepa
SAFS235 es un hibrido S. cerevisiae/ S. eubayanus, conocido como S.
pastorianus. Ademas, se encontraron introgresiones del genoma de S.
paradoxus en el genoma de S. cerevisiae en el gen UBP7 de las cepas
LAGMV1, SAFABB3 y SAFS234.

Los starters y lodos cerveceros frecuentemente se constituyen a partir de dos o
mas cepas de levadura.

Las cepas aisladas a partir de un mismo starter o lodo presentan diferencias en
su capacidad de crecer en diferentes sustratos, en su comportamiento
fermentativo en mosto de cebada y en los metabolitos que producen durante la
fermentacion cervecera. Esto es coherente con la composicion multi-cepa
encontrada en las muestras cerveceras estudiadas; posiblemente el conjunto
de levaduras actie como un consorcio, donde cada una aporta diferentes
propiedades para lograr una bebida de determinadas caracteristicas (grado de
atenuacion, produccion de etanol y COg, produccion de compuestos de sabor y
aroma, re-absorcion y conversion de compuestos off-flavors).

Entre las cepas cerveceras estudiadas, se seleccioné a S. cerevisiae
SAFABB1, S. cerevisiae LAGMV2, S. cerevisiae SAFS231, S. pastorianus
SAFS235, S. cerevisiae MBELGA62, P. kudriavzevii MBELGA61 y M.
guilliermondii MUS122 como levaduras interesantes con ventajas para la
produccién cervecera, vinculadas a su capacidad de fermentar el mosto y/o de
producir sabores y aromas novedosos.

En nichos que promueven el metabolismo fermentativo, como el kefir de agua,
es posible encontrar levaduras Saccharomyces sp. mutantes incapaces de
respirar. De acuerdo a la busqueda bibliografica realizada, no existen reportes
previos del aislamiento de mutantes Saccharomyces sp. con deficiencia
respiratoria a partir de kefir de agua.

Las levaduras sacaromicéticas aisladas de kefir de agua de distintos origenes
comparten un mismo perfil mitocondrial, que es ademas diferente a todos los
perfiles encontrados en levaduras cerveceras. Al estudiar una representante de
este grupo en fermentaciones de mosto a escala laboratorio, se determiné que

no es adecuada para la produccién de cerveza.
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Levaduras identificadas como una misma cepa con criterio en un perfil
mitocondrial comun, presentaron comportamientos fermentativos
sustancialmente diferentes; se postula que la identificacion y diferenciacién de
cepas de levaduras cerveceras debe contemplar tanto los criterios genéticos
como los criterios fenotipicos vinculados a su capacidad fermentativa y a las

caracteristicas sensoriales de sus productos de fermentacion.
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Caracterizacion probiotica y seleccion de cepas cerveceras de interés.
Caracterizacion in vitro de su capacidad de resistir las condiciones del tracto

gastrointestinal y de antagonizar con Salmonella enterica var. Enteritidis y

Escherichia coli

5.1 Introduccion

Los antibidticos son el tratamiento mas ampliamente utilizado contra patégenos como
Salmonella y E. coli en la cria intensiva de pollos. Ademas de sus efectos preventivos
y terapéuticos, los antibidticos actian como promotores del crecimiento en pollos
jévenes (Engberg y col., 2000; Paradis y col., 2016). Sin embargo, debido al desarrollo
y seleccién de bacterias patdgenas resistentes a los antibidticos y a la posibilidad de
que estas cepas sean zoonoticas, el empleo de antibidticos de forma generalizada en
la cria de aves estd siendo cuestionado y gradualmente reemplazado por otras
practicas (Chang y col., 2014).

Los alimentos funcionales, también llamados probidticos, se presentan como una
opcién de reduccion o reemplazo del uso de antibiéticos, su consumo esta asociado a
la prevencion de enfermedades infecciosas y a la promocién de un buen estado de
salud general. Los probioticos se definen como microorganismos vivos que
administrados en cantidades adecuadas confieren beneficios a la salud del
hospedador (FAO, 2002). Para que un microorganismo sea designado como probidtico
debe cumplir ciertas caracteristicas, resumidas por Ewing y Cole (1994): su consumo
debe ser seguro, sin causar enfermedad ni toxicidad; debe sobrevivir al pH gastrico y a
las sales biliares; ser capaz de colonizar el intestino para lograr una exclusion
competitiva eficaz; entre otras.

S. boulardii es la levadura probidtica mas estudiada. Se emplea a nivel mundial en el
tratamiento de enfermedades infecciosas humanas (Czerucka y col., 2007; Czerucka
y Rampal, 2002), y se aplica comunmente en casos de diarreas causadas por
Clostridium difficile o derivadas del uso continuo de antibioticos (Czerucka y col.,
2007). El empleo de levaduras como probidtico se prefiere al uso de bacterias debido
a su resistencia natural a muchos antibidticos, a la imposibilidad de transmitir
resistencias adquiridas a bacterias patdgenas (Palma y col., 2015; Czerucka y col.,
2007; Mathur y Singh, 2006) y a que en muy pocas ocasiones se las ha asociado a
brotes de enfermedades infecciosas en humanos (Mo y col., 2004; Psomas y col.,
2003).

Aunque inicialmente se la clasific6 como una especie diferente dentro del género
Saccharomyces, publicaciones mas recientes demuestran que el genoma de S.

boulardii guarda un 95% de homologia con el genoma de S. cerevisiae (Edwards-
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Ingram y col., 2007; Edwards-Ingram y col., 2004; Vaughan-Martini en Kurtzman y
Fell, 1998) y que estas levaduras deben clasificarse como variedades co-especificas.
Debido a la importante similitud entre los genomas de S. boulardii y S. cerevisiae,
parece factible la existencia de otras especies dentro del género Saccharomyces con
propiedades probidticas. Varias de estas especies y sus hibridos interespecificos, S.
pastorianus 'y S. bayanus, han sido aislados de la produccion de cerveza (Alsammar y
Delneri, 2020; White y Zainasheff, 2010).

Numerosas publicaciones reportan el potencial probidtico de cepas de S. cerevisiae
aisladas de alimentos con base en sus capacidades de resistir las condiciones
gastrointestinales in vitro (Martins y col., 2005); de inmunomodular a nivel de intestino
delgado de raton (Generoso y col., 2011; Martins y col., 2007; Kourelis y col., 2010),
en lineas celulares mononucleares humanas, a nivel sérico en ratones (Sivignon y col.,
2015; Foligné y col., 2010) y en una linea celular de epitelio intestinal porcino (IPEC-1)
desafiada con E. coli enterotoxigénica (Zanello y col., 2011); de aglutinar a E. coli
(Zanello y col., 2011); y de neutralizar a Salmonella sp. (Pérez-Sotelo y col., 2005).

De acuerdo a los antecedentes consultados, es posible estimar que levaduras
Saccharomyces sp. aisladas de la produccion cervecera tengan potencial como
agentes probidticos antagonistas contra bacterias enteropatdégenas como S. Enteritidis
y E. coli, causantes de enfermedad en aves y efectores de brotes zoonéticos en todo
el mundo. Este capitulo inicia con el estudio de la capacidad de las levaduras aisladas
de tolerar las condiciones del tracto gastrointestinal de pollos y de adherirse a células
de un modelo de epitelio intestinal, para luego profundizar en su caracterizacién como

agentes antibacterianos.

5.2 Hipotesis

Las levaduras S. cerevisiae aisladas de muestras cerveceras guardan estrecha
relacién taxondmica con S. cerevisiae var. boulardii y podrian compartir algunos de
sus aspectos probidticos y propiedades antagonistas contra bacterias

enteropatdgenas.

Las muestras cerveceras completas y sus levaduras aisladas serian capaces de
tolerar las condiciones del tracto gastrointestinal de pollos y llegar viables y en

concentraciones elevadas al intestino animal.

5.3 Objetivos especificos
e Caracterizar cepas de levaduras en cuanto a su capacidad de tolerar las

condiciones del tracto gastrointestinal de pollos simuladas in vitro.
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e Caracterizar un subgrupo de levaduras cerveceras en su capacidad de

antagonizar contra bacterias enteropatégenas de pollos in vitro.

5.4 Resultados y discusién
5.4.1 Seleccién de levaduras de acuerdo a su tolerancia al pasaje por temperatura y
pH estomacal e intestinal de pollos

Por definicion, un microorganismo probidtico debe ser capaz de sobrevivir a las
condiciones del tracto gastrointestinal (TGI) del hospedador y llegar vivo y en
concentraciones apreciables al intestino (FAO, 2002; Ewing y Cole, 1994). Con
fundamento en esta condicion, se disefid un esquema de pre-selecciéon de levaduras
cerveceras con potencial probiético mediante la evaluacion de su capacidad de tolerar
el pH (gastrico: 2,5; intestinal: 8,0), la temperatura (41 °C) y los tiempos de exposicidén
a las condiciones del TGl de pollos emuladas in vitro (seccién 3.11).

En primer lugar, se estudiaron los starters comerciales liofilizados, reconstituidos en
solucion fisioldgica estéril, y los lodos de levaduras cerveceras completos, tal y como
se los obtuvo por donacién de cerveceros locales. Puesto que el objetivo de esta tesis
es caracterizar al residuo de levaduras en cuanto a sus capacidades probiéticas y bio-
preservantes, el estudio de las muestras completas es una estrategia que permite
evaluar comunidades de levaduras similares a aquellas que se obtendrian como
subproductos de fermentacion.

Los recuentos obtenidos a partir del estudio de la tolerancia de los starters comerciales
lodos cerveceros a

liofilizados y los las condiciones de pH y temperatura

gastrointestinales de pollos se sintetizan en la Tabla 1.

Tabla 1. Recuento de starters cerveceros y muestras completas de levaduras
post pasaje por temperatura (41 °C) y pH gastrointestinal de pollos
Recuentos [UFC/mL]

Muestra cervecera

Inicial

Post pasaje

gastrico®

Post pasaje

gastrointestinal®

LA-001°

8,30+ 4,24 x 1084

7,40 1,41 x 1084

3,30 +2,83 x 1068

Lodo M4+

3,45+0,24 x 107

5,38 +0,67 x 1074

2,75+ 0,14 x 107A

Lodo M6+

4,81+0,25x107A

3,55+0,63x 1074

3,15+ 0,70 x 107A

Safbrew S-33"

4,65+ 0,87 x 1084

6,75+ 0,55 x 1084

4,70 + 1,35 x 1084

Safbrew WB-06"

2,88+ 0,34 x 1084

3,80+ 0,35 x 1084

3,16+ 0,21 x 1084

Safbrew Abbaye"

1,27 £ 0,16 x 1084

8,65+ 0,26 x 1074

2,29+1,42x107A

Safbrew T-58"

5,45 + 0,58 x 1084

5,05+ 0,36 x 1084

3,75+ 1,05 x 1084
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Saflager S-23"

5,85+ 1,23 x107A

4,87 +0,88 x 1078

2,75+ 0,56 x 108¢

DIY Beer Coopers*

6,5+1,45x 1074

4,58 +0,78 x 107~

1,10 £ 0,35 x 107A

Muntons**

1,34 £ 0,76 x 10°4

6,75+ 1,24 x 1088

9,30 +1,02x 108¢

Windsort

3,95+ 1,27 x 1084

3,45+0,86 x 1084

3,40+ 0,55 x 1084

Saflager W-34/70"

Los recuentos se realizaron en agar YPD (composicidon descrita en secciéon 3.3). °Recuento post

1,16 £ 0,19 x 107A 4,70 +£1,41 x 1068 5,50 + 6,36 x 108

incubacién a pH 2,5 y 41 °C durante 2 h. PRecuento post incubacion gastrica + incubacion intestinal a pH
8,0 y 41 °C durante 6 h. M4 y M6 son lodos de levaduras de produccion artesanal donados por
productores locales activados en caldo YPD. 2LA-001 es un starter liquido producido por un cervecero
artesanal local activado en caldo YPD. Las restantes muestras son liofilizados comerciales: *Fermentis
(France), *Coopers Brewery (Australia), **Muntons plc (EEUU) y fLallemand (Canada), re-hidratados en
solucién fisiolégica estéril para realizar este estudio. Letras superindices diferentes indican diferencia
significativa (P < 0,05) entre los recuentos antes y después de las incubaciones descritas en la seccion
3.11.

Excepto algunos casos, los starters y lodos de levaduras cerveceras demostraron
buena capacidad de sobrevivir a la incubacion en condiciones de pH y temperatura del
TGl de pollos (Tabla 1).

Los starters comerciales Saflager W-34/70, Saflager S-23, Safbrew Abbaye y Muntons
redujeron en un orden decimal sus recuentos en agar YPD luego del tratamiento. De
acuerdo al analisis estadistico de la varianza (ANOVA), los recuentos del starter LA-
001 también se redujeron significativamente (P < 0,05), si bien el orden decimal de
recuento no vario.

Las restantes 7 muestras ensayadas no presentaron reduccién significativa de sus
recuentos luego del pasaje por pH y temperatura gastrointestinales de pollos, por lo
que es posible concluir que los starters y lodos de levaduras cerveceras presentan, en
general, buena resistencia a estas condiciones, caracteristica necesaria para continuar
su evaluacion como potenciales microorganismos probiéticos.

A continuacién, se abordo el estudio de las levaduras aisladas a partir de cada una de
estas muestras cerveceras, con el objetivo de determinar si su resistencia a las
condiciones Gl se debe al conjunto de las levaduras que las constituyen y/o a sus
interacciones o se debe a alguna/s de las levaduras en particular. Ademas,
contemplando los fines de aplicacion de este estudio, se busco precisar si todas las
cepas aisladas de una muestra cervecera logran llegar viables al intestino de pollos
para ejercer sus potenciales efectos benéficos o si solo algunas levaduras lo haran.

Los resultados de estos experimentos se sintetizan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Recuento de levaduras aisladas de muestras cerveceras post pasaje por

temperatura (41 °C) y pH gastrointestinal de pollos

Recuentos [UFC/mL]
Muestra . .
Aislamiento Post pasaje Post pasaje
cervecera® Inicial
gastrico® gastrointestinal®
Pk MBELGA61 | 6,5+ 1,41 x10"A | 5,65+0,50x 107* | 1,07 £ 0,54 x 1084
Starter M6
Sc MBELGA62 | 1,31+0,12x 107~ | 8,67 +1,9x10%4 | 1,23+0,10x 1074
Safbrew Sc SAFS331 7,58 +1,3x 1087 | 5,72+0,39 x 1084 | 4,42 +0,81 x 1084
S-33 Sc SAFS332 | 8,05+1,48 x 1064 | 1,05+0,64 x 10"~ | 4,62 + 1,24 x 1084
Safbrew WB1 2,31+0,06 x107~ | 1,33+0,16 x 1078 | 6,85 + 1,20 x 10%¢
WB-06 WB2 6,85+ 1,48 x107"~ | 3,72+0,81 x 108 | 2,1+0,42x 10°B
Safbrew Sc SAFT581 1,34 +0,08 x 107~ | 6,22 +1,73 x 1088 | 1,25+ 0,13 x 105¢
T-58 Sc SAFT582 1,44 £ 0,01 x107A | 592+ 0,81 x 1058 | 4,05+ 0,35 x 108
Sc SAFS231 | 2,55+ 1,48 x10** [ 5,5+0,70 x 1028 <10°¢
Saflager
S.23 Sc SAFS234 | 1,11 +0,23x10%°A | 1,6 +0,14x10°8 [ 1,79+0,13 x 1048
Sp SAFS235 | 2,51 +1,05x10%A [ 1,93 +0,45x10%A | 9,15+ 5,16 x 10*B
Sc WIND1 1,51+0,27 x 107~ | 7,85+ 0,92 x 1088 | 5,62+ 0,18 x 108
Windsor
Sc WIND2 1,12+0,19x 107~ | 6,7+ 0,42 x 10%48 | 5,37 + 0,88 x 1058

Los recuentos se realizaron en agar YPD (composicidon descrita en seccién 3.3). *Se indica el starter o
lodo cervecero del cual se obtuvo el aislamiento. Sc: S. cerevisiae. Pk: Pichia kudriavzevii. Sp: S.
pastorianus. “Recuento post incubacion a pH 2,5 y 41 °C durante 2 h. PRecuento post incubacion gastrica
+ incubacioén intestinal a pH 8,0 y 41 °C durante 6 h. Letras superindices diferentes indican diferencia
significativa (P < 0,05) entre los recuentos antes y después de las incubaciones descritas en la seccion
3.11.

En algunos casos, se comprobaron comportamientos diferentes al evaluar los starters
(Tabla 1) y las levaduras aisladas a partir de ellos (Tabla 2). El aislamiento WB1 vy el
aislamiento WB2, ambos aislados a partir del starter comercial Safbrew WB-06,
mostraron una reduccion del orden de recuento post tratamiento, distinto del
comportamiento que presenté el starter (Tabla 1). Lo mismo se observé al estudiar a
S. cerevisiae WIND1 y S. cerevisiae WIND2, aisladas del starter tolerante Windsor
(Tabla 1). Esto podria explicarse a partir de un efecto sinérgico de los aislamientos
cuando se encuentran juntos en el starfer, que les permite resistir mejor las
condiciones de pH y temperatura del tracto Gl de pollos. Otra posible explicacion seria
la existencia de otra cepa de levadura resistente al tracto Gl que forma parte del
starter pero que no fue aislada durante la etapa inicial de este estudio. De estas
levaduras, solo las aisladas a partir del starter Safbrew WB-06 se seleccionaron para

continuar su estudio.
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Similar es el caso de las levaduras S. cerevisiae SAFT581 y S. cerevisiae SAFT582,
aislados a partir del starter comercial Safbrew T-58, que presentan una reduccion en el
orden de recuento post tratamiento, aunque el starter no mostré variacion significativa
de sus recuentos. El analisis ADNmt-RFLP determind que ambos aislamientos
corresponden a una misma cepa S. cerevisiae (seccion 4.4.3). Por lo tanto, la
tolerancia reducida de los aislamientos al tracto Gl podria explicarse a partir de un
estado metabdlico subdptimo previo a ser sometidos a las condiciones del ensayo o
bien a la existencia de una cepa resistente constituyente del starter que no fue aislada
en las etapas iniciales de este estudio. Se descarto la continuidad de la caracterizacién
probidtica de estas levaduras en etapas posteriores.

El analisis ADNmt-RFLP permiti6 comprobar que todos los aislamientos obtenidos a
partir del starter comercial Saflager S-23 son cepas diferentes (seccion 4.4.3). Estas
cepas presentaron una pobre o nula capacidad de resistir el pasaje de pH y
temperatura Gl de pollos (Tabla 2), coherente con el comportamiento del starter, el
cual redujo significativamente sus recuentos luego de las incubaciones (Tabla 1). Por
este motivo, estas levaduras no se seleccionaron para continuar su estudio.

Los aislamientos S. cerevisiae SAFS331 y S. cerevisiae SAFS332, ambos aislados a
partir del starter comercial Safbrew S-33, presentan un comportamiento similar entre si
y comparable al del starter, sin disminucién significativa de su recuento luego del
tratamiento. Estos resultados son coherentes con el hecho de que, de acuerdo al
andlisis ADNmt-RFLP, ambos aislamientos son en realidad la misma cepa S.
cerevisiae (seccion 4.4.3).

Finalmente, el lodo artesanal M6 y sus aislamientos, P. kudriavzevii MBELGAG61 y S.
cerevisiae MBELGAG62, presentaron muy buena resistencia a las condiciones
ensayadas, sin reduccion significativa en sus recuentos. Particularmente la cepa P.
kudriavzevii MBELGAG61 aumentd sus recuentos durante el pasaje por pH y
temperatura Gl de pollos. Este resultado puede deberse a la disociacion en estas
condiciones de incubaciéon de células que previamente formaban una pseudohifa,
comprobada la capacidad de P. kudriavzevii MBELGAG61 de formar pseudohifas en
caldo YPD.

5.4.2 Determinacion de la resistencia in vitro a las condiciones del TGl de pollos,
incluyendo temperatura, pH, enzimas digestivas y bilis

Para avanzar en la etapa de seleccién de levaduras resistentes se intensificd la
severidad de las condiciones de desafio. Levaduras pre-seleccionadas en la seccion
5.4.1 fueron sometidas a la simulacién in vitro de las condiciones del TGI de pollos en

presencia de bilis y de enzimas digestivas, ademas de pH, temperatura, y tiempo de
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exposicion correspondientes a las etapas gastrica e intestinal. Los resultados

obtenidos se sintetizan en la Tabla 3.

Tabla 3. Recuento de levaduras en starters cerveceros y muestras completas de

levaduras post pasaje por temperatura, pH, contenido de enzimas y bilis del TGl

de pollos
Recuentos [UFC/mL]
Muestra Muestras/
. . Post pasaje Post pasaje
cervecera*® Aislamiento Inicial
gastrico® gastrointestinal®
Lodo M6 1,34+ 0,30 x 10/A | 1,30 £ 0,21 x 10”A | 1,75+ 0.35x 107#
Lodo M6 Pk MBELGA61 | 1,21 +0,13x 10" [ 9,35+ 1,63 x 104 | 1,67 £ 0,04 x 1074
Sc MBELGA62 | 1,63+0,11x 10" | 2,57 £0,26 x 1078 | 6,10 £ 1,27 x 106°
Lodo M4 5,17 +0,12x 10’ | 5,38 £ 0,67 x 10"~ | 1,55+ 0,14 x 1078
Lodo M4 Sc TEMPLA41 | 8,15+0,25x10™ [ 7,18+ 0,11 x 107 [ 1,70 £ 0,22 x 107®
Sc TEMPLA42 | 4,66 +0,20 x 10" [ 5,62+ 0,33 x 1078 [ 1,10+ 0,72x107°
Starter Safbrew 15412 105 | 1 £042 x 107A +o 1068
Starter 33 7,15+1,20x 10 90+ 0,42 x 10 5,30+2,55x 10
f
Sas"’;:‘" SCSAFS331 | 1,94 £0,01 x 107 | 2,06 +0,06 x 1077 | 8,15 + 3,04 x 10°°
Sc SAFS332 1,53+0,25x 10" | 1,82+ 0,25x 10"~ | 6,95+ 1,34 x 10%B
Starter Safbrew A 7A 7A
Starter WB-06 1,66 £ 0,42 x 10 1,85+0,35x 10 1,16 £ 0,21 x 10
Safb
;Br::’ WB1 122+£0,38x 107~ | 1,37 £0,11 x 107~ | 3,35£ 0,92 x 10°°
WB2 1,26 £ 0,34 x 10" [ 1,02+ 0,10 x 10"~ [ 7,75+ 4,60 x 1054

Los recuentosde levaduras se realizaron en agar YPD (composicion descrita en seccién 3.3). *Se indica el
starter o lodo cervecero del cual se obtuvieron los aislamientos. Sc: S. cerevisiae. Pk: Pichia kudriavzevii.
9Recuento post incubacion a pH 2,5 y 41 °C durante 2 h en presencia de pepsina. PRecuento post
incubacién gastrica + incubacion intestinal a pH 8,0 y 41 °C durante 6 h en presencia de pancreatina y
bilis. Letras superindices diferentes indican diferencia significativa (P < 0,05) entre los recuentos antes y

después de las incubaciones descritas en la seccién 3.12.

A partir de estos ensayos se confirmoé la tolerancia al pasaje por el TGl de pollos del
lodo M4 y de sus aislamientos, S. cerevisiate MTEMPLA41 y S. cerevisiae
MTEMPLA42 (Tabla 3). Este resultado es coherente con los resultados obtenidos por
analisis ADNmt-RFLP (seccion 4.4.3), que determinaron que ambos aislamientos son
la misma cepa, por lo que se esperaba observar comportamientos similares en las
condiciones Gl.

Los aislamientos S. cerevisiae SAFS331 y S. cerevisiae SAFS332, que comprobaron
ser la misma cepa (seccidn 4.4.3), presentaron un comportamiento similar entre si y

con el starter Safbrew S-33 del cual fueron aislados. Todas las levaduras redujeron
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significativamente sus recuentos post tratamiento (Tabla 3), aunque en la etapa de
seleccion previa habian logrado resistir las condiciones de incubacion (Tabla 2). Esto
sugiere que las levaduras del starter Safbrew S-33 son afectadas por la presencia de
enzimas digestivas y bilis.

Los aislamientos WB1 y WB2 evidencian reduccion del orden de recuento post
tratamiento, mientras que el starter Safbrew WB-06, a partir del cual se aislaron ambas
levaduras, demostro tolerancia a las condiciones Gl (Tabla 3). Estos comportamientos
coinciden con los resultados del ensayo de pasaje por pH y temperatura Gl de pollos
(seccién 5.4.1, Tablas 1 y 2). Posiblemente, exista una cepa tolerante que constituye
el starter Safbrew WB-06 y que no fue aislada en las etapas iniciales de esta tesis.

El lodo artesanal M6 y el aislamiento P. kudriavzevii MBELGAG61 demostraron tener
muy buena resistencia a las condiciones del TGI de pollos (Tabla 3). Sin embargo, S.
cerevisiae MBELGAG62, también aislada del starter M6, evidencié cierto grado de
sensibilidad a la presencia de bilis y enzimas digestivas, reduciendo significativamente
su recuento post tratamiento (P < 0,05, Tabla 3). Ademas, la cepa P. kudriavzevii
MBELGAG61 no aumentd sus recuentos durante el pasaje por el tracto Gl de pollos
simulado. Esta observacion puede asociarse a un efecto sensibilizante de la bilis y las
enzimas digestivas sobre Pichia.

Entre las muestras cerveceras ensayadas, unicamente el starter comercial liofilizado
Safbrew WB-06 y el lodo artesanal M6 fueron capaces de atravesar el tracto Gl de
pollos simulado in vitro sin disminuir significativamente (P < 0,05) sus recuentos
iniciales (Tabla 3).

Al estudiar el efecto del tracto Gl de pollos sobre los aislamientos obtenidos a partir de
dichas muestras, todas las levaduras mostraron buena tolerancia; la Unica levadura
capaz de resistir el pasaje Gl sin variaciones significativas fue P. kudriavzevii
MBELGAG61 (P < 0,05, Tabla 3). Como conclusion de esta etapa, todas las levaduras
estudiadas son afectadas por la presencia de bilis y enzimas gastrointestinales bajo
condiciones de pH y temperatura Gl de pollos. Sin embargo, a los fines del presente
estudio, las levaduras cerveceras resisten adecuadamente el estrés al que fueron
sometidas, y son plausibles de emplearse como potenciales probiéticos incorporados
en alimento para pollos.

A partir de estos resultados, se seleccionaron para continuar con la caracterizacién de
sus capacidades probioticas al lodo M6 y sus cepas aisladas, S. cerevisiae
MBELGAG62 y P. kudriavzevii MBELGAG1. S. cerevisiae es la levadura cervecera por
excelencia, empleada en la produccion de cervezas tipo ale. P. kudriavzevii es una
levadura no convencional, pero conocida entre cerveceros productores de estilos de

cerveza ale alternativos, con sabores y aromas frutados, citricos, etc. Tanto el lodo M6
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como las cepas ensayadas individualmente demostraron buena capacidad de resistir
al TGl de pollos simulado in vitro, condicidn necesaria para considerar a un
microorganismo con potencial probidtico.

Adicionalmente, la seleccidon de estas levaduras en particular se justifica en la
posibilidad de estudiar cepas cerveceras pertenecientes a diferentes géneros y el
efecto de su interaccion en el lodo M6, empleado como starter, sobre sus potenciales
capacidades probiodticas. A partir de este punto, se denominara al lodo artesanal M6
como starter M6, para diferenciarlo de los lodos de levaduras producto de micro-
fermentaciones, condicion de cultivo que se estudiara en las préximas secciones y que
se describié como condicion ¢ en la seccién 3.13.

Es oportuno sefalar que, de acuerdo a la Food, Drug and Cosmetic Act (FDA), la cual
establece el status de Generally Recognized As Safe (GRAS, generalmente
reconocido como seguro) (FDA, 2010) para designar a aquellos alimentos y sustancias
que han demostrado adecuadamente ser seguras bajo ciertas condiciones de uso
establecidas, P. kudriavzeviiy S. cerevisiae son especies microbianas seguras para la
elaboracion de alimentos fermentados (“Inventory of Microbial Food Cultures” de la
FDA, en Bourdichon, 2012).

5.4.3 Estudio de la resistencia a las condiciones del TGl in vitro de cultivos en mosto
cervecero de starter M6 y sus aislamientos

Al fermentar el mosto de cebada, las levaduras producen principalmente etanol,
compuesto téxico que se acumula en el medio, y CO,, que disminuye el pH. Estas
condiciones, sumadas al estrés osmoético asociado a la alta concentracién inicial de
azucares en el mosto, constituyen un ambiente estresante para las levaduras, muy
diferente de aquel que representa el cultivo en caldo YPD.

Para continuar con la caracterizacion y contemplando el objetivo de estudiar el
potencial probidtico del residuo de la elaboracion de cerveza, se presentd pertinente
estudiar la capacidad de sobrevivir al TGl de pollos de cultivos de las levaduras en
mosto de cebada. Estas condiciones de cultivo permiten obtener células en un estado
fisiologico que se asemeja mas al de aquellas levaduras obtenidas como subproducto

de la actividad cervecera. Los resultados de este estudio se sintetizan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Recuento de levaduras cultivadas en mosto cervecero y de lodos de

micro-fermentacién post pasaje por temperatura (41 °C), pH, contenido de

enzimas y bilis del TGl de pollos

Starter/Cepa

Recuentos [UFC/mL]

Inicial

Post pasaje

gastrico®

Post pasaje

gastrointestinal®

Mosto Pk MBELGA61°

4,87 +£0,17 x 107A

1,72+ 0,03 x 1078

7,62 +1,24 x 108¢

Microf Pk MBELGAG61*

1,40 £ 0,00 x 1074

5,07 + 0,67 x 1088

2,00+ 0,64 x 108¢

Mosto Sc MBELGA62°

4,15+0,14 x 107 A

1,60 + 0,49 x 1078

4,15+1,13 x10%°¢

Microf Sc MBELGAG62"

1,13+ 0,14 x 1084

1,55+ 0,49 x 10°B

7,00 +7,78 x 1048

Mosto starter M6°

3,87+0,32x 1074

2,22 +0,46 x 1078

1,52+ 0,39 x 1078

Microf starter M6

2,42+0,88x 1074

5,87 + 4,42 x 1058

2,65+ 0,92 x 10°8

Los recuentos se realizaron en agar YPD. “Recuento post incubacién a pH 2,5 y 41 °C durante 2 h en
presencia de pepsina. PRecuento post incubacidn gastrica + incubacion intestinal a pH 8,0 y 41 °C durante
6 h en presencia de pancreatina y bilis. Sc: S. cerevisiae. Pk: P. kudriavzevii. "Levaduras obtenidas a
partir de cultivos en mosto cervecero OG 9,98 °Bx de 72 h a 30 °C (condicion b, seccion 3.13).
HLevaduras obtenidas a partir de micro-fermentaciones en mosto cervecero OG 9,98 °Bx a 18 °C hasta
atenuacion (condicion ¢, seccion 3.13). Letras superindices diferentes indican diferencia significativa (P <

0,05) entre los recuentos antes y después de las incubaciones descritas en la seccion 3.12.

Tanto el starter M6 como sus cepas aisladas redujeron su tolerancia a las condiciones
del TGI de pollos cuando fueron obtenidas a partir de cultivos en mosto cervecero
(condiciones b y c, secciéon 3.13) (Tabla 4) respecto de cuando se obtuvieron a partir
de cultivos en caldo YPD (Tabla 3).

En el caso de P. kudriavzevii MBELGAG61, la reduccion en el recuento post pasaje Gl
fue de un orden decimal. S. cerevisiae MBELGAG62 obtenida a partir de cultivos en
mosto cervecero exhibié una disminucién notable de sus recuentos por efecto del
pasaje por el TGI de pollos.

El starter M6 obtenido a partir de cultivos de 72 h (condicién b) presenta diferencia
significativa entre los recuentos iniciales y post tratamiento de acuerdo al analisis
ANOVA efectuado, si bien los 6rdenes de recuento se mantuvieron. Este resultado
podria indicar un efecto sinérgico de tolerancia entre P. kudriavzevii MBELGAG61 y S.
cerevisiae MBELGA62 cuando coexisten en un mismo cultivo. En cuanto al lodo
obtenido por micro-fermentaciéon realizada por el starter M6, se observd una
disminucion significativa (P < 0,05) de un orden decimal en los recuentos post
tratamiento gastrico y el recuento se mantuvo post incubacién en las condiciones

intestinales (Tabla 4).
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El efecto del pasaje por el TGl es aun mayor en levaduras obtenidas por micro-
fermentacion (condicion c, seccion 3.13) (Tabla 4). Esta sensibilidad mas pronunciada
a las condiciones Gl de los lodos de micro-fermentacién puede explicarse a partir de
un estado fisiolégico mas débil de las levaduras, asociado a un tiempo de exposicién
mayor al estrés osmotico del mosto cervecero; en el caso de S. cerevisiae
MBELGAG62, debe también contemplarse el estrés adicional atribuible a una exposicion

prolongada al etanol que la misma levadura produce al fermentar el mosto cervecero.

5.4.4 Accién bacteriostatica de los SLC de levaduras cerveceras frente a S. Enteritidis
CIDCA 101 y E. coli EHEC 60169

Entre los mecanismos de inhibicion del crecimiento bacteriano reportados en
levaduras, se incluyen la produccion de altas concentraciones de etanol, la sintesis de
toxinas, la modificacion del pH del medio, la produccién de acidos organicos, la
competencia por nutrientes (Muccilli y Restuccia, 2015) y la produccion de micocinas.
Si bien las micocinas son toxinas dirigidas a competir con otras levaduras
taxondmicamente relacionadas, Bajaj y col. (2013) demostraron que P. kudriavzevii
RY55 produce micocinas que inhiben el crecimiento de patégenos bacterianos como
E. coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Pseudomonas alcaligenes. Una toxina killer producida por una cepa
Candida krusei aislada de vegetales fermentados, demostré efecto inhibitorio sobre E.
coli, S. Typhimurium, S. aureus y Bacillus cereus (Waema y col., 2009).

La mayoria de los metabolitos inhibidores producidos por las levaduras son secretados
al espacio extracelular. Se postula que el CO; producido durante el metabolismo
fermentativo acidifica el medio al disolverse (White y Zainasheff, 2010), mientras que
el otro producto de la fermentacion alcohdlica, el etanol, ejerce su efecto antagonista a
través de la desnaturalizacién de las proteinas y disolucién de los lipidos de las
membranas celulares, induciendo la lisis bacteriana in vitro (McDonnell y Russell,
1999).

Contemplando la alta capacidad de produccién de etanol y CO. de las levaduras
cerveceras, y su potencial en la produccion de micocinas y/o acidos organicos
antibacterianos, se decidié evaluar la capacidad de sus SLC de inhibir el crecimiento
de los enteropatégenos S. Enteritidis CIDCA 101 y E. coli EHEC 60169. Los resultados

de la incubacion de los patdgenos en SLCs se registran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Efecto bacteriostatico de los SLCs de levaduras cerveceras sobre S.
Enteritidis CIDCA 101 y E. coli EHEC 60169

Turbidez del cultivo

SLC de cultivos de levaduras en SLC de micro-fermentaciones
caldo YPD de levaduras cerveceras
Dilucién de SLC
[% VIV] Starter Pk Sc Starter Pk Sc
M6 MBELGA61 | MBELGAG62 M6 MBELGAG61 MBELGAG62

Inoculado con S. Enteritidis CIDCA 101

100% + + + - - -
90% + + + + + +
80% + + + + + +
70% + + + + + +
60% + + + + + +
50% + + + + + +
Control positivo + + + + + +
Control negativo - - - - - -

SLC de cultivos de levaduras en SLC de micro-fermentaciones

caldo YPD de levaduras cerveceras
Dilucién de SLC | Starter Pk Sc Starter Pk Sc
[% VIV] M6 MBELGAG61 | MBELGAG62 M6 MBELGAG61 MBELGAG62

Inoculado con E. coli EHEC 60169

100% + + + - - -
90% + + + + + -
80% + + + + + +
70% + + + + + +
60% + + + + + +
50% + + + + + +
Control positivo + + + + + +
Control negativo - - - - - -

Pk MBELGAG61: P. kudriavzevii MBELGAB1. Sc MBELGAB2: S. cerevisiae MBELGAB2. Starter M6: lodo
de levaduras cerveceras a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii MBELGAG1 y S. cerevisiae
MBELGAG62. Control positivo: patégeno inoculado en caldo nutritivo estéril. Control negativo: SLC sin
indculo. Se determind presencia/ausencia de turbidez por observacion directa de tubos con SLC
inoculados con el patégeno post incubacién ON a 37 °C, de acuerdo al esquema descrito en la seccién

3.16. (+): se observo turbidez en la suspension. (-): no se observo turbidez en la suspension.

194



A partir de este ensayo se determind la capacidad bacteriostatica de los SLC 100% de
levaduras cerveceras obtenidos de micro-fermentaciones de mosto cervecero (Tabla
5). Los SLC diluidos con caldo nutritivo estéril evidenciaron turbidez asociada a
crecimiento bacteriano tras 24 h de incubacioén post indculo, con excepcion del SLC de
micro-fermentaciéon de S. cerevisiae MBELGAG62 diluido al 90% V/V inoculado con E.
coli EHEC 60169.

A continuacién, se estudié el potencial bactericida de los SLC sembrando en agar
nutritivo los tubos incubados con patégeno que no desarrollaron turbidez. Asimismo,
se sembraron los respectivos controles negativos. Luego de incubacion ON a 37 °C de
las placas se determind crecimiento bacteriano en todos los sobrenadantes 100%,
mientras que los controles negativos confirmaron ausencia de crecimiento.

Estos resultados indican que los SLC de levaduras cerveceras sin diluir, obtenidos de
cultivos en caldo YPD y de micro-fermentaciones de mosto de cebada (condiciones a 'y
¢, seccion 3.13), presentan propiedades bacteriostaticas contra S. Enteritidis CIDCA
101y E. coli EHEC 60169. Ningun SLC demostré efecto bactericida.

Resulta interesante recuperar el trabajo de Fakruddin y col. (2017), quienes reportaron
que S. cerevisiae IFXT62013, aislada de fruta, demostré un efecto antimicrobiano
moderado y dirigido contra bacterias Gram-negativas en un estudio comparado con el
antibidtico doxiciclina. Los autores estudiaron el efecto de células completas, lisados
celulares y sobrenadantes de la levadura, y comprobaron mayor capacidad bactericida
de los lisados celulares, lo que sugiere que el efecto antibacteriano mas potente
procede de componentes celulares y no de secreciones extracelulares. Sus resultados
interpelan el enfoque abordado durante la presente tesis, sugiriendo que las levaduras
S. cerevisiae cerveceras podrian albergar propiedades antimicrobianas en sus

componentes intracelulares mas efectivas que el etanol y el CO, secretados.

5.4.5 Estudio de la capacidad de autoagregacion de levaduras cerveceras

Varios estudios reportan la correlacién existente entre la capacidad de un
microorganismo de autoagregar (formar cumulos de células asociadas
superficialmente con otros microorganismos de su misma cepa) y su competencia en
la adhesién a células del epitelio intestinal (Kos y col., 2003; Pérez y col., 1998),
caracteristica relevante a determinar en potenciales probiéticos.

Dada la sencillez y reproducibilidad de los ensayos de autoagregacion in vitro (del Re
y col., 2000), en especial cuando se los contrasta con los laboriosos experimentos en
lineas celulares, se decidié constatar la capacidad de las levaduras cerveceras
seleccionadas de autoagregar, como etapa previa al estudio de adhesion celular.

Ademas, se estudiaron las posibles diferencias en la autoagregacion entre levaduras
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cultivadas en el medio completo caldo YPD y cultivadas en mosto cervecero estéril.
Los resultados de estos experimentos se presentan en la figura 1, que grafica la

variacion de la densidad 6ptica (DOsoo) relativa de las suspensiones de levaduras en el

tiempo.
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Fig. 1. Descenso relativo de la DOeoo de suspensiones de levaduras cerveceras en el tiempo. Se grafica el
promedio de las DOsoo normalizadas respecto de la DOeoo inicial de cada suspension de levaduras. Cada
condicion se ensayd por duplicado y se representa el promedio de las réplicas. Las barras de error
representan la desviacion estandar. A. P. kudriavzevii MBELGA61: m cultivada en caldo YPD (condicion a,
seccion 3.13); ¢ cultivada en mosto cervecero (condicion b, seccién 3.13). B. S. cerevisiae MBELGAG2: o
cultivada en caldo YPD; cultivada en mosto cervecero. C. starter M6: A cultivado en caldo YPD;

cultivado en mosto cervecero. D: todas las levaduras, cultivadas en caldo YPD y en mosto cervecero.

Al observar las curvas de descenso de la DO por autoagregacion y sedimentacion de
las levaduras, no se detectan diferencias entre S. cerevisiae MBELGA62 o P.
kudriavzevii MBELGAG61 cuando se las obtiene a partir de condiciones de cultivo
distintas (Fig. 1A y 1B). En el caso del starter M6, por otro lado, los cultivos en caldo
YPD fueron sensiblemente mas autoagregantes que los cultivos en mosto cervecero
(Fig. 1C).

Al comparar entre las levaduras estudiadas, S. cerevisiae MBELGA62 se manifiesta
como una cepa con mayor capacidad autoagregante que P. kudriavzevii MBELGAG1

(Fig. 1D). El starter M6 evidencié un comportamiento de sedimentacion intermedio al
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de las levaduras aisladas cuando se los cultivd en caldo YPD. En cambio, cuando el
starter M6 fue obtenido en cultivos en mosto cervecero, mostré la capacidad de
autoagregacién mas baja de todos los tratamientos evaluados (Fig. 1D). Esto sugiere
que el cultivo en un medio de mayor estrés osmotico y nutricional que el caldo YPD
modifica el comportamiento de sedimentacién de este consorcio de levaduras, pero no
modifica el comportamiento de los aislamientos obtenidos del starter, S. cerevisiae
MBELGAG62 y P. kudriavzevii MBELGA61, cuando se los cultiva en idénticas
condiciones. Posiblemente, la interaccion entre ambas levaduras en el starter tenga un
efecto negativo en la autoagregacién de cultivos en mosto cervecero. Otra hipétesis
para explicar este fendmeno es la coexistencia de otras levaduras en el starter M6 que
no fueron aisladas en la etapa inicial de estudio, y que cuando son cultivadas en mosto
de cebada tienden a no sedimentar.

A partir de los datos de descenso de la DOsgo registrados luego de 3 horas de
incubacién estatica se calcularon los coeficientes de autoagregacion (Caa),
sintetizados en la Tabla 6. De acuerdo con la clasificacion propuesta por Del Re y col.
(2000), las levaduras se caracterizaron como como fuertemente autoagregantes (+),
con un Caa que supera el 0,80; no autoagregantes (-), con un Caa inferior al 0,10; y de
comportamiento mixto (+AA), con un Caa que oscila entre 0,10 y 0,80. Del Re y col.
(2000) interpretan esta ultima categoria como cultivos de fenotipo mixto, con
subpoblaciones autoagregantes y no autoagregantes, que macroscépicamente
exhiben formacion de precipitado y un sobrenadante turbio luego de 2 h de incubacion

estatica.

Tabla 6. Coeficientes de autoagregacion (Caa) de levaduras cerveceras

Canl
CepalStarter
Caldo YPD? Mosto cervecero® Clasificacion"
P. kudriavzevii MBELGAG61 0,553 + 0,004 ¢ 0,539 + 0,001 € +AA
S. cerevisiae MBELGAG62 10+04 0,974 + 0,004 A +
Starter M6 0,754 + 0,003 B 0,429 +0,031P +AA

aLos Caa se calcularon de acuerdo a la ecuacion 3, seccion 3.17, considerando las medidas de DOsoo
registradas transcurridas 3 h de incubacion. PLevaduras obtenidas a partir de cultivos en caldo YPD de 48
h a 30 °C (condicion a, seccion 3.13). 3Levaduras obtenidas a partir de cultivos en mosto cervecero OG
9,98 °Bx de 72 h a 30 °C (condicion b, seccion 3.13). Acorde a la clasificacion propuesta por Del Re y
col. (2000). (+): cepa autoagregante positiva (Caa > 80%). *AA: comportamiento mixto (80% < Caa <

10%). Letras superindices diferentes indican diferencia significativa (P < 0,05).
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Todas las levaduras ensayadas autoagregaron completamente cumplidas las 4 h de
iniciado el ensayo. S. cerevisiate MBELGA62 fue la cepa mas autoagregante,
comprobando sedimentacion completa transcurridas 3 h (Fig. 1B, Tabla 6).

En el caso de S. cerevisiae MBELGA62 y P. kudriavzevii MBELGAG61, no se
observaron diferencias significativas en los coeficientes de autoagregacion calculados
al modificar las condiciones de cultivo (P < 0,05, Tabla 6). Al estudiar el starter M6, que
contiene a ambas cepas, se comprobd una disminucién significativa en el coeficiente
de autoagregacién cuando se obtuvo a partir de cultivos en mosto cervecero (P < 0,05,
Tabla 6).

Al analizar los coeficientes de autoagregacion de las diferentes levaduras cultivadas
en caldo YPD, se corrobordé el comportamiento de sedimentacion del starter M6
observado en las curvas de descenso de la DO (Fig. 1D). Su Caa presento un valor
intermedio entre los Caa de los aislamientos S. cerevisiae MBELGAG2 y P. kudriavzevii
MBELGAG61 (Tabla 6), describiendo una capacidad autoagregante que resulta de la
combinacién de ambas levaduras, sin efecto sinérgico asociado a la interaccién entre
cepas.

De acuerdo a la escala propuesta por Del Re y col. (2000), unicamente S. cerevisiae
MBELGAG62 clasifica como fuertemente autoagregante, con un coeficiente de
autoagregacion que supera el 80% (Tabla 6). P. kudriavzevii MBELGAG1 y el starter
M6 clasifican como levaduras * autoagregantes (+AA), con un coeficiente que oscila
entre el 80% y el 10%.

Si bien los autores reportan una correlacion entre la capacidad de autoagregacion y la
hidrofobicidad de un microorganismo y su habilidad de adherirse a la linea celular
Caco-2, sus resultados demuestran que las cepas clasificadas como +AA fueron las
mas adhesivas (Del Re y col., 2000). Contemplando estos datos, todas las levaduras
cerveceras ensayadas son potenciales cepas adhesivas a lineas celulares de epitelio

intestinal.

5.4.6 Ensayo de adhesion de las levaduras cerveceras a células intestinales Caco-
2/TC7

La habilidad de adherirse al epitelio intestinal es un criterio ampliamente utilizado en la
seleccion de microorganismos potencialmente probioticos (Kourelis y col., 2010; van
der Aa Kiihle y col., 2005). Por un lado, se postula que la ocupacion de sitios y
receptores de adhesion del epitelio intestinal por la microbiota autoctona o
microorganismos probiéticos impediria su ocupacion por patdogenos. Por otro, se
conoce que la capacidad probiotica de un microorganismo de inmunomodular la

respuesta del hospedador frente a enteropatdgenos requiere de su interaccion con las
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células epiteliales. Romanin y col. (2010) comprobaron que la modulacién de la
respuesta inflamatoria de la mucosa intestinal frente a flagelina bacteriana por
levaduras probioticas necesita del contacto entre éstas y las células epiteliales.

Dada la importancia de caracterizar las levaduras cerveceras en cuanto a su
capacidad de adherirse al epitelio intestinal, se avanzé en el estudio de la adhesion a

la linea celular Caco-2/TC7. Los datos obtenidos se sintetizan en la Tabla 7.

Tabla 7. Adhesion de levaduras cerveceras a la linea celular Caco-2/TC7

% de levaduras adheridas®
CepalStarter
Caldo YPD? Micro-fermentacion®
Starter M6 0,59 + 0,08 A2 0,10 £ 0,02 AP
P. kudriavzevii MBELGAG61 3,40 +£0,19 B2 0,09 + 0,04 AP
S. cerevisiae MBELGA62 0,74 £ 0,08 A2 0,13+ 0,0 AP

9Los resultados se expresan como porcentajes de levaduras adheridas respecto de la cantidad de
levaduras inoculadas. Los recuentos se realizaron en agar YPD. Se informa el promedio * la desviacién
estandar de 3 experimentos independientes en cuadruplicado. PLevaduras obtenidas a partir de cultivos
en caldo YPD de 48 h a 30 °C (condicion a, seccion 3.13). SLevaduras obtenidas a partir de cultivos en
mosto cervecero OG 9,98 °Bx a 18 °C hasta atenuacion (condicion c, seccion 3.13). Letras minusculas
superindice distintas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre condiciones de cultivo aplicadas a
una misma levadura. Letras mayusculas superindice distintas indican diferencia significativa (P < 0,05)

entre levaduras obtenidas en las mismas condiciones de cultivo.

Al evaluar la capacidad de adhesion de las levaduras cerveceras al modelo celular
intestinal, se encontr6 que las levaduras cultivadas en caldo YPD tienen mayor
capacidad de adherirse que aquellas obtenidas como lodos de micro-fermentacién
(Tabla 7), las cuales evidencian bajos porcentajes de adhesién. Entre las levaduras
cosechadas a partir de caldo YPD, P. kudriavzevii MBELGAG61 resulta ser la mas
adhesiva (P < 0,05).

Diosma y col. (2013) reportaron las habilidades adhesivas de levaduras aisladas de
kefir, una bebida fermentada artesanal con propiedades probiédticas.
Independientemente de la concentracién de levaduras inoculadas sobre Caco-2/TC7,
K. marxianus CIDCA 8154 mostré un 3,0 £ 0,9%, S. cerevisiae CIDCA 8112 un 0,5 +
0,1% y una cepa control comercial S. boulardii un 1,5 + 0,4%. De acuerdo a los
resultados de esta tesis, la levadura cervecera S. cerevisiae MBELGAG2 cultivada en
caldo YPD presentd una capacidad de adhesiéon muy similar a la que presenta la cepa
S. cerevisiae CIDCA 8112 (0,74 = 0,08), y la levadura cervecera P. kudriavzevii

MBELGA61 cosechada en las mismas condiciones demostr6 una capacidad de
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adhesion comparable a la de la levadura probidtica K. marxianus CIDCA 8154 (Diosma
y col., 2013; Romanin y col., 2010).

Kumura y col. (2004) reportaron previamente adhesiones entre 0,2 y 40% en varias
especies de levaduras aisladas de kefir y queso azul. Un panel de 18 cepas S.
cerevisiae estudiadas por van der Aa Kihle y col. (2005) expresaron capacidades de
adhesion celular que variaron entre 1,9y 16,8%.

Segun los estudios citados y en concordancia con las conclusiones a las que arribaron
Diosma y col. (2013), las levaduras cerveceras seleccionadas se adhirieron con muy
baja eficacia al epitelio intestinal. Resulta interesante destacar que las levaduras
obtenidas como lodo de micro-fermentacién, condiciéon de cultivo que mejor emula el
proceso de la industria cervecera, demostraron los menores porcentajes de adhesién a
las células intestinales (P < 0,05, Tabla 7).

Esta caracteristica del residuo de levaduras cerveceras podria ser funcional. Algunos
autores sostienen que el criterio de adhesividad a epitelio intestinal de un
microorganismo probidtico debe revisarse en casos especificos que involucren
mecanismos de probiosis como la coagregacion con enteropatégenos (Tiago y col.,
2012) o la captura de toxinas (Shetty y Jespersen, 2006). Estas propiedades se verian
potenciadas por un transito veloz por el TGI para lograr la rapida excrecion de los
agentes patdgenos, y la adhesion del microorganismo al epitelio intestinal podria, en
cambio, revertir en efectos nocivos para el hospedador.

En este sentido, se ha reportado que la levadura probiética S. boulardii se asocia de
forma irreversible a bacterias enteropatdgenas, incluyendo Salmonella sp. y E. coli
(Posadas y col., 2017; Tiago y col., 2012), y que no se adhiere eficientemente a la
mucosa intestinal humana. Esta incapacidad de adherirse al epitelio garantiza que las
bacterias asociadas a la levadura atraviesen el tracto sin causar infecciéon y sean
excretadas en las heces (Czerucka y col., 2007).

Los resultados de baja adhesion a epitelio intestinal presentados y los reportes sobre
S. boulardii sugieren la importancia de estudiar las potenciales propiedades de las
levaduras cerveceras como agentes co-agregantes con enteropatdgenos y
secuestrantes de toxinas.

5.4.7 Determinacién de la capacidad de co-agregacion de levaduras cerveceras con S.
Enteritidis CIDCA 101 y E. coli ATCC® 25922™

Las interacciones enteropatégeno-hospedador que desencadenan Ila infeccién
requieren de la previa adhesion bacteriana al epitelio intestinal. La capacidad de un
microorganismo de co-agregar con bacterias enteropatdgenas se considera una

caracteristica probidtica, puesto que la interaccion probiotico-patégeno podria reducir
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significativamente la asociacion patégeno-hospedador y contribuir a la defensa contra
la infeccién (Kos y col., 2003).

Se propone en esta seccion complementar la caracterizacion realizada sobre los SLC
con el estudio de la capacidad de las levaduras cerveceras de co-agregar con S.
Enteritidis CIDCA 101 y E. coli ATCC 25922, cepas descritas en la seccion 3.2. Los
coeficientes de co-agregacién (Cca) calculados a partir de los resultados de estos

experimentos se sintetizan en las Tablas 8 y 9.

Tabla 8. Coeficiente de co-agregacion de levaduras cerveceras con S. Enteritidis
CIDCA 101 (Ccase)

Ccase®
CepalStarter
Caldo YPD? Mosto® Microfermentacién” | Clasificaciont
Starter M6 7,44 +1,40°2 0Ba 0Ba -
Pk MBELGAG61 7,30 £ 1,07A2 0,85 + 1,2082 4,42 +2 77CP -
Sc MBELGAG62 | 22,48 + 0,12AP | 15,88 + 0,198P 21,21 + 1,25A¢ m

9Los valores se expresan como el promedio de los Ccase determinados por duplicado + la desviacién
estandar, calculados de acuerdo a la ecuacién 4, seccién 3.18, transcurridas 3 h de ensayo. fLevaduras
obtenidas a partir de cultivos en caldo YPD de 48 h a 30 °C (condicion a, seccién 3.13). ®Levaduras
obtenidas a partir de cultivos en mosto cervecero OG 9,98 °Bx de 72 h a 30 °C (condicién b, seccion
3.13). HLevaduras obtenidas a partir de cultivos en mosto cervecero OG 9,98 °Bx a 18 °C hasta
atenuacion (condicion c, seccion 3.13). De acuerdo a la clasificacion propuesta por Pizzolitto y col.
(2012). (+): cepa co-agregante positiva. m: cepa co-agregante moderada. (-): cepa no co-agregante. Pk
MBELGAG61: P. kudriavzevii MBELGAG1. Sc MBELGAG2: S. cerevisiae MBELGAGB2. Letras mayusculas
superindice distintas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre condiciones de cultivo distintas
aplicadas a una misma levadura. Letras minusculas superindice distintas indican diferencia significativa (P

< 0,05) entre levaduras cultivadas en idénticas condiciones.

S. cerevisiae MBELGAG2 demostrd ser la levadura mas eficiente en la coagregacién
con S. Enteritidis CIDCA 101 (15,9 - 22,5%), clasificando como moderadamente co-
agregante de acuerdo a Pizzolitto y col. (2012). Los cultivos en caldo YPD de P.
kudriavzevii MBELGAG61 y el starter M6 co-agregaron pobremente con S. Enteritidis (<
10%), y sus cultivos en mosto cervecero demostraron aun menor capacidad co-

agregante (Tabla 8).
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Tabla 9. Coeficiente de co-agregacion de levaduras cerveceras con E. coli ATCC
25922 (Ccacc)

Ccaec*
CepalStarter
Caldo YPD? Mosto® Micro-fermentaciéon” | Clasificaciéon®
Starter M6 52,36 + 1,157 | 15,22 + 2,0652 23,71 +2,7982 +
Pk MBELGAG61 | 56,42 + 0,952t | 5,01 +2,42Bb 34,92 + 0,49Cb +
Sc MBELGAG62 | 66,97 + 0,55 | 41,06 + 1,38B¢ 43,68 + 0,438¢ +

9Los valores se expresan como el promedio de los Ccaec * la desviaciéon estandar, calculados de acuerdo
a la ecuacion 4, seccién 3.18, transcurridas 3 h de ensayo. FLevaduras obtenidas a partir de cultivos en
caldo YPD de 48 h a 30 °C (condicién a, seccion 3.13). SLevaduras obtenidas a partir de cultivos en mosto
cervecero OG 9,98 °Bx de 72 h a 30 °C (condicion b, seccién 3.13). FLevaduras obtenidas a partir de
cultivos en mosto cervecero OG 9,98 °Bx a 18 °C hasta atenuacidn (condicién c, seccion 3.13). ¥*De
acuerdo a la clasificacion propuesta por Pizzolitto y col. (2012). (+): cepa co-agregante positiva. Pk
MBELGAG61: P. kudriavzevii MBELGAG61. Sc MBELGAG2: S. cerevisiae MBELGAG2. Letras mayusculas
superindice distintas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre condiciones de cultivo distintas
aplicadas a una misma levadura. Letras minusculas superindice distintas indican diferencia significativa (P

< 0,05) entre levaduras cultivadas en idénticas condiciones.

Las levaduras cerveceras demostraron, en general, una habilidad de co-agregar con
E. coli ATCC 25922 significativamente mayor cuando se compara con los resultados
de coagregacion con S. Enteritidis CIDCA 101 (P < 0,05, Tablas 8 y 9).

En todos los casos, los cultivos de levaduras en caldo YPD presentaron una capacidad
superior de co-agregar con los enteropatégenos (P < 0,05). Asimismo, la condicién de
cultivo en mosto cervecero durante 72 h (condicién b, seccién 3.13) resulté ser la
menos estimulante de la co-agregacion de levaduras y bacterias patdgenas. Las
levaduras obtenidas como lodos de micro-fermentaciéon cervecera superaron el umbral
de la co-agregacion moderada (> 25%) de la clasificacién propuesta por Pizzolitto y
col. (2012) (Tabla 9).

Nuevamente, S. cerevisiae MBELGAG62 fue la levadura que demostré mayor capacidad
de co-agregar con el patdgeno en todas las condiciones de cultivo ensayadas. El
starter M6 presento los coeficientes de co-agregacion mas bajos de las tres levaduras,
indistintamente de las condiciones de cultivo o del patégeno ensayado (P < 0,05,
Tablas 8 y 9). Este resultado sugiere que la presencia de varias levaduras en el starter
tiene efectos negativos en la interaccion con bacterias.

Pizzolitto y col. (2012) reportaron el aislamiento de varias cepas S. cerevisiae de
heces de pollos capaces de co-agregar eficientemente con Staphylococcus aureus,

pero solo una de ellas, S. cerevisiae 08, fue capaz de co-agregar también con los
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patégenos de pollos E. coli, Enterobacter cloacae y S. enterica subsp. enterica. En
estudios previos publicados por Peng y col. (2001) se describe la co-agregacién de
Candida utilis, Dekkera bruxellensis, Hanseniaspora guilliermondii, Kloeckera apiculata
y Schizosaccharomyces pombe con bacterias de relevancia médica e industrial como
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa y S. aureus. Entre estas levaduras, C. utilis
fue la de mayor capacidad co-agregante de bacterias. Hirayama y col. (2012)
determinaron que la coagregacion entre S. cerevisiae y Lactobacillus plantarum
requiere de la integridad estructural del entramado de mananos de la pared celular de
la levadura para que la interaccién de superficie sea efectiva.

Tiago y col. (2012) estudiaron la adhesién de 11 bacterias enteropatégenas a la pared
celular de S. boulardii y 3 cepas de S. cerevisiae, y encontraron que sélo E. coli, S.
Typhimurium y S. enterica var. Typhi se adhieren a la superficie de las levaduras.
Comprobaron que la adhesién no depende de la viabilidad de las levaduras; que la
presencia de manosa en el medio inhibe el efecto adhesivo; y que la adhesién ocurre
tanto in vitro como in vivo en modelo de ratén (Tiago y col., 2012). Estos autores
visualizaron microscopicamente el fenémeno, similar a la floculacion, e identificaron
levaduras rodeadas de varias bacterias. Al estudiar el sistema mediante microscopia
de escaneo electronico, observaron con claridad la adhesién y no adhesion de
diferentes cepas S. cerevisiae con S. Typhimurium y E. coli.

De acuerdo a los resultados aqui presentados, la levadura cervecera S. cerevisiae
MBELGAG2 es capaz de co-agregar eficientemente con los enteropatégenos E. coli y
S. Enteritidis. Cuando se estudiaron bajo microscopio éptico los fléculos recuperados
tras 24 h de co-incubacion con S. enteritidis, se detectaron cumulos de levaduras
cerveceras rodeados por bacterias, como las reportadas por Tiago y col. (2012) (Fig.
2).
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Fig. 2. Fotografia de floculos de co-incubaciones tratados con tincion de Gram bajo microscopio 6ptico. A.
P. kudriavzevii MBELGAG61 y S. Enteritidis CIDCA 101. B, C. S. cerevisiae MBELGAG2 y S. Enteritidis
CIDCA 101.

A modo de ejemplo, la figura 2A muestra el extendido de un fl6culo de levaduras P.
kudriavzevii MBELGAG1 tenidas con cristal violeta, en cuya superficie se detectaron
bacilos gram negativos S. Enteritidis CIDCA 101 co-agregados; en la figura 2C se
aprecia la asociacion de bacilos gram negativos S. Enteritidis CIDCA 101 a la
superficie de una levadura S. cerevisiae MBELGAG2 en gemacion tefiida con cristal
violeta. La evidencia microscopica constata la capacidad de las levaduras cerveceras

de co-agregar con bacterias enteropatégenas.

5.4.8 Determinacion de la asociacion e invasion de S. Enteritidis CIDCA 101 a
monocapas Caco-2/TC7 pre-incubadas con levaduras cerveceras

La infeccién del epitelio intestinal por enteropatégenos como Salmonella, requiere de
su adhesién a la superficie celular e internalizacién (Baron, 1996). Los

microorganismos probidticos desarrollan diferentes mecanismos que impiden la
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asociacion bacteria-epitelio, como la competencia por nutrientes, la competencia por

sitios de adhesion a la mucosa intestinal o el establecimiento de interacciones
probidtico-patdgeno preferenciales a la interaccion epitelio-patogeno (Gut y col., 2018).
Existen reportes del efecto antagonista de levaduras contra enteropatégenos
bacterianos. Martins y col. (2010) reportaron que S. boulardii redujo significativamente
la internalizacion de S. Typhimurium cuando estos microorganismos fueron co-
incubados sobre la linea celular colonica humana T84. Otros autores estudiaron a S.
boulardii y Pichia pastoris X-33 en co-incubacion con S. Typhimurium sobre la linea
celular colorectal humana HCT-116, y encontraron que la asociacion bacteria-célula se
redujo en un 37 y 47%, respectivamente (Franga y col., 2015). Mas recientemente,
Menezes y col. (2020) reportaron la capacidad de S. cerevisiae y Pichia kluyveri
aisladas de bebidas fermentadas artesanales (kefir y cocoa), de coagregar con
enteropatdgenos y de reducir la adhesion de E. coli EPEC, Listeria monocytogenes y
S. Enteritidis a células Caco-2.

Comprobada la capacidad de las levaduras cerveceras de co-agregar con S.
Enteritidis CIDCA 101 in vitro (seccién 5.4.7) y su baja adhesividad al modelo celular
de epitelio intestinal Caco-2/TC7 (seccion 5.4.6), se decidié contrastar la hipotesis de
que Salmonella retenida en la pared de las levaduras reducira su infectividad sobre la
linea celular. Los resultados de evaluar el grado de asociacion e invasién de S.
Enteritidis CIDCA 101 a Caco-2/TC7 en presencia de levaduras cerveceras se

sintetizan en la Tabla 10.

Tabla 10. Asociacion e invasion de S. Enteritidis CIDCA 101 sobre Caco-2/TC7

Caldo YPD Mosto Micro-fermentacion
Tratamiento
Aso® InvP Aso® Inve Aso® Inve
P. kudriavzevii 8,20 + 4,00 + 4,35+0,98 3,78 + 8,90 + 4,42 +
MBELGA61 + SE | 1,02x 108 | 0,87 x 104 x 106 * 1,08 x 104 2,19 x 108 1,94 x 104
S. cerevisiae 8,78 + 2,44 + 7,21+ 1,18 + 7,71 + 4,43 +
MBELGA62 + SE | 2,16 x 10 | 0,62 x 104 2,65 x 108 0,56 x 104 0,90 x 108 | 2,54 x 104
7,64 + 3,99 + 4,01 + 3,77 + 7,94 + 2,75 +
Starter M6 + SE
1,82x10% | 0,45x 104 | 0,52x 108* | 0,46 x 104 1,10 x 106 | 0,95 x 104
S. Enteritidis Asociacion Invasion
CIDCA 101 7,11 £1,5x 10° 3,38 £ 0,69 x 10*

Los recuentos de S. Enteritidis CIDCA 101 se realizaron en agar nutritivo (Biokar). Los resultados se
informan como el promedio * la desviacidon estandar de tres experimentos independientes en
cuadruplicado. SE: S. Enteritidis CIDCA 101. “Aso: asociacion bacteriana, determinada mediante
protocolo descrito en la secciéon 3.20.1. Blnv: invasion celular bacteriana, determinada mediante protocolo
descrito en la seccién 3.20.2. *Los valores presentan diferencia significativa (P < 0,05) con el respectivo

control incubado con S. Enteritidis CIDCA 101.
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En cuanto a la asociacion, los cultivos en mosto cervecero de P. kudriavzevii
MBELGAG61 y del starter M6 demostraron una reduccion significativa en los recuentos
del enteropatogeno (P < 0,05, Tabla 10). Sin embargo, esta observacion no guarda
correlato con una reduccién de la infectividad de Salmonella sobre Caco-2/TC7, por lo
que no puede interpretarse efecto probiotico a partir de estos resultados.

Los resultados obtenidos no evidenciaron capacidad de las levaduras de reducir la
invasion de Caco-2/TC7 por S. Enteritidis CIDCA 101 en ninguna de las condiciones
de cultivo ensayadas (Tabla 10).

Previamente, se comprobd que las levaduras cultivadas en mosto cervecero no son
efectivas en la coagregacion con S. Enteritidis CIDCA 101, por lo que no podia
preverse un efecto reductor en la asociacion del enteropatéogeno al epitelio intestinal
en presencia de estas levaduras. Adicionalmente, se constaté que el cultivo en mosto
cervecero reduce significativamente la adhesion de las levaduras cerveceras a Caco-
2/TC7, hasta niveles despreciables. Comprobado que las levaduras no compiten con
las bacterias por los sitios de adhesion al epitelio intestinal y no interfieren en la
asociacion epitelio-bacteria a través de una interaccion levadura-bacteria preferencial,
los resultados encontrados en los experimentos con el modelo de epitelio intestinal no

pueden interpretarse a partir de la caracterizacion realizada durante esta tesis.

5.4.9 Determinacion del dafio celular producido por S. Enteritidis CIDCA 101 y E. coli
EHEC 60169 sobre Caco-2/TC7 en presencia de levaduras cerveceras

Durante los ensayos con la linea celular Caco-2/TC7, se decidié evaluar el efecto de la
presencia de levaduras cerveceras sobre el dafo celular inducido por los
enteropatogenos S. Enteritidis CIDCA 101 y E. coli enterohemorragica EHEC 60169.
El dafio celular se determiné indirectamente a través de la actividad enzimatica lactato
deshidrogenasa (LDH) cuantificada en sobrenadantes celulares (Legrand y col., 1992),
como se describié en la secciéon 3.21. Los resultados de estas determinaciones se

informan en la Tabla 11.
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Tabla 11. Actividad LDH de sobrenadantes de cultivo de Caco-2/TC7 co-

incubadas con levaduras cerveceras y enteropatégenos

Levadura/bacteria Actividad LDH”
Caldo YPD Mosto Micro-fermentacion
Control sin microorganismos 13,27 + 3,074
S. Enteritidis CIDCA 101 27,23 + 3,205
P. kudriavzevii MBELGA61 + SE | 22,88 + 1,04"% | 13,61 +3,73" 19,35 + 6,358
S. cerevisiae MBELGA62 + SE 15,25+ 1,70"8 | 21,16 + 6,628 19,36 + 1,508
Starter M6 + SE 24,85 + 3,838 13,78 +2,78* 20,50 + 5,1748
E. coli EHEC 60169 51,01 3,20
P. kudriavzevii MBELGA61 + Ec | 49,70 + 0,70¢P n/d 45,44 +7,30°P
S. cerevisiae MBELGA62 + Ec 36,91 + 4,18¢ n/d 39,12 £ 1,74°P
Starter M6 + Ec 4429 + 4 18CP n/d 46,91 + 1,86¢P

Los resultados se informan como el promedio + la desviacion estandar de 3 experimentos independientes
en cuadruplicado. Los resultados con S. Enteritidis CIDCA 101 y E. coli EHEC 60169 corresponden a
ensayos independientes. SE: S. Enteritidis CIDCA 101. n/d: no determinado. PEl andlisis de la varianza se
aplicé para comparar la actividad LDH de tratamientos de cada patégeno en presencia y ausencia de
levaduras cerveceras y la actividad LDH en ausencia total de microorganismos (control negativo). Letras
superindice distintas indican que existe diferencia significativa (P < 0,05) entre los valores de actividad

enzimatica analizados.

Al evaluar el dafio celular producido por E. coli EHEC 60169 sobre Caco-2/TC7, se
detectaron niveles muy superiores al dafio producido por S. Enteritidis. La Unica cepa
capaz de reducir significativamente la actividad LDH frente al patégeno fue S.
cerevisiae MBELGAG2 cultivada en caldo YPD (P < 0,05, Tabla 11).

Es interesante recordar que en ensayos previos de coagregacién con patdégenos
(seccion 5.4.7) fue S. cerevisiae MBELGAG62 la levadura que demostré mayor
eficiencia de coagregacion con la cepa E. coli ATCC 25922, particularmente cuando se
obtuvo en cultivo en caldo YPD (Tabla 9). Seria conveniente realizar ensayos de co-
agregacion con E. coli EHEC 60169 y estudios de la asociacion Caco-2/TC7- E. coli
EHEC 60169 en presencia de las levaduras cerveceras para arribar a conclusiones
robustas respecto de este resultado, pero inicialmente puede asociarse la proteccion
del epitelio intestinal del dano producido por E. coli EHEC 60169 observada en
presencia de S. cerevisiae MBELGA62 a una potencial asociacion levadura-bacteria
que reduce la interaccién del patégeno con las células intestinales.

Las levaduras que redujeron significativamente la actividad LDH de sobrenadantes de
células desafiadas con S. Enteritidis CIDCA 101 (P < 0,05, Tabla 11) fueron las

mismas que demostraron reduccién en los recuentos de Salmonella asociada a Caco-
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2/TC7; P. kudriavzevii MBELGAG1 y el starter M6 cultivados en mosto cervecero
durante 72 h (Tabla 10). Estas levaduras redujeron la actividad LDH a los niveles
basales detectados en el control negativo sin microorganismos, aunque no afectaron
los recuentos del patégeno internalizado (Tabla 10), es decir, no afectaron la
infectividad de S. Enteritidis CIDCA 101. Para mayor claridad, en la figura 3 se grafica

la actividad LDH de los sobrenadantes registrados en la Tabla 11.
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Fig. 3. Actividad LDH determinada en sobrenadantes de células Caco-2/TC7 incubadas con
enteropatdgenos y levaduras cerveceras. Las barras representan el promedio + la desviacion estandar
de tres experimentos independientes en cuadruplicado. Barras con el simbolo (*) presentan diferencia
significativa (P < 0,10) con la actividad LDH del respectivo control con patdégeno. A: E. coli EHEC 60169.
B: E. coli EHEC 60169 + P. kudriavzevii MBELGAG1 de micro-fermentacién. C: E. coli EHEC 60169 + S.
cerevisiae MBELGAG2 de micro-fermentacion. D: E. coli EHEC 60169 + starter M6 de micro-
fermentacion. E: E. coli EHEC 60169 + P. kudriavzevii MBELGA61 de caldo YPD. F: E. coli EHEC 60169
+ S. cerevisiae MBELGA62 de caldo YPD. G: E. coli EHEC 60169 + starter M6 de caldo YPD. H: S.
Enteritidis CIDCA 101 + P. kudriavzevii MBELGAG1 de micro-fermentacion. I: S. Enteritidis CIDCA 101 +
S. cerevisiae MBELGAG2 de micro-fermentacion. J: S. Enteritidis CIDCA 101 + starter M6 de micro-
fermentacion. K: S. Enteritidis CIDCA 101 + starter M6 de caldo YPD. L: S. Enteritidis CIDCA 101 + P.
kudriavzevii MBELGAG61 de caldo YPD. M: S. Enteritidis CIDCA 101 + S. cerevisiae MBELGA62 de caldo
YPD. N: S. Enteritidis CIDCA 101 + starter M6 de mosto cervecero. O: S. Enteritidis CIDCA 101 + P.
kudriavzevii MBELGAG1 de mosto cervecero. P: S. Enteritidis CIDCA 101 + S. cerevisiae MBELGAG2 de

mosto cervecero. Q: S. Enteritidis CIDCA 101. R: control basal sin microorganismos adicionados. Caldo
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YPD: condicién de cultivo a, seccién 3.13. Mosto cervecero: condicion de cultivo b, secciéon 3.13.

Micro-fermentacion: condiciéon de cultivo ¢, seccion 3.13.

Se conoce que S. boulardii, la levadura probidtica mas estudiada, exhibe un
importante efecto inmunomodulador sobre lineas celulares humanas. Varios estudios
comprobaron que induce la expresion de inmunoglobulina A (IgA), el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a) y varias interleuquinas (ILs), asi como reduce la expresion de IL-8
en enterocitos no infectados, e inmunomodula las vias efectoras de proteinas quinasas
activadas por mitégeno (MAPKs) y de la proteina activadora AP-1 en enterocitos
infectados con S. Typhimurium (Palma y col., 2015; Pontier-Bres y col., 2014). Palma y
col. (2015) observaron una reduccion en la produccion de factores pro-inflamatorios y
la prevencion de la apoptosis de células de colon T84 infectadas por una cepa E. coli
patégena inducidas por S. boulardii.

Romanin y col. (2010) reportaron que levaduras Saccharomyces, Kluyveromyces e
Issatchenkia aisladas de kefir de leche modularon la respuesta inmune innata de
epitelio intestinal cuando la linea celular Caco-2 CCL20:LUC se desafié con ligandos
de receptores TLR, como flagelina de Salmonella y LPS de E. coli. Esta propiedad
inmunomoduladora de las levaduras se comprobd dosis-dependiente y activa
unicamente en levaduras viables, ya que levaduras tratadas térmicamente o con
radiacion UV perdieron por completo su efecto modulatorio.

Estos reportes dan cuenta de la capacidad inmunomoduladora de levaduras aisladas
de alimentos sobre lineas celulares intestinales humanas y nos interpelan acerca de la
posibilidad de que los resultados aqui presentados puedan explicarse en efectos
modulatorios de las levaduras cerveceras sobre enterocitos Caco-2/TC7. Una
modulacion de la respuesta inmune inflamatoria podria reflejarse en una reduccion de
la impermeabilizacién de las células epiteliales y, por lo tanto, en una disminucion de la
cantidad de enzima LDH liberada al medio. La contrastacion de esta hipétesis requiere
profundizar en estudios especificos de las propiedades inmunomodulatorias de las
levaduras cerveceras, por lo que no podemos profundizar en conclusiones a este

respecto.

5.5 Conclusiones

En esta primera etapa de caracterizacion probiotica, se comprob6 que varias de las
levaduras cerveceras aisladas son capaces de sobrevivir a las condiciones de pH,
temperatura, presencia de bilis y enzimas digestivas del tracto gastrointestinal de
pollos simuladas in vitro. Entre las cepas evaluadas, P. kudriavzevii MBELGAG61
destacd por ser capaz de mantener su recuento de viables e incluso aumentarlo

durante el pasaje por el TGl. Con el objetivo de profundizar en la caracterizacion
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probiotica de S. cerevisiae, la levadura cervecera por excelencia, y de P. kudriavzevii,
una levadura no convencional en la elaboracion de cerveza, se seleccion6 a las cepas
S. cerevisiae MBELGAG2 y P. kudriavzevii MBELGAG1 y al starter M6, a partir del cual
fueron aisladas, para continuar su estudio.

Se ensayd la capacidad bacteriostatica y bactericida de sobrenadantes libres de
células obtenidos a partir de cultivos en caldo YPD y de micro-fermentaciones de
mosto de cebada llevadas a cabo con las levaduras seleccionadas. Los SLC de micro-
fermentaciones demostraron capacidad bacteriostatica sobre los enteropatégenos de
pollos y agentes zoondticos S. Enteritidis CIDCA 101 y E. coli EHEC 60169. Debido a
que estos SLC se obtuvieron en condiciones de cultivo que emulan el proceso
cervecero, el resultado sugiere el potencial bacteriostatico de una cerveza producida
con las levaduras seleccionadas.

A continuacién, se abordé el estudio de las propiedades probidticas asociadas a la
presencia de las levaduras. Como etapa previa a los ensayos de adhesién sobre una
linea celular de epitelio intestinal, se comprob6 la capacidad de las levaduras
seleccionadas de autoagregar, de forma eficiente S. cerevisiae MBELGAG2 y de forma
moderada P. kudriavzevii MBELGAG1 y el starter M6. Al estudiar la adhesion sobre
células Caco-2/TC7, las levaduras demostraron una baja capacidad de adherirse al
epitelio intestinal. Consultada bibliografia especializada en probidticos, varios autores
reportan que la incapacidad de adherirse al intestino puede ser un rasgo funcional en
microorganismos que establecen fuertes interacciones con enteropatégenos o que
adsorben compuestos toxicos en su superficie. En estos casos, el efecto probidtico
radica en la eliminacién del patégeno o la toxina mediante un veloz transcurrir por el
tracto intestinal asociados al microorganismo benéfico y evitando su interaccion con
las mucosas del hospedador.

Consecuentemente, se estudio la capacidad de las levaduras cerveceras de asociarse
con enteropatégenos. Al ensayar la co-agregacion de microorganismos, se demostro
una fuerte interaccién de las levaduras con E. coli ATCC 25922, en particular de S.
cerevisiae MBELGAG2. Ademas, esta levadura demostré una competencia moderada
en la co-agregacion con S. Enteritidis CIDCA 101, mientras que P. kudriavzevii
MBELGAG1 y el starter M6 interaccionan muy débilmente con Salmonella. En términos
generales, las levaduras cerveceras co-agregaron con E. coli ATCC 25922 de forma
eficiente; esta observacion incluye a la condicion de cultivo que emula la fermentacién
cervecera, lo que sugiere que las levaduras residuo de la produccion de cerveza
podrian actuar como agentes co-agregantes antimicrobianos que no se adhieren al

epitelio intestinal.
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Bajo esta hipétesis, se avanzo en el estudio de las propiedades antimicrobianas de las
levaduras cerveceras; especificamente, se ensayo el efecto de la presencia de
levaduras en la asociacion e invasion de enteropatégenos a Caco-2/TC7. A partir de
estos experimentos se verifico que la infectividad de S. Enteritidis CIDCA 101 no es
afectada por las levaduras. Sin embargo, P. kudriavzevii MBELGAG1 vy el starter M6
redujeron significativamente (P < 0,05) el dafio celular inducido por S. Enteritidis
CIDCA 101 sobre Caco-2/TC7, mientras que S. cerevisiae MBELGAG62 lo hizo en
células co-incubadas con E. coli EHEC 60169.

A partir de los resultados obtenidos durante esta caracterizacion es posible concluir
que las levaduras cerveceras toleran las condiciones del tracto gastrointestinal de
pollos; producen sobrenadantes con efecto bacteriostatico sobre bacterias patégenas;
demuestran un efecto citoprotector frente a enteropatdgenos sobre un modelo de
epitelio intestinal, reduciendo los niveles de dafio celular; y presentan propiedades
adsorbentes, con capacidad de co-agregar con bacterias patéogenas. Numerosos
reportes proponen aplicaciones para levaduras capaces de actuar como agentes co-
agregantes de bacterias y adsorbentes de toxinas. Comprobadas sus propiedades
frente a enteropatdégenos, se decidi6 abordar a continuacion el estudio de las

competencias antifungicas y secuestrantes de toxinas de las levaduras cerveceras.
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Estudio del potencial de las levaduras cerveceras como agentes

biocontroladores de Aspergillus sp. y secuestrantes de aflatoxina B

6.1 Introduccién

La contaminacion fungica de alimentos y bebidas produce enormes pérdidas
econdmicas a escala global. Particularmente, la contaminacién por A. parasiticus y A.
flavus afecta la produccién de cereales y sus derivados, entre ellos, los alimentos
balanceados para la produccion agraria (Pitt y Hocking, 2009). Estas especies son las
principales productoras del subtipo de micotoxina mas toxico, denominadas
aflatoxinas, que se clasifican dentro del grupo 1 de compuestos carcindgenos
humanos (IARC, 2002). Entre los 18 tipos de aflatoxinas conocidos, la mas importante
en términos de ubicuidad e impacto en la salud humana y animal es la aflatoxina B
(AFB1) (Oliveira y col., 1997). Cuando AFB; es ingerida por animales domeésticos a
través de alimento contaminado, se acumula en el higado con importantes efectos
negativos sobre la salud animal y los parametros productivos. Ademas, parte de la
toxina sufre biotransformacion hepatica a epodxido o a su forma hidroxilada, la
aflatoxina M1 (AFMy), que es excretada en los fluidos biologicos de animales
intoxicados, pudiendo llegar al consumo humano, por ejemplo, a través de la leche
vacuna (Murphy y col., 2006).

Las propiedades biocontroladoras y detoxificantes de levaduras frente a hongos
filamentosos toxigénicos se encuentran ampliamente documentadas. Entre ellas, se
han reportado la capacidad de inhibir la germinacién y reducir el desarrollo fungico y
de regular negativamente la expresién, bio-degradar y capturar micotoxinas (Muccilli y
Restuccia, 2015; Fernandes Oliveira y col.,, 2013; Moslehi-Jenabian y col., 2010).
Estas interesantes propiedades de las levaduras permiten pensar en la posibilidad de
emplear levaduras cerveceras como aditivo biocontrolador contra hongos filamentosos
en alimento balanceado para pollos.

Durante el avance de la presente tesis pudieron aislarse, identificarse y seleccionarse
en base a sus resistencia al tracto Gl de pollos, las levaduras cerveceras S. cerevisiae
MBELGAG2 y P. kudriavzevii MBELGAG1 y el starter a partir del cual fueron aisladas,
denominado M6. M6 es un lodo residuo de levaduras recuperado de la produccion de
una cerveza artesanal tipo ale y donado por un cervecero artesanal de la ciudad de La
Plata, Buenos Aires, que se describid con detalle en la seccion 4.4.1.

En el capitulo a continuacién, se describen los resultados del estudio dirigido a
caracterizar las levaduras aisladas del residuo cervecero respecto a sus propiedades
antifungicas y detoxificantes de AFB+, con vistas a valorizar el residuo de la industria

cervecera, compuesto por levaduras viables y su producto de fermentacion, como
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suplemento de alimento balanceado para pollos con capacidad antagonista contra

Aspergillus sp. y decontaminante de aflatoxina.

6.2 Hipotesis

Las muestras cerveceras completas y sus levaduras aisladas podrian actuar como
agentes biocontroladores de Aspergillus sp. toxigénico, a través de mecanismos de

competencia por nutrientes y/o produccién de metabolitos antagonistas.

Las muestras cerveceras completas y sus levaduras aisladas podrian actuar como
agentes detoxificantes de micotoxinas, particularmente de aflatoxina B+, a través de

mecanismos de secuestro.
6.3 Objetivos especificos

e Caracterizar la capacidad de las levaduras cerveceras y de sus productos de
fermentacion de inhibir o reducir la germinacion y crecimiento de Aspergillus
sp. toxigénico.

e Estudiar el efecto citoprotector de las levaduras cerveceras sobre un modelo de
hepatocitos humanos desafiado con AFB;.

e Determinar la capacidad de las levaduras cerveceras de secuestrar AFB4 in
vitro. Analizar la relacion entre la capacidad secuestrante y la composicion de

la pared celular de levaduras.

6.4 Resultados y discusion

6.4.1. Estudio de la reduccion de la germinacion de Aspergillus sp. por sobrenadantes
libres de células (SLC) de cultivos de levaduras cerveceras

A. flavus CMUNLPI5 y A. parasiticus CMUNLP7, descritas previamente en la seccion
3.2.2, son cepas productoras de AFB+, toxina que se acumula en el higado generando
consecuencias para la salud, como aflatoxicosis, inmunosupresién y cancer hepatico
(Kew, 2013; Pitt y Hocking, 2009). La inhibicion de la germinacion de especies
toxigénicas, con la consecuente imposibilidad de producir AFB4, es una de las
estrategias empleadas en la prevencion de los efectos deletéreos de la toxina, ademas
de la consecuente preservacion de los alimentos de la contaminacién fungica.
Contemplando estas estrategias, se inicid la caracterizacion de las propiedades
biocontroladoras de las levaduras cerveceras con el estudio del efecto de sus

metabolitos sobre la germinacion de Aspergillus sp., en ausencia total de levaduras
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(SLC) y aproximando las condiciones experimentales al sistema de estudio, cual es el
producto fermentado de la industria cervecera.

Es interesante recordar que, al terminar la fermentacién cervecera, las levaduras son
eliminadas por decantacion vy filtracién, por lo que puede pensarse a la cerveza como
el sobrenadante filtrado del proceso cervecero. En el contexto particular de esta tesis,
se buscéd conocer qué fraccion del subproducto de la industria cervecera y en qué
proporciéon debe adicionarse al alimento balanceado de pollos para lograr su
preservacién de hongos patégenos. El estudio de los sobrenadantes libres de células
obtenidos a partir de la fermentacion de mosto cervecero con las levaduras
seleccionadas en el laboratorio permite estudiar las propiedades antifingicas de la
fraccion del subproducto cervecero correspondiente a la cerveza sobrenadante, sin
levaduras. La capacidad de reducir la germinacién fungica de los SLC se presenta en

la figura 1 como porcentaje de reduccién respecto del control positivo.
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Fig. 1. Reduccion de la germinacion fungica por sobrenadantes libres de células de cultivos de levaduras

o
1

.
o
1

w
o
1

N
o
1

-
o
1

% Reduccién de la germinacion

o

cerveceras. Los porcentajes de reduccién de la germinacion se calcularon de acuerdo a la ecuacion 6,
secciéon 3.22. Las barras representan el promedio * la desviacion estandar de 4 fosas por tratamiento.
Barras con el mismo simbolo (*,°,#,*) no presentan diferencias significativas entre si (P < 0,05). A: A.
parasiticus CMUNLP7/starter M6. B: A. parasiticus CMUNLP7/S. cerevisiae MBELGAG2. C: A. parasiticus
CMUNLP7/P. kudriavzevii MBELGAG1. D: A. flavus CMUNLPI5/starter M6. E: A. flavus CMUNLPI5/S.
cerevisiae MBELGAG2. F: A. flavus CMUNLPI5/P. kudriavzevii MBELGAG1. Starter M6: lodo de levaduras

cerveceras a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii MBELGAG61 y S. cerevisiae MBELGA62. Barras =:

SLC obtenidos de micro-fermentaciones en mosto cervecero (condicién ¢, seccién 3.13). Barras ": SLC

obtenidos de cultivos en caldo YPD (condicién a, seccién 3.13).
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Unicamente los SLC obtenidos a partir de micro-fermentaciones de mosto cervecero
(condicion c, seccion 3.13) demostraron una reduccién significativa de la germinacién
fungica (Fig. 1). Esta condicion de cultivo emula el proceso de produccion de cerveza
a escala laboratorio, lo que sugiere que los metabolitos solubles inhibidores/reductores
del desarrollo fungico estarian presentes en el producto de cerveceria obtenido a partir
de las levaduras cerveceras estudiadas, asi como en el residuo humedo de levaduras
floculadas.

Los SLC obtenidos a partir de cultivos en caldo YPD (condiciéon a, seccién 3.13) no
generan un efecto inhibidor sobre Aspergillus sp. en la mayoria de los tratamientos
(Tabla 1, Fig. 1). Unicamente el SLC de S. cerevisiae MBELGAG2 produjo una
reduccién significativa (> 20%) de la germinacion de ambas especies Aspergillus,
aunque en mucho menor grado que los SLC obtenidos a partir de micro-
fermentaciones en mosto cervecero (Fig. 1). La tabla 1 sintetiza los datos graficados

en figura 1, para mayor claridad del analisis.

Tabla 1. Reduccién porcentual de la germinacion de Aspergillus sp. por SLC de

levaduras cerveceras

% Reduccion de la germinacién
Tratamiento
SLC caldo YPD SLC micro-fermentacioén
Ap CMUNLP7/starter M6 13,54 + 1,258 75,54 + 3,417
Ap CMUNLP7/Pk MBELGAG61 11,55 + 4,548 31,21 + 8,00¢*
Ap CMUNLP7/Sc MBELGA62 23,56 + 3,617 71,18 + 8,40%
Af CMUNLPI5/starter M6 9,29 + 2,918C 70,29 + 1,344B*
Af CMUNLPI5/Pk MBELGA61 12,52 + 7,868 63,34 £ 4,175
AfCMUNLPI5/Sc MBELGA62 29,80 + 6,09 74,13 + 0,867B*

Los resultados se expresan como el promedio + la desviacion estandar de la reduccion porcentual de la
germinacion fungica calculada respecto del control positivo de germinacién correspondiente, como se
indica en la ecuacioén 6, seccién 3.22. *Indica diferencia significativa (P < 0,05) con el control positivo de
germinacion correspondiente. Letras superindice diferentes indican diferencia significativa entre los
porcentajes de reduccion dentro de una columna (P < 0,05). Ap CMUNLP7: A. parasiticus CMUNLP7. Af
CMUNLPI5: A. flavus CMUNLPI5. Pk MBELGA61: P. kudriavzevii MBELGA61. Sc MBELGA62: S.
cerevisiae MBELGAG62. Starter M6: lodo de levaduras cerveceras a partir del cual se aislaron P.
kudriavzevii MBELGAG1 y S. cerevisiae MBELGAG2.
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Al realizar un analisis individual de las cepas, se verificd que S. cerevisiae MBELGAG2
y el starter M6 produjeron los SLC con mayor efecto antifungico, mientras que P.
kudriavzevii MBELGA61 demostr6 un efecto reductor de la germinacion
significativamente menor frente a las cepas Aspergillus sp. (Tabla 1).

Los resultados sugieren que los SLC obtenidos por micro-fermentaciones realizadas
con S. cerevisiae MBELGAG2 y el starter M6 contienen compuestos solubles con un
efecto inhibitorio de la germinacién de Aspergillus sp. significativamente mayor. Uno
de esos compuestos es probablemente etanol, metabolito acumulado en mayor
concentracion en los SLC de micro-fermentacion cervecera y producido eficientemente
por la cepa S. cerevisiae MBELGAG2 (seccion 4.4.6, Tabla 8).

Estos resultados dan cuenta del potencial biocontrolador de los sobrenadantes de
micro-fermentacion de levaduras cerveceras para ser utilizados como aditivo en el

alimento balanceado de animales.

6.4.2 Estudio de la reduccion del crecimiento de Aspergillus sp. co-incubado en medio
solido con levaduras cerveceras

Continuando la caracterizacion de las levaduras cerveceras como agentes
biocontroladores de Aspergillus sp., se estudid la capacidad de las levaduras
cerveceras P. kudriavzevii MBELGAG1, S. cerevisiae MBELGAG2 y el starter M6, de
reducir el crecimiento micelial de Aspergillus sp. toxigénico en co-cultivos en PDA.
Este estudio evalu6 el efecto conjunto de las levaduras cerveceras y de sus
metabolitos solubles, es decir, se modelizan ambas fracciones del subproducto de la
industria cervecera actuando simultaneamente sobre el crecimiento fungico.

La metodologia empleada, basada en un estudio publicado por Vero y col. (2013), se
modificd con el objetivo de estudiar otros aspectos del antagonismo de las levaduras
cerveceras contra Aspergillus sp. En principio, el esquema de siembra en placa de
Petri de 90 mm se mantuvo (Fig. 2). A diferencia de Vero y col. (2013), quienes
determinaron un parametro de reduccion del crecimiento micelial fungico a un cierto
tiempo, durante el presente trabajo se estudio la cinética de crecimiento flungico (radio
vs. tiempo) en presencia de las levaduras cerveceras. Las incubaciones continuaron
hasta el momento en que el control positivo respectivo alcanzé el borde de la placa de
Petri mas alejado del punto de siembra (70 mm) (288 h). Las fotografias de la figura 2

ilustran el esquema de siembra y los resultados.
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Fig. 2. Estudio de la reduccion del crecimiento de Aspergillus sp. co-incubado con

levaduras cerveceras en PDA. Las fotografias incluyen el tratamiento (en la foto
inferior) y su respectivo control positivo (foto superior). Las fotografias del frente de
placa (A, B, C, D, E y F) fueron tomadas a las 216 h de incubacion. Las fotografias
del reverso de placa (A, C', D’ y E’) se tomaron una vez finalizado el ensayo (288 h).
A, A’: S. cerevisiae MBELGA62 + A. flavus CMUNLPI5. B: P. kudriavzevii
MBELGAG61 + A. flavus CMUNLPI5. C, C’: S. cerevisiae MBELGAG2 + A. parasiticus
CMUNLP?7. D, D’: P. kudriavzevii MBELGA61 + A. parasiticus CMUNLP7. E, E”
starter M6 + A. parasiticus CMUNLP7. F: starter M6 + A. flavus CMUNLPI5. El starter
M6 es el lodo de levaduras cerveceras a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii
MBELGA61 y S. cerevisiac MBELGAB2.

Las modificaciones metodoldgicas llevadas a cabo permitieron la observacion del
comportamiento fungico en contacto intimo con la levadura, comprobandose que
Aspergillus sp. desarrolld un micelio debilitado en las zonas cercanas a la estria de

levadura, tal y como se observa en la figura 2 y con mayor detalle en la figura 3. A.
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flavus CMUNLPI5 fue incapaz de crecer sobre la estria de levaduras, aun a tiempos
prolongados de incubacion (Fig. 2A, 2B y 2F y Fig. 3 A-C). Esta especie fungica no
logré formar conidios (estructuras reproductivas) en la zona cercana a las levaduras
(Fig. 2A, 2B y 2F) y desarroll6 estructuras de resistencia al estrés denominadas
esclerocios (Fig. 2A’). Por otro lado, A. parasiticus CMUNLP7 presentd un micelio
debilitado en la zona cercana a la estria de levadura transcurridas 216 h de incubacion
(Fig. 2 C-E), que a tiempos mas prolongados se mantuvo pero con crecimiento fungico

sobre la estria y formacion de conidios (Fig. 3 D-F).

Fig. 3. Estudio de la reduccion del crecimiento de Aspergillus sp. co-incubado con levaduras
cerveceras en PDA. Las fotografias son primeros planos de los tratamientos y fueron tomadas tras
288 h de incubacién. Se observa el detalle de la formacion de micelio menos denso en la zona
cercana a la levadura (flechas blancas). A: P. kudriavzevii MBELGA61 + A. flavus CMUNLPI5. B: S.
cerevisiae MBELGAG2 + A. flavus CMUNLPI5. C: starter M6 + A. flavus CMUNLPIS5. D: P. kudriavzevii
MBELGAG61 + A. parasiticus CMUNLP7. E: S. cerevisiae MBELGA62 + A. parasiticus CMUNLP7. F:
starter M6 + A. parasiticus CMUNLP?7. El starter M6 es el lodo de levaduras cerveceras a partir del
cual se aislaron P. kudriavzevii MBELGAB1 y S. cerevisiae MBELGAG2.

Principalmente, las modificaciones metodoldgicas aplicadas permitieron estudiar la
cinética del crecimiento fungico en presencia de las levaduras cerveceras y sus
metabolitos solubles y determinar el efecto antagonista sobre la velocidad de
crecimiento exponencial y la fase de latencia de Aspergillus sp. Las medidas de los

radios fungicos en el tiempo se sintetizan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Cinética de crecimiento de Aspergillus sp. en co-cultivo con levaduras

cerveceras

Tratamiento/ Radio micelial fingico [cm]

Control 48 h 96h | 120h | 144h | 192h | 216h | 264nh | 288h

Control af | 114% | 270% [ 332% | 374% | 488+ | 537+ | 634% | 658%
008 | 015 | 0,14 0,22 033 | 0,23 0,20 0,12

Afl Pk 1,12 + 248+ | 2,98 + 3,29 + 3,80 + 3,90 + 4,27 + 4,89 +

MBELGAG61 0,044 0,074 | 0,09%* 0,07A* 0,05%8* | 0,014 0,284 0,2448*

Afl Sc 1,20 + 2,63+ | 3,02+ 3,32+ 389+ | 422+ 4,23 + 4,27 +
MBELGA62 0,044 0,09%8 | 0,10 0,08%8* | 0,35%8* | 0,014 0,304 0,18~

Af | starter 1,25 + 262+ | 3,10+ 3,38 + 3,65+ 411 + 4,68 + 5,48 +
M6 0,05~ 0,03A8 0,05%8 0,13ABC* 0,15A* 0,06A* 0,0948* 0,478*

1,33+ | 3,05+ | 3,82+ 419+ | 564+ | 6,32+ | 6,80 | 6,80

Control Ap 0,02 0,05 | 0,02* 0,03 0,06 0,09 0,07 0,07

Ap | Pk 1,30 + 294+ | 353 3,85+ 4,10 511+ 5,56 6,35+
MBELGAG61 0,044 0,05~ | 0,05% 0,044 0,158* | 0,538* 0,34A8* 0,197

Ap/ Sc 128+ | 2,75+ | 3,30 3,69 + 434+ | 4,36+ 5,94 + 6,31+
MBELGA62 0,094 0,1078* | 0,16AB* | 0,20/8* 0,12A* 0,04A* 0,208C 0,2248

Ap | starter | 1,306+ | 2,89+ | 3,50+ 3,66 + 3,93 + 4,22 + 6,24 + 6,41
M6 0,005~ | 0,032B | 0,03A* 0,04A8* 0,06%8* | 0,11A* 0,678C 0,404

Los resultados se expresan como el promedio de los radios de crecimiento fungico [cm] * la desviacion
estandar de las medidas. Los ensayos se realizaron por triplicado en agar papa (Biokar, Francia) y las
medidas se iniciaron a las 48 h. *Indica diferencia significativa con el control positivo de crecimiento
fungico correspondiente (P < 0,05). Letras superindice distintas indican que existe diferencia significativa
entre los radios de crecimiento de una misma especie Aspergillus sp. desafiada con diferentes levaduras
a tiempos iguales (P < 0,05). Af. A. flavus CMUNLPI5. Ap: A. parasiticus CMUNLP7. Sc: S. cerevisiae
MBELGAG2. Pk: P. kudriavzevii MBELGA61. Starter M6: lodo de levaduras cerveceras a partir del cual se
aislaron P. kudriavzevii MBELGAG1 y S. cerevisiae MBELGAG2.

A partir de las 120 h de incubacién, se detecté una reduccién significativa del
crecimiento de A. flavus CMUNLPI5 en presencia de las cepas S. cerevisiae
MBELGAG2 y P. kudriavzevii MBELGAG1. Desde las 144 h de co-cultivo, la reduccion
del crecimiento de A. flavus se observé también en presencia del starter M6 (Tabla 2).
Es notable que A. flavus co-incubado con S. cerevisiae MBELGA62 detuvo su
crecimiento a las 216 h de cultivo, no detectandose aumento significativo del radio de
colonia fungica incluso 72 h después de dicha medida (288 h de incubacion).

Al analizar de forma integral los datos de radios medidos y los registros fotograficos,

pudo contrastarse la ausencia de crecimiento de A. flavus sobre la estria de la
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levadura a tiempos prolongados de incubacién con la reduccion significativa de la tasa
de crecimiento incluso transcurridas 288 h de co-cultivo (Tabla 2). Esta especie
fungica no logré formar conidios (estructuras reproductivas) en la zona cercana a las
levaduras (Fig. 2A, 2B y 2F y Fig. 3A, 3B y 3C).

El crecimiento de A. parasiticus CMUNLP7 se limitd significativamente a las 120 h en
todos los casos; incluso, se detecté reduccion significativa a partir de las 96 h en
presencia de S. cerevisiae MBELGAG62 (Tabla 2). A tiempos prolongados de
incubacién (264 h), A. parasiticus CMUNLP7 increment6é su tasa de crecimiento y
redujo la diferencia con el control (Tabla 2), logrando crecer y formar conidios sobre la
estria de levadura a las 288 h (Fig. 3D, 3E y 3F).

Al comparar el efecto de las diferentes levaduras cerveceras sobre el crecimiento
fungico a un determinado tiempo de co-incubacién, no se observaron diferencias
significativas en el desarrollo de A. flavus CMUNLPIS en las primeras horas de
ensayo. Solo transcurridas 288 h pudo detectarse una mayor capacidad de inhibicion
de S. cerevisiae MBELGAG2 sobre A. flavus, respecto del starter M6 (Tabla 2).

Para realizar este analisis sobre la cinética de A. parasitcus CMUNLP7, se
restringieron los datos a aquellos tiempos de ensayo en los que se detectd diferencia
significativa respecto del control positivo de crecimiento fungico (hasta 216 h, Tabla 2).
A las 216 h, la capacidad de reducir el desarrollo fungico por S. cerevisiae MBELGAG2
y el starter M6 fue similar y significativamente superior a la capacidad de P.
kudriavzevii MBELGAG1. En tiempos previos del ensayo no se detectaron diferencias
significativas entre las levaduras.

Los resultados analizados globalmente no indican un efecto concreto de la asociacion
de las levaduras en el starter M6 respecto de las cepas cerveceras aisladas en su
capacidad de inhibir a Aspergillus sp. y reflejan que las propiedades antagonistas de
S. cerevisiae MBELGAG62 contra A. flavus CMUNLPI5S son significativamente mas
potentes (P < 0,05).

Ciertos autores (Armando y col., 2013) proponen que el principal mecanismo mediante
el cual levaduras como S. cerevisiae antagonizan con hongos filamentosos es la
competencia por los nutrientes. La rapida fermentacién de azucares simples en etanol,
aun en condiciones aerdbicas y con un rendimiento energético inferior al que
conseguiria por metabolismo respiratorio, es un mecanismo de competencia por los
nutrientes bien estudiado en S. cerevisiae, conocido como efecto Crabtree (Dashko y
col., 2014). Ademas, los compuestos solubles productos de este metabolismo
antagonizan con microorganismos del nicho; el etanol, por su naturaleza téxica, y el
CO,, por su capacidad de acidificar el medio al solubilizarse (White y Zainasheff,

2010). Ambos mecanismos, la competencia por nutrientes y la produccion de
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metabolitos antagonistas, podrian explicar la reduccion del crecimiento de Aspergillus
sp. en el desafio con S. cerevisiae MBELGAB2.

P. kudriavzevii es una especie con alta velocidad de crecimiento que en condiciones
de limitacion de nitrégeno adopta un crecimiento invasivo, coincidente con un
paraddjico aumento en la producciéon de ésteres aromaticos a partir de aminoacidos
(van Rijswijck y col., 2015). Dumlao y col. (2008) estudiaron el propdsito biolégico de
dicha produccion de ésteres, y encontraron evidencia de su rol como moléculas
senalizadoras en la auto-induccién del crecimiento invasivo haploide (pseudohifal) de
las levaduras. La limitacion de aminoacidos induce la produccion de ésteres por
metilacién del acido 3-isopropilmalénico. Los autores observaron un cambio
metabdlico al crecimiento invasivo de levaduras haploides al agregar 3-isopropilmalato
de metilo puro al medio de cultivo.

Durante los ensayos de esta tesis, tanto P. kudriavzevii MBELGAG61 como el starter M6
demostraron crecimiento invasivo pseudohifal (Fig. 2B, 2D, 2E, 2F y Fig. 3A, 3C, 3D y
3F). Este comportamiento es parte de los mecanismos de antagonismo de la levadura
contra Aspergillus sp., y podria ser indicio de la produccién de compuestos volatiles
inductores del cambio metabdlico. En las fotografias de la figura 4 se registré6 con

mayor detalle el crecimiento pseudohifal observado en estas levaduras.

Fig 4. Crecimiento pseudohifal del starfer M6 en placa de agar papa (Biokar,
Francia) (A) y vista al microscopio 6ptico de la suspension de una colonia de P.
kudriavzevii MBELGA61 (B) (100x).

Se ha descrito que parametros como la velocidad de crecimiento exponencial y la
duracion de la fase de latencia son buenos criterios para estudiar la capacidad de los
hongos filamentosos de colonizar una superficie (Ledn y col., 2012; Cavaglieri y col.,
2004; Magan y Lacey, 1988). A partir de los registros de radios de crecimiento flngico

en el tiempo se graficaron las curvas de cada co-cultivo evaluado (Fig. 5A y 5B).
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Fig. 5A. Curvas Radio micelial [cm] versus Tiempo [h] para cada uno de los tratamientos realizados sobre
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240 288 336

A. flavus CMUNLPI5. Se grafica el promedio de los triplicados de cada tratamiento y del respectivo
control positivo de crecimiento. Las barras representan la desviacion estandar de las medidas a cada
tiempo. m S. cerevisiae MBELGA62 + A. flavus CMUNLPI5. A P. kudriavzevii MBELGAG61 + A. flavus

CMUNLPI5. ® Starter M6 + A. flavus CMUNLPI5. ¥ Control positivo A. flavus CMUNLPI5. Starter M6:

lodo de levaduras cerveceras a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii MBELGA61 y S. cerevisiae
MBELGAG2.
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Fig. 5B. Curvas Radio micelial [cm] versus Tiempo [h] para cada uno de los tratamientos realizados sobre
A. parasiticus CMUNLP7. Se grafica el promedio de los triplicados de cada tratamiento y el respectivo

control positivo de crecimiento. Las barras representan la desviacion estandar de las medidas a cada
tiempo. S. cerevisiae MBELGAG2 + A. parasiticus CMUNLP7. ¢ P. kudriavzevii MBELGA61 + A.

parasiticus CMUNLP?7. Starter M6 + A. parasiticus CMUNLP7. e Control positivo A. parasiticus
CMUNLPY7. Starter M6: lodo de levaduras cerveceras a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii
MBELGAG61 y S. cerevisiae MBELGAG2.

A partir de las curvas de radio fungico vs. tiempo se identificaron tres tramos lineales
con pendientes diferentes; un tramo inicial de pendiente pronunciada, comprendido
entre las 48 y las 96 h; un segundo tramo, durante el cual la pendiente de los
tratamientos se redujo, comprendido entre las 96 h y un tiempo especifico de cada
tratamiento, que varié entre las 192 y las 216 h; y un tercer tramo donde la pendiente
se hizo nula o se incrementd, segun el tratamiento, comprendido entre el final del
segundo tramo y las 288 h (Fig. 5A y 5B).

Estas diferencias de pendiente a lo largo de la co-incubacién son el reflejo de distintos
efectos de las levaduras cerveceras sobre la cinética de crecimiento fungico. A
continuacioén, se desarrolla un analisis de lo observado experimentalmente mediante el
calculo de las velocidades de crecimiento en cada etapa, tabuladas en las Tablas 3A,

3B y 3C. Las velocidades se calcularon como las pendientes de las regresiones
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lineales para cada uno de los tramos identificados (Cavaglieri y col. 2004, Armando y

col., 2013); los graficos podran apreciarse en las proximas paginas (Fig. 6A, 6B y 6C).

Primer tramo lineal de curva de crecimiento, entre las 48 y las 96 h

3.0 -

25 -

2.0 -

Radio [cm]

48 60 72 84 96
Tiempo [h]

Fig. 6A. Regresion lineal calculada sobre los puntos de la curva Radio micelial [cm] versus Tiempo [h]
(Fig. 5A y 5B) entre las 48 y las 96 h. Se grafica el promedio de los triplicados de cada tratamiento y los
respectivos controles positivos de crecimiento fungico. Las barras representan la desviacion estandar de
las medidas. S. cerevisiae MBELGAG2 + A. flavus CMUNLPI5. A P. kudriavzevii MBELGA61 + A.

flavus CMUNLPIS. 7« S. cerevisiae MBELGAB2 + A. parasiticus CMUNLP7. ¢ P. kudriavzevii MBELGAG61

+ A. parasiticus CMUNLP7. » Starter M6 + A. parasiticus CMUNLP7. e Starter M6 + A. flavus
CMUNLPI5. ¥ Control positivo A. flavus CMUNLPI5. e Control positivo A. parasiticus CMUNLP7. Starter
M6: lodo de levaduras cerveceras a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii MBELGAB1 y S. cerevisiae
MBELGAG2.

Los parametros de crecimiento calculados a partir de las regresiones graficadas en la

Fig. 6A se sintetizan en la Tabla 3A.
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Tabla 3A. Parametros de crecimiento de Aspergillus sp., primer tramo (48 a 96 h)

Tratamiento Velocidad [em/h]® Tiempo de latencia [h]*
AflPk 61 0,0347 +0,0002* 20,66 + 0,50*
AflSc 62 0,0357 + 0,0002"8* 19,61 £ 0,75

Afistarter M6 0,0362 + 0,0003%* 20,53 £ 0,134

Control Af 0,0341 +0,0011 19,77 £ 0,69
AplPk 61 0,0406 + 0,0006%* 20,71 + 0,598*
Apl/Sc 62 0,0380 + 0,0006* 20,20 + 0,598
Ap/starter M6 0,0400 + 0,00028* 20,20 + 0,128

Control Ap 0,0387 + 0,0003 19,23 £ 0,23

9Las velocidades radiales de crecimiento fungico se calcularon como la pendiente del tramo lineal de las
curvas de crecimiento comprendido entre los tiempos 48 y 96 h (Armando y col., 2013). BPLos tiempos de
latencia se calcularon como la interseccion del tramo lineal extrapolado con el eje X (Y=0) (Armando y
col., 2013). Los resultados se informan como promedio de los triplicados de cada tratamiento % la
desviacién estandar. *Indica diferencia significativa con el control positivo de crecimiento respectivo (P <
0,05). Letras superindice diferentes indican diferencia significativa entre los tratamientos (P < 0,05). Af: A.
flavus CMUNLPI5. Ap: A. parasiticus CMUNLP7. Sc: S. cerevisiae MBELGAG62. Pk: P. kudriavzevii
MBELGAG61. Starter M6: lodo de levaduras cerveceras a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii
MBELGAG61 y S. cerevisiae MBELGAG2.

Con este disefio experimental y esquema de siembra en la placa (Vero y col., 2013),
unicamente A. parasiticus en co-cultivo con P. kudriavzevii MBELGAG61 presentdé una
leve pero significativa prolongacién de la fase de latencia fungica (P < 0,05, Tabla 3A),
mientras que en los restantes tratamientos no se detectaron diferencias.
Adicionalmente, se registraron velocidades de crecimiento de los tratamientos
levemente superiores a la velocidad de crecimiento del control. Posiblemente, la
velocidad de crecimiento, consumo de nutrientes y produccién de metabolitos solubles
por las levaduras cerveceras no fue suficiente para limitar o retrasar el crecimiento del
indculo fungico ubicado a 50 mm de distancia.

En etapas previas (seccién 6.4.1), se estudié el efecto reductor de los metabolitos
solubles producidos por las levaduras sobre la germinacion de Aspergillus sp., donde
los conidios estuvieron en contacto con dichos metabolitos desde el momento del
inéculo. Seria interesante ensayar metodologias aplicadas a cultivos fungicos en
medio solido en las cuales los compuestos antagonistas se encontrasen en contacto
con el hongo desde el momento de su indculo. A través de técnicas que reunen estas
caracteristicas, se ha demostrado el efecto de sobrenadantes de kefir y de acidos
organicos puros sobre la fase de latencia de Aspergillus sp. (Gamba y col. 2016b,
Ledn y col., 2012). Gamba y col. (2016b) estudiaron el efecto de sobrenadantes de

kefir de leche con distinto pH sobre el crecimiento de una cepa A. flavus. Su disefio
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experimental consistié en la inclusion de los sobrenadantes en el agar fundido, por lo
que el agente antagonista se encontraba distribuido en toda la placa sobre la cual se
sembrdé el hongo. Los autores determinaron un efecto antifungico asociado a la
prolongacion de la fase de latencia del hongo, sin modificacién significativa de la
velocidad de crecimiento. En un trabajo previo, Leén y col. (2012) emplearon el mismo
disefio experimental para determinar el efecto de adicionar distintas concentraciones
de acidos lactico y acético puros al agar. Los autores encontraron que el aumento de
la concentracion de acidos no disociados guarda correlato con la reduccion de la
velocidad de crecimiento y la prolongacion de la fase de latencia de cepas A. flavus,
toxigénicas y no toxigénicas.

Estos reportes sustentan la hipdtesis de que la distancia experimental entre el inéculo
de Aspergillus sp. y el agente antagonista (la levadura cervecera y sus metabolitos
solubles) pudo condicionar la observacion de un efecto sobre la fase de latencia
fungica. Del mismo modo puede explicarse el escaso o nulo efecto sobre la velocidad

de crecimiento de Aspergillus sp. en esta primera etapa (Tabla 3A).

Seqgundo tramo lineal de la curva de crecimiento, entre las 96 y las 192-216 h

Radio [cm]
Radio [cm]

T T T T T 1 T T T T T 1
96 144 192 240 96 144 192 240
Tiempo [h] Tiempo [h]

Fig. 6B. Regresion lineal calculada sobre los puntos de la curva Radio micelial [cm] versus Tiempo [h]
(Fig. 5A y 5B) entre las 96 h y un tiempo especifico de cada tratamiento. Se grafica el promedio de los
triplicados de cada tratamiento y los respectivos controles positivos de crecimiento. Las barras
representan la desviacion estandar de las medidas a cada tiempo. (5A): » S. cerevisiae MBELGAGB2 + A.
flavus CMUNLPI5 (96 a 216 h). A P. kudriavzevii MBELGAB1 + A. flavus CMUNLPI5 (96 a 216 h). (5B):

S. cerevisiae MBELGAB2 + A. parasiticus CMUNLP7 (96 a 216 h). ¢ P. kudriavzevii MBELGAB1 + A.
parasiticus CMUNLP7 (96 a 192 h). » Starter M6 + A. parasiticus CMUNLP7 (96 a 216 h). e Starter M6 +
A. flavus CMUNLPI5 (96 a 192 h). ¥ Control positivo A. flavus CMUNLPI5. e Control positivo A.
parasiticus CMUNLP7. Starter M6: lodo de levaduras cerveceras a partir del cual se aislaron P.
kudriavzevii MBELGAG1 y S. cerevisiae MBELGAG2.
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Los parametros de crecimiento calculados a partir de las regresiones graficadas en la

figura 6B se sintetizan en la Tabla 3B.

Tabla 3B. Velocidades de crecimiento radial de micelio de Aspergillus sp., tramo
96 a 192-216 h

Relacion velocidad
primer tramo/
segundo tramo

% Reduccion de

Tratamiento Velocidad [cm/h]° ..
tasa crecimiento®

AflPk 61 0,0146 + 0,000748* 57,2+2,0 2,4
AfiSc 62 0,0174 + 0,00108* 49,029 2,1
Afistarter M6 0,0133 + 0,0018** 60,9+54 2,7

Control Af 0,0341 £ 0,0011

Ap/Pk 61 0,0175 + 0,00085* 549+24 2,3
Apl/Sc 62 0,0178 + 0,00028* 54,1+0,5 2,1
Ap/starter M6 | 0,0135 + 0,0008"* 63,8 4,3 2,9

Control Ap 0,0387 £ 0,0003

9L as velocidades radiales de crecimiento fungico se calcularon como la pendiente del tramo lineal de las

curvas de crecimiento comprendido entre los tiempos 96 y 192-216 h (Armando y col., 2013). Los valores
se calcularon como promedio de los triplicados de cada tratamiento.x la desviacion estandar. PEI
porcentaje de reduccién de la tasa de crecimiento se calculé respecto de la velocidad de crecimiento del
respectivo control positivo. *Indica diferencia significativa con el control positivo de crecimiento
correspondiente (P < 0,05). Letras superindice diferentes indican diferencia significativa entre las
velocidades radiales de los tratamientos (P < 0,05). Af: A. flavus CMUNLPI5. Ap: A. parasiticus
CMUNLPY7. Sc: S. cerevisiae MBELGAG62. Pk: P. kudriavzevii MBELGA61. Starter M6: lodo de levaduras

cerveceras a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii MBELGA61 y S. cerevisiae MBELGAB2.

Si bien durante la etapa inicial de co-incubacién (hasta las 96 h) no se observé efecto
antagonico sobre el crecimiento fungico, conforme el hongo crecié y avanzd en
direccion a la estria de levadura (> 96 h) su velocidad de crecimiento se redujo de
forma significativa (P < 0,05, Tabla 3B), presumiblemente por la presencia de los
metabolitos solubles secretados y un medio nutricionalmente agotado por las
levaduras cerveceras.

De acuerdo a las velocidades radiales de crecimiento calculadas en el segundo tramo,
todas las levaduras cerveceras tuvieron efecto reductor sobre Aspergillus sp. A. flavus
CMUNLPIS redujo su velocidad de crecimiento radial en magnitud significativamente
superior frente al starter M6 respecto de cuando se enfrenté a S. cerevisiae
MBELGAG62 (P < 0,05, Tabla 3B). A. parasiticus CMUNLP7 present6 una reduccién de
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la velocidad significativamente mayor cuando fue co-incubado con el starter M6 que
cuando se lo hizo con S. cerevisiae MBELGAG62 o P. kudriavzevii MBELGAG61 (P <
0,05, Tabla 3B). De acuerdo a estos datos, el efecto del starter M6 sobre Aspergillus
sp. durante esta etapa fue significativamente mas potente que el efecto de las
levaduras cerveceras aisladas.

Al comparar las velocidades del primer y segundo tramos lineales, se detect6 una
reduccién de este parametro de entre 2,1 y 2,9 veces (Tabla 3B). Esta reduccién en la
tasa de crecimiento fungico observada cuando la distancia entre Aspergillus sp. y las
levaduras disminuyé indica que, en las condiciones adecuadas, las levaduras
cerveceras tienen potencial para ser incluidas como agentes biocontroladores en
matrices alimentarias. Como conclusién parcial, el disefio de un alimento adicionado
con levaduras cerveceras deberia considerar la ubicuidad de las levaduras que
garantice su cercania con los hongos contaminantes.

Cabe destacar que si se hubiese limitado el periodo de incubacion de acuerdo a los
protocolos publicados (Vero y col., 2013) (menos de 96 h), estos experimentos
hubiesen concluido en un efecto antagdénico nulo de las levaduras sobre Aspergillus
sp. La modificacion metodolégica aplicada permiti6 determinar una reduccién

significativa de la velocidad de crecimiento a partir de las 96 h (Tabla 3B, Fig. 6B).

Tercer tramo lineal de la curva de crecimiento, entre las 192-216 y las 288 h

: ¥
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Fig. 6C. Regresion lineal calculada sobre los puntos de la curva Radio micelial [cm] versus Tiempo [h]
(Fig. 5A y 5B) entre las 192-216 h y las 288 h. Se grafica el promedio de los triplicados de cada
tratamiento. Las barras representan la desviacion estandar de las medidas a cada tiempo (5A): = S.
cerevisiae MBELGAG62 + A. flavus CMUNLPI5 (216 h a 288h). A P. kudriavzevii MBELGAG1 + A. flavus
CMUNLPI5 (216 a 288 h). M6 + flavus y control flavus. (5B): 7/ S. cerevisiae MBELGAG2 + A. parasiticus
CMUNLP?7 (216 a 288 h). ¢ P. kudriavzevii MBELGA61 + A. parasiticus CMUNLP7 (192 a 288 h). »
Starter M6 + A. parasiticus CMUNLP7 (216 a 288 h). e Starter M6 + A. flavus CMUNLPIS (192 a 288 h).
¥ Control positivo A. flavus CMUNLPI5. e Control positivo A. parasiticus CMUNLP7. Starter M6: lodo de
levaduras cerveceras a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii MBELGAG1 y S. cerevisiae MBELGAG2.
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Los parametros de crecimiento calculados a partir de las regresiones graficadas en la

figura 6C se sintetizan en la Tabla 3C.

Tabla 3C. Velocidades de crecimiento radial de Aspergillus sp., tercer tramo

% Reduccién de tasa Relacién velocidad
Tratamiento | Velocidad [cm/h]® ° .. tercer tramo/
crecimientof
segundo tramo
AflPk 61 0,0079 + 0,0030"8* 76,9+ 8,8 0,5
AfiSc 62 0,0021 + 0,0071A* 93,8 +20,9 0,1
Afistarter M6 | 0,0156 + 0,00308* 54,3+8,9 1,2
Control Af 0,0341 £ 0,0011
Ap/Pk 61 0,0155 + 0,00347* 60,0 + 8,7 0,9
ApISc 62 0,0191 + 0,0040%* 50,9 +10,2 1,1
Aplstarter M6 | 00,0243 + 0,0092** 37,2+23,7 1,8
Control Ap 0,0387 = 0,0003

9Las velocidades radiales de crecimiento fungico se calcularon como la pendiente del tramo lineal de las
curvas de crecimiento comprendido entre los tiempos 192-216 y 288 h (Armando y col., 2013). Los valores
se calcularon como promedio de los triplicados de cada tratamiento.+ la desviacion estandar. PEI
porcentaje de reduccién de la tasa de crecimiento se calculd respecto de la velocidad de crecimiento del
respectivo control positivo. *Indica diferencia significativa con el control positivo de crecimiento
correspondiente (P < 0,05). Letras superindice diferentes indican diferencia significativa entre las
velocidades radiales de los tratamientos (P < 0,05). Af: A. flavus CMUNLPI5. Ap: A. parasiticus
CMUNLPY7. Sc: S. cerevisiae MBELGAG62. Pk: P. kudriavzevii MBELGA61. Starter M6: lodo de levaduras
cerveceras a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii MBELGA61 y S. cerevisiae MBELGAG2.

Durante el ultimo tramo de co-incubacién se observaron efectos diferentes de las
levaduras cerveceras sobre A. flavus CMUNLPI5 y A. parasiticus CMUNLP7 (Fig. 6C).
A. flavus CMUNLPI5 presentd reduccion significativa del crecimiento (P < 0,05) frente
a P. kudriavzevii MBELGAG1 y S. cerevisiate MBELGAG62. En el tratamiento con S.
cerevisiae MBELGAG2 se observo el amesetamiento de la curva (Fig. 5C), con una
reduccion de la velocidad de alrededor de un 90% (Tabla 3C), que puede interpretarse
como inhibicidn del crecimiento.

Por el contrario, A. parasiticus CMUNLP7 no redujo su velocidad en este tramo frente
a ninguna de las levaduras estudiadas (Tabla 3C). Al comparar las velocidades de los
tramos tercero y segundo, se observa una recuperacion de la tasa de crecimiento
fungico. Una posible interpretacion se vincula al envejecimiento y muerte de las

levaduras a tiempos prolongados de incubacién. Esto tiene como consecuencias, por
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un lado, la interrupcién de la produccién de metabolitos solubles antagonistas. Por
otro, la citélisis de las levaduras, liberando su contenido celular nutritivo, que pudo ser
aprovechado como sustrato de crecimiento por A. parasiticus.

Llamativamente, el starter M6, que fue el antagonista mas efectivo durante el segundo
tramo de incubacién (Tabla 3B, Fig. 6B), durante el tercer tramo fue la Unica levadura
superada por ambas especies fungicas, logrando Aspergillus sp. recuperar la tasa de
crecimiento (Tabla 3C).

Numerosos autores han reportado la capacidad de diversas especies de levaduras de
actuar como agentes biocontroladores del crecimiento de hongos filamentosos y de la
produccion de micotoxinas. Bleve y col. (2006) reportaron el aislamiento de levaduras
antagonistas a partir de la microbiota epifita de varietales de vid Negroamaro. Dos
cepas Issatchenkia orientalis (ahora P. kudriavzevii), una Metschnikowia pulcherrima,
una Kluyveromyces thermotolerans, una Issatchenkia terricola y una Candida
incommunis fueron seleccionadas por presentar actividad killer contra A. carbonarius y
A. niger, principales productores de OTA en uva, y capacidad de competir con estas
especies por nutrientes. Las cepas P. kudriavzevii fueron las mejores antagonistas de
la germinacion fungica en heridas realizadas en la piel de uvas frescas.

Mas recientemente, Armando y col. (2013) reportaron el aislamiento de dos cepas S.
cerevisiae, RC008 y RC016, capaces de capturar AFB1 y de inhibir a A. carbonarius y
Fusarium graminearum. Los investigadores comprobaron la capacidad de estas
levaduras de reducir la produccién de OTA, ZEA y deoxinivalenol (DON) por parte de
los hongos patégenos y propusieron su implementacibn como aditivos
biocontroladores en alimento balanceado para ganado.

Estos autores observaron que F. graminearum fue mas sensible que la cepa
Aspergillus. Al analizar sus datos de reduccion de la velocidad de crecimiento de A.
carbonarius en condiciones similares a las empleadas en nuestro laboratorio (agar
papa-dextrosa, pH 5,6 + 0,2, aw 0,99, 30 °C, aireacidon normal), estos varian entre un
25% y un 80%, segun la cepa S. cerevisiae estudiada. La fase de latencia fungica en
las mismas condiciones se prolongé entre un 30 y un 60% (Armando y col., 2013).
Cuando las mismas cepas biocontroladoras S. cerevisiae fueron co-incubadas con una
cepa A. parasiticus (Armando y col., 2012), sélo una de ellas fue capaz de reducir la
velocidad de crecimiento en un 70%, mientras que la otra no mostré efecto alguno.
Durante los mismos ensayos los autores comprobaron un aumento de los tiempos de
latencia de 30 y 50%, segun la cepa S cerevisiae estudiada. Datos consistentes con
estos resultados fueron obtenidos por investigadores de nuestro grupo. Gamba y col.
(2016a) determinaron que las concentraciones de SLC de permeado de suero de

lecheria fermentado con kefir necesarias para inhibir la germinacion de F.
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graminearum fueron significativamente menores que las necesarias para inhibir a A.

parasiticus (Gamba y col., 2015b, 2016a).
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Fig 7. Velocidades radiales de crecimiento fungico [cm/h] en presencia de levaduras cerveceras. Se

representa el promedio del triplicado de cada tratamiento y de los controles positivos de crecimiento
fungico. Las barras de error representan la desviacion estandar entre las réplicas. Los controles positivos
de crecimiento se realizaron en PDA en ausencia de levaduras. *Indica diferencia significativa con el
control respectivo. Barras m: velocidades calculadas en el tramo de 96 a 192-216 h. Barras m: velocidades
calculadas en el tramo 192-216 a 288 h. Barras m: velocidades de los controles positivos de crecimiento.
A: A. flavus CMUNLPI5 y P. kudriavzevii MBELGAG61. B: A. flavus CMUNLPI5 y S. cerevisiae MBELGAG2.
C: A. flavus CMUNLPI5 y starter M6. D: control positivo A. flavus CMUNLPI5. E: A. parasiticus CMUNLP7
y P. kudriavzevii MBELGAG61. F: A. parasiticus CMUNLP7 y S. cerevisiae MBELGAG2. G: A. parasiticus
CMUNLP?7 vy starter M6. H: control positivo A. parasiticus CMUNLP7. Starter M6: lodo de levaduras

cerveceras a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii MBELGA61 y S. cerevisiae MBELGAG2.

Durante el presente trabajo, las levaduras cerveceras seleccionadas lograron reducir
las velocidades de crecimiento radial de A. flavus CMUNLPI5 entre un 49,0 y un 60,9%
y las velocidades de A. parasiticus CMUNLP7 entre un 54,1 y un 63,8%, durante el
periodo de incubacién desde las 96 a las 216 h (Tabla 3B, Fig. 7, barras violetas).
Posteriormente, A. flavus CMUNLPI5 fue inhibido por S. cerevisiate MBELGAG2 y
reducida su tasa de crecimiento por P. kudriavzevii MBELGAG1 en un 60,0% respecto
del control y por el starter M6 en un 37,2% (Tabla 3C, Fig. 7, barras rojas A y B). Estos
resultados se presentan como promisorios para continuar el estudio de las

propiedades antagoénicas de las levaduras cerveceras sobre el desarrollo fungico.
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6.4.3. Estudio de la reduccion del crecimiento de Aspergillus sp. por compuestos
volatiles producidos por levaduras cerveceras

Una vez concluida la caracterizacién de las propiedades biocontroladoras de los
metabolitos secretados por las levaduras cerveceras, se avanzo en el estudio de los
metabolitos volatiles que producen y su efecto en la germinacion de conidios vy el
crecimiento micelial de hongos filamentosos. La actividad antifungica de compuestos
volatiles (VOCs) producidos por levaduras se encuentra documentada (Muccilli y
Restuccia, 2015); en el contexto de esta tesis, resulta de especial interés una
publicacién que caracteriza en profundidad de la actividad antagonista de los VOCs de
una cepa P. kudriavzevii contra A. flavus toxigénico (Hua y col., 2014).

En ensayos descritos en la seccioén 3.24, se incubaron placas de agar papa (Biokar,
Francia) sembradas con Aspergillus sp. en micro-atmésferas de VOCs producidos por
las levaduras cerveceras y se midio el diametro de la colonia fungica en el tiempo. La
figura 8 ilustra los experimentos y los resultados se sintetizan a continuaciéon en la
Tabla 4.
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Fig. 8. Estudio de la reduccién del crecimiento de Aspergillus sp. por
compuestos volatiles producidos por levaduras cerveceras. Las fotografias
fueron tomadas transcurridas 240 h de incubacion, e incluyen tratamiento
(placa inferior) y su respectivo control positivo (placa superior). A: S.
cerevisiae MBELGAB2 + A. flavus CMUNLPI5. B: starter M6 + A. flavus
CMUNLPI5. C: P. kudriavzevii MBELGA61 + A. flavus CMUNLPI5. D: S.
cerevisiae MBELGA62 + A. parasiticus CMUNLP7. E: starter M6 + A.
parasiticus CMUNLP7. F: P. kudriavzevii MBELGA61 + A. parasiticus
CMUNLP?7.

En las fotografias de la figura 8 se observa con claridad que Aspergillus sp. incubado
en micro-atmdsfera de volatiles de levaduras cerveceras desarrolla un micelio de
menor didmetro que el control y no forma conidios. Similares observaciones pudieron
realizarse cuando se co-incubd a Aspergillus sp. con las levaduras cerveceras (Fig. 1).
Masih y Paul (2002) observaron fenédmenos similares al co-incubar B. cinerea con la
levadura antagonista Pichia membranifaciens. Los autores reportaron una pequefia

zona de inhibicién fungica alrededor del indculo de levadura en el agar y la ausencia
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de conidios en la zona cercana al halo de inhibicion. Ademas, cuando el micelio de B.
cinerea se co-cultivdé con P. membranifaciens en caldo papa-dextrosa, fue incapaz de

germinar y producir la colonias grises tipicas al ser inoculado posteriormente en PDA.

Tabla 4. Cinética de crecimiento de Aspergillus sp. en micro-atmésfera de

compuestos volatiles de levaduras cerveceras

Diametro fangico [cm]

Tratamiento
24 h 48 h 72 h 120 h 168 h 240 h

Control Ap 0,96 £0,02 | 2,68 £0,03 | 4,10+0,07 | 5,54%+0,31 | 7,22%+0,22 | 8,95+0,04

AplPk g 0,44 + 0,83+ 275+ 393+ 512+
MBELGAG61 0,388 0,22+ 0,27+8¢ 0,18*8 0,48*8
ApiSc g 0,99 + 1,82+ 275+ 452+ 6,22 +
MBELGAG62 0,11*A8 0,628 0,43*0 0,41%8 0,16*8
079 + 1,16 + 372+ 372+ 581+

" , , , , ,
Ap/starter M6 n/d 0,11%A8 0,328 0,33*8C 0,39*8 0,49*8

Control Af 0,81+0,11 | 2,35+0,26 | 3,63+0,29 | 549%0,19 | 6,94%*0,17 | 8,92 +0,05

AflPk g 0,26 + 044 + 1,48 + 233+ 427 +
MBELGA61 0,45 0,77+ 0,24*A 0,30*A 0,25%A
AfiSc " 1,02+ 1,94 + 335+ " 555 +
MBELGA62 n/d 0,07*8 0,118 01970 | 4201 0,13*8
027 + 1,02+ 227+ 3.70 553 +

" , , , , ,
Afistarter M6 n/d 0,478 0,338 0,358 0,92*8 0,53*8

Los resultados se expresan como el promedio de los diametros fungicos [cm] + la desviacion estandar de
triplicados de cada tratamiento. n/d = micelio fungico no detectable. *Indica diferencia significativa con el
control positivo de crecimiento fungico correspondiente (P < 0,05). Letras superindice distintas indican
diferencia significativa entre los diametros de colonia de una misma cepa Aspergillus sp. desafiada con
distintas levaduras medidos a un determinado tiempo de incubacion (P < 0,05). Af: A. flavus CMUNLPI5.
Ap: A. parasiticus CMUNLP7. Sc: S. cerevisiae MBELGAG62. Pk: P. kudriavzevii MBELGA61. Starter M6:
lodo de levaduras cerveceras a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii MBELGA61 y S. cerevisiae
MBELGAG62.

De acuerdo a los resultados informados en la Tabla 4, el crecimiento de A. parasiticus
CMUNLP7 y A. flavus CMUNLPI5 es inhibido desde etapas iniciales por compuestos
volatiles producidos por las levaduras cerveceras.

La produccion de compuestos volatiles en base al catabolismo de aminoacidos se
inicia con su transaminacion a alfa-cetoacidos, seguida de la decarboxilacion para
producir el correspondiente aldehido superior. Estos se reducen u oxidan

alternativamente en alcoholes o acidos superiores, a partir de los cuales se formaran
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ésteres aromaticos. van Rijswijck y col. (2015) describieron una alta produccion de
ésteres aromaticos por el género Pichia cuando crece en condiciones de limitacién de
nitrégeno.

Se ha reportado que el compuesto aromatico 2-feniletanol producido por Pichia
anomala inhibe la germinacién de esporas y la biosintesis de AFB+ de una cepa de A.
flavus (Hua y col., 2014). Los autores determinaron que la exposicion al 2-feniletanol
redujo unas 10000 veces la expresidon de genes involucrados en la sintesis de
aflatoxina, como aflC (policétido sintasa), aflR (regulador positivo de la sintesis), aflS
(potenciador de la transcripcion), aflO (O-metiltransferasa B) y aflK (versicolorin B
sintasa). Adicionalmente, el volatil alteré la expresion de algunos genes modificadores
de cromatina, influenciando negativamente el crecimiento fungico.

A partir de los ensayos realizados durante esta tesis, se comprobé la capacidad de las
levaduras cerveceras de producir compuestos volatiles con efecto negativo sobre la
germinacion y crecimiento de Aspergillus sp. Pudo determinarse que transcurridas 24
h de incubacién en micro-atmoésfera de metabolitos volatiles de levaduras, Aspergillus
sp. no fue capaz de desarrollar micelio detectable, produciéndose la inhibicion total del
crecimiento fungico (Tabla 4). Esto se traduce en una prolongacion significativa del
tiempo de latencia en presencia de VOCs de levaduras cerveceras. Es notable el
efecto de P. kudriavzevii MBELGAB1 sobre este parametro, que prolonga la fase de
latencia de Aspergillus sp. mas alla de las 48 h. EI mismo comportamiento se observa

en A. flavus incubado en micro-atmosfera de volatiles del starter M6 (Fig. 9A 'y 9B).
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Fig. 9A. Curvas Diametro [cm] versus Tiempo [h] para A. flavus CMUNLPI5 creciendo en presencia de
compuestos volatiles de levaduras cerveceras. Se grafica el promedio de los triplicados de cada
tratamiento y el respectivo control positivo de crecimiento. Las barras representan la desviacion estandar
de las medidas a cada tiempo. m S. cerevisiae MBELGAG2 + A. flavus CMUNLPI5. A P. kudriavzevii
MBELGAG61 + A. flavus CMUNLPI5. e Starter M6 + A. flavus CMUNLPI5. ¥ Control positivo A. flavus
CMUNLPI5. Starter M6: lodo de levaduras cerveceras a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii
MBELGAG61 y S. cerevisiae MBELGAG2.
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Fig. 9B. Curvas Diametro [cm] versus Tiempo [h] para A. parasiticus CMUNLP7 creciendo en presencia
de compuestos volatiles de levaduras cerveceras. Se grafica el promedio de los triplicados de cada
tratamiento y el respectivo control positivo de crecimiento. Las barras representan la desviaciéon estandar
de las medidas a cada tiempo. /= S. cerevisiae MBELGAGB2 + A. parasiticus CMUNLP7. ¢ P. kudriavzevii
MBELGAG61 + A. parasiticus CMUNLP7. » Starter M6 + A. parasiticus CMUNLP7. e Control positivo A.

parasiticus CMUNLP7. Starter M6: lodo de levaduras cerveceras a partir del cual se aislaron P.
kudriavzevii MBELGAG61 y S. cerevisiae MBELGAGB2.
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Desde las 48 h de incubacion y hasta finalizar el ensayo, el crecimiento de Aspergillus
sp. en presencia de metabolitos volatiles de levaduras cerveceras se redujo
significativamente respecto de los controles positivos de crecimiento (Tabla 4, Fig. 9).
A partir de las 72 h de incubacién se observd diferencia significativa en el efecto
inhibitorio desarrollado por las diferentes levaduras (Tabla 4). Tanto A. parasiticus
CMUNLP7 como A. flavus CMUNLPI5 presentaron una reducciéon del crecimiento
significativamente mayor cuando el hongo se expuso a micro-atmosfera de volatiles de
P. kudriavzevii MBELGA61 (Fig. 9).

Para profundizar la comprension acerca del fendmeno observado, se calcularon los
parametros de crecimiento de Aspergillus sp. en presencia de VOCs de levaduras y se
los contrasté con los parametros de crecimiento fungico en ausencia de volatiles. La
velocidad de crecimiento diametral [cm/h] se calcul6 sobre la porcidn lineal de la curva

de crecimiento (Fig. 9). Los parametros calculados se sintetizan en la Tabla 5.

Tabla 5. Velocidad de crecimiento de Aspergillus sp. en micro-atmoésfera de

volatiles de levaduras cerveceras

Tratamiento Velocidad [cm/h]° % I?:?ouc(;;;édrl de ;:::cl?: [(::;a
Control Ap 0,032 £ 0,001 8,704

Ap | Pk MBELGA61 0,018 + 0,005** 43,4 + 16,0 53,2 + 6,55¢*

Ap | Sc MBELGA62 0,024 + 0,0027 243+7,2 37,2 + 1,4/

Ap | starter M6 0,020 + 0,003* 384+78 41,3 +2,2/8*
Control Af 0,0312 £ 0,0008 95%+1,5

Af| Pk MBELGA61 0,017 + 0,006"* 57,557 72,0 £ 0,4P*

Af| Sc MBELGA62 0,0217 + 0,0006"* 30,5+2,1 32,8 +1,5M

Af | starter M6 0,021 + 0,0047* 41,3+9,5 55,6 + 8,4¢*

9Las velocidades de crecimiento fungico de los tratamientos se calcularon como la pendiente del tramo
lineal de las curvas de crecimiento comprendido entre los tiempos 72 y 240 h (Armando y col., 2013). PEI
porcentaje de reduccién de la tasa de crecimiento se calculd respecto de la velocidad de crecimiento del
respectivo control positivo. 5Los tiempos de latencia se calcularon como la interseccion del tramo lineal
extrapolado con el eje X (Y=0) (Armando y col., 2013). Los resultados se informan como promedio de los
triplicados de cada tratamiento + la desviaciéon estandar. *Indica diferencia significativa con el control
positivo de crecimiento correspondiente (P < 0,05). Letras superindice diferentes indican diferencia
significativa entre los tratamientos (P < 0,05). Af: A. flavus CMUNLPI5. Ap: A. parasiticus CMUNLP7. Sc:
S. cerevisiae MBELGAG2. Pk: P. kudriavzevii MBELGAG1. Starter M6: lodo de levaduras cerveceras a
partir del cual se aislaron P. kudriavzevii MBELGAG61 y S. cerevisiae MBELGAG2.
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Los resultados informados en la Tabla 5 muestran que la micro-atmadsfera de volatiles
de levaduras cerveceras redujo significativamente la velocidad de crecimiento de A.
flavus (P < 0,05), con reducciones entre el 30,5y el 57,5%. Unicamente P. kudriavzevii
MBELGAG61 logré reducir significativamente la velocidad de crecimiento de A.
parasiticus CMUNLP7 en un 43,4%.

El mayor impacto de la micro-atmésfera de volatiles de levaduras cerveceras sobre el
crecimiento de Aspergillus sp. se observd en la fase de latencia fungica, que se
prolongd significativamente (P < 0,05) en todos los tratamientos (Tabla 5).

Los valores de diametros (Tabla 4) y velocidades de crecimiento fungico (Tabla 5)
registrados en presencia de compuestos volatiles del starter M6 no presentan
diferencia significativa con los determinados en presencia de volatiles de las cepas
cerveceras aisladas. Esto sugiere que no existe un efecto sinérgico de los metabolitos
volatiles producidos por ambas cepas presentes en el starter M6. El resultado obtenido
puede interpretarse como el efecto sobre el crecimiento fungico generado por una
micro-atmosfera que contiene presiones relativas de los volatiles producidos por cada
levadura, inferiores a las presiones que cada volatil acumula cuando se estudia una
levadura aislada. De acuerdo a esta hipdtesis, la reduccion del crecimiento fungico
depende de la naturaleza y concentracion (presion parcial) de los metabolitos volatiles

acumulados en la micro-atmdsfera de cultivo del hongo (Fig. 10).
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Fig. 10. Reduccion porcentual del crecimiento fungico en presencia de compuestos volatiles producidos
por levaduras cerveceras. Las columnas representan el promedio y las barras de error la desviacion
estandar del triplicado de cada tratamiento. Los porcentajes fueron calculados respecto del control
positivo de crecimiento promedio respectivo, de acuerdo a la ecuacion 6, seccion 3.22. A. Barras azules:
P. kudriavzevii MBELGA61 + A. parasiticus. Barras naranjas: S. cerevisiae MBELGAG2 + A. parasiticus.
Barras grises: starter M6 + A. parasiticus. B. Barras verdes: P. kudriavzevii MBELGAG61 + A. flavus. Barras
violetas: S. cerevisiae MBELGAG2 + A. flavus. Barras amarillas: starter M6 + A. flavus. Starter M6: lodo de

levaduras cerveceras a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii MBELGA61 y S. cerevisiae MBELGAG2.
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A partir de estos experimentos pudo comprobarse la produccién de compuestos
volatiles capaces de limitar el crecimiento de Aspergillus sp por parte de las levaduras
cerveceras. Adicionalmente, no se observo produccion de conidios luego de 240 h de
incubacién del hongo en micro-atmésfera de VOCs (Fig. 8, A-F). Esta observacion
podria tener impacto en el biocontrol de Aspergillus sp. en la matriz de alimentos
adicionados con levaduras cerveceras, impidiendo o reduciendo la dispersion y
reproduccion fungica a través de la liberacién de conidios.

La efectividad de los VOCs de levaduras guarda relacidon con la presion parcial
(concentracién) que alcanzan estos compuestos en la atmdsfera en contacto directo
con el patégeno. Por lo tanto, el potencial de accién de los VOCs sobre el crecimiento
fungico tendra correlato con el modo de almacenamiento del alimento adicionado con
las levaduras, almacenamiento que debe permitir la acumulacion de los volatiles y/o
evitar su difusion en el ambiente. En este sentido, se ha demostrado la actividad
antifungica contra Penicillium roqueforti del acetato de etilo producido por Pichia
anomala (ahora W. anomalus) en granos de trigo almacenados herméticamente
(Druvefors y col., 2005).

Se observd también que diferentes especies de levaduras producen VOCs con
distintos efectos sobre el crecimiento de Aspergillus sp., siendo los volatiles de P.
kudriavzevii los que indujeron mayor prolongacion de la fase de latencia (Tabla 5).
Como perspectiva de estudio, resultaria muy interesante poder identificar qué
compuestos volatiles producen P. kudriavzevii MBELGAG1 y S. cerevisiae MBELGAG2,

y qué volatiles producen al coexistir en el starter M6.

6.4.4 Estudio del dafio celular producido por AFB: en presencia/ausencia de las
levaduras sobre la linea celular HepG2

La micotoxina AFB1 produce dafo en el organismo a través de su acumulacién en
higado, donde es metabolizada por el sistema citocromo P450 en un derivado mas
carcinogénico aun, el AFB;-8,9-epoxido (AFBO), u otros metabolitos menos
mutagénicos, como AFM (Murphy y col., 2006).

Debido al mecanismo de accién de AFB1, que tiene al higado como érgano blanco
primario, la linea celular de hepatocarcinoma humano HepG2 se propone como un
modelo adecuado para el estudio de su efecto citotéxico (Mc Kean y col., 2006). El
grado de dafo celular puede cuantificarse indirectamente a través de la actividad
lactato deshidrogenasa (LDH), enzima intracelular que es liberada al sobrenadante de
cultivo cuando la membrana celular sufre dafio y permeabilizacion (Legrand y col.,
1992). Investigadores de nuestro grupo reportaron una respuesta dosis-dependiente

de la actividad LDH asociada al dafio celular de HepG2 frente a diferentes
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concentraciones de AFB; adicionada al sobrenadante de cultivo (Gamba y col.,
2015b). Sus estudios de cuantificacion de actividad MTT y LDH en sobrenadantes de
cultivo celular comprobaron que las levaduras y bacterias acido-lacticas del kefir son
capaces de proteger a HepG2 del efecto toxico de AFB+ (Gamba y col., 2015b).

Contemplando estos estudios, durante la presente tesis se decidié estudiar el efecto
citotoxico de adicionar 500 ppb de AFB+ (LC50 determinada previamente por el grupo)
al sobrenadante de cultivo de HepG2, en presencia y ausencia de las levaduras
cerveceras, para estudiar su potencial citoprotector frente a la aflatoxina. La actividad

LDH cuantificada en los sobrenadantes de cultivo celular se grafica en la figura 11.
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Fig. 11. Efecto citoprotector de levaduras cerveceras sobre células HepG2 expuestas a AFB1 (500 ppb).
La actividad LDH se determiné empleando el kit Wiener Lab® (Rosario, Argentina). Las barras grafican el
promedio * la desviacién estandar de tres experimentos en triplicado. *Indica diferencia significativa (P <
0,05) con la actividad LDH determinada en el control positivo y ausencia de diferencia significativa (P <
0,05) con la actividad LDH determinada en el control negativo. C + (control positivo): medio de cultivo
celular DMEM con adicion de 500 ppb de AFB1. C- (control negativo): medio de cultivo celular DMEM sin
AFB;. A: starter M6 sin AFB1. B: starter M6 de cultivo YPD (condicion a, seccion 3.13) + AFB1 500 ppb. C:
starter M6 de cultivo en mosto (condicion b, seccién 3.13) + AFB1 500 ppb. D: P. kudriavzevii MBELGAG1
sin AFB1. E: P. kudriavzevii MBELGA61 de cultivo YPD (condicién a, seccién 3.13) + AFB1 500 ppb. F: P.
kudriavzevii MBELGAG61 de cultivo en mosto (condicion b, seccién 3.13) + AFB1 500 ppb. G: S. cerevisiae
MBELGAG62 sin AFB1. H: S. cerevisiae MBELGAG62 de cultivo YPD (condiciéon a, seccion 3.13) + AFB1500
ppb. I: S. cerevisiae MBELGAGB2 de cultivo en mosto (condicion b, seccion 3.13) + AFB+1 500 ppb. Starter
M6: lodo de levaduras cerveceras a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii MBELGAG1 y S. cerevisiae
MBELGAG62.
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Se demostré que la presencia de levadura cervecera, independientemente de su
especie o de las condiciones de cultivo a partir de las cuales fue obtenida, protege a
las células del efecto citotdoxico de AFB4, recuperando la actividad LDH basal del
control de células no expuestas a la toxina (Fig. 11).

Autores como Gongalves y col. (2017), Campagnollo y col. (2015) y Bovo y col. (2015)
reportan la efectividad de emplear levaduras cerveceras S. cerevisiae deshidratadas o
productos basados en levaduras cerveceras para secuestrar AFB4. Contemplando
estos reportes, es posible conjeturar que el efecto citoprotector observado durante los
estudios de esta tesis guarda correlacion con una capacidad de las levaduras
cerveceras de capturar AFB+; una vez secuestrada la aflatoxina en la superficie de las
levaduras, su interaccién con los hepatocitos se ve impedida, con la consecuente
reduccién del dafio celular ocasionado por la micotoxina.

Si bien es interesante profundizar en el estudio de los mecanismos de citoproteccién
de las levaduras cerveceras sobre HepG2 empleando levaduras inactivadas y
extractos de pared celular, dada la aplicacion que se pretende dar al residuo de lodo
de levaduras cerveceras como aditivo de alimento para aves, resulta aun mas
significativo estudiar la capacidad de la levadura viable, tal y como se obtiene en la
cerveceria, de capturar aflatoxina. Es por ello que se postergé el estudio de los
mecanismos de citoproteccion de las levaduras cerveceras sobre HepG2 para avanzar

con el estudio de la capacidad de la levadura viable de adsorber AFB1 in vitro.

6.4.5 Estudio de la capacidad de secuestro in vitro de AFB; por levaduras cerveceras

Se ha reportado previamente la capacidad de las levaduras de secuestrar diversas
micotoxinas, entre ellas la aflatoxina B4 (AFB+). Varios autores (Bueno y col., 2007;
Yiannikouris y col., 2004b) describen el rol central de la pared celular de las levaduras
en su capacidad secuestrante y detoxificante, mediante la adsorcion de la toxina en la
superficie de la levadura. Asi, diferencias en la estructura de la pared celular guardan
correlato con la capacidad secuestrante de las levaduras. Se estudié entonces la
capacidad secuestrante de levaduras cerveceras obtenidas en condiciones de cultivo
Optimas y en las condiciones de estrés propias de la fermentacion cervecera. Los

resultados se sintetizan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Secuestro in vitro de AFB1 por levaduras cerveceras

Starter! % AFB1 secuestrada*
aislamiento Cultivos en YPD® | Cultivos en mosto® | Micro-fermentaciones®
Pk MBELGAG61 14,7 £ 2,47 83,8+ 0,08 79,2 £1,4°
Sc MBELGA62 7,7+0,94 83,8+ 0,08 79,0 £0,0¢
Starter M6 7,8 +4,8% 83,7+0,18 79,1+£0,1°¢

AFB+ en los sobrenadantes de incubacién se determindé empleando el kit ELISA (Veratox®, Neogen
Corporation, USA). HLos resultados se expresan como el promedio del porcentaje de AFB+1 secuestrada
por una suspension de 108 UFC/mL de levadura cervecera respecto de la cantidad de AFB1 inicial (300
ppb) * la desviacidon estandar de tres experimentos en duplicado. Letras mayusculas diferentes indican
diferencia significativa (P < 0,05) entre los diferentes cultivos de una misma levadura. 9Levaduras
obtenidas de cultivos en condiciones a, seccion 3.13. PLevaduras obtenidas de cultivos en condiciones b,
seccién 3.13. 8Levaduras obtenidas de cultivos en condiciones c, seccion 3.13. Pk: P. kudriavzevii
MBELGAG61 Sc: S. cerevisiae MBELGAG62. Starter M6: lodo de levaduras cerveceras a partir del cual se
aislaron P. kudriavzevii MBELGA61 y S. cerevisiae MBELGAG2.

Las levaduras obtenidas a partir de cultivos en mosto cervecero (condiciones b y c,
seccion 3.13), cosechadas y resuspendidas a concentraciones de 108 UFC/mL en
soluciéon de 300 ppb de AFB+1 en buffer fosfato fueron capaces de capturar entre 79,0 y
83,8% de la toxina presente inicialmente en el medio (Tabla 6). Sin embargo,
suspensiones con la misma concentracion de levaduras, cultivadas en caldo YPD
(condicion a, seccion 3.13), capturaron porcentajes significativamente menores, entre
7,7y 14,7% de AFB..

Jouany y col. (2005) afirman que las condiciones de -cultivo, incluyendo pH,
temperatura, tasa de oxigenacién, naturaleza del medio y naturaleza y concentracion
de la fuente de carbono modulan fuertemente la cantidad y las propiedades
estructurales de los D-glucanos, mananos y quitina de pared celular. Los resultados
aqui presentados sugieren que el cultivo en un medio complejo y osmadticamente
estresante como el mosto cervecero potencia la capacidad secuestrante de AFB, de
las levaduras cerveceras. Esto resulta de mayor interés, ya que las levaduras
obtenidas en condiciones que emulan en laboratorio la fermentacién del mosto en la
cerveceria (Tabla 6, condicién c) secuestran aflatoxina con gran eficiencia, removiendo
de la suspensién entre el 79,0 y el 79,2% de AFB; original (300 ppb), lo que equivale a
0,00237 pg/UFC de AFB1 capturada.

El contenido de aflatoxinas de muchos alimentos balanceados para pollos en
Argentina supera el maximo permitido de 20 pg/kg (20 ppb) de alimento (Monge y col.,
2013). Contemplando que la concentracion de aflatoxinas reportada en alimento

balanceado para pollos es 10 veces menor a la ensayada (300 ppb), es esperable que
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los porcentajes de secuestro en el alimento seran aun mayores que los obtenidos en
los experimentos presentados, lograndose una significativa disminucién del contenido
de aflatoxina en alimento y llevandolo a niveles seguros para el consumo animal.

Esto respalda la estrategia de utilizar el lodo de levaduras subproducto residual de la
industria cervecera como potencial agente detoxificante de alimentos. Gongalves y col.
(2017), Campagnollo y col. (2015) y Bovo y col. (2015) estudiaron el empleo de S.
cerevisiae cervecera o de los productos de su deshidratacion o inactivacion en la
captura de AFB+. Campagnollo y col. (2015) determinaron la capacidad del residuo de
levaduras cerveceras (BFR, beer fermentation residue) obtenido de micro-cervecerias,
secado y molido, de secuestrar ZEA en un 75,1%, OTA en un 59,4% y AFB+ en un
48,1%, mientras que s6lo un 11,6% de DON fue adsorbida.

Gongalves y col. (2017) determinaron la habilidad de secuestrar AFB1 por S. cerevisiae
de cerveceria activa, S. cerevisiae autolisada, pared celular extraida de S. cerevisiae y
levaduras inactivadas. Los autores estudiaron las isotermas de adsorcién de cada
fuente de levaduras, y encontraron que la adsorcidon aumenta con la concentracién de
levaduras; se limita a altas concentraciones de la toxina, indicando la saturacion de los
sitios de unién a toxina de la pared celular; y que las levaduras cerveceras y el
extracto de pared celular fueron los productos mas efectivos en la captura de AFB.
Las levaduras autolisadas e inactivadas presentaron una capacidad adsortiva reducida
y reversibilidad de la captura. Los investigadores afirman que la inactivacion de las
levaduras por secado y la lisis de la pared celular aparejan una reduccién en el
contenido de carbohidratos de pared y, en consecuencia, de los B-glucanos que
capturan aflatoxina, lo que explica sus observaciones.

Estudios previos llevados adelante por Bovo y col., (2015) reportan resultados
contradictorios a este respecto. Los autores analizaron la capacidad de capturar AFB
del BFR de S. cerevisiae obtenido por secado y molido; levaduras completas
obtenidas de fermentacion cervecera inactivadas; levaduras completas obtenidas de
fermentacion de cafa de azucar inactivadas; levaduras hidrolizadas; extracto de pared
celular de levaduras; y levaduras activas comerciales. Sus resultados indican que la
adsorcion de aflatoxina varia entre los productos de levaduras (entre 45,5y 69,4% a
pH 3,0 y entre 24,0 y 63,8% a pH 6,0), y que los mas eficientes en el secuestro fueron
los productos que contienen levaduras hidrolizadas y extracto de pared celular. El BFR
capturo entre 49,2 y 55,0% de la AFB:.

Los resultados aqui presentados demuestran la capacidad del residuo de levadura
cervecera viable de capturar AFB: sin necesidad de pre-tratamiento alguno, y en

porcentajes significativamente mayores a los reportados en bibliografia.
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6.4.6 Estudio de la composicion de pared celular de levaduras cerveceras cultivadas
en diferentes condiciones

La pared celular de S. cerevisiae esta constituida por un 80-90% de polisacaridos. Su
resistencia mecanica se atribuye a una capa interna de B-D-glucanos, organizados en
una red altamente polimerizada de 3-(1,3)-D-glucanos, con ramificaciones en unidades
de B-(1,6)-D-glucanos. Esta capa interna esta firmemente unida a la membrana
plasmatica por cadenas lineales de quitina, macromolécula con un rol significativo en
la insolubilidad de toda la estructura. Tanto la quitina como los 3-D-glucanos influyen
en la plasticidad de la pared celular. La capa externa de la pared celular de levaduras
esta constituida por manoproteinas con un importante rol en el intercambio y
transporte con el medio externo (Fernandes Oliveira y col., 2013).

Armando y col. (2012) estudiaron la adsorcion de ZEA y OTA por células viables de S.
cerevisiae, concluyendo que el diametro celular y la profundidad de la pared celular
correlacionan positivamente con la eficiencia de la captura de micotoxina. Es decir, la
cantidad de pared celular es un factor determinante en la cantidad de micotoxina
capturada. Gongalves y col. (2017) estudiaron las isotermas de adsorcion de S.
cerevisiae obtenida a partir de diferentes fuentes, micro-cerveceria y comerciales, y
encontraron que la adsorcion aumenta con la concentracién de levaduras y se limita a
altas concentraciones de la toxina, indicando la saturacion de los sitios de unién a
AFB de la pared celular.

Toda la estructura de la pared celular es altamente dinamica y varia entre las cepas de
levadura, las fases del ciclo celular y las condiciones del medio, tales como pH,
temperatura, nivel de oxigenacion, naturaleza del medio, concentracion y naturaleza
de la fuente de carbono. Las diferencias en la composicion de la pared celular se
relacionan directamente con su capacidad para adsorber micotoxinas (Jouany y col.
2005).

Diferentes componentes de la pared celular de levaduras se han vinculado a la
capacidad de captura de micotoxinas. Ciertos estudios han demostrado que
componentes de la pared celular de S. cerevisiae denominados oligomananos, luego
de esterificarse, son capaces de adsorber mas del 95% de AFB1 (Devegowda y col.,
1996). Otros, sefalan a los B-D-glucanos como los principales responsables de la
formacioén del complejo con la toxina, y que la organizacién reticular de B-(1,3)-D-
glucanos y B-(1,6)-D-glucanos en la pared celular tienen un importante rol en la
eficacia de la adsorciéon (Yiannikouris y col., 2006; Jouany y col., 2005). Ademas,
Yiannikouris y col. (2004a) demostraron que fuerzas débiles de puente de Hidréogeno y
van der Waals estan involucradas en la interacciéon entre los B-D-glucanos y las

micotoxinas. Estos autores concluyeron que la captura de ZEA depende del contenido
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y configuracion tridimensional de los B-D-glucanos en la pared celular de S. cerevisiae.
Ofras investigaciones atribuyen la adsorcion de micotoxinas a glucomananos (Raju y
col., 2002) y manano-oligosacaridos (Oguz y Parlat, 2005) de la pared celular.

Dado el significativo aumento de la capacidad secuestrante de AFB+ por levaduras
cultivadas en mosto cervecero en condiciones que emulan una fermentacién industrial
en relacion a aquellas cultivadas en caldo YPD, se decidié estudiar la composicion de
la pared celular de los diferentes cultivos con el objetivo de encontrar una correlacion
entre la composicién de la pared y la capacidad de captura de las levaduras. Se
avanzo entonces en la determinacién del contenido de manoproteinas y polisacaridos
de pared celular de levaduras cerveceras cultivadas en diferentes condiciones
(seccién 3.27.1). Los resultados obtenidos de peso de glucosa, manosa y mananos de
pared, calculados a partir de la curva estdndar de manosa comercial y referidos al

peso seco de levadura, se grafican en la figura 12.
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Fig. 12. Composicion de pared celular de levaduras cerveceras. Los resultados fueron calculados a partir de la
curva estandar de manosa y normalizados por el peso seco de levadura. Cada condicion de cultivo se realizé
por triplicado y cada muestra obtenida se analizo en HPLC por duplicado. Simbolos diferentes (*,#%,*) indican
diferencia significativa entre los tratamientos (P < 0,05). A: P. kudriavzevii MBELGA61 en caldo YPD. B: P.
kudriavzevii MBELGA61 en mosto cervecero de 17,0 °Bx, pH 4,5. C: starter M6 en caldo YPD. D: starter M6 en
mosto cervecero de 17,0 °Bx, pH 4,5. E: S. cerevisiae MBELGA62 en caldo YPD. F: S. cerevisiae MBELGA62
en mosto cervecero de 17,0 °Bx, pH 4,5. G: S. cerevisiae MBELGA62 en mosto cervecero de 15,0 °Bx, pH 5,5.
Starter M6: lodo de levaduras cerveceras a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii MBELGA61 y S. cerevisiae

=
1 %
1 *

MBELGAG2. Barras ®: mg de glucosa/ mg de peso seco. Barras ®: mg de manosa/ mg de peso seco. Barras =:
mg de mananos/ mg de peso seco.
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Respecto a las unidades de glucosa liberadas durante la hidrdlisis, no se encontraron
diferencias significativas entre los cultivos en caldo YPD y las levaduras obtenidas
como lodo cervecero en las micro-fermentaciones (mosto de 17,0 °Bx y pH 4,5) de P.
kudriavzevii MBELGAG61 (Fig. 12, series A y B, barras verdes). Sin embargo, si se
detecté un aumento significativo en el contenido de mananos de pared en cultivos
obtenidos por micro-fermentacion (Fig. 12, series A y B, barras violetas y azules).

Los resultados de S. cerevisiae MBELGAG62 no mostraron diferencias significativas en
el contenido de glucosa entre los cultivos en caldo YPD y los lodos obtenidos por
fermentacion de mosto de 15,0 °Bx y pH: 5,5 (Fig. 12, series E y G, barras verdes). Sin
embargo, si se detecté un aumento significativo de la glucosa liberada a partir de lodos
obtenidos de fermentar mosto de 17,0 °Bx y pH: 4,5 (Fig. 12, series E y F, barras
verdes), condiciones de mayor estrés para la levadura que pudieron inducir un cambio
de composicidn en la pared celular. Respecto al contenido de mananos de pared, no
se detectaron diferencias significativas entre los cultivos de S. cerevisiae MBELGAG2
(Fig. 12, series E, F y G, barras violetas y barras azules).

Los cultivos del starter M6 (Fig. 12, series C y D) demostraron aumentos significativos
en el contenido de glucosa y de mananos de pared celular al ser obtenidos a partir de
micro-fermentaciones cerveceras (P < 0,05).

En el caso de P. kudriavzevii MBELGAG1 y el starter M6, los resultados permiten
afirmar que la composicion de mananos de pared es influida por las condiciones de
cultivo. El peso de mananos de pared relativo al peso seco de levadura aumenté al
realizar la micro-fermentacion en mosto cervecero, condicién de cultivo de mayor
estrés para las levaduras (estrés osmotico, pH bajo, limitacién de oxigeno).

Bueno y col. (2007) determinaron que la detoxificacién de AFB+ por S. cerevisiae es un
proceso rapido que involucra la formacion de un complejo reversible entre la toxina y la
superficie de la levadura, sin modificacién quimica de la toxina, y que requiere de la
integridad estructural de la pared celular. Por otro lado, Joannis-Cassan y col. (2011)
reportaron la dependencia de la adsorcién con el tipo de micotoxina y el tipo de
adsorbente ensayados (levaduras inactivadas, extracto de pared celular), pero sefalan
gque no existe una correlacion directa de la capacidad de captura con propiedades
bioquimicas de la pared, como el contenido de mananos o glucanos. En la misma
linea, Pereyra y col. (2013) determinaron que la captura de aflatoxinas y ZEA in vitro
no guarda correlacion con la composicion de la pared.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente tesis, la diferencia en el
contenido de mananos de pared determinado podria correlacionarse con el aumento
de la captura de AFB; de las levaduras obtenidas como lodos cerveceros, respecto de

aquellas obtenidas de cultivos en caldo YPD. Sin embargo, este aumento en la captura
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de AFB;s se cuantific6 también en lodos cerveceros de la cepa S. cerevisiae
MBELGAG2, la cual no presentd diferencia significativa en el contenido de mananos de
pared entre las diferentes condiciones de cultivo.

Los resultados obtenidos no son concluyentes respecto del papel de la composicién de
la pared celular de levaduras cerveceras en la captura de micotoxina. Cabe destacar
que el contenido de B-D-glucanos, sefalados como los principales responsables de la
adsorcion por algunos autores (Yiannikouris y col., 2006; Jouany y col., 2005), no
fueron cuantificados en este estudio. Posiblemente, el aumento significativo de la
captura de AFB1 por levaduras obtenidas como lodo de micro-fermentacion cervecera
guarde relacion con el contenido de B-D-glucanos o bien con cambios en la estructura
tridimensional de la pared celular y la disposicion de los mananos de pared, cuya

determinacion requiere el empleo de técnicas diferentes a la aplicada.

6.5 Conclusiones

Contemplando los mecanismos conocidos mediante los cuales las levaduras
antagonizan con hongos toxigénicos y contrarrestan los efectos negativos de sus
micotoxinas sobre la salud animal y humana, durante este capitulo se abordé la
caracterizacion de las levaduras cerveceras seleccionadas como agentes
biocontroladores del desarrollo de Aspergillus sp. y secuestrantes de AFB:.

Las levaduras cerveceras demostraron eficacia en la reduccion del crecimiento de
Aspergillus sp. en co-cultivos en agar papa, limitando las velocidades de crecimiento
radial de A. flavus CMUNLPI5 entre un 16,2 y un 37,8% y las velocidades de A.
parasiticus CMUNLP7 entre un 24 y un 42,5%, efecto que puede atribuirse a la
produccion de metabolitos antagonicos solubles y al consumo competitivo de
nutrientes del medio por parte de las levaduras. Durante estos ensayos se observo un
debilitamiento del micelio fungico y la ausencia de conidios en el borde de colonia de
Aspergillus sp. cercano al indculo de levaduras.

Ademas, se verifico la presencia de metabolitos solubles reductores de la germinacién
fungica en los sobrenadantes libres de células obtenidos de micro-fermentaciones de
mosto cervecero. Este hallazgo sugiere que los metabolitos antagonistas contra
Aspergillus sp. estarian presentes en la bebida producida con estas levaduras y en el
residuo de levaduras obtenido de la industria cervecera.

Adicionalmente, se confirmd la produccidon de metabolitos volatiles por las levaduras
cerveceras altamente efectivos en la inhibicién del desarrollo de Aspergillus sp.,
especialmente la levadura P. kudriavzevii MBELGA61. Todas las levaduras
prolongaron la fase de latencia fungica mas de un 100% y redujeron las velocidades

exponenciales de crecimiento entre un 20 y un 44%. Nuevamente se observé la
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incapacidad del hongo de producir conidios, sus estructuras reproductivas, en
presencia de los metabolitos volatiles de las levaduras cerveceras.

Estos estudios permiten afirmar que las levaduras cerveceras obtenidas como
subproducto residual de la fermentacién son agentes biocontroladores de Aspergillus
sp. efectivos, afectando sus parametros de crecimiento y su capacidad de producir
estructuras reproductivas. Estas observaciones sugieren el potencial de utilizar el
residuo de levaduras cerveceras como agente biocontrolador adicionado al alimento
balanceado para animales, lo que favoreceria el retraso del desarrollo fungico y una
limitacion en la produccion y dispersion de esporas en el alimento.

Luego, se estudiaron las propiedades de las levaduras cerveceras como agentes
citoprotectores y secuestrantes frente a AFB1. Se comprobd el efecto citoprotector de
las levaduras sobre la linea celular de hepatocitos humanos HepG2 en presencia de
aflatoxina, quedando pendiente el estudio de los mecanismos de accién de las
levaduras cerveceras que reducen los efectos citotoxicos de AFB+. Vinculada a este
efecto citoprotector, se demostré la capacidad de secuestro de aflatoxina de las
levaduras, con gran efectividad cuando se obtienen a partir de micro-fermentaciones
de mosto cervecero, con un 79,0 a 79,2% de la micotoxina inicial adsorbida por las
levaduras. Los porcentajes obtenidos superan a los reportados por otros autores en S.
cerevisiae cervecera (Gongalves y col., 2017; Bovo y col., 2015; Campagnollo y col.,
2015). Esta propiedad podria significar la proteccion de los pollos de cria alimentados
con estas levaduras de los efectos del consumo de alimento contaminado con
micotoxinas. En el capitulo previo se comprobé la baja eficiencia de las levaduras
cerveceras para adherirse a la linea celular intestinal Caco-2/TC7 (seccion 5.4.7).
Dicho resultado, en perspectiva, reviste el mayor interés, puesto que la eliminacion de
la micotoxina del organismo del ave requiere un transito rapido de la levadura unida a
AFB1 por el tracto intestinal y su pronta excrecion.

Estos resultados permiten postular al residuo de levaduras subproducto de la
fermentacion cervecera como un potencial agente biocontrolador de Aspergillus sp. y
detoxificante para ser aplicado como suplemento de alimento para pollos.

De acuerdo a los estudios realizados, el residuo de levaduras cerveceras viables
podria utilizarse en la formulacion de alimento balanceado sin requerimiento de
tratamientos previos de inactivacion. Esto permitiria reducir los costos de produccion
del alimento adicionado, ademas de aprovechar las propiedades de las levaduras
viables, sintetizadas por Pfliegler y col. (2015): su capacidad de fermentacién; un
menor impacto negativo en los propiedades organolépticas del producto adicionado,

respecto del agregado de ciertos otros aditivos; el potencial efecto probidtico de su
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consumo y su potencial para la biodegradacion de toxinas, propiedad cuyo estudio no

fue abordado durante la presente tesis.
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Aplicaciones de los estudios abordados durante esta tesis en la elaboraciéon
cervecera y en la formulacién de un alimento balanceado para pollos adicionado

con residuo de levaduras

7.1 Introduccién

Los estudios descritos en capitulos previos permitieron corroborar que las levaduras
cerveceras seleccionadas y obtenidas como subproducto de la fermentacion del mosto
de cebada poseen capacidades antimicrobianas, antifungicas, secuestrantes de
micotoxinas y citoprotectoras. Estos resultados son coherentes con investigaciones
previas realizadas sobre cepas de Saccharomyces sp. aisladas de alimentos y bebidas
con potencial probiotico y biopreservante (Martins y col., 2005, 2007, 2011; Generoso
y col., 2011; Kourelis y col.,, 2010; Pizzolitto y col., 2013), entre ellas, de cerveza
(Campagnolo y col., 2015; Bovo y col., 2015). Durante este trabajo se comprobé que el
residuo de levaduras viables tal y como se genera en la cerveceria, sin pre-
tratamientos de inactivacion, exhibe las propiedades mencionadas. Esta observacion
es relevante en relacion a los costos de produccion del alimento suplementado con
levaduras, que se verian incrementados en caso de requerirse tratamientos previos
sobre el residuo. Ademas, la adicion directa del residuo a la dieta balanceada permite
aprovechar las propiedades probioticas de las levaduras.

El empleo de levaduras en la decontaminacion de alimento para animales es una
estrategia difundida, dada la comprobada disminucién de la biodisponibilidad de
aflatoxinas y la consecuente reduccion de su adsorcion a nivel intestinal en presencia
de levaduras adicionadas (Slizewska y Smulikowska, 2011). Se ha documentado la
inocuidad del empleo de algunas cepas probidticas de la especie S. cerevisiae en
alimentacién animal y su habilidad de secuestrar AFB1 cuando se las incluye en la
dieta (Pizzolitto y col., 2013). Los extractos de pared celular de levaduras también son
efectivos en la adsorcién de aflatoxina y otras micotoxinas, como la zearalenona
(Pereyra y col., 2013).

Existe una variedad de estudios in vivo que comprueban el efecto positivo de la
inclusién de levaduras o de extracto de pared celular de levadura en la dieta de aves
de cria (Magnoli y col., 2017; Shareef y Al-Dabbagh, 2009; Santin y col., 2001, 2003).
Se ha reportado la factibilidad del reemplazo de antibidticos, empleados como
promotores del crecimiento de aves, por levaduras y pared celular de levaduras sin
detrimento de los parametros productivos (Ghosh y col., 2012). Adicionalmente, se han
estudiado los beneficios en la detoxificacion de AFB: al suplementar la dieta con
levaduras. Santin y col. (2003) comprobaron la reduccion del efecto toxico de las

aflatoxinas en pollos de cria alimentados con dietas suplementadas con paredes
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celulares de levaduras cerveceras (S. cerevisiae var. Calsberg, producto comercial
Pronady500®). Otros autores comprobaron que la adicion de levaduras al alimento
balanceado contaminado con aflatoxinas disminuy6 los efectos negativos sobre la tasa
de consumo del alimento, la ganancia de peso y la conversion alimenticia en
codornices japonesas. Ademas, la adicién de S. cerevisiae a alimento no contaminado
mejord significativamente todos los parametros de crecimiento de codornices en
alrededor de un 40% (Parlat y col., 2001). Mas recientemente, Magnoli y col. (2017)
demostraron que la adicion de P. kudriavzevii al alimento balanceado de pollos mejora
los parametros productivos y genera efectos protectivos sobre dietas contaminadas
con AFB;.

Dado que la presente tesis se desarrolla en el marco de un proyecto de investigacion y
extension que tuvo origen en la demanda de asesoria técnica y tecnoldgica de los
cerveceros artesanales locales platenses, parte de los experimentos realizados fueron
disenados en respuesta a estas demandas. Particularmente, una inquietud planteada
por los productores se vincula a la reproducibilidad de su proceso de elaboracién y de
la bebida lograda y al impacto que tiene la correcta manipulacion de los starters de
levaduras en su capacidad de repetir una receta cervecera. Por este motivo, se
llevaron a cabo estudios de la composicion del starter mixto M6 y de su producto de
fermentacion luego de varios subcultivos, con el objetivo de asesorar a los cerveceros
artesanales en cuanto a la reproducibilidad de su cerveza, relacionada a la estabilidad
del starter. Adicionalmente, la estabilidad de los starters cerveceros tiene impacto en la
composicion del residuo que se adicionara al alimento para pollos y, por lo tanto,
influye en la reproducibilidad de la composicion del alimento.

En el presente capitulo, se describen los resultados del estudio dirigido a valorizar el
residuo de la industria cervecera, compuesto por levaduras viables y el sobrenadante
de fermentacion, como suplemento de alimento balanceado para pollos con capacidad
antagonista contra Aspergillus sp. Inicialmente, se desarrollaran los resultados
obtenidos a partir de ensayos que abordan aspectos de la elaboracion de cerveza con
el starter M6 y cuyas conclusiones aportan a la asesoria de productores locales en la
manipulacién de estas levaduras (parte A). A continuacién, se describiran los
resultados obtenidos del analisis bromatoldégico y microbioldgico del alimento

formulado por adicion del residuo obtenido con las levaduras del starter M6 (parte B).
7.2 Hipotesis

La practica de reutilizacién de las levaduras en la elaboracién de cerveza artesanal

podria modificar las poblaciones relativas de starters cerveceros mixtos.
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Las caracteristicas originales del proceso fermentativo cervecero y del producto de
fermentacion obtenido con un starter mixto modificado por reutilizacién podrian
recuperarse mediante co-inéculo de las especies de levaduras presentes inicialmente

en el starter.

El residuo de levaduras tal y como se obtiene de la elaboracion cervecera podria ser
empleado en la formulacién de un alimento balanceado para produccién avicola con
capacidad de biocontrol sobre la micobiota natural del alimento y de secuestro de
AFB:.

7.3 Objetivos especificos

e Estudiar comparativamente diferentes disefios de co-fermentacion con el
starter mixto M6 y sus levaduras aisladas a fin de determinar cual logra mayor
reproducibilidad en la elaboracion de cerveza y estabilidad en la composicidn
del RLC que se adicionara al alimento para pollos.

e Determinar la capacidad del residuo de levaduras obtenido de capturar y
retener AFB+ en las condiciones del pasaje por el TGl de pollos simulado in
vitro.

e Formular y caracterizar aspectos fisicoquimicos y microbiolégicos de un
alimento balanceado para pollos suplementado con el residuo de levaduras
subproducto de la fermentacion cervecera.

e Estudiar el efecto de la presencia de levaduras cerveceras sobre el desarrollo

de la micobiota natural en el alimento formulado.

7.4 Resultados y discusion

Parte A. Fermentaciones alternativas con el starter M6 para la elaboraciéon de
cerveza

7.4.1 Optimizacién del disefio de fermentacién para la obtencion de cerveza y residuo
de levaduras cerveceras (RLC)

Como se ha mencionado, la eleccién de la levadura que fermenta el mosto tiene un
gran impacto en las cualidades sensoriales de la cerveza obtenida. Las especies no
sacaromicéticas tienen el potencial de producir diversidad de sabores y aromas, pero
generalmente presentan muy baja produccion de etanol comparadas con S.
cerevisiae. La estrategia mas conveniente para su incorporacion a la produccién de
cerveza es la co-inoculacion simultanea o secuencial con Saccharomyces sp.

El starter M6 estad constituido por mas de una cepa, entre ellas S. cerevisiae
MBELGAG2 y la levadura no convencional P. kudriavzevii MBELGA61. P. kudriavzevii
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MBELGAG61 demostré no ser buena productora de etanol y CO,, aunque se adapté a
las condiciones de fermentacién del mosto cervecero y logré atenuarlo (seccion 4.4.6).
Esto sugiere el desarrollo de metabolismos alternativos al fermentativo, posiblemente
vinculados a la produccion de biomasa y de metabolitos solubles y volatiles. En
correlato con esta hipétesis, se comprobé la produccion de metabolitos volatiles con
gran capacidad antifungica por parte de esta levadura (seccién 6.4.3).

S. cerevisiae MBELGAG2 fermentd el mosto cervecero a velocidades que superaron
las del control positivo Safbrew T-58 (Fermentis), con buena produccion de etanol y
2,3-butanediol (seccién 4.4.6), y comprobd ser capaz de metabolizar el azucar
complejo maltotriosa (seccion 4.4.5), que P. kudriavzevii MBELGA61 no es capaz de
asimilar. Comprobadas las capacidades tecnolégicas de S. cerevisiae MBELGAG2 en
la produccion de cerveza y las propiedades de P. kudriavzevii MBELGAG61 en la
produccién de metabolitos volatiles con potencial de aportar al perfil sensorial de esta
bebida, en esta etapa se propuso utilizar subcultivos del starter M6 para producir una
cerveza atenuada.

Se llevé a cabo el monitoreo de una fermentacion de mosto cervecero a escala
laboratorio con subcultivos del starter M6 completo, que puede describirse como una
co-fermentacién simultanea de las levaduras que componen al starter. Las curvas de
pérdida de peso y consumo de glucosa registradas se grafican en la figura 1, junto a
las curvas que se obtuvieron previamente (seccidon 4.4.6) para los aislamientos S.
cerevisiae MBELGAG2 y P. kudriavzevii MBELGAG1.
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Fig. 1. Co-fermentaciones simultaneas. A. Curvas de incremento de peso perdido [g] en el
tiempo [h]. B. Curvas ajustadas de porcentaje de glucosa consumida en el tiempo [h]. Se grafica
el promedio del triplicado de cada tratamiento y las barras de error representan la desviacion
estandar de las réplicas. Las fermentaciones se llevaron a cabo en mosto cervecero formulado
en el laboratorio de 17,0 °Bx y pH 4,5 + 0,1 a 20 °C. Como control positivo de fermentacion se
empled el starter comercial Safbrew T-58 (Fermentis, Francia). e S. cerevisiae MBELGAG2. %
P. kudriavzevii MBELGA61.  Starter M6, a partir del cual se aislaron S. cerevisiae MBELGAG2
y P. kudriavzevii MBELGAB1. = Control positivo de fermentacion.
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Los ensayos evidenciaron un comportamiento fermentativo del subcultivo del starter
M6 idéntico al comportamiento del aislamiento P. kudriavzevii MBELGAG1 (Fig. 1).
Este resultado puede interpretarse como producto de la variacion de las poblaciones
relativas de las levaduras del starter M6 a través de sucesivos repiques en el
laboratorio. Posiblemente, el subcultivo del starter favorecié un rapido crecimiento de
P. kudriavzevii MBELGAG61 y un desbalance en la microbiota original. En estas
condiciones, S. cerevisiae MBELGAB2 y ofras levaduras sacaromicéticas que pudieran
formar parte del starter disminuyeron ostensiblemente. Como resultado, el starter M6
enriquecido en P. kudriavzevii MBELGA61 muestra una capacidad fermentativa
disminuida respecto del starter original.

Adicionalmente, cuando se estudiaron las cinéticas de crecimiento de los aislamientos
en mosto de cebada, P. kudriavzevii MBELGA61 mostré una fase de latencia nula y
una cosecha maxima superior a la alcanzada por S. cerevisiae MBELGAG62 (P < 0,05,
Tabla 6F, seccién 4.4.5). Es decir, si bien P. kudriavzevii MBELGAG61 no fermenta el
mosto de cebada, si logra crecer en él desde el momento inmediato al in6culo. Esta
ventaja frente a S. cerevisiae MBELGAG2, sumada a los sucesivos subcultivos del
starter M6 previos a la fermentacion, podrian explicar el dominio del nicho por la
levadura no sacaromicética.

Cuando se realiz6 el analisis HPLC del producto de fermentacion del starter M6, se
constaté una composicion muy diferente de aquél obtenido con la levadura
sacaromicética S. cerevisiae MBELGAG2 (P < 0,05). Los metabolitos cuantificados se
sintetizan en la Tabla 1 y se grafican en la figura 2, junto a los metabolitos
determinados en los productos fermentados por los aislamientos en etapas previas

(seccibn 4.4.6), para facilitar la contrastacion de resultados.

Tabla 1. Metabolitos solubles determinados en el producto de co-fermentacion

simultanea del starter M6 y en fermentaciones de sus levaduras aisladas

Glicerol 2,3- butanediol Eritritol Etanol Glucosa Fructosa
Cepal Starter
[g/L] [g/L] [g/L] [% VIV] [g/L] [g/L]
Starter M6 0,77 £0,02~| 0,08 +0,01~ |0,04 +0,00~]1,19+0,03A(0,00+0,624] 0,00 +0,00A
Sc MBELGAG62 | 2,54 +0,02 8 0,3+0,018 0,06 + 0,008 6,48 +0,048)0,00+0,71A| 0,00 +£0,004
Pk MBELGAG61 | 0,77 +0,02 A 0,1+0,01A 0,04 +£0,00~| 1,19 £ 0,04~ 0,00 + 0,66 ~A| 0,00 £ 0,00~

Micro fermentaciones realizadas a 20 °C en 70,0 mL de mosto elaborado en laboratorio de 17,0 °Bx y pH 4,5
+ 0,2. Los resultados se expresan como el promedio de las medidas realizadas sobre tres fermentaciones
por cada cepa  la desviacion estandar. Cada producto de fermentacion se midié por duplicado en HPLC. Sc
MBELGA62: S. cerevisiae MBELGAG62. Pk MBELGA61: P. kudriavzevii MBELGA61. Letras mayusculas
superindice distintas indican diferencias significativas entre los valores de un metabolito determinados en
diferentes productos fermentados (P < 0,05.
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Fig. 2. Metabolitos solubles cuantificados en el producto de la fermentacion del mosto cervecero con
starter M6 y levaduras aisladas del starter. Se grafica el promedio del triplicado de cada tratamiento, y las
barras de error representan la desviacion estandar de las réplicas. Simbolos iguales (*,+,!,”,#,&,°) indican
que no existe diferencia significativa entre los valores (P < 0,05). Sc MBELGAG62: S. cerevisiae
MBELGAG62. Pk MBELGAG61: P. kudriavzevii MBELGA61. Starter M6: starter cervecero a partir del cual se

aislaron S. cerevisiae MBELGAG2 y P. kudriavzevii MBELGAG1. = Glucosa [g/L]. ® Fructosa [g/L]. ® Eritritol

[g/L]. = Glicerol [g/L].  2,3-butanediol [g/L]. = Etanol [% V/V].

A partir del analisis HPLC se verifico el consumo total de la glucosa y la fructosa del
mosto con muy baja producciéon de etanol por el starter M6 (Tabla 1, Fig. 2). Estos
resultados dan cuenta de la similitud entre los productos de fermentacion del starter
M6 y de P. kudriavzevii MBELGAG1 y de su diferencia significativa con el producto
fermentado por S. cerevisiae MBELGA62 (P < 0,05, Fig. 2). Una observacion de
interés respecto de la aplicacion que busca darse al residuo de fermentacion es el bajo
contenido de etanol detectado, respecto del esperado, que implica una actividad
antimicrobiana disminuida del sobrenadante de fermentacion del RLC.

En sintesis, los resultados de la co-fermentacién simultanea de las cepas que
constituyen al subcultivo del starfer M6 no son satisfactorios respecto a la produccion
cervecera y son subodptimos en lo que respecta a la obtencion de un lodo de levaduras

multicepa antimicrobiano y antifingico. Segun Gibson y col. (2017), la co-inoculacién
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de levaduras no sacaromicéticas limitadas en su capacidad de fermentar el mosto
asegura que dichas levaduras no dominaran el proceso de elaboracién de cerveza. Sin
embargo, mantener una comunidad compleja de levaduras podria ser un desafio para
la industria cervecera, dadas ciertas practicas instaladas de reutilizacién de las
levaduras en sucesivos batch (Gibson y col., 2017). Esta apreciacion se constatd en
nuestra experiencia.

Como alternativa, se procedi6 al disefio y evaluacion de co-fermentaciones
secuenciales, con indculo inicial del starter M6 o de P. kudriavzevii MBELGAG1 y una
co-inoculacion posterior con S. cerevisiae MBELGAG2, al 1% del recuento alcanzado
por la levadura iniciadora al momento de la siembra. La figura 3 muestra las curvas de
pérdida de peso acumulado en el tiempo de las co-fermentaciones secuenciales en
comparacion con las curvas de las fermentaciones llevadas a cabo por el starter M6 o

por P. kudriavzevii MBELGAG1 sin co-inéculo posterior.
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Fig. 3. Curvas de incremento de peso perdido [g] en el tiempo [h] durante co-fermentaciones secuenciales
del mosto cervecero. La co-inoculacién fue realizada transcurridas 66 h de incubacion. Se grafica el
promedio del triplicado de cada tratamiento y las barras de error representan la desviacion estandar de las
réplicas. Las fermentaciones se llevaron a cabo en mosto cervecero formulado en el laboratorio de 17,0
°Bx y pH 4,5 £ 0,1 a 20 °C. % P. kudriavzevii MBELGA61.  Starter M6, a partir del cual se aislaron S.
cerevisiae MBELGAG62 y P. kudriavzevii MBELGA61. m Co-fermentacion starter M6 + S. cerevisiae
MBELGAG2. ¢ Co-fermentacion P. kudriavzevii MBELGAG61 + S. cerevisiae MBELGAG2.
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Las curvas correspondientes a co-fermentaciones secuenciales muestran una inflexion
a las 66 horas, momento en el que se realizé la co-inoculaciéon con S. cerevisiae
MBELGAG62 al 1%, mientras que las fermentaciones llevadas a cabo por el starter M6
0 por P. kudriavzevii MBELGAG61 sin co-indculo posterior, no exhiben modificacion en
el comportamiento de la curva (Fig. 3).

A partir de la co-inoculacion de S. cerevisiae MBELGAG62 se determind un rapido
incremento en la pérdida de peso, vinculada a la produccion vy liberacién de CO; via
fermentacion etandlica. La figura 4 ilustra los resultados del analisis HPLC de los
productos de fermentacion de las co-inoculaciones secuenciales en contraste con los
metabolitos detectados en fermentaciones llevadas a cabo por S. cerevisiae
MBELGAG2 o el starter M6 (Tabla 1).
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Fig. 4. Metabolitos solubles cuantificados en los productos de co-fermentaciones secuenciales del mosto

cervecero. Se grafica el promedio del triplicado de cada tratamiento y las barras de error representan la
desviacion estandar de las réplicas. Simbolos iguales (*,+,”,#) indican que no existe diferencia significativa
entre los valores (P < 0,05). A: S. cerevisiae MBELGAB2. B: co-fermentacion starter M6 + S. cerevisiae
MBELGAG62. C: co-fermentacién P. kudriavzevii MBELGAB1 + S. cerevisiae MBELGAG2. D: starter M6:

starter cervecero a partir del cual se aislaron S. cerevisiae MBELGAG2 y P. kudriavzevii MBELGAG1. =

Eritritol [g/L]. ® Glicerol [g/L]. = 2,3-butanediol [g/L]. = Etanol [% V/V].
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El analisis revela un contenido de etanol mucho mas elevado en los productos de
fermentacion de las co-fermentaciones secuenciales respecto del producto obtenido
con el starter M6, si bien presentan una reduccion significativa respecto al contenido
de etanol de fermentaciones realizadas con S. cerevisiate MBELGAG2 como unico
inéculo (P < 0,05, Fig. 4).

Respecto al contenido de glicerol, la cantidad acumulada durante las co-
fermentaciones secuenciales superan significativamente al contenido determinado en
fermentaciones con S. cerevisiae MBELGAG2 o el starter M6 (P < 0,05, Fig. 4). Este
interesante resultado sugiere que la cerveza producida en co-fermentaciones
secuenciales con estas levaduras podria destacar en propiedades sensoriales
positivas asociadas al glicerol, como un mayor “cuerpo” o “redondez”, suavidad al
paladar, sensacién de plenitud en boca y mayor intensidad del sabor de la bebida
(Zhao y col., 2015).

A partir de estos ensayos se concluye que es posible recuperar la capacidad de
fermentacion de un starter que se ha modificado en reutilizaciones sucesivas mediante
co-inoculacion de una levadura con comprobada competencia para fermentar y
atenuar el mosto cervecero. Tal observacion aporta conocimiento plausible de ser
aplicado en la asesoria a cerveceros locales que deseen utilizar el starfer M6 u otros
starters con poblaciones mixtas en su produccion. Por un lado, se les podra asesorar
en la seleccion de una cepa cervecera conveniente para restituir la capacidad
fermentativa de su starter, ademas de suministrar tal cepa. Por el otro, los productores
podran renovar sus starters cuando lo consideren necesario; éstos se mantendran
crioconservados en el Banco de Levaduras Cerveceras de la FCE-UNLP, que
actualmente esta en construccion. Tanto el starter M6 original como sus aislamientos
se encuentran criopreservados a -80 °C y estaran a disposicion de los productores
locales, junto a una variedad de levaduras conservadas de forma éptima.

Desde la perspectiva de la obtenciéon de un RLC optimizado, las co-fermentaciones
secuenciales produjeron lodos en los que conviven S. cerevisiae MBELGA62 y P.
kudriavzevii MBELGAG1 con un sobrenadante con elevadas concentraciones del
metabolito antimicrobiano etanol. En etapas previas, ambas levaduras demostraron
una elevada resistencia al TGl de pollos simulado in vitro de sus RLCs (seccién 5.4.2).
P. kudriavzevii MBELGAG61 y S. cerevisiae MBELGAG2 generaron metabolitos solubles
y volatiles que reducen el crecimiento de Aspergillus sp. (seccion 6.4.2 y 6.4.3) y
ambos aislamientos, asi como el starter M6 completo, demostraron gran eficiencia en
el secuestro de AFB4 (seccion 6.4.5) y una elevada capacidad citoprotectora de la

linea celular HepG2 desafiada con esta micotoxina (seccion 6.4.4).
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A partir de estos resultados, se definié la producciéon de un residuo de levaduras
cerveceras con potencial biopreservante contra hongos y mitigante de los efectos de
sus toxinas mediante co-fermentaciones secuenciales del starter M6 y S. cerevisiae

MBELGAG2, para abordar los experimentos que se describen a continuacion.

Parte B. Formulaciéon de un alimento balanceado para pollos adicionado con
RLC del starter M6

7.4.2 Estudio de la capacidad del RLC de secuestrar y retener AFB; a través del
pasaje por el TGl de pollos simulado in vitro

Una vez estudiada la estabilidad de la composicion del starter mixto M6 y las
estrategias que contribuyen a estandarizar la cerveza producida y, consecuentemente,
el RLC obtenido a partir de estas fermentaciones, se avanzo en la caracterizacién del
residuo respecto a su comportamiento en las condiciones del TGI de pollos.

En etapas previas, se caracterizd la performance del subproducto de levaduras
cervecera en el TGl de pollos, corroborando su capacidad de sobrevivir a las
condiciones simuladas in vifro de pH, temperatura, presencia de bilis y enzimas y
tiempos de permanencia en los compartimentos gastrico e intestinal (secciones 5.4.1,
5.4.2, 5.4.3). Posteriormente, se establecid6 su elevada eficiencia como agente
secuestrante de AFB+4, capaz de capturar el 79,1% de la toxina presente en el medio
(seccion 6.4.5). En este punto, se presenta pertinente evaluar la capacidad del RLC
producido por co-fermentacion secuencial del starter M6 y S. cerevisiae MBELGAG2
de secuestrar AFB1 y retenerla durante el pasaje por el TGl de pollos. Adicionalmente,
se estudiaron las propiedades de los RLC obtenidos de fermentaciones llevadas a
cabo con S. cerevisiae MBELGAG62 o P. kudriavzevii MBELGAG1.

Con este objetivo, se llevd a cabo el secuestro de AFB: como se describid
previamente, se recupero el pellet de levaduras unidas a aflatoxinas y se lo incub6 en
las condiciones gastrica e intestinal emuladas in vitro (seccion 3.30). Posteriormente,
se determiné la concentraciéon de AFB+ remanente en los sobrenadantes, producto de

la desorcion. Los resultados se sintetizan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Desorcién de AFB1 de la superficie de las levaduras cerveceras durante

el pasaje Gl simulado in vitro

% Desorcion de AFB
RLCF . . C .
Post pasaje Post pasaje Post pasaje gastrico
gastrico intestinal + intestinal
Pk MBELGAG61 12,9 £ 0,124 12,2 + 0,37 25,1 +£0,4*
Sc MBELGAG62 13,1 £ 0,13~ 12,8 + 0,228 259 +0,38
Starter M6 12,1 £ 0,128 10,7 £ 0,1°C 22,8 +0,2°

La AFB1 liberada se determind en los sobrenadantes de incubacion empleando un kit ELISA (Veratox®,
Neogen Corporation, USA). °El porcentaje de AFB1 de-adsorbida se calcul6 respecto de la concentracion
inicial de AFB+ empleada en el ensayo de secuestro (300 ppb). Los resultados se expresan como el
promedio * la desviacion estandar de tres experimentos en duplicado. FLevaduras obtenidas como
residuo de fermentacion cervecera. Letras mayusculas distintas indican diferencia significativa (P < 0,05)
en la desorcion entre las levaduras. Letras mindsculas distintas indican diferencia significativa (P < 0,05)
en la desorcion producida por las incubaciones aplicadas a una misma levadura. Pk: P. kudriavzevii
MBELGAG61. Sc: S. cerevisiae MBELGAG62. Starter M6: starter a partir del cual se aislaron P. kudriavzevii
MBELGAG61 y S. cerevisiae MBELGAG2.

P. kudriavzevii MBELGAG61 y S. cerevisiate MBELGAG62 perdieron un 25% de la
micotoxina capturada previo al pasaje por el TGl simulado (Tabla 2), reteniendo un
54% de la AFB; inicialmente presente en la suspensién de desafio (300 ppb). En el
caso del RLC de starfer M6, el porcentaje de AFB: retenida fue de 56%,
significativamente superior al obtenido con las levaduras aisladas (P < 0,05).

De acuerdo a Jespersen y col. (en Moslehi-Jenabian y col., 2010), el complejo S.
cerevisiae/AFB1 es estable durante el pasaje por un modelo in vitro del tracto
gastrointestinal humano. Previamente, Shetty y col. (2007) demostraron que la
adsorcion de aflatoxina por S. cerevisiae es cepa-especifica y se potencia luego del
tratamiento térmico y acido de las levaduras, logrando una captura de hasta el 78% de
la aflatoxina total en suspension post tratamiento. Es decir, el pasaje por condiciones
similares a las del TGl humano potenciaria la capacidad de las cepas estudiadas por
estos investigadores de capturar aflatoxina.

Los resultados obtenidos durante la presente tesis indican que existe desorcion de la
toxina en las condiciones simuladas del TGl de pollos. Cabe destacar que el TGl
humano, modelo de estudio de Shetty y col. (2007), presenta diferencias sustanciales
con el TGI de pollos, que funciona a mayor temperatura (41 °C), menor pH gastrico
(pH 2,5) y tiempos totales de exposicion mas prolongados (8 h) que el modelo humano
(37 °C; pH gastrico 3,0; 4 h totales, Minekus y col., 2014).
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Sin embargo, los resultados aqui presentados indican que mas del 50% de la
micotoxina presente originalmente en un alimento contaminado seria capturado y
retenido por el residuo de levaduras de la industria cervecera y excretado en las heces
del pollo, impidiendo su absorcién a nivel intestinal y previniendo su efecto nocivo

sobre la salud animal.

7.4.3 Formulacién de un alimento para pollos suplementado con RLC

La formulacién de alimento suplementado requirié del estudio de una etapa inicial de
obtencion del RLC, seguida de su adiciéon en una proporcién que garantice un cierto
recuento de levaduras viables por gramo de alimento. Adicionalmente, se investigo el
aporte nutricional que significa la adicion de levaduras cerveceras al alimento en
relacion a los requerimientos nutricionales de pollos de engorde.

El disefio de la co-fermentacion secuencial para obtener el RLC (seccion 7.4.1) tuvo
en cuenta los resultados de caracterizaciones previas de las levaduras cerveceras
aisladas y del starter M6. Se estima que una mayor concentracion de etanol y una
menor disponibilidad de azucares residuales en el producto, atribuibles a las
competencias fermentativas de S. cerevisiae MBELGA62, combinados con la
acumulacién de compuestos solubles y volatiles antagonistas contra Aspergillus sp.,
asociados especialmente al metabolismo de P. kudriavzevii MBELGAG61, potenciaran
el efecto biocontrolador en el alimento adicionado.

Es importante recordar que el RLC se agreg6 al alimento sin realizar pre-tratamientos
de inactivacion del efluente. Esta decision estratégica favorece la valorizacion del
residuo, pues no implica un costo adicional para el productor cervecero, y facilita su
aplicacion en alimentacion animal a mayor escala. Ademas, posibilita mantener un
recuento de levaduras viables y metabdlicamente activas asociado a un potencial
probidtico y biocontrolador del alimento producido en estas condiciones.

Se llevaron a cabo réplicas bioldgicas de co-fermentaciones secuenciales con el
starter M6 y S. cerevisiae MBELGAG2, denominadas A y B, en diferentes frascos
erlenmeyer conteniendo mosto de cebada rubia incubados en idénticas condiciones
(seccién 3.29). Una vez detenidas las fermentaciones, el RLC decantado al fondo de
los frascos se cosechd, recuperando un residuo que incluyé la biomasa de levaduras y
un sobrenadante de fermentacion (cerveza inmadura).

Adicionalmente, se recuperaron los sobrenadantes de mosto fermentado, que fueron
centrifugados vy filtrados para obtener el mosto fermentado libre de células, con el que
se elabord un control de alimento para pollos adicionado con los metabolitos solubles

producto de la fermentacion pero sin levadura cervecera.
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Respecto al contenido de levaduras o6ptimo para lograr un efecto antifungico y
secuestrante de micotoxinas, Pizzolitto y col. (2013) informaron la reduccion de los
efectos nocivos en la salud de pollos del consumo de dietas contaminadas con AFB;
cuando se adiciona S. cerevisiae CECT 1891 liofilizada en concentraciones de 10™
células/kg.

De acuerdo a esta investigacion, se realizaron los calculos pertinentes para determinar
una adicion de RLC que aporte un recuento de levaduras viables de entre 107 y 108
por gramo de alimento (secciéon 3.31.2). Se produjeron entonces dos alimentos
balanceados suplementados con las réplicas biolégicas de RLC al 20% p/p,
denominados tratamiento A y tratamiento B.

Por un lado, se adicion6 el alimento para pollos bb PRENUT tal y como se adquirio,
produciendo un total de 250 g del alimento NO ESTERILIZADO (NE) suplementado;
125 g se produjeron con la réplica biolégica A de RLC y otros 125 g se produjeron con
la réplica bioldgica B.

Ademas, se produjeron 100 g de alimento NE suplementado al 20% p/p con el
sobrenadante de mosto fermentado filtrado (control con metabolitos solubles libre de
células) y 100 g de alimento NE control adicionado con agua destilada estéril (control
negativo).

Por otro lado, alimento para pollos bb PRENUT del mismo lote se esterilizé por
autoclave previo a la adicion del RLC. Se produjeron un total de 250 g de alimento
ESTERIL (E) suplementado, 125 g de ellos producidos con la réplica bioldgica A de
RLC y otros 125 g se produjeron con la réplica bioldégica B. Ademas, se produjeron 100
g de alimento E suplementado al 20% p/p con el sobrenadante de mosto fermentado
filtrado (control con metabolitos solubles libre de células) y 100 g de alimento E control
adicionado con agua destilada estéril (control negativo). En la Tabla 3 se sintetizan los

alimentos formulados.
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Tabla 3. Alimentos formulados a partir de alimento Prenut para pollo casero BB

Alimento para pollos BB Prenut®

Sin acondicionamiento previo, Autoclavado a 121 °C, 15 min,
NO ESTERILIZADO (NE) ESTERILIZADO (E)?
e Adicionado con RLC A, 125¢ e Adicionado con RLC A, 125 ¢
e Adicionado con RLC B, 125 g e Adicionado con RLC B, 125 g
e Adicionado con mosto fermentado e Adicionado con mosto
filtrado, 100 g fermentado filtrado, 100 g
e Adicionado con agua destilada e Adicionado con agua destilada
estéril, 100 g estéril, 100 g

%Alimento balanceado completo Prenut para pollo casero BB (PRENUT S.A., Argentina), certificado
SENASA N° 03-347/A. BEI alimento se dispuso en bolsas de papel aptas para autoclave y se incluyeron
tiras reactivas de autoclave para garantizar la eficiencia del proceso. EI RLC con el cual se adicionaron los
alimentos formulados se obtuvo como se describe en la seccion 3.29. RLC: residuo de levaduras
cerveceras. A y B se produjeron con RLCs producidos de forma independiente y se adicionaron al
alimento Prenut BB. El alimento balanceado Prenut BB se esterilizé (0 no) previamente a la adiciéon de

levaduras.

Una vez producidos los alimentos adicionados, se procedié a su analisis fisicoquimico
y microbioldgico y al estudio de sus propiedades biopreservantes antifungicas contra la
contaminacion natural del alimento balanceado. Ademas, se estudiod la sobrevida de

las levaduras adicionadas en el alimento contaminado artificialmente con Aspergillus

sp.

7.4.4 Caracterizacion fisicoquimica del alimento para pollos formulado por adicién de
RLC

El contenido en proteinas del alimento balanceado para pollos es un factor
determinante en la produccion, ya que la proteina en defecto disminuye los
rendimientos en kg de carne producida, mientras que el exceso de proteina implica el
catabolismo de los aminoacidos y su excrecion como acido Urico, con la consecuente
pérdida econdmica (Gémez y col., 2011). Por un lado, las dietas de pollos de engorde
deben ofrecer un nivel proteico que minimice el uso de aminoacidos como fuente de
energia (Bertechini, 2012); por otro, se debe garantizar un nivel 6ptimo de
aminoacidos totales y esenciales. Se ha reportado que reducir excesivamente los
niveles de proteina, conlleva la disminucion del tejido magro y aumenta la grasa
abdominal de pollos, reduciendo la productividad (Torres-Novoa, 2017).

Algunos autores (Makinde y Egbekun, 2016; Mahmoud y col., 2017), observaron una

mejor ganancia de peso, conversion alimenticia, digestibilidad de proteina bruta y
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rendimiento de la canal utilizando un 22% de proteina bruta en la dieta. Guilcapi (2013)
observé que, durante la etapa de crecimiento, una dieta con 20% de proteina bruta
mejora la ganancia de peso y la conversion alimenticia, mientras que en la etapa de
engorde, los parametros se optimizan con un 18% de proteina bruta. EI Manual Cobb
para la cria de pollos de engorde sugiere un porcentaje de proteina bruta del 23% en
la dieta.

De acuerdo a estos reportes, el contenido de proteina total de la dieta es un parametro
importante en avicultura. Asimismo, la cantidad de energia aportada por el alimento
debe considerarse especialmente. Ambos fueron contemplados en la caracterizacion
fisicoquimica del alimento producido, entre otros parametros.

En la formulacién, se emple6 alimento balanceado completo Prenut para pollo casero
BB (PRENUT S.A., Argentina), certificado SENASA N° 03-347/A. El fabricante informa
un tenor minimo de proteina bruta de 15 g cada 100 g de alimento y 2500 kcal/kg de
energia metabolizable. Seria conveniente que la adicion del RLC represente un
aumento del contenido de proteina total, para aproximarse a los requerimientos de
proteina de una dieta 6ptima (Makinde y Egbekun, 2016; Mahmoud y col., 2017;
Guilcapi, 2013).

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicion porcentual de los alimentos formulados

Alimento PRENUT BB no esterilizado
Determinacion
fisicoquimica Adicionado Adicionado con Adicionado con
con RLCE sobrenadante fermentado | agua destilada
libre de células? estéril®
Cenizas totales [g/100g] 7,09 £ 0,254 6,82 + 0,66 7,34 £ 0,437
Humedad [g/100g] 25,54 + 0,094 25,28 +0,38* 23,13 +0,978
Energia bruta A A A
[Kcal/100 g] 308,86 + 10,27 315,22 + 21,32 324,58 + 18,71
Carbohidratos [g/100g] 56,88 + 2,05 59,01 + 4,22 60,1 + 3,28°
Proteina total [g/100g] 6,72 £ 0,114 6,74 £ 0,324 6,83 £ 0,27°
Grasas totales [g/100g] 2,52 +0,17A 2,15+ 0,194 2,6 +£0,20"

9Los resultados se expresan como el promedio + la desviacion estandar de las réplicas biolégicas Ay B
de alimento adicionado con RLC. Los alimentos producidos fueron adicionados al 20% p/p con réplicas
biolégicas de RLC producido en co-fermentaciones secuenciales con el starter M6 y S. cerevisiae
MBELGAGB2. PAlimento producido por adicién al 20% p/p con mosto cervecero fermentado libre de células.
5Alimento producido por adicion de agua destilada estéril hasta aw 0,95. Letras superindice distintas

indican diferencia significativa entre los tratamientos (P < 0,05) en el parametro fisicoquimico analizado.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, no se detectaron diferencias significativas en el
contenido de proteinas totales o en la energia bruta por adiciéon del RLC al alimento
balanceado para pollos (P < 0,05; Tabla 4). Tampoco se determinaron diferencias en
otros aspectos fisicoquimicos estudiados.

Existen caracterizaciones fisicoquimicas previas realizadas sobre el residuo de
levaduras cerveceras. Mathias y col. (2015) informaron un contenido de 52,7 g de
proteina cada 100 g de RLC humedo de Saccharomyces sp. Oftros autores han
reportado valores inferiores del contenido de proteina en el residuo de levaduras
cerveceras sometido a procesos de secado. Pinto y col. (2013) determinaron un
contenido de proteina que varia entre 35,2 y 47,2 % en biomasa de levadura
cervecera Saccharomyces sp. seca. Caballero-Cordoba y col. (1997) llegaron a
resultados similares en determinaciones sobre levadura Saccharomyces sp.
cervecera. En estudios previos, Franco (1989) reportd que el polvo de levaduras
cerveceras tiene una composicion centesimal en proteinas de 46,1. Sin embargo,
estos ultimos estudios informan contenidos de proteina total en levadura seca, por lo
que su comparacion con el RLC, de elevado contenido de humedad, es dificultoso.
Una correlacion adecuada entre la proteina aportada por la levadura agregada y el
contenido de proteina total del alimento balanceado se abordara en la siguiente
seccion de este capitulo, donde se detallan los resultados de la caracterizacion
microbioldgica del alimento adicionado.

Cabe destacar que a partir del analisis fisicoquimico realizado en el alimento
balanceado sin adicionar, se registraron valores de proteina total muy por debajo de
los 15,0 g cada 100 g de alimento informados por el fabricante (seccion 3.31.1). A
continuacion, se transcriben los datos de composicién centesimal del alimento
completo para pollos caseros BB (PRENUT S. A., Argentina), lote certificado SENASA
N° 03-347/A:

Tabla 5. Composicién centesimal del alimento completo para pollos caseros BB
PRENUT

Componente g cada 100 g de alimento balanceado
Tenor min. de proteina bruta 15,0
Tenor min. de extracto etéreo 2,0
Tenor max. de fibra cruda 7,0
Tenor max. de minerales totales 10,0
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Tenor max. de humedad 13,0
Tenor de calcio Min.:0,8 Max.:1,2
Tenor de fosforo Min.:0,4 Max.:0,6
Energia metabolizable 2500 kcal/kg

Las grasas totales determinadas mediante el analisis fisicoquimico (2,6 g/100 g de
alimento, Tabla 4) se aproximan a las informadas por el fabricante como tenor minimo
de extracto etéreo (Tabla 5), sin modificaciones significativas generadas por la adicién
del RLC (2,52 g/100 g de alimento adicionado, Tabla 4). El contenido mineral del
alimento determinado como cenizas totales (7,34 g/100 g de alimento, Tabla 4), es
significativamente inferior al tenor maximo de minerales totales informados por el
fabricante (Tabla 5). La adicion del RLC al alimento balanceado no produjo cambios

significativos en este parametro (7,09 g/100 g de alimento adicionado, Tabla 4).

7.4.5 Caracterizacion microbiolégica del alimento para pollos formulado por adicion de
RLC.

Entre las experiencias publicadas de suplementacion de la dieta de pollos con
levaduras completas, la mayoria reporta la liofilizacion de las levaduras previo a su
adicién en formato polvo al alimento, en cantidades entre el 0,1 y el 2% p/p (Magnoli y
col.,, 2017; Pereyra y col., 2013). Pizzolitto y col. (2013) adicionaron S. cerevisiae
CECT 1891 liofilizada al alimento balanceado en concentraciones de 10 células/kg
(107 células/g), comprobando la reduccion de los efectos nocivos del consumo de
dietas contaminadas con AFB; en pollos. Shareef y Al-Dabbagh (2009) evaluaron el
efecto de incorporar diferentes concentraciones de S. cerevisiae liofilizada al alimento
de pollos, y verificaron que el agregado de 0,5% p/p equivale a una concentracién de
3,44 x 108 UFC/g de alimento.

Para constatar que la adicion de RLC humedo al 20% p/p en alimento balanceado
para pollos garantiza una cierta concentracién de levaduras viables en la dieta, se
llevé a cabo el recuento microbiolégico del alimento formulado en agar YPD. Los

resultados se sintetizan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Recuento de levaduras viables en alimento balanceado esterilizado y

adicionado con RLC

Alimento tratamiento® Recuento [UFC/g]
Adicionado con RLC A 1,01 £0,16 x 108
Adicionado con RLC B 7,36 + 3,98 x 107

9L os alimentos producidos fueron adicionados al 20% p/p con réplicas biolégicas de RLC producido en co-
fermentaciones secuenciales con el starter M6 y S. cerevisiae MBELGAG2. Los resultados se informan

como el promedio * la desviacién estandar de dos alicuotas de cada alimento.

Se verificd una concentracion de levaduras viables de entre 107 y 10® UFC/g de
alimento, lo cual, de acuerdo a la bibliografia consultada, es una cantidad adecuada
para evaluar la eficiencia en la captura de AFB1 del RLC en el alimento en futuras
caracterizaciones. Adicionalmente, los estudios de sobrevida al TGl de pollos arrojaron
recuentos similares de levaduras viables al finalizar las incubaciones en tales
condiciones (seccion 5.4.2). Si bien dichos ensayos se realizaron sobre suspensiones
liquidas de levaduras, diferentes de la matriz de grano molido del alimento
balanceado, los resultados de los recuentos dan indicios de que las levaduras
presentes en el alimento adicionado llegarian viables y en concentraciones elevadas al
intestino de los animales. Es necesario realizar estudios in vivo para confirmar esta
hipétesis.

La figura 5 ilustra el proceso de recuento y evaluaciéon microscopica del contenido de
levaduras en el alimento balanceado. En las fotografias superiores se verifica la
presencia de colonias correspondientes a levaduras sacaromicéticas y de colonias
tipicas de Pichia sp., atribuibles a la presencia de S. cerevisiae MBELGAG62 y de P.
kudriavzevii MBELGAG61 en el alimento adicionado con RLC. En las fotografias
inferiores se observan las morfologias celulares tipicas de Saccharomyces sp. y Pichia
sp. bajo microscopio 6ptico. A través del estudio microbiolégico pudo verificarse la

coexistencia de ambas levaduras en el alimento formulado por adiciéon de RLC (Fig. 5).
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Fig. 5. Analisis microbiolégico del alimento adicionado con RLC. Imagen superior:
las fotografias ilustran el proceso de recuento por siembra en agar YPD de
suspensiones del alimento en solucién fisiolégica estéril. Se distinguen colonias
sacaromicéticas (A) y colonias tipicas de P. kudriavzevii MBELGA61 (B). Imagen
inferior: las ampliaciones de fotografias tomadas bajo microscopio éptico, muestran
la presencia de levaduras en el sobrenadante de la suspension del alimento en

solucion fisioldgica.

El dato de recuento (Tabla 6) permite aproximar el contenido de proteina total
aportado por las levaduras por gramo de alimento adicionado. Considerando que el
peso de una célula de levadura es de 7,9 + 3,2 x 10""" g (Haddad y Lindegren, 1953) y
que un gramo de alimento producido contiene aproximadamente 1 x 108 células de
levadura, un sencillo calculo permite estimar que el contenido de levadura por gramo
de alimento es de 7,9 x 10 g. Contemplando los datos reportados por Pinto y col.
(2013), el contenido promedio de proteina de la levadura seca es de 41,2%, por lo que
el alimento para pollos formulado contiene 3,3 x 10 g de proteina de levadura/g. Esto
implica la adicion de aproximadamente 0,33 g de proteina asociada a levadura cada
100 g de alimento. Estos resultados explican por qué no se registré variacion en el
contenido de proteina total del alimento suplementado al compararlo con el alimento

control sin agregado de RLC, y sugieren que el elevado contenido de liquido
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sobrenadante del residuo diluyé el efecto esperado por la adicion de levaduras. A
partir de estos resultados, las futuras investigaciones de la aplicacién de este alimento
in vivo se concentraran en los efectos probidticos y sobre la sanidad de los pollos.

A continuacion, se estudid la sobrevida de las levaduras adicionadas al alimento
balanceado contaminado artificialmente con una alta concentracion de conidios
fungicos. Para ello, el alimento pre-esterilizado y adicionado con el RLC se secé hasta
actividad acuosa de 0,95 + 0,1 y se contamind con esporas de Aspergillus sp., para
luego someterse a incubacion a 30 °C durante 10 dias. A distintos tiempos se tomaron
muestras para realizar el recuento de levaduras viables en agar YPD y los resultados

se detallan en las tablas 7A 'y 7B.

Tabla 7A. Viabilidad de levaduras cerveceras en alimento para pollos

contaminado con A. parasiticus CMUNLP7

Recuentos en agar YPD [UFC/g alimento]

Alimento tratamiento®
Dia 1° Dia 5 Dia 10

AdicionadoconRLC A | 2,7+0,4x10%A | 7,7+26x10""B | 86+2,1x 1078

AdicionadoconRLCB | 8,0+3,8x10%" | 7,1+0,5x1078 | 50+0,7x107€

9 os alimentos producidos fueron adicionados al 20% p/p con RLCs obtenidos como réplicas bioldgicas (A
y B) en condiciones idénticas de fermentacion. PRecuento determinado en el alimento post-secado en
horno de conveccion hasta aw de 0,95 £ 0,1. Los resultados se informan como el promedio * la desviacion
estandar de duplicados de cada tratamiento procesados a cada tiempo. Letras mayusculas diferentes
indican diferencia significativa (P < 0,05) entre los recuentos de un tratamiento evaluado a distintos

tiempos de incubacion.

Se evalué la supervivencia de las levaduras adicionadas al alimento suplementado
contaminado artificialmente con A. parasiticus CMUNLP7, detectando el aumento de
un orden en su concentracion luego de 5 dias de incubacion. Transcurridos 10 dias de
incubacién, las levaduras mantuvieron el orden alcanzado al dia 5; sélo se detecté una
diferencia significativa en el coeficiente de recuento de la réplica B (P < 0,05, Tabla
7A). Estos resultados garantizan la presencia de una concentracion de levaduras
viables y metabdlicamente activas adecuada en el alimento balanceado para pollos
durante el periodo de incubacién, aun en condiciones de almacenamiento que

favorecen la contaminacién y el desarrollo de A. parasiticus.
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Tabla 7B. Viabilidad de levaduras cerveceras en alimento para pollos
contaminado con A. flavus CMUNLPI5

Alimento Recuentos en agar YPD [UFC/g alimento]

tratamiento® Dia 1° Dia 5 Dia 10

Adicionado RLC A | 2,25+ 0,06 x 108~ | 4,07 £ 0,67 x 108* | 2,59 +0,16 x 1084

Adicionado RLC B | 4,61 + 0,60 x 1084 | 3,51 £ 0,95 x 10848 [ 1,58 + 0,89 x 1088

9L os alimentos producidos fueron adicionados al 20% p/p con RLCs obtenidos como réplicas bioldgicas (A

y B) en condiciones idénticas de fermentacion. PRecuento determinado en el alimento post-secado en
horno de conveccion hasta aw de 0,95 £ 0,1. Los resultados se informan como el promedio * la desviacién
estandar de duplicados de cada tratamiento procesados a cada tiempo. Letras mayusculas diferentes
indican diferencia significativa (P < 0,05) entre los recuentos de un tratamiento evaluado a distintos

tiempos de incubacion.

Las levaduras viables en el alimento balanceado suplementado y contaminado
artificialmente con A. flavus CMUNLPI5 mantuvieron un orden de recuento de 108
UFC/g durante los 10 dias de incubacién. En el caso de la réplica biologica B, se
detectd una diferencia significativa entre los dias 1 y 10 de incubacion, registrada en el
coeficiente de recuento (P < 0,05, Tabla 7B). Estos resultados garantizan la presencia
de levaduras viables y metabdlicamente activas durante el periodo de incubacion y en
condiciones de almacenamiento que favorecen la contaminacion y crecimiento de A.
flavus.

Los resultados del analisis microbiolégico del alimento adicionado con RLC al 20% p/p
demuestran que el alimento formulado contiene una concentracion de levaduras
viables adecuada de acuerdo a la bibliografia consultada, que entre las levaduras se
encuentran tanto cepas sacaromicéticas como cepas de morfologia coincidente con
Pichia sp., y que las levaduras son tolerantes a la presencia de una alta carga fungica
en el alimento. Esta ultima caracteristica sugiere un rol de las levaduras de
competencia por el nicho altamente activo, que podrian limitar el crecimiento de
Aspergillus sp. por limitacion de nutrientes y produccién de metabolitos antifungicos.
Para arribar a conclusiones respecto de las capacidades biocontroladoras del RLC en

el alimento es necesario profundizar en el estudio del alimento formulado.

7.4.6 Estudio de la capacidad bio-preservante de las levaduras cerveceras en el
alimento para pollos formulado por adicién de RLC
A continuacion, se abordé el estudio de las propiedades biocontroladoras aportadas

por la adicion del RLC al alimento balanceado para pollos no esterilizado (NE). El
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efecto se determiné especificamente sobre la contaminacién fungica natural propia del
alimento y proveniente del ambiente.

Cabe destacar que los alimentos balanceados en base a granos tienen actividades
acuosas significativamente inferiores a las utilizadas en este ensayo, entre 0,65 y 0,72.
Este grado de humedad de los alimentos balanceados impide el desarrollo de hongos
en el alimento bien conservado; investigaciones previas de nuestro grupo
determinaron que estos niveles de humedad impiden el desarrollo fungico incluso en
alimento contaminado artificialmente con 10* conidios cada 100 g (Gamba, 2015a). Sin
embargo, los silos y criaderos en los cuales suele almacenarse tienen ventilacion
deficiente y permiten la humidificacién del alimento, favoreciendo la proliferacion de la
contaminacion fungica natural.

Por lo expuesto, el alimento no esterilizado (NE) y adicionado con RLC fue incubado a
temperatura ambiente (27 °C en promedio) en condiciones que garantizaron el
mantenimiento de su aw = 0,95. Esta actividad acuosa inducida en el alimento
balanceado permite el desarrollo de la micobiota natural, que en condiciones de
humedad inferiores se veria muy reducido, incluso inhibido, y guarda correlato con el
grado de humedad que el alimento puede adquirir en condiciones de almacenamiento
inadecuadas, frecuentes en silos.

La figura 6 ilustra el estado de los diferentes tratamientos luego de 5 y 11 dias de

incubacion en condiciones de elevada humedad y temperatura.
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RLt A RLC B SLC Control -

Fig. 6. Estudio de la vida util del alimento adicionado con RLC. Fotografias del alimento para pollos NE
formulado como se describe en la seccién 7.4.3, Tabla 4. De izquierda a derecha se disponen: duplicados
de alimento adicionado con RLC A; duplicados de alimento adicionado con RLC B; duplicados de alimento
adicionado con metabolitos presentes en el mosto fermentado libre de células (SLC); duplicados de
alimento adicionado con agua destilada estéril (control negativo). A. Dia 5 de incubacién. B. Dia 11 de

incubacion.

Las fotografias confirman visualmente la reduccién del crecimiento de la micobiota
autoctona en el alimento para pollos adicionado con RLC y la ausencia de efecto
biocontrolador en el alimento adicionado con mosto fermentado libre de células (SLC)
(Fig. 6).

A distintos tiempos del ensayo se procesaron cajas para determinar el recuento de
levaduras y el desarrollo visible de hongos filamentosos de cada tratamiento. Los

resultados de este estudio se sintetizan en las tablas 8 y 9.
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Tabla 8. Viabilidad de levaduras en alimento para pollos NE adicionado con RLC

Alimento Recuentos en agar YGC [UFC/g alimento]

tratamiento® Dia 1 Dia 5 Dia 11

Adicionado RLC A | 2,38+ 0,57 x 108* | 7,69+ 0,32x 1088 | 6,41+1,75x 1088

AdicionadoRLCB | 1,11 +0,28 x 108* | 547 +0,32x 1088 | 5,02 + 0,41 x 1088

9L os alimentos producidos fueron adicionados al 20% p/p con RLC obtenidos como réplicas bioldgicas (A

y B) en condiciones idénticas de fermentacion. Los resultados se informan como el promedio % la
desviacién estandar de duplicados de cada tratamiento procesados a cada tiempo. Letras superindice
distintas indican diferencia significativa (P < 0,05) entre muestras de un alimento tomadas a distintos

tiempos.

Los recuentos en agar YPD dan cuenta de un aumento significativo de la cantidad de
levaduras presentes en la matriz del alimento balanceado transcurridos 11 dias de
incubacion en las condiciones descritas (P < 0,05, Tabla 8).

Adicionalmente, se realizaron recuentos en agar YPD del control de metabolitos
solubles y el control negativo, a partir de los cuales se verificd la existencia de una
microbiota de levaduras autdctonas del alimento balanceado significativamente menor
en numero (P < 0,05) que la levadura cervecera adicionada (resultados no mostrados).
Ademas, se comprob6é un aumento de la microbiota autéctona durante la incubacién
del control adicionado con mosto fermentado libre de células de levadura, lo que
sugiere que el mosto filtrado tiene un potencial nutritivo para las levaduras autdctonas.
A continuacion, la Tabla 9 presenta los resultados de la determinacién visual de

presencia (+)/ausencia (-) de desarrollo fungico en los alimentos llevados a ay = 0,95.

Tabla 9. Desarrollo visual de hongos filamentosos en alimento para pollos NE

adicionado con RLC

Alimento tratamiento® Dia 1 Dia 5 Dia 11
Adicionado RLC A - - +
Adicionado RLC B - - +

Control metabolitos solubles® - + +

Control no adicionado® - + +

9Los alimentos fueron adicionados al 20% p/p con RLCs obtenidos como réplicas bioldgicas (A y B) en
condiciones idénticas de fermentacion. PAlimento producido por adicion al 20% p/p con mosto cervecero
fermentado libre de células. ®Alimento producido por adicion de agua destilada estéril hasta aw 0,95. Se
determin6 desarrollo visible de micelio y/o compactacion del alimento. (+): presencia de hongos
filamentosos. (-): ausencia de hongos filamentosos.
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Las siembras en agar DRBC (Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol) se llevaron a
cabo en los tratamientos que no presentaron desarrollo fungico visible, para confirmar
ausencia de hongos. Luego de 5 dias de incubacién a temperatura ambiente, los
tratamientos adicionados con RLC no evidenciaron crecimiento de hongos
filamentosos en el alimento ni en agar DRBC (< 10 colonias). Los controles negativo y
adicionado con metabolitos solubles del mosto fermentado libre de levaduras
presentaron un desarrollo micelial y de compactacion incipiente. Luego de 11 dias de
incubacién, todos los alimentos presentaron desarrollo fungico detectable por
visualizacién directa.

Seria interesante contrastar estos resultados con la cuantificacion de hongos en el
alimento llevada a cabo mediante un método de alta sensibilidad como PCR
cuantitativa. A partir de lo determinado mediante analisis microbiolégico clasico, puede
afirmarse que la adicion de RLC a alimento para pollos inhibe la germinacion fungica
hasta 5 dias de almacenamiento.

Los metabolitos solubles del mosto fermentado vy filtrado no inhibieron el crecimiento
fungico (Tabla 9). Posiblemente, los metabolitos antimicrobianos presentes en el
producto fermentado, como el etanol, sufrieron dilucidbn a concentraciones sub-
efectivas al ser adicionados al alimento para pollos. Estos datos indican que el RLC
actua como agente biocontrolador efectivo contra la micobiota autdctona del alimento,
y que esta actividad biocontroladora se asocia, en estas condiciones, a la presencia de
levaduras viables en el residuo cervecero.

Este tipo de experimentos se ha empleado en nuestro grupo de investigacion en el
estudio de otros productos fermentados, como el permeado de suero fermentado con
granulos de kefir de leche, una comunidad microbiana que incluye varios géneros de
levaduras y bacterias acido lacticas y acido acéticas. Gamba y col. (2016b) reportaron
que el alimento para pollos adicionado de este fermento incremento significativamente
el tiempo de desarrollo de A. flavus, A. parasiticus y Penicillium sumatrense inoculados
artificialmente. En estudios anteriores, Gamba determind que la adicién de este
producto fermentado al alimento para pollos en una concentracion de 100% V/p redujo
significativamente los recuentos de hongos filamentosos naturalmente presentes en el
alimento luego de 30 dias de incubacion a 20 °C y aw de 0,95 (Gamba, 2015a).

Otros autores han estudiado las propiedades de las levaduras como agentes de
biocontrol fungico. Armando y col. (2012) investigaron las propiedades antifingicas de
las cepas S. cerevisiae RC008, aislada de alimento para cerdos, y S. cerevisiae
RCO016, aislada de intestino de cerdo, contra A. parasiticus bajo diferentes condiciones
ambientales evaluadas in vifro. Ambas levaduras demostraron mayor actividad

antagonista a pH 4, con reduccion en la produccién de AFB4. En estudios posteriores,
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Armando y col. (2013) determinaron la actividad antagonista de estas cepas contra A.
carbonarius y F. graminearum y su capacidad de reducir la produccion de las
micotoxinas OTA, ZEA y DON in vitro. Los autores postularon a estas levaduras con
propiedades probidticas y biocontroladoras de hongos micotoxigénicos como
candidatas a emplearse como aditivos de alimentos para produccion animal,
particularmente alimentos sometidos a largos periodos de almacenamiento.

Druverfors y col. (2002) comprobaron que P. anomala aislada de grano almacenado y
capaz de inhibir a P. roqueforti en el laboratorio, logré inhibir el crecimiento del hongo
en experimentos realizados sobre trigo recién cosechado y almacenado en silos de
diferente permeabilidad al aire durante 14 meses. Al cabo del mismo tiempo, P.
roqueforti llegé a recuentos de 10° UFC/g en silos sin tratamiento con P. anomala. En
estudios previos, Petersson y col. (1999) obtuvieron resultados coherentes con los
reportados por Druverfors y col. (2002) en trigo con alto contenido de humedad
almacenado en silos durante 12 meses tratado con P. anomala e inoculado con P.
roqueforti, que no crecid en el periodo de estudio.

Tayel y col. (2013) estudiaron la cepa tipo P. anomala ATCC 34080, concluyendo que
la levadura posee actividad litica contra las hifas de A. flavus, que su inclusién en la
dieta aumentoé el contenido en proteina y que su consumo incrementé la ganancia de
peso y disminuyd la mortalidad en ratones alimentados con dietas contaminadas con
esporas de A. flavus aflatoxigénico.

Los estudios mencionados reportan las propiedades antifungicas de cepas aisladas en
el laboratorio. De acuerdo a la bibliografia consultada, este es el primer estudio
realizado en un alimento balanceado para pollos suplementado con el subproducto de
levaduras residuo de la fermentacion cervecera con capacidad biocontroladora sobre

la micobiota autdctona.

7.5 Conclusiones
e EI RLC producido en co-fermentaciones secuenciales del starter M6 y S.
cerevisiae MBELGAG62 contiene poblaciones apreciables de P. kudriavzevii
MBELGAG61 y de S. cerevisike MBELGAG62 y un contenido de etanol
significativamente elevado respecto del RLC obtenido por fermentacion con el
starter M6. La co-inoculacion con S. cerevisiae MBELGAG2 logré recuperar la
capacidad fermentativa del starter M6 sub-cultivado. El disefio de co-
fermentacion secuencial produjo una cerveza mas atenuada con altas
concentraciones de glicerol, metabolito de interés por sus propiedades

sensoriales.
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El RLC producido retuvo mas de un 50% de la aflatoxina originalmente
presente en una suspension de AFB1 en PBS luego de simular in vitro su
pasaje por el tracto gastrointestinal de pollos, lo que sugiere que un elevado
porcentaje de la aflatoxina originalmente presente en el alimento balanceado
seria retenido por las levaduras y excretado en las heces del pollo,
disminuyendo sus efectos nocivos en la salud animal y los parametros
productivos.

El alimento para pollos formulado por adicién de un 20% p/p del RLC de co-
fermentacion del starter M6 y S. cerevisiae MBELGAG2, sin pre-tratamientos y
tal y como se obtendria en la cerveceria, no presenté diferencias significativas
con el control respecto a su contenido proteico y aporte de energia bruta. El
analisis microbiologico determind recuentos de levaduras de entre 107 y 108
UFC/g de alimento, que garantiza una concentracion de levadura viable
efectiva en la captura de aflatoxina, de acuerdo a lo reportado en bibliografia, y
explica el resultado de contenido de proteina.

Las levaduras adicionadas sobrevivieron a una elevada contaminacion por
Aspergillus sp. en el alimento balanceado para pollos. Durante el estudio de
vida util del alimento suplementado con RLC, se comprobd la capacidad del
residuo de inhibir la germinacion de la contaminacién fungica natural hasta 5

dias en incubaciones a temperatura ambiente y ay de 0,95.
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La cerveza es la bebida alcohdlica mas consumida a nivel mundial. En Argentina, su
consumo se ha intensificado en las ultimas décadas y diversificado en afios recientes,
de la mano del fendbmeno de las cervecerias artesanales de pequefa y mediana
escala, que se distribuyen a lo largo y ancho de nuestro pais. Los cerveceros
artesanales buscan mejorar su proceso de elaboracién de forma permanente y ampliar
la variedad de estilos de cerveza y de ingredientes incorporados a sus recetas.

Desde estas inquietudes, un grupo de productores locales platenses acudieron a la
Universidad y a organismos de Ciencia y Técnica con demandas de tecnificacion del
proceso cervecero artesanal y propuestas para la produccion conjunta de
conocimiento aplicado. Nuestro grupo de investigacion tomé el desafio de caracterizar
starters cerveceros y levaduras aisladas respecto de sus propiedades tecnoldgicas y
de estudiar la estabilidad de starters mixtos para asesorar a los productores
artesanales en su manipulacién. Entre los estudios realizados:

- Se aislaron e identificaron a nivel de cepa levaduras provenientes de la
actividad cervecera, tanto de muestras provistas por productores artesanales
locales como de muestras comerciales. Entre las levaduras pertenecientes al
género Saccharomyces, se estudid la presencia de hibridos interespecificos,
como S. pastorianus, la levadura lager.

- Se estudiaron los parametros de crecimiento de las cepas identificadas en
medios de cultivo similares al mosto de cebada o que se formularon empleando
como Unica fuente de carbono algun azucar presente en el mosto cervecero.

- Se determinaron los parametros fermentativos de las cepas en micro-
fermentaciones de mosto de cebada a escala laboratorio, llevadas a cabo en
agitacion y a 20 °C, condiciones que simulan el proceso cervecero.

- Se estudid la capacidad de levaduras S. cerevisiae aisladas de kefir de agua
de llevar a cabo la fermentacion del mosto de cebada en las condiciones
mencionadas, como estudio exploratorio de una fuente alternativa de
potenciales nuevas cepas cerveceras.

- Se exploraron las condiciones de manipulacion de un starter cervecero mixto

durante la realizacion de fermentaciones de mosto de cebada.

A partir de los resultados obtenidos en esta etapa de tesis, se arrib6 a las siguientes
conclusiones:

Las muestras cerveceras de starters comerciales y residuos de levaduras floculadas
analizados estan constituidos, en muchos casos, por mas de una cepa de levadura.
Estas cepas pudieron aislarse utilizando la técnica clasica de aislamiento de colonias

gigantes envejecidas, que se fundamenta en la deteccion de diferencias macro-
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morfoldgicas entre levaduras que se desarrollan en condiciones de abundancia de
nutrientes y a tiempos prolongados. La técnica RFLP de ADN mitocondrial aplicada a
los aislamientos permitié verificar la presencia de distintas cepas en una misma
muestra, considerando como cepas diferentes a aquellos aislamientos cuyos perfiles
de restriccion del ADN mitocondrial presentaron bandas de tamafos distintos.
Adicionalmente, la técnica PCR-RFLP aplicada a determinados genes permitio la
deteccion de hibridos Saccharomyces sp. inter-especificos, asi como la deteccion de
introgresiones interespecie. Pudo determinarse que la cepa SAFS235 es un hibrido S.
cerevisiae x S. eubayanus, conocido como S. pastorianus, y se aislé6 como parte de
una muestra que también incluye levaduras S. cerevisiae homocigotas. Ademas, se
encontraron introgresiones del genoma de S. paradoxus en el genoma S. cerevisiae
de las cepas LAGMV1, SAFABB3 y SAFS234, especificamente en el gen UBP7. Estos
resultados corroboran nuevamente la co-existencia de levaduras cerveceras diferentes
en starters comerciales y muestras artesanales.

Al avanzar en el estudio de los parametros de crecimiento de las levaduras en
diferentes medios, se observd que cepas aisladas a partir de una misma muestra
presentaron diferencias en su capacidad de crecer en los diferentes sustratos.
Asimismo, al estudiar su comportamiento en mosto de cebada, los parametros de
fermentacion determinados y los metabolitos detectados mediante analisis HPLC de
sus productos fermentados variaron entre las cepas. Estas observaciones son
coherentes con la composicion multi-cepa encontrada en las muestras cerveceras;
posiblemente, el conjunto de las levaduras actiue como un consorcio, donde cada cepa
aporta diferentes propiedades para lograr la bebida con las caracteristicas deseadas:
un determinado grado de atenuacion; un cierto contenido de etanol y COy; un balance
entre etanol y glicerol definido; la presencia de metabolitos de sabor y aroma que
compongan un bouquet o perfil sensorial de estilo; la ausencia de compuestos off-
flavors; una apariencia mas o menos limpida; entre otras.

Un resultado interesante de esta etapa de caracterizacion tecnoldgica consistié en la
observacion de comportamientos fermentativos sustancialmente diferentes entre
levaduras aisladas a partir de diferentes muestras que comparten un mismo perfil de
restriccion mitocondrial. A partir de estas observaciones, se postula que Ila
identificacion y diferenciacion de cepas de levaduras utilizadas en cerveceria deberia
considerar tanto criterios genéticos como criterios fenotipicos vinculados a su
capacidad fermentativa y los aspectos sensoriales de sus productos de fermentacion.
Entre las levaduras aisladas y estudiadas, S. cerevisiae SAFABB1, S. cerevisiae
LAGMV2, S. cerevisiae SAFS231, S. pastorianus SAFS235, S. cerevisiae MBELGAG2,
P. kudriavzevii MBELGA61 y M. guilliermondii MUS122 se consideran cepas
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interesantes, con ventajas para la produccion cervecera vinculadas a su capacidad de
fermentar el mosto y/o de producir sabores y aromas novedosos.

Adicionalmente y en respuesta a inquietudes traidas por los productores de cerveza
locales, se estudid la estabilidad del starter mixto M6 a través de subcultivos y
fermentaciones. Se encontré que la fermentacion llevada a cabo por el starter tras
varios subcultivos consecutivos no es adecuada para obtener cerveza, y que la co-
inoculacion secuencial con la levadura S. cerevisiae MBELGAG2, aislada a partir de
ese mismo starter, logré recuperar su capacidad fermentativa. El disefio de co-
fermentacion secuencial produjo una cerveza mas atenuada, con altas
concentraciones de glicerol, metabolito de interés por sus propiedades sensoriales.
Estos resultados son valiosos en la asesoria dirigida a los cerveceros artesanales
respecto de la correcta manipulacion y reutilizacion de sus starters.

Frente a la demanda de los productores de nuevas cepas que aporten variedad a las
levaduras comerciales disponibles, se abordd el aislamiento y caracterizaciéon de
levaduras sacaromicéticas a partir de otros nichos fermentativos, como es el kefir de
agua. Esta bebida artesanal, que contiene cantidades apreciables de etanol y CO,, se
produce fermentando soluciones azucaradas con granulos de kefir de agua, que
consisten en una comunidad de levaduras y bacterias acido acéticas y acido lacticas
que conviven en una matriz de polisacarido producto de su metabolismo. Debido a que
estos microorganismos viven en ambientes osmoticamente desafiantes, similares en
este aspecto al mosto de cebada, y a que realizan fermentacion alcohdlica de
azucares simples, se explord el potencial del kefir de agua como fuente de aislamiento
de cepas de levaduras novedosas en la elaboracion de cerveza.

Las levaduras sacaromicéticas aisladas de kefir de agua producido con granulos de
distintos origenes se identificaron inicialmente como S. cerevisiae. Al realizar el
analisis RFLP de su ADN mitocondrial, se encontré que todos los aislamientos de kefir
de agua comparten un mismo perfil mitocondrial, que es ademas diferente de todos los
perfiles determinados en levaduras cerveceras. Este resultado fue prometedor
respecto a la posibilidad de encontrar una cepa novedosa; sin embargo, al estudiar
sus propiedades fermentativas en mosto de cebada a escala de laboratorio, los

parametros determinados desalentaron la continuidad de esta linea de trabajo.

Hasta aqui, la sintesis de la etapa de estudio en relacion a las propiedades
tecnoldgicas de starters y levaduras para la elaboracién de cerveza. La producciéon de
esta bebida presenta otros desafios, vinculados a la generacion de residuos sélidos,
como el bagazo de malta y las levaduras floculadas, que suponen un problema de

descarte para los cerveceros artesanales, con los consecuentes efectos sobre el
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ambiente. Los elevados costos del procesamiento de desechos de alta carga organica,
necesario para su adecuado descarte, son inasequibles para productores cerveceros
de pequefia y mediana escala.

Sin embargo, es posible reutilizar estos residuos sdélidos, de importante valor nutritivo,
como materia prima para la produccion de alimento balanceado para animales. En
torno a las soluciones requeridas por el sector de los cerveceros artesanales locales y
con la experiencia de nuestro grupo de investigacién en el estudio de microorganismos
probidticos y antifiUngicos y su aplicacién en alimentacién animal, la presente tesis
abordd de forma amplia la caracterizacion del potencial de las levaduras cerveceras
para ser empleadas como aditivo alimenticio en avicultura.

A partir de la bibliografia consultada, surgieron diferentes hipétesis acerca de la
funcionalidad de las levaduras activas presentes en el residuo de cerveceria. Por un
lado, numerosos estudios dan cuenta de las propiedades y los mecanismos
probiodticos de S. cerevisiae var. boulardii, especialmente en el antagonismo de
enteropatdogenos como E. coli y Salmonella. Esta levadura guarda gran similitud
taxondmica con S. cerevisiae cervecera, lo que sugiere que ciertas cepas empleadas
en la elaboracion de cerveza y que forman parte del residuo de fermentacién podrian
compartir aspectos probidticos con S. boulardii. Siguiendo esta hipétesis, la
formulacion de un alimento balanceado con adicion de residuo de levaduras
cerveceras podria redundar en propiedades probidticas antimicrobianas y tener efecto
positivo en la sanidad de aves de cria. En este sentido, existen pocos estudios
publicados que exploren el potencial del residuo de levaduras cerveceras floculadas
como probiético, en su mayoria referidos a la actividad icticola y de produccion de
mariscos.

Por otro lado, se ha reportado la capacidad secuestrante de micotoxinas por parte de
levaduras aisladas de diferentes nichos. La contaminacién del alimento producido a
base de cereal por hongos filamentosos es frecuente, y se ve favorecida en
condiciones inadecuadas de almacenamiento del alimento balanceado, como la alta
humedad e insuficiente ventilacion, comuin en silos. Muchos de estos hongos son
capaces de producir micotoxinas, metabolitos toxicos, algunos de ellos termoestables,
de alto impacto en la sanidad animal y en los parametros zootécnicos. La
contaminacién fungica, ademas de producir pérdidas econémicas sustanciales para la
actividad pecuaria, es riesgosa para la salud humana, ya que ciertas micotoxinas
como la aflatoxina B4, sufren biotransformacion y sus metabolitos intermedios pueden
acumularse en ciertos érganos del animal, llegando al consumo humano a través de

la carne y la leche. Otra de las hipétesis de este trabajo sostuvo que las levaduras
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viables que componen el residuo cervecero podrian actuar como agentes de biocontrol
fungico y secuestrantes de micotoxinas en el alimento balanceado.

Para abordar estos objetivos de estudio, durante esta etapa de la investigacion se
llevaron a cabo las siguientes actividades:

- Se determind la capacidad de levaduras aisladas y de starters completos de
sobrevivir a las condiciones del tracto gastrointestinal de pollos emulado in
vitro.

- Se determiné la capacidad de las levaduras de adherirse a un modelo de
epitelio intestinal, estudio fundamental en la caracterizacion de un
microorganismo con potencial probidtico.

- Se investigé la capacidad de las levaduras cerveceras de co-agregar con
enteropatdgenos de aves y agentes zoondticos relevantes, como E. coliy S.
Enteritidis. Se estudio, ademas, el efecto del co-cultivo de levaduras y bacterias
sobre la adhesién, la invasividad y el dafio celular producido por
enteropatdgenos en un modelo celular intestinal.

- Se estudiaron los aspectos antibacterianos y antifungicos de los sobrenadantes
libres de células de cultivos de las levaduras llevados a cabo en condiciones de
fermentacion cervecera, entre otras.

- Se estudio el efecto de la presencia de levaduras cerveceras y sus metabolitos
sobre la germinacion y crecimiento de A. flavus y A. parasiticus toxigénicos.
Entre otros experimentos, se determiné el efecto de los metabolitos volatiles de
las levaduras sobre el desarrollo fungico, en ausencia de células.

- Se caracterizé a las levaduras cerveceras como agentes secuestrantes de
aflatoxina B4, en condiciones in vitro. Adicionalmente, se determind su
capacidad de mantener unida la micotoxina durante el pasaje por el tracto

gastrointestinal de pollos simulado.

A continuacién, se sintetizan las conclusiones logradas a partir de estos experimentos.
Como condicion primordial, un probiético debe ser capaz de sobrevivir a las
condiciones del tracto gastrointestinal del organismo hospedador para poder ejercer su
efecto benéfico. Bajo esta premisa, se estudié la capacidad de las levaduras de tolerar
las condiciones gastrointestinales de pollos y se comprobd que tanto starters
completos como varias de las levaduras cerveceras aisladas son capaces de
sobrevivir a las condiciones de pH, temperatura, presencia de bilis y enzimas
digestivas del tracto gastrointestinal de pollos simuladas in vitro. Entre las cepas

evaluadas, P. kudriavzevii MBELGAG61 destaco por ser capaz de mantener su recuento
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de viables luego de las incubaciones. Las cepas S. cerevisiae toleraron
adecuadamente las condiciones evaluadas.

Con el objetivo de profundizar en la caracterizacion probiética de S. cerevisiae, la
levadura cervecera por excelencia, y de P. kudriavzevii, una levadura no convencional
en la elaboracion de cerveza que demostré los niveles de tolerancia al TGl de pollos
mas elevados, se seleccionaron las cepas S. cerevisiae MBELGAG2 y P. kudriavzevii
MBELGAG1 y el starter M6, a partir del cual fueron aisladas, para continuar su estudio.
Los sobrenadantes libres de células obtenidos a partir de micro-fermentaciones de
mosto de cebada llevadas a cabo con las levaduras seleccionadas demostraron
capacidad bacteriostatica sobre los enteropatdgenos y agentes zoonodticos S.
Enteritidis CIDCA 101 y E. coli EHEC 60169. Debido a que estos SLC se obtuvieron
en condiciones de cultivo que emulan el proceso cervecero, este resultado sugiere el
potencial bacteriostatico de una cerveza producida con las levaduras seleccionadas y
del residuo de levaduras floculadas, que incluye el sobrenadante de fermentacion.

A continuacién, se abordé el estudio de las propiedades probidticas asociadas a la
presencia de levaduras activas. Como etapa previa a los experimentos de adhesion
sobre una linea celular de epitelio intestinal, se comprobd la capacidad de las
levaduras seleccionadas de autoagregar, de forma eficiente S. cerevisiae MBELGAG2
y de forma moderada P. kudriavzevii MBELGAG1 y el starter M6. Al estudiar la
adhesion sobre células Caco-2/TC7, las levaduras demostraron una baja capacidad de
adherirse a epitelio intestinal. Consultada bibliografia especializada en probidticos,
varios autores reportan que la incapacidad de adherirse al intestino puede ser un
rasgo funcional en microorganismos que establecen fuertes interacciones con
enteropatdgenos o que adsorben compuestos téxicos en su superficie. En estos
casos, el efecto probidtico radica en la eliminacién del patdégeno o la toxina mediante
un transcurso veloz por el tracto intestinal, asociados al microorganismo benéfico y
evitando su interaccién con las mucosas del hospedador.

A la luz de estos resultados, se estudié la capacidad de las levaduras cerveceras de
asociarse con enteropatégenos. Al ensayar la co-agregacion de microorganismos, se
demostro una fuerte interaccion de las levaduras con E. coli ATCC 25922, en particular
de S. cerevisiae MBELGA62, y moderada a débil con Salmonella. En términos
generales, las levaduras cerveceras co-agregaron con E. coli ATCC 25922 de forma
eficiente, incluidas aquellas que se obtuvieron a partir de micro-fermentaciones de
mosto de cebada; esto sugiere que las levaduras residuo de la produccion de cerveza
podrian actuar como agentes co-agregantes de enteropatégenos de pollos, con

potencial en la prevencion de infecciones en granjas avicolas.
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Bajo esta hipdtesis, se avanzo en el estudio de las propiedades antimicrobianas de las
levaduras cerveceras; especificamente, se determind el efecto generado por la
presencia de levaduras, sobre la asociacion e invasion de enteropatdogenos a células
de la linea Caco-2/TC7. A partir de estos experimentos se verificd que la infectividad
de S. Enteritidis CIDCA 101 no es afectada in vitro por las levaduras. Sin embargo, P.
kudriavzevii MBELGAG61 y el starter M6 redujeron significativamente (P < 0,05) el dafio
celular producido por S. Enteritidis CIDCA 101 sobre la linea celular, mientras que S.
cerevisiae MBELGAG2 lo hizo en células co-incubadas con E. coli EHEC 60169. Estos
resultados introducen una perspectiva de estudio: el potencial efecto
inmunomodulador de las levaduras cerveceras sobre células Caco-2/TC7, que deberia
abordarse a través de estudios de interaccion enteropatégeno-hospedador a nivel
inmunolégico.

A partir de los resultados obtenidos durante esta etapa, es posible concluir que las
levaduras cerveceras toleran las condiciones del tracto gastrointestinal de pollos;
producen sobrenadantes con efecto bacteriostatico sobre bacterias patégenas;
demuestran un efecto citoprotector frente a enteropatdgenos sobre un modelo de
epitelio intestinal, reduciendo los niveles de dafio celular; y presentan propiedades
adsorbentes, con capacidad de co-agregar con bacterias patégenas in vitro.
Numerosos reportes proponen aplicaciones para levaduras capaces de actuar como
agentes co-agregantes de bacterias y adsorbentes de toxinas.

Comprobadas sus propiedades frente a enteropatégenos, se decidié continuar con el
estudio de las competencias antifungicas y secuestrantes de toxinas del starter M6 y
sus aislamientos. Respecto a la capacidad de secuestro de micotoxinas ciertos
autores, citados a lo largo de este trabajo, proponen la factibilidad de emplear el
residuo de la industria cervecera en la reduccién de la biodisponibilidad de micotoxinas
en alimento para animales contaminado. Una investigacion determind in vitro que el
residuo de la fermentacion cervecera conteniendo S. cerevisiae, seco y molido,
capturd entre el 75,1 y el 77,5% de ZEA, y entre el 40 y el 60% de AFB4, OTA y DON
presentes en suspensiones buffer. Otros investigadores utilizaron este mismo residuo
seco y molido para realizar un estudio comparativo con otras fuentes de levaduras
(levaduras intactas inactivas de la fermentacion de cafia de azucar y de fermentacion
cervecera, células de levaduras hidrolizadas, extractos de pared celular de levaduras y
levaduras activas), y concluyeron que aquellos productos que contienen levaduras
hidrolizadas o extractos de pared de levaduras lograron los mejores porcentajes de
captura de AFBi. El porcentaje de captura de aflatoxina obtenido con el residuo
cervecero fue de entre 49,2 y 55,0%, similar a aquellos obtenidos con levaduras

inactivas intactas. Otros estudios afirman que la adsorcion de aflatoxinas es mas
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eficiente cuando se emplean levaduras cerveceras completas o sus extractos de pared
celular respecto de cuando se emplean levaduras autolizadas o inactivadas, las cuales
presentaron reversibilidad frecuente de la adsorcion.

Dentro de nuestro grupo de investigacion, estudios previos exploraron las capacidades
antifungicas y secuestrantes de otros residuos, como el permeado de suero de
queseria fermentado con granulos de kefir de leche, una comunidad de
microorganismos de comprobada capacidad probidtica que incluye levaduras. Ledn
(2013) encontréo que los sobrenadantes libres de células de leche fermentada con
granulos de kefir poseen una accion antifungica in vitro sobre A. flavus, vinculada a la
concentracion de acidos organicos no disociados presentes en el fermento. También
obtuvo resultados positivos al evaluar la capacidad de estos sobrenadantes de
fermentacion de prolongar la vida util de un alimento a base de maiz tipico de
Colombia, la “arepa antioquefa”. Leodn inicié los estudios acerca de la capacidad
antifungica del permeado de suero fermentado con granulos de kefir CIDCA AGK1
adicionado al alimento para pollos, y obtuvo resultados preliminares sobre la
prolongacion de la vida util. Otro aspecto abordado por el grupo fue la capacidad
secuestrante de micotoxinas de los microorganismos aislados del kefir. Estas
investigaciones determinaron que la captura de aflatoxina B1 aumenta con la
concentracion de microorganismos, varia con el tiempo de incubacién, con respecto al
tipo de microorganismo y de acuerdo al pH e hidrofobicidad. Gamba profundizé estos
estudios durante su tesis doctoral (2015a), empleando cepas de A. flavus y A.
parasiticus aflatoxigénicas y cepas de Fusarium graminearum productoras de ZEA, a
fin de investigar los efectos de los sobrenadantes libres de células de leche vacuna y
de permeado de suero fermentados con granulos de kefir CIDCA AGK1 sobre el
crecimiento fungico y sobre su capacidad de producir micotoxinas. Su trabajo explord
la adicidon de permeado de suero fermentado con kefir completo al alimento para pollos
contaminado artificialmente con conidios de A. parasiticus. Gamba determiné que la
inhibicién parcial del crecimiento fungico o efecto fungistatico promueve la produccion
de AFB por parte de la cepa A. parasiticus CMUNLP7, y propuso la importancia de
desarrollar sistemas de conservacion que combinen diferentes barreras, entre ellas la
aplicacion del permeado de suero fermentado, para obtener el efecto fungicida
requerido para la biopreservacion.

La presente tesis abordd la caracterizacion funcional de otro desecho con potencial
para ser utilizado en alimentacion de aves, el efluente de levaduras floculadas de la
industria cervecera, que incluye a la levadura activa y al sobrenadante de mosto
fermentado, conteniendo etanol y otros metabolitos. Cabe destacar que estos estudios

utilizaron el residuo de levaduras cerveceras viables tal y como se obtiene del
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fermentador, sin tratamientos previos de inactivacion, a fin de agregar valor a este
desecho sin costo adicional para el pequefio productor cervecero. Ademas, se
contempld que la suplementacion con levadura fisioldgicamente activa puede aportar a
las propiedades probidticas del alimento.

Se comprobé que las levaduras cerveceras son eficaces en la reduccién del
crecimiento de Aspergillus sp. en co-cultivos en agar papa, limitando las velocidades
de crecimiento radial de A. flavus CMUNLPIS entre un 16,2 y un 37,8% y las
velocidades de A. parasiticus CMUNLP7 entre un 24 y un 42,5%, efecto que puede
atribuirse a la competencia por nutrientes y a la produccién de metabolitos antagénicos
solubles por parte de las levaduras. Durante estos ensayos se observé la inhibicién del
avance del micelio fungico y la ausencia de conidios en el perimetro de la colonia de
Aspergillus sp. cercano al indculo de levaduras.

Ademas, se verific la presencia de metabolitos solubles reductores de la germinacion
fungica en los sobrenadantes libres de células obtenidos a partir de micro-
fermentaciones de mosto cervecero. Este resultado indica que los metabolitos
antagonistas contra Aspergillus sp. estarian presentes en la bebida producida con
estas levaduras y en el residuo de levaduras de la industria cervecera.

Adicionalmente, se confirmé que las levaduras cerveceras estudiadas durante esta
tesis sintetizan metabolitos volatiles altamente antagonistas contra Aspergillus sp.,
especialmente la cepa P. kudriavzevii MBELGAG61. Todas las levaduras prolongaron la
fase de latencia fungica mas de un 100% y redujeron las velocidades de crecimiento
de Aspergillus sp. entre un 20 y un 44%. Nuevamente, se observod la incapacidad del
hongo de producir conidios, sus estructuras reproductivas, en presencia de los
metabolitos volatiles de las levaduras.

Las levaduras cerveceras seleccionadas y obtenidas como subproducto residual de la
fermentacion son agentes biocontroladores de Aspergillus sp. efectivos, afectando sus
parametros de crecimiento y su capacidad de producir estructuras reproductivas. Estas
observaciones sugieren el potencial de utilizar este efluente de la industria cervecera
como agente biocontrolador adicionado al alimento balanceado para animales, lo que
favoreceria el retraso del desarrollo fungico y una limitacién en la produccion y
dispersion de esporas en el alimento, reduciendo la invasividad de hongos
filamentosos.

Comprobada la baja adhesividad in vitro de las levaduras al epitelio intestinal, se
avanzé en el estudio de sus propiedades como agentes secuestrantes de micotoxinas,
especificamente aflatoxina B4. Se observd un efecto citoprotector de las levaduras
sobre la linea celular de hepatocitos humanos HepG2 en presencia de AFB;.

Vinculada a este efecto, se demostré su capacidad de secuestro de AFB+4, con un 79,0
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a 79,2% de la micotoxina inicial adsorbida por las levaduras obtenidas a partir de
micro-fermentaciones cerveceras. Los porcentajes obtenidos superan ampliamente lo
reportado por otros autores; mientras que Campagnollo y col. (2015) informan una
captura por RLC seco y molido de entre el 40 y el 60% de la AFB4 presente en
suspensiones buffer (el RLC humedo utilizado en esta tesis secuestré entre 1,3 y 2,0
veces mas), Bovo y col. (2015) obtuvieron con el mismo residuo seco y molido un
porcentaje de secuestro de aflatoxina de entre 49,2 y 55,0%, (el RLC humedo capturé
alrededor de 1,4 a 1,6 veces mas). Esta propiedad del RLC podria redundar en la
proteccién de pollos de los efectos del consumo de micotoxinas a través de alimento
contaminado. Como se menciond previamente, la baja eficiencia de adhesion a la
linea celular intestinal Caco-2/TC7 comprobada en las levaduras cerveceras reviste,
en perspectiva, el mayor interés, puesto que sugiere que la micotoxina seria eliminada
rapidamente del organismo del ave, gracias al transito fluido de la levadura unida a
AFB1 y su pronta excrecion. Estos resultados postulan al residuo de las levaduras
subproducto de la fermentacion cervecera como aditivo para alimentacién animal con

potencial biocontrolador de Aspergillus sp. y detoxificante de AFB1.

Dados los prometedores resultados de la caracterizacion funcional del starter M6 y sus
levaduras aisladas, se avanzé en la formulacién de un alimento para pollos formulado
por adicion del efluente de cerveceria que contiene a estas levaduras y se inici6 el
estudio de sus propiedades, realizando las siguientes actividades:

- Se formulé un alimento balanceado para aves por adicion del residuo de
levaduras cerveceras completo y se lo caracterizé respecto de su composicion
fisicoquimica y microbiologica.

- Se estudié la capacidad de biocontrol del residuo de levaduras cerveceras
activas sobre la contaminacion fungica natural del alimento balanceado para
aves en condiciones de elevada humedad y temperatura, que favorecen el

desarrollo de hongos filamentosos.

Para formular el alimento, se selecciond el RLC producido en co-fermentaciones
secuenciales del starter M6 y S. cerevisiae MBELGAG62, puesto que contiene
poblaciones apreciables de ambas levaduras estudiadas, P. kudriavzevii MBELGAG1 y
de S. cerevisiae MBELGAG62, y un contenido de etanol significativamente elevado
respecto del RLC obtenido por fermentacion simple con el starter M6. Este RLC retuvo
mas de un 50% de la aflatoxina originalmente presente en una suspension de AFB;
luego de simular su pasaje por el tracto gastrointestinal de pollos, lo que sugiere que

un elevado porcentaje de la aflatoxina originalmente presente en un alimento
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balanceado contaminado seria retenido por las levaduras, disminuyendo su absorcién
a nivel intestinal con los consecuentes efectos nocivos en la salud animal.

El alimento para pollos formulado por adiciéon de un 20% p/p del RLC obtenido por co-
fermentacion del starter M6 y S. cerevisiae MBELGAG62 presentd recuentos de
levaduras de entre 107 y 108 UFC/g de alimento, que garantizan una concentracion de
levadura activa efectiva en la captura de aflatoxina, de acuerdo a lo reportado en
bibliografia. Respecto a su composicién fisicoquimica, el alimento suplementado con
RLC no presenté diferencias significativas con el alimento control sin aditivos.

Las levaduras agregadas sobrevivieron al desafio de contaminacion artificial con 104
conidios de Aspergillus sp. por gramo de alimento balanceado. Durante el estudio de
vida util del alimento suplementado con RLC, se comprob¢ la capacidad del residuo de
inhibir la germinacién de la contaminacion fungica natural hasta 5 dias de incubacion a
temperaturas moderadas y actividad acuosa igual o superior a 0,95, condiciones que

promueven el desarrollo de hongos y emulan a aquellas del alimento mal almacenado.

En sintesis, el residuo de levaduras activas obtenido a partir de la fermentaciéon de
mosto cervecero con el starter M6 y S. cerevisiae MBELGA62 demostré tener
propiedades antimicrobianas, antifungicas y secuestrantes de micotoxinas de interés
para la produccion avicola. La presente tesis, que consistié en una exploracion amplia
de las caracteristicas de este residuo, suscitd nuevas preguntas y perspectivas que
podrian ser origen de multiples lineas de investigacion, algunas de las cuales se

detallaran a continuacién.

Perspectivas:

En relacién al desarrollo de conocimiento aplicable en cerveceria:

Se propone profundizar en el estudio de las condiciones de conservacion y
manipulacion mas adecuadas de starters cerveceros mixtos para lograr
reproducibilidad en la elaboracion de cerveza, a fines de generar un cuerpo de
conocimiento aplicado organizado en una guia practica para el asesoramiento de
productores artesanales.

Asimismo, es de interés estudiar la aplicabilidad de otras formas de conservacion,
como la liofilizacion y el secado, de acuerdo a su impacto en la viabilidad, el estado
fisiologico y la estabilidad en las propiedades tecnoldgicas de las levaduras
cerveceras.

Una linea de investigacion promisoria respecto de las posibles aplicaciones de sus
resultados consiste en el estudio de los perfiles de compuestos volatiles de productos

fermentados obtenidos con starters mixtos y sus aislamientos. Por un lado, generaria
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conocimiento util para el disefo de starters novedosos a emplearse en la elaboracion
de cervezas de perfiles sensoriales innovadores. Por otro, la identificacion de
metabolitos volatiles con actividad antifungica y antimicrobiana, conocida o potencial,
podria aplicarse en el estudio de la revalorizacién del RLC como aditivo funcional en

alimentacion animal.

En relacion al desarrollo de un alimento funcional para aves:

Se propone profundizar en la caracterizaciéon del alimento suplementado con RLC
producido durante esta tesis respecto de sus propiedades secuestrantes de
micotoxinas y de su capacidad de retenerlas durante el pasaje por el tracto
gastrointestinal.

Vinculado al estudio de los metabolitos volatiles con actividad antagonista, resulta de
interés llevar adelante la caracterizacién del efecto fungistatico y fungicida del alimento
adicionado con RLC conservado en condiciones que mantengan una micro-atmésfera
concentrada en los compuestos volatiles producidos por levaduras cerveceras.
Asimismo, estudiar la capacidad de hongos micotoxigénicos de producir toxinas en
presencia de volatiles de levaduras.

De determinarse la aplicabilidad de procesos de secado o liofilizado al RLC, se
propone caracterizar al producto resultante respecto de sus propiedades
antimicrobianas, antifiUngicas y secuestrantes de micotoxinas. Ademas, explorar la
formulacion de alimento balanceado adicionado con RLC seco o liofilizado en
diferentes proporciones, analizar su composicidon fisicoquimica y microbiolégica y
estudiar los costos y beneficios de su produccién en relaciéon al alimento formulado
durante esta tesis por adicion del RLC tal y como se obtiene de la cerveceria.

En una etapa mas avanzada, es de interés para este grupo de investigacion llevar
adelante estudios in vivo, aplicando una dieta suplementada con el RLC y evaluando
sus efectos en la morbi/mortalidad y en los parametros zootécnicos de pollos, en
contraste con una dieta control sin aditivos. El disefio experimental contemplaria la

adicion de RLC a la dieta en diferentes proporciones.

En el contexto de la extension: los promisorios resultados de este trabajo se aplicaran
en lo inmediato, dentro del marco del proyecto de extension Huerta Urbana y
Produccién Aviar Familiar, de la Catedra Libre en Salud y Derechos Humanos de la
FCE, con la incorporacion del residuo cervecero, generado por la actividad de los
productores artesanales de la region, a la dieta de gallinas ponedoras de la

Cooperativa Barrios Productores, Barrio Aeropuerto de La Plata.
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Ademas, los estudios y aplicaciones de los resultados y perspectivas de esta tesis se
profundizaran en el marco del proyecto PICT 2018-03702, “Aplicacion de productos
fermentados naturales en la produccién aviar y de compostaje", disefiado y aprobado

para su aplicacién con cooperativas productoras de la regién.
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ANEXO I. Medios de cultivo y soluciones

La composicion de los medios de cultivo microbiolégico y de las soluciones utilizadas

durante esta tesis fue descrita en el capitulo de Materiales y Métodos, asi como los

procedimientos para formular y esterilizar cada uno de ellos. A continuacién, en las

Tablas 1 y 2 se detalla nuevamente la composiciéon para facilitar su consulta.

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo y soluciones acuosas
empleados*
Caldo YPD
Extracto de levadura 10,0 g/L
pH
Peptona 20,0 g/L
6,5+0,2
Dextrosa 20,0 g/L
Caldo GPY
Extracto de levadura 5,0 g/L
pH
Peptona de carne 5,0 g/L
3,8+0,2
Glucosa 40,0 g/L
Caldo extracto de malta
Extracto de malta 30,0 g/L pH
Peptona de carne 3,0 g/L 54101
Caldo Nutritivo (Laboratorios Britania, CABA, Argentina)**
Pluripeptona 5g/L oH
Extracto de carne 3g/L 70£0.2
Mosto de cebada rubia molida
Extracto de malta cervecera rubia en polvo 180,0 g/L
pH
ZnS0Oq4 0,25 g/L
45+0,1
Extracto de lupulo isomerizado estéril 417 uL/L
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Caldo YNB (BD Difco™) suplementado con glucosa 0,5% p/V***

Yeast Nitrogen Base (BD Difco™)

6,70 g/L

Glucosa

5,09/l

Caldo YNB (BD Difco™) suplementado con maltosa 0,5% p/V***

Yeast Nitrogen Base (BD Difco™)

6,70 g/L

Maltosa

5,0 g/L

Caldo YNB (BD Difco™) suplementado con extracto de malta 0,5% p/V***

Yeast Nitrogen Base (BD Difco™)

6,70 g/L

Extracto de malta de calidad microbiologica

5,0 g/L

Caldo YNB (BD Difco™) suplementado con maltosa 0,1% p/V y maltotriosa

0,5% p/V***

Yeast Nitrogen Base (BD Difco™) 6,70 g/L
Maltosa 1,0 g/L
Maltotriosa 5,0 g/L

Agar YNB (BD Difco™ Yeast Nitrogen Base without Amino Acids)

suplementado con glucosa 2,0% p/V

Agar YNB without Amino Acids (BD Difco™) 6,70 g/L
Glucosa 20 g/L
Agar agar 15 g/L

Agar YNB (BD Difco™ Yeast Nitrogen Base without Amino Acids)

suplementado con glicerol 3,0% V/V

Agar YNB without Amino Acids (BD Difco™) 6,70 g/L
Glicerol 30 mL/L
Agar agar 15 g/L
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Agar YGC (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia)**

Extracto de levadura 5g/L

Glucosa 20 g/L oH

Cloranfenicol 0,1 g/L 6,5+0,2

Agar agar 15 g/L

Agar papa (PDA, Biokar Diagnostics, Francia)**

Extracto de papa 4 g/L

Glucosa 20 g/L PH
55+0,2

Agar agar 15 g/L

Solucion de esporas
Lauril Sulfato de Sodio (Merck, Darmstadt, Alemania) 0,1g/L
Glucosa 10,0 g/L -
Solucién reguladora fosfato salino (PBS)

NaCl 8,0 g/L

KCI 0,2g/L pH

NasHPO4 1,44 g/L 7,5+£0,2

KH2PO4 0,24 g/lL

Solucién fisiolégica (SF)

NaCl 9,0 g/L PH

7,0+£0,2
Solucién de azucar de mascabo
AzUcar de mascabo 50,0 g/L -
Solucién de azul de metileno
Colorante azul de metileno 1,0 g/L -
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Solucion de cristal violeta

Colorante violeta de genciana 20 g/L
Oxalato de amonio 8,0 g/lL -
Etanol 20% VIV

*Los medios de cultivo y soluciones se prepararon por disolucién de sus componentes en agua destilada y
se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 15 minutos, a excepcion de la solucién de azucar de
mascabo y de los colorantes azul de metileno y cristal violeta. **Los medios microbioldgicos indicados se
prepararon por disolucién del formulado y se esterilizaron de acuerdo a las indicaciones del proveedor; en
la tabla se indica la composicion del medio comercial. ***El caldo YNB vy las soluciones de azucares se
prepararon como soluciones concentradas, 10X y 5X, respectivamente, en agua destilada y se
esterilizaron por filtracién por poro de 0,22 uym; el agar agar se preparé como una solucién 2X en agua
destilada y se esterilizd por autoclave a 121 °C durante 15 min.

Tabla 2. Medios utilizados en el cultivo celular (Gamba, 2015)

DMEM DMEM DMEM
Ingrediente Completo A | Completo B | Adhesiéon C

DMEM? 1 sobre 1 sobre 1 sobre
Penicilina/estreptomicina
(1000 m,1000 pg/mL)P 13 mb 13 mb )
Aminoacidos no esenciales® 13 mL 13 mL -
Gentamicina (50 mg/mL) 10 mL 10 mL -
NaHCO; 20g 20g 20g
L-glutamina 0,3 mg 0,3 mg -
Suero fetal bovino inactivado® 120 mL 180 mL -
Agua miliQ 1000 mL 1000 mL 1000 mL
pH 7,5+0,1 7,5+0,1 7,5+0,1

aDulbecco Modified Eagle's Medium, GIBCO (Grand Island N.Y., Estados Unidos); °GIBCO (Grand
Island N.Y., Estados Unidos); °®MEM Non-essential amino acids solution (I00X), GIBCO, (Grand
Island N.Y., Estados Unidos); 9BIOSER (Argentina). El suero fue inactivado térmicamente,
incubando 30 minutos a 60 °C. El DMEM A se utilizé para las células HepG2 y el DMEM B se utilizd

324



para las células Caco-2/TC7. El DMEM C se adhesion se empled en los ensayos de adhesion de
microorganismos a la linea Caco-2/TC7.
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