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RESUMEN

Investigadores ecuatorianos han llevado a cabo expediciones hacia la
Antartida logrando aislar e identificar diferentes especies de levaduras
psicréfilas con un alto potencial en bioprocesos de alimentos como lo es la
fabricacion de cerveza. Tradicionalmente en su produccién se han utilizado
especies del género Saccharomyces, pero cada vez mas se estan
experimentando con nuevas especies en busca de distintas caracteristicas
de sabor y aroma en el producto final. Sin embargo, hasta la fecha no se han
publicado reportes sobre la utilizacibn de levaduras extremofilas ni

provenientes de la Antartida.

En la presente investigacion se evalud la cinética de fermentacién de una
levadura antartica a diferentes temperaturas y pHs, ademas de su
comportamiento en la produccién de cerveza bajo la hipbtesis de que esta
levadura fermenta a bajas temperaturas los azucares presentes en el mosto

y que se puede efectivamente obtener cerveza.

Para identificar la especie de la levadura se realizd la extraccién del ADN
gendmico seguido por una amplificacion por PCR y secuenciacién. Con
respecto a la determinacion de la temperatura 6ptima de fermentacion, se
realizaron pruebas en tubos de ensayo con campanas de Durham donde se

medié el CO2 producido durante 30 dias cada 24 horas. Se us6 un medio



mineral con D-glucosa inoculado con el microorganismo en estudio a una
densidad optica de 0,5 de Mcfarland. Estos tubos se incubaron a 4°C, 10°C,
16°C, 20°C 6 26°C. Los datos obtenidos se ajustaron al modelo de Rosso y
se analizaron estadisticamente para evaluar la cinética de fermentacion de la
levadura ante distintas temperaturas y asi hallar su valor 6ptimo con un R?
mayor a 0,90. En la obtencién del pH éptimo de fermentacién, se us6 una
metodologia y analisis similar a la empleada anteriormente. En este caso se
ajusto el medio mineral a doce distintos pHs entre 1,6 y 12,6, y se incubaron
a la temperatura optima. Se utiliz6 como control positivo a Saccharomyces

cerevisiae en ambos ensayos.

El siguiente paso consisti6 en elaborar la cerveza utilizando una receta
basada en una cerveza tipo Pilsen a la que ulteriormente se le realizaron
mediciones fisicoquimicas, pruebas de aroma y toxicidad, y finalmente una

evaluacién sensorial.

Los resultados mostraron una temperatura 6ptima de 13.74°C y un pH 6ptimo
de 7.89, con un perfil de aroma predominantemente compuesto de alcoholes
y ésteres sin la presencia de compuestos toxicos y un contenido de alcohol
de 2.62%, con un grado de satisfaccion positivo de los atributos olor y sabor.
Los datos indican que la levadura antartica puede ser utilizada en la

elaboracion de cervezas tipo light a partir de cebada.
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INTRODUCCION

El desarrollo del siguiente Trabajo Final de Graduacion abarca

principalmente lo siguiente:

En el capitulo 1 se comenzara con una descripcion de los fundamentos
tedricos que competen a la cerveza, detallando los tipos y la materia prima e
ingredientes que son empleados en el proceso de elaboracion de la misma,
realizando un enfoque especial en la etapa de fermentacién. Asimismo, se
dard una vision general sobre el proyecto realizado por el CIBE acerca de los
microorganismos de la Antartida, en especial las levaduras identificadas y su

potencial aplicacion en la industria de alimentos.

En el capitulo 2 se planteara el problema vy justificacion del presente estudio.
Ademas, se establecera la hipétesis de que la levadura antéartica puede
fermentar a bajas temperaturas los azucares presentes en el mosto y puede
ser empleada en la elaboracion de cervezas a partir de cebada. Esto se

conseguira estableciendo objetivos general y especificos.

Una vez expuestos los conocimientos tedricos necesarios y el objetivo de
este estudio, en el capitulo 3 se definirdn claramente los materiales y la
metodologia aplicada de manera detallada. Se llevara& a cabo la

experimentacion comenzando por la identificacién de la levadura antartica y



la obtencion de su temperatura y pH éptimos de fermentacién, para luego
continuar con la elaboracién de la cerveza. Para comprobar la idoneidad del
producto para el consumo humano, se realizara una cromatografia de gases,

pruebas microbioldgicas y una prueba sensorial.

Una vez descrito lo anterior, en el capitulo 4 se analizaran los resultados
obtenidos de cada uno de los experimentos efectuados. Se realizard un
andlisis estadistico de las condiciones Optimas de fermentacion de la
levadura antéartica identificada, logrando asi los consiguientes resultados de
las propiedades fisicoquimicas de la cerveza elaborada y su posterior analisis
en conjunto con la evaluacion sensorial. Se buscaran razones cientificas a
los resultados conseguidos basandose en los conceptos previamente

estudiados.

Finalmente en el capitulo 5 se daradn las respectivas conclusiones y

recomendaciones de este proyecto.



CAPITULO 1

1. MARCO TEORICO

1.1. La Cerveza

La cerveza es una bebida que contiene alcohol, extracto de
azlcares y diéxido de carbono (1) producida por fermentacion de un
medio acuoso con azucares derivados generalmente de cereales

usando levaduras (2).

Materia Prima e Ingredientes

Para llevar a cabo la produccion de cerveza se necesita materia
prima seleccionada con caracteristicas adecuadas de acuerdo al
tipo y calidad de cerveza que se desea producir. Los ingredientes
necesarios son: un recurso que proporcione la cantidad de azucares
necesario, agua, ldpulo, levadura y en algunos casos adjuntos y

auxiliares del proceso (2).



Malta de Cebada

Antes de entrar de lleno con lo que respecta a la cebada, es
relevante indicar que la malta (granos malteados) simplemente es el
grano sometido a germinacion, desecado y finalmente un leve
tostado. El propdsito es activar las enzimas necesarias propias del
grano para asi romper la estructura proteica que cubre el almidon

gue posteriormente sera convertido en azucares simples (3).

La cebada (Hordeum vulgare) que es una planta perteneciente a la
familia de las gramineas (Gramineae) es el grano mas comunmente
malteado. Es el principal recurso de azucares fermentables en
cerveceria (3), crece mejor en climas hiumedos y en suelos con una
cantidad moderada de nutrientes. Existe una diferencia entre la
cebada de invierno y la cebada de primavera como entre la planta
de cebada con dos hileras y multiples hileras. La descripcion de las
hileras se refiere a la morfologia de la espiga, en cada hilera se
encuentran los granos maduros de cebada. Las distintas variedades
difieren en su idoneidad para el malteado. La cebada de mdultiples
hileras produce maltas mas ricas en cascaras, proteinas y enzimas,
la cual puede ser beneficiosa cuando se usan adjuntos de granos
sin maltear. Por otro lado, la de dos hileras tiene las mejores

propiedades para malteado y produccion de cerveza (1).



Las ventajas de la cebada sobre otros granos que pueden ser
usados para el malteado son: la regulacion y control mas facil del
proceso de germinacion, el sabor sobresaliente de la cerveza y la
tecnologia disponible para su proceso. Las cascaras actlan como
lecho filtrante cuando se realiza la filtracion del mosto y el
complemento de enzima es ventajoso para obtener la modificacion
deseada. Las mezclas de cebada de invierno y de verano traen
como consecuencia dificultades tecnologicas en la etapa de
malteado debido a los distintos ritmos de desarrollo y por
consiguiente un proceso de germinacion disparejo. Aunque se
puede combatir estos problemas usando procesos de malteado por
separado, se presentarian dificultades en la etapa del “lautering”,
fermentacion vy filtrabilidad de la cerveza, asi como la estabilidad de

la cerveza se veria deteriorada (1).

La humedad de la cebada tiene gran relevancia para su
almacenamiento, y debe estar en un rango 6ptimo del 10 al 12%
preferentemente entre 8 y 16°C de temperatura (1). EI almidén,
carbohidrato principal de la cebada, cuenta con el 55-65% del peso
total del grano. Del 75 al 80% del almidon esta presente en forma
de amilopectina, mientras la amilosa se encuentra entre 20 y 25%

(2) Por tanto, los carbohidratos presentes en mayor cantidad en la



cebada son los a-glucanos (amilosa y amilopectina del almidén),
seguidos de los B-glucanos (celulosa, hemilcelulosa, gomas),
pentosanos, asi como pequefias porciones de azUcares de baja
masa molecular (1). Las proteinas son indispensables para la
maltabilidad, nutricion de la levadura, sabor y la estabilidad de la
cerveza. Por otro lado, solo una parte de los lipidos son usados
durante el malteado y lo demas permanece en los granos utilizados.
Se encuentran también en cantidades muy pequefias pero de vital
importancia algunos componentes como fosfatos (cerca del 0.3%),
minerales (2.5- 3.5%), vitaminas (cerca del 0.005%) y sustancias

fendlicas (cerca del 0.2%) (1).

Lupulo

La planta de lopulo (Humulus lupulus L.) es parte de la familia
Cannabinaceae que crece en regiones templadas del mundo (2). Se
usa en cerveceria principalmente para impartir amargor y sabor,
aunque también se considera que actla como antiséptico, mejora
las cualidades de la espuma y promueve la clarificacion en la
cerveza (1,4). Los componentes de flavor de los lGpulos son resinas
y aceites esenciales, producidos en las glandulas que poseen
lupulina, las cuales estan situadas en la base de las bractedlas de

los conos de la planta femenina. Los conos son cosechados y luego



secados hasta alcanzar una humedad que no sobrepase el 12%,

obteniendo asi el lUpulo que se conoce en la produccion de cerveza

).

Es importante conocer que los compuestos responsables del
amargor que ofrece el lupulo son principalmente resinas como los
a-acidos y B-acidos, mientras que los aceites presentes se
encargan del aroma y sabor caracteristico (1). El contenido de alfa
acidos es una caracteristica que depende mucho de la variedad del

lGpulo seleccionado al igual que sus otros componentes (2).

TABLA 1

COMPOSICION QUIMICA DEL LUPULO

Compuestos Contenido en %
Agua 9-12
a-acidos 2-17
B-acidos 2-10
Aceites esenciales 05-25
Compuestos de extracto no 4—9
nitrogenados
Proteina 15-21
Fibra 10-17
Polifenoles 3-8
Minerales 7-11
Lipidos y ceras >3
Acidos grasos 0.05-0.2

Fuente: Adaptado de Eblinger, et al., 2009 (1)




Los a-acidos, también llamados humulonas, son los de mayor
interés por su alto potencial de amargor, incluyendo tres
compuestos primordiales: humulona, cohumulona y adhumulona
(4). La solubilidad de los alfa acidos es muy dependiente del valor
de pH, por ende se someten a un proceso de ebullicibn para
provocar un cambio estructural conocido como isomerizacion. Los
productos de amargor de la isomerizacion son los iso-a-acidos, cis 'y
trans-isohumulona, los cuales son significativamente mas solubles
que los a-acidos en el valor de pH de la cerveza (1,4). Los B-acidos
o lupulonas, en realidad contribuyen minimamente en el amargor de
la cerveza debido a su baja solubilidad en el mosto. Aunque durante
el almacenamiento, las lupulonas se oxidan siendo asi mas solubles

e imparten mayor amargor (1).

ALPHA-ACIDS BETA-ACIDS
HUMULONE { 1a) R = CHCH{CH3) LUPULONE (2a)
COHUMULONE (1b) CH(CHap COLUPULONE (2h}
ADHUMULONE (l¢} CH(CH3)CH>CHs ADLUPULONE {2¢)

Fuente: De Keukeleirc, Denis, 2000 (5)

FIGURA 1.1 ESTRUCTURAS DE HUMULONAS Y LUPULONAS



Con respecto a los aceites del lupulo, estos comprenden una
mezcla compleja de mas de 250 componentes, los cuales
brindan aromas y sabores florales, picantes, citricos, entre otros.
Son compuestos volatiles que en gran parte se pierden durante el
hervor. Los aceites aromaticos mas livianos (Mirceno, linalol,
geraniol, limoneno, terpineol, etc.) se afaden en la etapa de
fermentacion y los aceites aromaticos mas pesados (humuleno,
cariofileno, farneseno) y sus éxidos/epdxidos se agregan en la

etapa final del hervor (2,3).

Agua Cervecera

El agua juega un papel crucial en el proceso cervecero, después de
todo la cerveza es mayormente agua. Su composicion iénica
cumple roles importantes en la preparacion del mosto y le ofrece
ciertas cualidades Unicas a cada estilo de cerveza. Por ejemplo,
algunos lugares como Pilsen, Dublin, Burton-upon-Trent, Dortmund
y Munich, son mundialmente famosos debido a su suministro de

agua con caracteristicas particulares (2,3).

Los iones del agua, en la etapa de formacion de mosto contribuyen
en la nutricibn de la levadura, influencian en las propiedades

tecnoldgicas de la levadura y tienen impacto sobre el flavor de la
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cerveza. Los iones de mayor relevancia deben estar presentes en

cantidades adecuadas y balanceadas, ya que en concentraciones

muy altas pueden provocar efectos negativos como causar

inhibicion o generar flavors no deseados (2). Quimicos cerveceros

reconocen que tres componentes presentes en el agua influyen en

el pH del mosto: bicarbonato, calcio y magnesio. El pH del mosto

recomendado estd en el rango de 5.8 a 5.2 (4). En la tabla 2 se

muestran los iones mas importantes presentes en el agua y sus

respectivos efectos en el proceso de cerveza.

TABLA 2

EFECTOS DE LA COMPOSICION IONICA DEL AGUA EN

EL PROCESO DE ELABORACION CERVEZA

lon
(Rango objetivo)

Efectos

Calcio
(50-150ppm)

Interactda con fosfatos y proteinas para
reducir el pH de la mezcla de agua con
malta y promueve un mosto mas
brillante.

Precipita oxalato del mosto, que puede
causar turbiedad en la cerveza.

Activa las proteasas y a-amilasas
Promueve floculacion de levadura al final
de la fermentacion.

A concentraciones altas, inhibe Ia
extraccion de resinas de lapulos.

Magnesio
(10-30ppm)

Reduce el pH del mosto con interaccion
con fosfatos pero menos importante que
el calcio.

Co-factor importante de  mudltiples
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enzimas
. - A concentraciones altas incrementa el
Bicarbonato L
pH del mosto y reduce la generacién de
(0-250ppm)
extracto.
- Combinado con cloruro contribuye al
Sodio dulzor de la cerveza.
(0-150ppm) - A niveles moderados acenttua el flavor
de la malta
Cloruro - A concentraciones elevadas inhibe la
(0-250ppm) fermentacion e imparte un sabor salino.
- Acentla el amargor del lapulo
Sulfato . g P
(50-150ppm) - A concentraciones elevadas genera
PP sabores indeseables

Fuente: Adaptado de Boulton & Quain, 2013 (2) y Palmer, John, 2006 (3)

Levadura en la Industria de la Cerveza

El componente mas importante en la fermentaciéon del mosto de
cerveza es la levadura, practicamente se encarga de hacer la
cerveza y definir su sabor, tanto como cualquier otro ingrediente
que se afiada (4). De manera universal, es un microorganismo
eucariotico unicelular perteneciente al reino fungi (hongos) que tiene
cuatro divisiones: ascomicetos, basidiomicetos, zigomicetos,
oomicetos y deuteromicetos (6). Dependiendo de la especie
muestra una forma ovoidea, redonda o alargada, cuyo tamafio varia
entre 5 y 30 micrones y puede reproducirse sexual o asexualmente
(7,8). Hasta la actualidad se han detectado alrededor de 1500
especies y con cada especie un sin nimero de cepas distintas (9).

Se puede encontrar levaduras viviendo en suelo, insectos,
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crustaceos, animales y en plantas, ya que pueden viajar en el polvo

o corrientes de aire hacia nuevas areas (7).

Cuando se trata de la industria cervecera, las levaduras empleadas
generalmente son del tipo ascomiceto clasificadas con el género
Saccharomyces (ver figura 1.2) y poseen la caracteristica de
reproducirse por gemacion (10). En ocasiones interviene la llamada
‘levadura salvaje” pero no es deseada por los cerveceros, ya que
puede ser transportada por particulas de polvo en el ambiente hacia

la cerveza de forma no deliberada (7).
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Divisién
Subdivision

Fuente: Adaptado de Eblinger, HM., 2009 (11)

FIGURA 1.2 VISION GENERAL DE LA CLASIFICACION DE LA
LEVADURA CERVECERA

Se conocen hasta la actualidad 10 especies del género
Saccharomyces, entre las mas importantes se encuentran: S.
bayanus, S. cerevisiae, S. paradoxus y S. pastorianus (11). La
diferenciacion taxondémica ha sido muy complicada, tema que se

revisara mas adelante en la seccion “Tipos de cerveza”.
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La levadura, como la mayoria de los organismos vivos, esta
compuesta principalmente de agua, seguido por proteinas,
carbohidratos, acidos nucleicos y lipidos. El total de contenido de
minerales ronda entre el 5y 10% (10) y se aprecia a continuacion

en la figura 1.3.

Bakers Brewers Brewers Brewers
(Reed and Nagodarithana, 1991) (Eddy, 1958) (Eddy, 1958) (Eddy, 1958)

Aluminium - 3.0 2.0 1.0
Calcium (.75 - - -
Chromium 2.2 370 104.0 34.0
Copper 8.0 - - -
Iron 20.0 17.0 104.0 250
Lead - 2.0 14.0 100.0
Lithium 0.17 - - -
Magnesium 1.65 - - -
Manganese 8.0 4.0 5.0 11.0
Molybdenum 0.04 0.1 (.04 2.7
Nickel 3.0 3.0 4.0 30
Phosphorus 13.0 - - -
Potassium 21.0 - - -
Selenium 5.0 - - -
Silicon 30.0 - - -
Sodium 0.12 - - -
Sulphur 39 - - -
Tin 3.0 3.0 =100 3.0
Vanadium (.04 - - -
Zinc 170.0 - - -

Fuente: Briggs, et al., 2004 (10)

FIGURA 1.3 COMPOSICION PROMEDIO DE ELEMENTOS
TRAZA EN LEVADURAS (UG PESO SECO)
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En la figura 1.4, se puede observar la estructura idealizada de una

célula de levadura y sus principales organelos (10).

Endoplasmic reticulum Mitochondrion

Budscar | migrating in
—\_ emerging bud

Plasma membrane

litg.ftc:pvlasm__H
T Periplast
Tonoplast __
| Golgi body
Ribosomes— #— Lipid granule

Volutin granule ~Glycogen granule
Birth scar
Mitochondrion ~

\\ Nucleus

Cell wall

I ]
Vacuole MNucleolus

Fuente: Briggs, et al., 2004 (10)

FIGURA 1.4 REPRESENTACION DIAGRAMATICA DE UNA
SECCION A TRAVES DE UNA TIPICA CELULA DE LEVADURA
GEMANDO.

Los organelos o partes mas importantes para la fermentacion son:
la pared celular, encargada de la proteccion contra las influencias
externas (12) y relacionada con el fenomeno de floculacion (11); la
membrana citoplasmatica, cuya estructura conserva diversos

complejos enzimaticos encargados de catalizar reacciones
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especificas, ademas de ser una barrera para la difusion
indiscriminada de solutos (2); el periplasma, ubicado entre la
superficie externa de la membrana plasmatica y la interna de la
pared celular, que contiene enzimas como invertasa (2) util para la
asimilacion de la sacarosa; la mitocondria, el sitio donde se realiza
la mayor produccién de ATP mediante la fosforilacién oxidativa,
parte de la cadena respiratoria (2); y por ultimo las vacuolas,
lugares en donde se almacenan nutrientes regulando la

concentracion intracelular (2).

Las levaduras cerveceras en sSu mayoria son anaerobias
facultativas, es decir, pueden vivir tanto en presencia como en
ausencia de oxigeno (10). En presencia, piruvato se convierte en
diéxido de carbono y agua; en ausencia, piruvato se convierte en
acetaldehido y luego en etanol mas dioxido de carbono (7). En la
figura 1.5 se ilustra lo mencionado y ademas se puede apreciar las

entradas y salidas de la célula.
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Fuente: White, et al., 2010 (7)

FIGURA 1.5 AZUCARES, OXIGENO, NITROGENO, MINERALES
ENTRAN A LA CELULA. ETANOL, DIOXIDO DE CARBONO Y
COMPUESTOS DE FLAVOR SALEN DE ELLA.

El medio en el que se reproduce una levadura contiene una
cantidad finita de nutrientes. Existen otros factores intrinsecos y
extrinsecos como el estado fisiolégico en el que se encuentre la
levadura o la temperatura del medio de cultivo que regulan el
tiempo de las distintas fases de crecimiento como se detalla en la
figura 1.6. La levadura degrada los nutrientes para obtener energia

y asi crear los componentes de sus proximas generaciones. Pero al
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inicio puede que tenga que sintetizar enzimas Uutiles para el propio
consumo Yy utilizacion del sustrato presente en el medio (10). Esto
ultimo se evidencia en la primera etapa de crecimiento denominada

fase lag, de latencia o adaptacion.

Cell concentration

i 2 ] 4 5 G T
Time

Fuente: Briggs et al., 2004 (10)

FIGURA 1.6 CRECIMIENTO DE LEVADURA DE UN CULTIVO
BATCH EN MOSTO, CUYA FUENTE PRINCIPAL DE CARBONO
ES EL AZUCAR. LAS FASES INDICADAS SON: 1, FASE LAG; 2,

PERIODO DE CRECIMIENTO ACELERADO:; 3, FASE DE
CRECIMIENTO EXPONENCIAL; 4, FASE DE CRECIMIENTO
DESACELERADO; 5, FASE ESTACIONARIA; 6, FASE DE
CAMBIO DIAUXICO; 7, SEGUNDA FASE DE CRECIMIENTO EN
ETANOL SI HAY OXIGENO PRESENTE (LINEA SOLIDA), O
FASE DE MUERTE CELULAR SI NO HAY OXIGENO PRESENTE
(LINEA PUNTEADA)



El estadio en el que se encuentra la célula madre con respecto a
las siguientes generaciones hace que el cultivo no sea
sincrénico. Es por eso que en la grafica de biomasa sobre tiempo
se muestra la concentracion promedio para toda la poblacion

celular (10).

Siguiendo con la figura 1.6 como referencia, el cambio de fase 1
a 2 es paulatino y la velocidad de crecimiento va aumentando
hasta alcanzar una constante maxima (pendiente) que establece
la siguiente fase: crecimiento exponencial o logaritmico. Esta
fase puede cesar al acabarse los compuestos organicos
esenciales del medio o al concentrarse metabolitos a niveles
inhibitorios y asi entrar a la fase 5, la fase estacionaria, donde la
concentracion de biomasa permanece constante (10).
Normalmente lo que ocurre es que los niveles de los compuestos
esenciales disminuyen y limitan la velocidad de crecimiento

entrando a la fase 4 de crecimiento desacelerado.

En la fase 5 el metabolismo de la levadura toma otro rumbo.
Comienza a desarrollarse el famoso metabolismo secundario, en

donde se excreta al medio, sustancias influyentes sobre el perfil

19



de aroma y sabor de la cerveza. La fase 6, llamada la fase de

cambio dialxico, se presenta en ciertas cepas de levaduras.

El cambio diauxico es un tipo de crecimiento bifasico que se
genera a partir de la presencia de dos sustratos en el medio, uno
gue se va acabando y el otro con mayor concentracion. Visto
desde el presente caso de fermentacion alcohdlica, consiste en el
cambio de glicdlisis del metabolismo anaerdbico a la utilizacion
aerObica del etanol (13), y es considerada una adaptacion
fenotipica (10) debido al estrés por la carencia de glucosa en el
medio. Si se adapta bien la levadura a este cambio ocurre la fase
7 con lineas solidas, sino entra a una fase en donde las
posibilidades de sobrevivir son minimas y poco a poco se van

apagando rutas metabdlicas innecesarias (10).

En la fase 7 con lineas punteadas, ocurren cambios morfolégicos
de la célula y se inicia el consumo de las reservas de glucégeno
y trehalosa para mantenerse lo mas estables posible durante un
largo periodo. Se acaban las reservas, y comienza la
“autodegradacion” en donde la levadura comienza a consumir
Sus propios componentes estructurales. Una vez acabado todo

posible nutriente, entra a la fase de muerte celular (10).

20
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La autolisis genera un decremento en la concentracion de
biomasa. En este punto obviamente ya no hay mas consumo de

sustrato ni formacion de producto (etanol) (10).

Ingredientes Auxiliares y Adjuntos

En ocasiones en la industria cervecera se utilizan ciertos
ingredientes que no son esenciales, para corregir ciertas
deficiencias de la materia prima o del proceso y asi mejorar la

calidad de la cerveza.

Por ejemplo, se emplean clarificadores, quimicos para reducir el
riesgo de formacion de mohos en la fase de germinacion, nutrientes
adicionales para levadura, estabilizadores de espuma, antioxidantes
para alargar la vida util de la cerveza, enzimas para mayor
generacion de azucares en el mosto y para acortar el tiempo de

germinacion, entre otros (1).

Ademas, hay casos en los que se usan adjuntos, sean solidos o
liguidos, para aumentar el recurso de azucares fermentables. Entre
los adjuntos solidos se tiene el maiz, trigo o arroz. Los adjuntos

liquidos son jarabes (2).
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Tipos de Cerveza

Hoy en dia existe una amplia gama de cervezas, las cuales pueden
categorizarse por mdultiples factores como el aroma, apariencia,
sabor, concentracion de alcohol, método de produccion,
ingredientes usados, historia u origen (2). Pero una forma de
establecer una clasificacion sencilla es dividirlas en tres grandes
grupos de acuerdo al tipo de levadura que utilizan para su
fermentacion: ale, lager y lambic. Cabe recalcar que el metabolismo
propio de cada levadura le va a otorgar diferentes caracteristicas al
producto final. En la figura 1.7 se refleja una diferencia entre las
levaduras lager y ale en la forma de gemacion, las tipo lager forman

pequenos clusters y las tipo ale no (11).

Ale

Este tipo de levaduras usadas en la fermentacion, normalmente S.
cerevisiae (2), trabajan a temperaturas mas calientes que las lager y
tienden a agruparse en grandes cantidades en la parte alta del
fermentador donde se acumula la espuma, motivo por el cual son
también conocidas como levaduras de fermentacion alta. Durante
este proceso, la superficie hidrofébica de la levadura causa
floculacion para adherirse al dioxido de carbono e ir a la parte

superior de la cerveza. En realidad existe gran cantidad de cepas
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diferentes pero con sus respectivas similitudes. Comunmente tienen
una temperatura 6ptima de fermentacion alrededor de los 20°C,
fermentan rapidamente, consumen el perfil correcto de azlcares y
toleran cantidades moderadas de alcohol. Los cerveceros
distinguen este estilo de cervezas por su comportamiento y

produccion de un flavor fuerte y frutal caracteristico (7).

Lager

La fermentacién se lleva a cabo de manera 6ptima generalmente a
temperaturas mas frias, entre los 4 y 13°C (3,7). Es denominada
levadura de fermentacién baja debido a que la mayoria de sus
cepas, entre ellas S. carlsbergensis o S. pastorianus (2,11),
presentan la cualidad de permanecer en el fondo del tanque
fermentador en lugar de dirigirse hacia la superficie. Al no elevarse
y permanecer en suspension por mas tiempo, les permite reducir en
mayor cantidad los sub productos presentes. Ademas de no ser
levaduras tan floculantes, poseen la habilidad de fermentar
melibiosa y el tiempo que tardan para realizar el proceso de
fermentacion es mayor. Las cervezas tipo lager son las mas

producidas industrialmente y las caracteriza su sabor suave, limpio

y ligero (7).
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Lambic

Las cervezas lambic son originarias de Bruselas (Bélgica) y se
destacan por ser producidas a través de una fermentacion
espontanea. Es decir, el mosto se expone a las levaduras salvajes y
bacterias presentes en el ambiente que puedan caer
“accidentalmente” y asi realizar el proceso de fermentacién. Es un
tipo de cerveza bastante especial con sabores muy variados,
principalmente agrios y a vino. Su fermentacién puede tomar entre

seis meses e inclusive tres anos (4,7).

Fuente: Eblinger, HM., 2009 (11)

FIGURA 1.7 LEVADURAS DE BAJA (IZQUIERDA) Y ALTA
FERMENTACION (DERECHA) BAJO EL MICROSCOPIO
(MAGNIFICADA X640)
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1.2. Proceso Tecnoldgico

Cuando se habla de los pasos a seguir para la produccion de
cerveza, como lo muestra la figura 1.8, se puede encontrar ciertos
cambios y variaciones en algunas de las etapas, ya que va de la
mano con el tipo de cerveza que se quiera obtener y la tecnologia
disponible. A continuacién se detallaran las etapas de elaboracion
de cerveza de una manera global para obtener un producto final de

calidad utilizando la materia prima antes mencionada.

Malteado

Produccion de
mosto

Coccion del
mosto con lUpulo

Fermentacion

Procesos post-
fermentacion

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014

FIGURA 1.8 DIAGRAMA DE FLUJO GENERAL DEL PROCESO
DE ELABORACION DE CERVEZA
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Malteado

El proceso de malteado consiste en germinar el grano de cebada u
otro cereal bajo condiciones controladas. Primordialmente se realiza
en la cebada aunque puede aplicarse en varios cereales. Entre los
propdsitos principales se encuentran: el desarrollo de las enzimas
del grano con degradacion simultdnea de compuestos de alto peso
molecular de sus paredes, lograr caracteristicas distintivas de color

y aromay remocion de compuestos aromaticos no deseados (1).

Basicamente, se inicia remojando los granos con ciertos periodos
de exposicion al aire hasta llegar a un contenido de humedad entre
el 42 y 45%. Esto posibilita la activacion de los sistemas
enzimaticos y el grano comienza a movilizar las reservas de
almidon que proveen carbono y energia para el desarrollo del
embridn. En esta fase la cebada en crecimiento debe permanecer
dispersa a una temperatura entre 13 y 16°C para remover el dioxido
de carbono y permitir la respiracion. La germinacion produce
endoglucanasas, pentosanasas, endoproteasas y amilasas, las

cuales degradan la estructura del endospermo del grano (2).

En un punto apropiado el proceso de germinacion se detiene

aplicando calor por medio del horneado, incrementando la
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temperatura gradualmente de 25 a 70°C y asi reducir la humedad
del grano a un 4% (2). De esta manera se logra estabilizar el grano
y mantener las enzimas relevantes para las siguientes etapas del
proceso. EIl control del secado junto con la calidad de la malta,

determina el tipo y color del producto (1).

Produccién del Mosto
El mosto practicamente es el agua que contiene los azUcares
fermentables necesarios y se obtiene mediante tres pasos

esenciales: molienda, maceracion y fase de separacion.

Molienda

Se empieza por moler los granos malteados con el objetivo de
liberar el contenido del endospermo y reducir el tamafio de las
particulas para suministrar una operacion éptima en la subsiguiente
etapa de maceracion. El grado de la molienda debe ser equilibrado.
Si el tamafio de la particula es muy grande, la degradacion
enzimatica es deficiente, mientras que al ser particulas demasiado
pequefias la separacion del mosto se vuelve muy dificultosa. Este
proceso puede ser en seco 0 humedo, acorde a la composicidon de

los granos o preferencias del cervecero (2).
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Maceracion

El propésito principal de la maceracion es convertir el almidon de la
malta en azucares fermentables e hidrolizar sus proteinas,
hemicelulosas y gomas (1,3). La molienda es sumergida en agua y
esta mezcla es calentada normalmente de sesenta a noventa
minutos. Por medio del calor, son activadas una serie de enzimas
que ayudan a degradar los compuestos presentes en la molienda,
cada una de estas enzimas tiene un rango de temperatura en el
cual actban (3). Para generalizar, temperaturas mas altas (64-68°C)
favorecen la rapida conversion del almidon y formacion de extracto,
mientras temperaturas mas bajas (50- 55°C) favorece la
concentracion de nitrégeno soluble (2). Lo importante es no exceder
los 70°C, ya que inhibe las amilasas que mayormente convierten el
almidon en maltosa y dextrinas no degradadas; como consecuencia
la fermentabilidad del mosto reduciria notoriamente (3). Existen
varios meétodos de maceracion como la infusibn o decoccion.
Ademas, se puede usar una temperatura fija usualmente de 65°C o
se aumenta gradualmente la temperatura para permitir una
degradacion enzimatica progresiva, dependiendo de las

necesidades del cervecero (2).
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Separacion

Después de la maceracion se procede a elevar la temperatura a
77°C, suspendiendo toda accién enzimatica para mantener el perfil
de azucares requerido y hacer la cama de granos y mosto mas
fluidos. Finalmente el mosto dulce es drenado y los granos
triturados son enjuagados para extraer la mayor cantidad de restos

de azucares posible (3).

Coccion del Mosto

Una vez obtenido el mosto clarificado, este es sometido a un
tratamiento térmico en el cual se afiade el lUpulo. Este proceso tiene

diversas funciones como (1,2):

e Evaporacion del agua excesiva para alcanzar la concentracion
de mosto deseado (extracto original).

e Destruccion de enzimas.

e Esterilizacion del mosto.

e Coagulacion de proteinas.

e Disolucion e isomerizacion de las sustancias de amargor en el
mosto.

e Aromas indeseables son removidos, sustancias reductoras son

formadas, el color aumenta y el valor de pH cae ligeramente.
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El tiempo de hervor recomendado es de sesenta a hoventa minutos,
y dependiendo del tipo de lupulo a usarse, estos se afiaden ya sea
al final o al comienzo del proceso. Si se trata de lUpulos de aroma,
se agregan en los ultimos 15 o 20 minutos, pero si se trata de
lGpulos de amargor, estos se incorporan desde el primer minuto. El
amargor que concede el lUpulo es proporcional al tiempo que se
encuentra sometido a altas temperaturas y a la concentracion de
alfa acidos (3). Al finalizar el hervor, los soélidos en forma de
sedimento o cualquier residuo de lUpulo tiene que ser separado del
mosto caliente por medio de algun tipo de filtracion, para luego ser
enfriado y enviado al fermentador (2). Como resultado, el mosto
presentara una gravedad inicial u original (OG), la cual es de suma
relevancia, porque denota la cantidad de azucares en el mosto
antes de ser fermentado, usualmente medido con un densimetro

(14).

Proceso Fermentativo

Esta etapa es de gran trascendencia, ya que en pocas palabras es
aqui donde el mosto se convertira en cerveza. Por lo general, antes
de realizar el proceso anaerobio de fermentacion, se necesita airear
el mosto para que la levadura cuente con el oxigeno necesario para

su reproduccién. El tipo de levadura empleada va a determinar los
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diferentes flavors y propiedades de la cerveza, ademas de los
parametros de fermentacion. La fermentacion del mosto es iniciada
con la inoculacion de la levadura seleccionada y el niumero de
células dependera de la cantidad y concentracién del mosto. Como
ya se ha mencionado anteriormente, las lager son inoculadas a
temperaturas mas bajas que las ale (4 — 13°C), por consiguiente el
tiempo de fermentacion sera mayor. Como el mosto se convierte en
cerveza, y los azucares son transformados en alcohol y dioxido de
carbono principalmente, esto contribuye al declive de la gravedad
original del mosto (10). Con el dato de gravedad final (FG), que es
la densidad del mosto al terminar la fase fermentativa, se puede
corroborar que efectivamente hubo una fermentacion alcohdlica y

por ende un contenido de alcohol final (14).

Mas adelante, se explicara de forma minuciosa el proceso y

reacciones de fermentacion.

Procesos Post-fermentacion

El producto de la fermentacion es la llamada “cerveza verde” o
inmadura (no es de color verde, pero tiene flavors inmaduros
inaceptables) (14). Existen varias opciones posibles para

acondicionar la cerveza a una forma adecuada para el consumo (2).
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Algunos cerveceros, para refinar el flavor de la cerveza, mantienen
un periodo de maduracion donde la misma es almacenada a -2°C
por grandes lapsos, en ocasiones meses, mientras una
fermentacién secundaria ocurre lentamente. También se logra
realizar una segunda fermentacion adicionando azucar, lo que
aumenta el metabolismo de la levadura y genera una cerveza con

mayor carbonatacién (10).

Una vez realizada la fase de acondicionamiento, generalmente se
procede a realizar una filtraciobn para eliminar los rastros de
levadura presentes en la cerveza. Ulteriormente, una pasteurizacion
o filtraciéon estéril para eliminar los microorganismos que causan

deterioro (2).

En realidad, la cuidadosa seleccion de materia prima y buenas
condiciones del proceso ayudan a los productores de cerveza a
obtener una producto de calidad: un color claro y brillante, con una
estable espuma blanca al ser servida, con flavors y contenido de
gases estables, y por supuesto libre de microrganismos que

provoguen un rapido deterioro.
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1.3. Fermentacion
La fermentacion, segun la biologia, es un tipo de obtencion de
energia que, al igual que la respiracion aerdbica, se inicia en la
glucolisis y produce ATP como producto de fosforilacion a nivel de
sustrato (figura 1.9). Difiere en que sus reacciones se dan en
ausencia de oxigeno: no existe un aceptor final de electrones. Se
produce la oxidacion del NADH (cofactor enzimatico) para formar,
en este caso, etanol y CO2 y éste se regenera para volver a la etapa
de glucdlisis. Es por eso que la fermentacién es denominada una
reaccion de oxido-reduccion (6,15), esto se ilustra de mejor manera

en la figura 1.10 y en la figura 1.11.

c48
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Fuente: Madigan, et al., 2009 (6)
FIGURA 1.9 FOSFORILACION A NIVEL DE SUSTRATO
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FIGURA 1.10 FERMENTACION QUE OCASIONA
EXCRECION DE ETANOL Y CO2
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Desde el punto de vista técnico de la cerveza, la fermentacién es la
descomposicion del mosto, ejecutado por una cepa especifica de
levadura con la finalidad de obtener etanol, CO2 y otros sub-
productos como: alcoholes superiores alifaticos y aromaticos,
ésteres, acidos organicos, compuestos carbonilicos, compuestos
gue contienen azufre y alcoholes polihidricos, que en conjunto

determinan las propiedades y calidad de la cerveza (1).

Bioquimica de Fermentacion

Analizar la bioquimica de fermentacion resulta complejo por la
cantidad de reacciones aun bajo estudio. Sin embargo, se puede
afirmar con certeza que el crecimiento celular de la levadura y la
conversion del mosto en cerveza son los dos principales eventos

gue ocurren de manera simultanea durante la fermentacion.

La composicion del mosto es uno de los tres puntos clave que
influyen en la bioquimica de fermentacion, dado que brinda los
nutrientes necesarios para que se lleve a cabo el metabolismo de
la levadura. También se encuentra dentro de este grupo el genotipo
y el fenotipo de la levadura. Por ejemplo, la tolerancia que tiene

una levadura hacia un maximo contenido de azlcar en el mosto o
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hacia una cierta concentracién de etanol depende del genotipo de

la levadura (2), es algo inherente en su cepa, esta en sus genes.

Por otro lado, la levadura tiene diferentes respuestas bioquimicas
hacia cambios en el ambiente como una disminucion drastica en el
pH, o en la actividad de agua, fluctuaciones de temperatura o
elevada presion hidrostatica producto de la geometria del
fermentador, etc. Es alli en donde se manifiesta la expresion

fenotipica, como la levadura puede manejar el estrés.

Balance de Masa

Para comprender un poco mas sobre la fermentacion, se tiene el

siguiente balance de masa de la reaccién en general (2):

AzUcares (150 g/L) + FAN (150 mg/L) + Levadura (1 g/L) +
Oxigeno (25 mg/L) - Etanol (45 g/L) + CO2 (42 g/L) + Levadura

(G alL)

Dependiendo de la gravedad especifica o densidad relativa del
mosto, se considera comun el uso de entre 5 y 20 millones de
células/mL de mosto y esto puede resultar en un aumento de hasta

5 veces la masa inicial (10). Normalmente por cada molécula de
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glucosa se producen 2 de etanol y 2 de diéxido de carbono, siendo
repartidas en cantidades equimolares; pero en esta representacion
la cantidad de CO:2 es ligeramente menor a la de etanol debido a
que posteriormente pequefias proporciones son utilizadas en

reacciones anabdlicas de carboxilacion (2).

Asimilaciéon de Nutrientes del Mosto

Carbohidratos. En la tabla 3 se muestra el orden que las levaduras

consumen los azucares presentes en el mosto:

TABLA 3

ORDEN DE CONSUMO DE AZUCARES DEL MOSTO

Orden Azucar
1 Sacarosa
2 Glucosa
3 Fructosa
4 Maltosa
5 Maltotriosa

Fuente: Adaptado de Palmer, John, 2006 (3)

El patrén de consumo de azlcares de un mosto de 1.040 en una
fermentacion tipo ale se muestra en la figura 1.12. Se puede

apreciar la rapida desaparicion de la sacarosa, y ademas un
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aumento en la concentracion inicial habitual de las hexosas en el

mosto debido a la hidrélisis de la sacarosa (glucosa>8%;

fructosa>2% (3)).
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FIGURA 1.12 UTILIZACION DE AZUCARES DURANTE UNA

FERMENTACION ALE DE UN MOSTO CON GRAVEDAD
ESPECIFICA ORIGINAL DE 1.040
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En cambio la maltosa se va consumiendo lentamente y desaparece
del medio poco después de las 70 horas. La maltotriosa es la
altima en asimilarse por completo. El orden va desde las moléculas
mas simples como los monosacaridos hasta las mas complejas

como los oligosacéridos.

Para el transporte hacia el interior de la célula, la glucosa tiene dos
vias: difusibn simple o difusiébn facilitada por proteinas
transportadoras llamadas “Carrier”. Los carrier estan involucrados
en dos tipos de sistemas de consumo: alta afinidad y baja afinidad.
El sistema de alta afinidad depende de las concentraciones de
glucosa extracelular; si ésta es alta, el sistema entra en represion.
Por el contrario, el sistema de baja afinidad no depende de las
condiciones fisiologicas en las que se encuentre la célula; es decir,

es un sistema constitutivo (2).

Para que la levadura asimile el disacarido sacarosa, necesita la
ayuda de la enzima invertasa ubicada en el periplasma celular,
liberando glucosa y fructosa que reingresan a la célula por los
mecanismos ya mencionados. La maltosa, por su parte requiere de
una enzima denominada maltosa permeasa en un transporte activo

ligado a simporte de protones de potasio (K*) (2). Cantidades



40

mayores a 15% de glucosa y fructosa pueden inhibir la

fermentacion de la maltosa (3).

Compuestos Nitrogenados. Los compuestos nitrogenados de
mayor relevancia son los aminoacidos y los polipéptidos de cadena
corta. El transporte hacia la célula lo realizan mediante permeasas:
algunas especificas para determinados aminoacidos y otras
generales denominadas GAP con amplia especificidad de sustrato.
Se conoce de 16 sistemas de transporte de aminodacidos, 12
constitutivos y el resto sujetos a inhibiciébn por altos niveles de

compuestos nitrogenados en el medio (2).

Varios estudios revelan el efecto del fendbmeno de represidon
catabolica por nitrégeno, y se ha hallado que las permeasas
especificas tienden a estar involucrados en rutas anabdlicas y las

GAP en catabdlicas (2).

En la tabla 4 se encuentran cuatro clases de aminoacidos
presentes en el mosto. En la clase A se encuentran los mas
asimilables, en la clase B los que asimilan lentamente. En la clase
C estan los aminoacidos que no se comienzan a consumir hasta

gue los de la clase A no hayan desaparecido del mosto y la clase D
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necesita la actividad de una oxidasa mitocondrial activa s6lo en
condiciones aerdbicas. Mas adelante, el mismo autor los reclasificd
segun la importancia de su asimilacion para el desarrollo del perfil
de sabor de la cerveza (formacion de metabolitos) o si podian ser
sintetizados a partir de los azlUcares del mosto. Esto se aprecia en

la tabla 5 (2).

TABLA 4

CLASES DE AMINOACIDOS SEGUN EL ORDEN DE
ASIMILACION DURANTE LA FERMENTACION

Clase A Clase B Clase C Clase D
Arginina Histidina Alanina Prolina
Asparagina Isoleucina Amoniaco
Aspartato Leucina Glicina
Glutamato Metionina Fenilalanina
Glutamina Valina Tirosina
Lisina Triptéfano
Serina
Treonina

Fuente: Adaptado de Boulton & Quain, 2013 (2)



TABLA 5

CLASES DE AMINOACIDOS PRESENTES EN EL MOSTO
BASADOS EN EL EFECTO DEL DESEMPENO DE LA
FERMENTACION Y ANALISIS DE CERVEZA

Clase 1 Clase 2 Clase 3
Aspartato Isoleucina Lisina
Asparagina Valina Histidina
Glutamato Fenilalanina Arginina
Treonina Glicina Leucina

Serina Tirosina
Metionina
Prolina

Fuente: Adaptado de Boulton & Quain, 2013 (2)
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Se ha demostrado la inhibicion del consumo de dipéptidos por la

presencia de amoniaco, urea y otros aminoacidos. En contraste, la

leucina induce su asimilacién. En general las levaduras prefieren

los péptidos L-estereoisomeros con residuos basicos (2).

Lipidos. Si no se encuentran en el mosto, estos deben ser

sintetizados por la levadura con requerimiento de oxigeno. Los

esteroles y acidos grasos insaturados son esenciales para el

crecimiento y oOptimo desarrollo de la levadura, forman parte

constitutiva de la membrana plasmatica y le confieren estabilidad a

la misma. En la fase estacionaria celular, en ausencia de oxigeno,
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los esteroles presentes en el mosto no son consumidos. Los
mostos que no se les retira las proteinas coaguladas llamadas

“trub” tienen un mayor contenido de acidos grasos insaturados (2).

El transporte hacia el interior celular se da por un sistema de
difusién facilitada. Esto es debido a la naturaleza lipofilica de la

membrana.

Metales I6nicos. Calcio, magnesio y zinc son nutrientes esenciales
para diversas reacciones. Actlan como cofactores enzimaticos y
en la regulacion de transporte celular, entre otros. Pero la levadura
tiende a concentrar en su interior toda clase de metales que se
presenten en el medio, siendo muy poco selectiva. Esto puede
acarrear en la competicion de consumo de metales esenciales y no

esenciales (2).

Existes dos mecanismos de entrada: bioabsorcion vy
bioacumulacién. ElI primero es un proceso pasivo, sin gasto
energético, que se da de manera rapida sin ninguna clase de
inhibicion metabdlica. ElI segundo, por su parte, es un proceso
lento, dependiente de la temperatura y regulado por metabolitos

inhibidores de su mecanismo. Ademas existen otros mecanismos
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como: permeacion, peroxidacion lipidica, utilizacion de carriers,

canales ionicos o incluso endocitosis (2).

Disimilacién de Carbohidratos

La disimilaciobn o catabolismo de carbohidratos en el proceso
fermentativo toma diferentes caminos como se observa en la figura
1.13. La glucdlisis, llamada indistintamente como la via Embden-
Meyerhoff es la preferida por la mayoria de las levaduras. La
obtencion de energia en forma de ATP se da, como se ha
mencionado anteriormente, gracias a la fosforilacibn a nivel de
sustrato (glucosa). Al menos 2% de la glucosa presente en el
medio es metabolizada para la obtencién de pentosas y hexosas
(2) que posteriormente servirdn para la sintesis de acidos grasos y
acidos nucleicos. Esta ruta metabodlica se inicia a partir de la
glucosa-6-fosfato y se denomina ruta de la hexosa monofosfato o

también pentosa fosfato (6).
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FIGURA 1.13 RUTAS PARA LA DISIMILACION DE LA
GLUCOSA A ETANOL EN LEVADURAS VIA GLUCOLISIS Y
LA DERIVACION DE HEXOSA MONOFOSFATO

En el género Saccharomyces se ha estimado que las proporciones
de glucosa y maltosa utilizadas para la produccion de ATP por la
ruta fermentativa fueron de 73% y 69%, respectivamente, y de esto

solo el 3% y 4% fueron metabolizados aerébicamente (16).
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Como las levaduras cerveceras son generalmente anaerobias
facultativas, bajo las condiciones apropiadas pueden realizar todo
el proceso aerobio obteniendo mayor cantidad de ATP gracias a la
fosforilacion oxidativa. Se asume que quien regula el intercambio
entre proceso anaerobio y aerobio es justamente la disponibilidad
de oxigeno (2) pero ademas existen otros efectos reguladores del
metabolismo de azlUcares como se ilustra en la tabla 6. Estos
efectos no solo abarcan al género Saccharomyces sino también

otros como Brettanomyces (conocida como una levadura salvaje).

TABLA 6
MECANISMOS PARA LA REGULACION DEL

METABOLISMO DE AZUCARES EN LEVADURAS.

MECANISMO DESCRIPCION

Efecto Pasteur Inhibicién de la fermentacion alcohdlica
en presencia de oxigeno, o activacién
de glicdlisis por anaerobiosis.

Efecto Crabtree - a Instantanea formacion aerGbica de

corto plazo etanol siguiendo una transicion de
limitaciébn de carbono a un exceso de
carbono.

Efecto Crabtree - a Formacion aerébica de etanol a

largo plazo elevadas tasas de crecimiento bajo
condiciones de exceso de o limitacion
de azucar.

Efecto Custers Estimulacion por oxigeno de la

fermentacion de glucosa a etanol
(Brettanomyces).
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Efecto Kluyver

Ausencia de fermentacion alcohdlica
de ciertos azlcares, particularmente
disacaridos aunque glucosa sea
fermentada.

Inactivacion y
represion  catabdlica
por carbono

Supresiéon del metabolismo respiratorio
por altas concentraciones de azUcar.

Fuente: Adaptado de Boulton & Quain, 2013 (2)

Tolerancia al Etanol

La tolerancia de la levadura hacia etanol es un punto critico en el

proceso ya que todo cervecero, o al menos la mayoria, desea

obtener una cerveza de alto grado alcohdlico. Esta tolerancia se

debe a diversos factores mencionados a continuacion (2):

e Genética de la levadura

e Condiciones fisiologicas de la levadura

e Ambiente fisico

e Composicion del mosto

e Toxicidad del etanol e intermediarios

Las levaduras cerveceras tienen una moderada capacidad para

tolerar etanol, y se ha encontrado levaduras en donde la tolerancia

del etanol aumenta conforme disminuye la temperatura (17). En el
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apéndice A se encuentra una lista parcial de levaduras y su

tolerancia al etanol.

Formacién de Compuestos de Sabor y Aroma

La formacion de compuestos de sabor y aroma son producto de un
metabolismo secundario, finalizando la fase logaritmica de
crecimiento y entrando a la fase estacionaria (2,10). En la figura
1.14 se logra observar la desviacién de piruvato a diversas rutas
metabolicas secundarias para la formacién de distintos compuestos
que caracterizan la calidad sensorial de la cerveza resultante y

dependiendo de su cantidad pueden tener o no un impacto positivo.
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FIGURA 1.14 ROLES CENTRALES DEL PIRUVATO Y ACETIL-
COA EN DIVERSAS RUTAS DE LA UTILIZACION DE
NUTRIENTES DEL MOSTO Y FORMACION DE METABOLITOS
ACTIVOS DEL SABOR.

Compuestos Carbonilicos. Son sustancias altamente volatiles
formadas durante la maceracion y coccion del mosto, siendo
metabolizados por la levadura en la etapa de fermentacion (2,18).
Este grupo es liderado por los aldehidos, principalmente el
acetaldehido (que puede encontrarse en concentraciones tan altas

como 37.2 mg/L), y aldehidos de cadenas carbonadas largas como
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nonadal, decanal, dodecanal (18). Dejan un sabor y aroma a frutas
o0 incluso a plantas que no suele ser muy agradable a
concentraciones elevadas (2). Formaldehido, una sustancia
precursora del formato (causa ceguera), puede ser encontrado en

cantidades muy poca significativas como 0.17 mg/L (18).

Por otra parte se encuentran las cetonas, en especial las dicetonas
vecinales, conocidas por sus siglas en inglés como VDK, cuyo
grupo lo lideran el diacetilo (2,3-butanodiona) y la 2,3-
pentanodiona, ambos brindando un sabor y aroma a caramelo de
mantequilla con un umbral de concentracion de 0.15 y 0.9,
respectivamente (2) cuya presencia no deseada en cervezas tipo
lager es el resultado de un proceso defectuoso (10). Su formacion
proviene, como se observa en la figura 1.14 del metabolismo del
acetaldehido en donde es convertido en a-acetolactato dentro de la
célula, la cual al encontrarse en concentraciones elevadas es
excretada al exterior y ésta a su vez es descarboxilada en
presencia de oxigeno originandose el diacetilo y la 2,3-
pentanodiona (2). Esta reaccion es ayudada por temperaturas altas
y bajo pH pero puede ser reabsorbida por la levadura en

condiciones optimas (19).
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Esteres. Son compuestos que posiblemente participan en la
mayoria del perfil aromatico y de sabor en la cerveza, con sus
toques florales y frutales, entre otros (2). Los mas importantes son:
etil-acetato, con un perfil frutal/solvente, en concentraciones desde
10 mg/L hasta 69 mg/L (18); isoamil acetato e isobutil acetato, con
perfiles frutales con un mayor despliegue del sabor y olor a banana,;
y por ultimo un sabor anisado/frutal del etil caproato y un perfil
floral, de miel o manzana del 2-feniletilacetato (2). Otros ésteres
generalmente se encuentran en concentraciones menores a 1 ppm
(10). La producciéon de ésteres puede ser producto de reacciones
entre alcoholes primarios o superiores y ésteres de acil-CoA (2)

como se puede apreciar en la figura 1.14 a partir del propio etanol.

Principios Basicos de la Tecnologia de Fermentacién

Fermentabilidad del Mosto

El principal objetivo es fermentar hasta obtener el porcentaje de
atenuacion o etanol deseado. Esto se puede lograr usando mostos
con mayor cantidad de azucares fermentables, que estimulen a una
mayor conversion a etanol, disminuyendo la gravedad especifica
inicial (OG) o extracto original a una gravedad especifica final (FG)

determinada.
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La proporcion de sodlidos disueltos o extracto que puede ser
fermentado se denomina porcentaje de fermentabilidad del mosto o
porcentaje de atenuacion aparente y se calcula de la siguiente

manera (10):

OG(°P) — FG(°P)

oG(P) x100

Fermentabilidad (%) =

La gravedad especifica es expresada en grados Plato (°P), que
mide la concentracion en términos de peso/peso como gramos de
sélidos por 100 gramos de mosto. También puede ser expresada
en °Sacch que relaciona la densidad del mosto con la del agua

(densidad relativa) (10).

El densimetro es el instrumento de medicién preferido para obtener
los valores de gravedad especifica. Pero al medir el FG o extracto
aparente, éste ya no trabaja sobre una solucién netamente acuosa
sino hidroalcohdlica, y el alcohol con menor densidad que el agua
induce error pero se corrige con la siguiente férmula propuesta

(20):
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Extracto real (°P)

= 0.8192 xExt. Aparente(°P)+0.1808xEXxt. Original (°P)

Con este resultado de extracto real (E) se puede cuantificar el
porcentaje de carbohidrato fermentado, que es el grado de
fermentacion real o porcentaje de extracto fermentado, conocido por

sus siglas en inglés como RDF (Real Degree of Fermentation) (21):

OG(°P) - E(°P) 1

(
05) =
RDF (%) OG(°P) 1-(0.005161xE(°P))

x 100

Ademas, con los datos de gravedad inicial y final, por medio de una

formula aproximada se puede hallar el alcohol por volumen:

%ABV = (OG - FG) X 131 (10)

Los valores de OG y FG esta udltima férmula deben ser

expresados en términos de densidad relativa, tomando la

densidad del agua como 1 g/L.



Tiempo de Duracién de la Fermentacién

En la figura 1.15 se ilustra una fermentacion tipo lager finalizada
en 10 dias, donde ademas se puede notar que la biomasa es
inversamente proporcional a la gravedad especifica. A medida
gue ésta aumenta, el consumo de sustrato aumenta y los
azlcares se van convirtiendo en alcohol. Ademas, el pH del
medio disminuye alrededor de una unidad debido a la formacion
de acidos organicos que se excretan hacia afuera de la célula. Se
debe tener presente la incidencia en las caracteristicas
organolépticas de los alcoholes de fusel o alcoholes superiores,
ya que una gran cantidad de ellos podrian arruinar la calidad de
la cerveza o incluso llegar a ser nocivos para la salud humana si

se formaran dentro de ella (ejemplo: metanol).
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Fuente: Adaptado de Briggs, et al., 2004 (10)

FIGURA 1.15 CURSO DEL TIEMPO DE FERMENTACION PARA
UNA CERVEZA LAGER. FA, NIVEL DE ALCOHOLES DE FUSEL

(LG/L); ES, NIVEL DE ESTERES (UG/L); T, TEMPERATURA (°C)

Microorganismos de la Antéartida

Proyecto Antartida — CIBE

El Centro de Investigaciones Biotecnologicas del Ecuador (CIBE)
arranco en el afio 2009 con el establecimiento de un banco de
microorganismos antarticos con la finalidad de evaluar su potencial
en la biotecnologia. Este proyecto surgi6é gracias al convenio con el

Instituto Ecuatoriano Antartico (INAE) (22).
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Fuente: Monserrate, Lorena, 2013

FIGURA 1.16 XVII EXPEDICION ECUATORIANA

En el afio 2013 los investigadores del centro realizaron su primera
excursion (figura 1.16). Se recolectaron muestras de diferentes
zonas del sur de la Antartida cuando ésta se encontraba en su
estacién de verano, a una temperatura ambiental promedio de 8°C.
Continuando con el proyecto: “Microorganismos antarticos:
aislamiento, identificacion, preservacion y evaluaciéon de su
potencial biotecnoldgico”, gracias al financiamiento del SENESCYT
a través del INAE y con el aval de la ESPOL, el equipo de
trabajadores del centro lograron aislar e identificar alrededor de 400

muestras de microorganismos extremofilos (23).
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Se determinaron, ademas, enzimas y otros compuestos Utiles en
areas como la agricultura, medio ambiente, medicina y alimentos.
Estos microorganismos y compuestos son preservados a una
temperatura de -80°C y varios estdn siendo estudiados en la
actualidad. De estos organismos vivientes los que interesan en el

presente proyecto son las levaduras.

Levaduras Antarticas
Al sur de la Antartida, en el archipiélago de Shetland, en sus islas
Greenwich y Torres (figura 1.17) se tomaron muestras en zonas de

interés debido a sus caracteristicas de alta diversidad vegetativa.

Isla
Barrientos

Isla Dee ;'i’,

7 -
PV M4
Greenwichlisland

Fuente: Monserrate Lorena, 2013
FIGURA 1.17 LOCALIZACION DE LAS ISLAS DE GREENWICH
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Se obtuvieron un total de 28 aislados y se descubrieron 4 géneros

de levaduras, con una especie totalmente desconocida. Se analizé

el perfil bioquimico y todas resultaron catalasa-positivo. Un solo

género resultd positivo en la prueba de ureasa. Algunas especies

del mismo género resultaron ademas positivas en las pruebas de

peptidasa y amilasa. Y solo una especie, la que es objeto de

estudio en este proyecto, pudo fermentar azicares, los mismos que

normalmente se encuentran en el mosto para hacer cerveza.

Aplicacién en la Industria de Alimentos

De los microorganismos analizados en el CIBE hasta el dia de hoy,

se obtuvieron los siguientes resultados mostrados en la tabla 7:

TABLA 7

APLICACIONES DE MICROORGANISMOS DE LA ANTARTIDA

Microorgani | Panific Bebld?‘? C.I?rlflca I?egrada0| Antimicr
., alcoholi cion de | 6n de .
smos acion ) . . obiano
cas jugos plasticos
Bacterias 0
Levaduras 0 0
Hongos 0 1 1 0

Fuente: Monserrate, Lorena, 2013



CAPITULO 2

2. GENERALIDADES

2.1. Planteamiento del Problema

La Biotecnologia se define como el uso controlado de
microorganismos en procesos quimicos especificos con el fin de
poder aplicarlos a nivel industrial. Estos microorganismos deben
ser previamente estudiados y caracterizados a nivel molecular y

bioquimico (6,24).

En el campo de la Biotecnologia Alimentaria se busca
principalmente aplicar en la industria microorganismos que brinden
facilidades tecnolégicas e innovacion en los productos finales. Con
el afan de cumplir este objetivo, desde el 2013 el CIBE, con el
auspicio del INAE, ha realizado expediciones a la Antartida, un

enorme reservorio de microorganismos extremofilos, en donde se
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han aislado alrededor de 400 especies, lograndose identificar 28
levaduras psicréfilas sujetas en la actualidad a estudios de
bioprospeccion para descubrir su potencial uso en la industria de

alimentos (23).

Una de las industrias de alimentos en la cual la biotecnologia es
pieza clave para sus procesos es la cervecera. El género
Saccharomyces ha sido el mas utilizado en la fermentacion de
azlcares presentes en el mosto para la produccion de alcohol y
diéxido de carbono. Pero hasta el dia de hoy no se ha realizado
ningun estudio sobre la utilizacion de levaduras extremofilas,
mucho menos procedentes de la Antartida; es por eso que surge la
necesidad de esta investigacion de evaluar la levadura que tiene
actividad a bajas temperaturas y que puede ser aplicable en el

proceso de fermentaciéon de cervezas.

Justificacion

El negocio de la cerveza en Ecuador, especificamente, ha sido de
suma importancia para su desarrollo socio-econémico, con mas de
170 millones de dolares en ganancias netas (25), siendo
consumida por el 79.2% de los ecuatorianos que generalmente

consumen bebidas alcohdlicas (26) en una tasa promedio de 27
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litros anuales per capita (27). Artesanalmente entre las 42
microcervecerias registradas por la Sociedad Ecuatoriana de
Cerveceros Artesanales (SECA) se producen entre 500 y 8000
litros mensuales con precios que van desde los $2.70 (28). Ambos
sectores, el industrial y el artesanal son las fuentes de empleo de
alrededor de 1667 ecuatorianos segun el Instituto Nacional de

Estadistica y Censos (INEC) (28).

En la produccién de cerveza, elaborada de forma industrial o
artesanal, Saccharomyces es el género mas empleado debido a
sus diversos estudios y adaptaciones, lo que ha brindado un mejor
control del proceso de fermentacion y caracteristicas sensoriales

especificas en el producto final.

Se trate de la especie S. cerevisiae en cervezas tipo ale, o S.
pastorianus, S. bayanus, S. uvarum en las cervezas tipo lager, este
género manifiesta una gran ventaja tecnolégica debido a su
tolerancia a cantidades mayores al 8% de etanol y a metabolitos
toxicos secundarios (29,30). Actualmente existe otro género
aplicado en cervezas de origen belga: Brettanomyces (31) pero

este no es tan popular en comparacién con el primero.
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Hablar de calidad en el mundo de la cerveza es algo muy subjetivo.
La enorme variedad de cervezas existentes en el mercado global
es una prueba de ello, con sus distintos perfiles de aroma, sabor,
color y textura; pero en la mayoria las fuentes de variacion,
tomando de pivote el género de levadura, son el tipo de materia
prima utilizada, tiempos, temperaturas y otros parametros de
procesos o0 una mezcla de todos ellos. Casi nadie se atreve a
emplear otro género debido a que, como ya se menciond, la
levadura predilecta y mas estudiada para cerveceria es la

Saccharomyces y sus distintas cepas.

Considerando la poca y limitada variedad de géneros estudiados
en cerveceria, y aprovechando la diversidad microbiana que el
continente Antéartico brinda, este proyecto tendria un impacto
positivo en la amplificacion de los conocimientos acerca de un

nuevo género, extremofilo, aplicado en la elaboraciéon de cerveza.

Objetivos

Objetivo General
Evaluar la cinética de fermentacion de una levadura procedente de

la Antértida y su posible aplicacion en la elaboracion de cervezas.
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Objetivos Especificos

e Identificar mediante técnicas moleculares la levadura antértica.

e Determinar la temperatura y pH 6ptimos de fermentacion de D-
glucosa para la levadura antartica.

e Evaluar la aplicacion de la levadura antartica en la

fermentaciéon de cervezas.

2.4. Hipotesis
La levadura antartica puede fermentar a bajas temperaturas los
azlcares presentes en el mosto y puede ser empleada en la

elaboracién de cervezas a partir de cebada.



CAPITULO 3

3. METODOLOGIA

3.1.

Identificacion Molecular de la Levadura Antartica

Antes de iniciar con las pruebas de fermentacion, se reviso la
informacion provista por los ensayos previos realizados en el CIBE
sobre la levadura antértica. Se obtuvo que la levadura fuera aislada
e identificada como CIBE-12126 la cual fue sometida a varias

pruebas bioquimicas. La levadura fue preservada a -80°C.

Con el objetivo de corroborar la informacion propuesta, se
realizaron una serie de procedimientos moleculares para identificar
género y especie de la levadura proveniente de la Antartida y que

son descritos a continuacion.
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Aislamiento

Se realizaron resiembras de la levadura en cajas Petri extraidas de
un medio de cultivo sélido enriquecido con caseina y de un medio
enriquecido con marva hacia medios PDA (Potato Dextrose Agar)
con 0.3% sulfato de estreptomicina, antibiético que evita cualquier
posible contaminacion bacteriana. Se hicieron dos réplicas por

cada medio.

Luego de cinco dias de incubacion a 20°C se monitore6 el aspecto
morfologico de las células mediante tincion GRAM y se observé en
el microscopio 6ptico vertical marca Carl Zeiss (modelo: Axiostar

plus).

A lo largo del tiempo se fueron realizando varias resiembras para
mantener fresco el cultivo, debido a que luego de 10 dias se notaba
la presencia de pseudohifas en los alrededores de las colonias,
producto del estrés por el agotamiento de los nutrientes esenciales
del medio en las células periféricas (10). Ademas, se cogieron dos
réplicas de cultivo puro para preservarlas mediante la técnica de
criopreservacion: mezclar 80% de medio liquido PDB (Potato

Dextrose Broth) con 20% de glicerol, inocular una cantidad
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suficiente de colonias en tubos eppendorf de 1.5 mL y almacenar a

-80°C.

Extraccién de ADN

Se colocaron dos réplicas de la levadura antértica y dos del control
positivo Saccharomyces cerevisiae en cuatro tubos eppendorf de
1.5 mL llenandolés aproximadamente a 1/3 de su volumen, y se
procedid a realizar la extraccion aplicando el protocolo de “Rapida

extraccion de ADN gendémico para hongos” (32).

El protocolo inicié con la adicion de 350 uL de buffer de extraccion
en los tubos, cuya composicién se muestra en la tabla 8, los cuales
fueron triturados con una maja de plastico estéril. Luego se
agregaron 150 pL de acetato de sodio a 3M y pH 5.2, se mezclé el
contenido de cada tubo realizando vortex y se almacenaron a -

20°C por 10 minutos.
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TABLA 8

COMPOSICION DEL BUFFER DE EXTRACCION

Reactivo Concentracion
Tris-HCI, pH 8.5 200 mM

NacCl 250 mM

EDTA 25 mM

SDS 0.5%

Fuente: Adaptado de Cenis, J., 1992 (32)

Se retiraron los tubos del congelador, se centrifugaron a 14000 rpm
por 5 minutos en una microcentrifuga Eppendorf (modelo 5810R) y
se extrajeron los respectivos sobrenadantes, transfiriéndolos a

nuevos tubos. Este proceso se repitié una vez mas.

Se agreg6 500 pL de isopropanol, se mezclé mediante vortex y se
dejaron los tubos en reposo por 5 minutos a temperatura ambiente
(~20°C). Después se centrifugaron los tubos a 14000 rpm por 2

minutos.

Se removieron los sobrenadantes por completo y se lavaron los
pellet con 50 pL de etanol al 70%. Se centrifugaron los tubos una
vez mas a 14000 rpm por 1 minuto y se sometieron a secado los

pellet en un secador al vacio Eppendorf (modelo Vacufuge
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Concentrator plus) por 5 minutos. Al final se agregaron distintos
volimenes de agua estérii en cada tubo para llevar las
concentraciones de ADN a 50 ng/pL aproximadamente. Se

almacenaron a -20°C.

Se cuantificaron en el equipo espectofotbmetro NanoDrop 2000
(marca Thermo Scientific) las concentraciones de ADN [ng/uL] de
las muestras, tomando alicuotas de 2 pL previamente tratadas con
vortex para su total homogenizacion. El equipo calculé también la
pureza de los ADN con los ratio 260/280 y 260/230. Dichos valores
muestran la absorbancia de la muestra a esos valores de longitud
de onda [nm] y son aceptables valores inferiores a 2 que denotan

un bajo contenido de otras sustancias distintas a ADN.

Amplificacién por PCRy deteccién por Electroforesis

Se empez6 con la preparacion de un Master Mix como se muestra
en la tabla 9, siguiendo el protocolo de Chaturvedi, et al., 2010,
adaptado por el CIBE. La mezcla de reactivos debié manejarse con
mucho cuidado, sobre todo aquellas mas sensibles al choque de
temperatura como los dNTPs (deoxinucledtidos), primers
(cebadores, iniciadores o partidores) y la Taq polimerasa, los

cuales fueron agregados al final en ese orden, esperando a que se
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descongelen lentamente en una gradilla refrigerada. Al final se
dispensé 24 uL del Master Mix en cada tubo de 200 pL, se le
agreg6 1 pL del ADN extraido de cada muestra y se
homogenizaron durante 3 segundos en la microcentrifuga a 5000

rpm.

El siguiente paso realizado fue la amplificaciébn por reaccion en
cadena de la polimerasa, conocido por sus siglas en inglés como
PCR (Polymerase Chain Reaction). Se utilizaron los primers ITS1 e
ITS4 (ver secuencia en tabla 10) para poder amplificar las regiones
ITS1, ITS2 y 5.8 S del ADN ribosomal. El proceso fue realizado en
el equipo de termociclacion Eppendorf Mastercycle Gradient, en el
cual, siguiendo el mismo protocolo de Chaturvedi, et al., 2010, se
colocaron los microtubos de manera ordenada y se corrié el
programa que iniciaba con una desnaturalizacion a 94°C por 1 min
seguido de 30 ciclos: desnaturalizacion a 94°C por 1 min;
temperado a 55°C por 1 min; extension a 68°C por 1 min; y una

final extension a 68°C por 3 min (33).
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Concentracion | Concentracion Volumen
inicial final para 25uL para 25 pL

Buffer para PCR | 10 X 1X 2.5

dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.5

MgCI2 50 mM 1.5mM 0.75

Primer Forward | 10 mM 0.4 mM 1

ITS1

Primer Reverse | 10 mM 0.4 mM 1

ITS4

Taq polimerasa | 5 U/uL 05U 0.1

ADN 50 ng/uL 5 ng/uL 1

H20 estéril - - [25-6.85] =

18.15

Fuente: Adaptado De Chaturvedi, Et Al., 2010 (33)

TABLA 10

SECUENCIA DE PRIMERS

Primers Secuencias nucleoétidas
Forward ITS1 5 TCCGTAGGTGAACCTGCG ¥
Reverse ITS4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’

Fuente: Chaturvedi

, etal., 2010 (33)

Terminada la termociclacién, los microtubos fueron almacenados a

-4°C para su uso a corto plazo.
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Para la electroforesis, una técnica de separaciéon de moléculas
mediado por un campo eléctrico (34), primero se elabord un gel de
agarosa al 2% mezclando 1.6 gr de agarosa en 100 mL de solucién
buffer TAE [1X] (Tris-Acetato-EDTA). Se calentdé en un microondas
hasta ver una disolucién clara, sin grumos. Se dejo enfriar hasta
llegar a una temperatura de aproximadamente 40°C. y se adiciong,
en ausencia de luz directa, 10 uL de SBYR Safe [10000X], un
colorante fotosensible de cianina para acidos nucleicos (35). Se
virtié la solucién en un molde retirando todas las burbujas de aire

gue podrian haber afectado la porosidad del gel.

Antes de solidificarse la solucién, se colocd una plantilla en forma
de peineta encima de la parte superior del mismo con el fin de

formar mini moldes rectangulares y alli cargar las muestras.

Una vez solidificado y formado el gel, se colocé el mismo en el
equipo de electroforesis (apagado) cubriéndolo con una solucion de
TAE [1X] y se colocaron en los moldes una mezcla homogenizada
de 5 uL del producto de PCR con 2 uL de Blue loading dye [6X]
para tefiir la muestra y facilitar su deteccion. Se utilizd en el primer
espacio un marcador molecular de 100 pb (Ladder Invitrogen) para

comparar el tamafio de las regiones amplificadas del ADN llamadas
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amplicones. Ademas, se utiliz6 un blanco que contenia sélo el
master mix y un control positivo del laboratorio que siempre
amplificaba. Se configurd el equipo a 100 voltios y 400 amperios

por 30 minutos.

Se reveld el gel obteniéndose las imagenes de las bandas con los
tamafios de los amplicones gracias al equipo transiluminador UV
Bio-Rad Gel DocTM XR. Los productos de PCR fueron

almacenados a -20°C.

Secuenciacion de Nucleoétidos

Los productos de PCR que amplificaron correctamente fueron
nivelados a una concentracién entre 30 y 35 ng/uL y se llenaron en
una placa que fue enviada al Instituto de Gendmica de la

Universidad de Florida para su secuenciacion.

Los resultados fueron alineados utilizando el programa BLAST
(Basic Local Alignment Tool) con la base de datos GenBank
recolectada por el NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Comprobado el origen de las dos levaduras, se pudo

iniciar las siguientes pruebas de fermentacion.
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3.2. Disefio Experimental de las Condiciones Optimas de

Fermentacion

Para llevar a cabo el experimento que determina los parametros
optimos de fermentacién de la levadura CIBE- 12126, basicamente
se midio el dioxido de carbono producido por la fermentacion de D-
Glucosa a diferentes temperaturas y pHs, donde se siguid el
siguiente procedimiento (en el apéndice B se muestran imagenes

sobre la metodologia empleada):

Temperatura Optima
Cabe mencionar que los siguientes procedimientos fueron
desarrollados bajo condiciones asépticas; en una camara de flujo

laminar y con todos los materiales completamente estériles.

Preparacion de Medio Mineral

Se prepardé un medio mineral con D-Glucosa con la composicion
propuesta por Hahn-Hagerdal et al., 2005 (36), realizando ligeros
cambios: 0.5 g/L de sulfato de magnesio, 5 g/L de sulfato de
amonio, 1 g/L de fosfato monopotasico y 20 g/L de D-Glucosa. Este
medio fue ajustado a un pH de 3.6 y esterilizado por 15 minutos a

121°C.
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Preparacién de Indculos:

Por medio de un asa se tomaron colonias de la caja Petri con
medio PDA conteniendo la levadura antartica y se disolvieron en un
tubo de ensayo con agua ultra pura, hasta llegar a una turbidez
estandar de 0.5 Mc Farland. Esta medida fue tomada con el equipo
DENSIMAT y para lograr una mezcla uniforme se agité usando un
vortex. Para preparar el in6culo de levadura con Saccharomyces
cerevisiae se siguieron los mismos pasos efectuados

anteriormente.

Inoculacion en los Tubos

Luego, se procedi6o a dispensar 35 mL del medio previamente
preparado en 20 tubos de ensayo con tapa rosca, de 40 mL de
capacidad. Inmediatamente, dentro de cada tubo se colocé una
campana Durham graduada para medir la produccién de CO2 (37),

llenada con el mismo medio de cultivo empleando pipetas Pasteur.

Estos 20 tubos fueron divididos en 5 grupos, ya que tenian que ser
evaluadas 5 temperaturas distintas: 4, 10, 16, 20 y 26°C. Cada
grupo consté de dos réplicas usando la levadura en estudio (CIBE-
12126), un control positivo utilizando una levadura comercial (S.

cerevisiae) y un blanco negativo (sin inéculo). En cada tubo se
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coloc6 1 mL del inéculo correspondiente antes preparado, se
taparon y se llevaron a incubadoras bajo las temperaturas ya
mencionadas. Cada 24 horas, por 30 dias seguidos se midio la

cantidad de dioxido de carbono que mostraba la campana Durham.

Procesamiento de los Datos

Los datos obtenidos fueron analizados con el programa Excel. Para
cada temperatura, se graficé el CO2 producido diariamente de las
dos replicas y se trazd una linea de tendencia para cada una de
ellas. Los valores de las pendientes se promediaron, ya que
representan la velocidad de fermentacion promedio en (mm3
CO2/dia) a la temperatura dada. Finalmente, las velocidades de
fermentacion promedio para las 5 diferentes temperaturas fueron
ajustadas al modelo de Rosso empleando el complemento
estadistico de Excel: XLSTAT. El modelo de Rosso explica el
efecto de la temperatura en el comportamiento cinético de la

levadura (38):

.U(T) _ .uapt(T - Tmax)(T - Tmin)2
(Topt - Tmin) [(Topt - Tmin)(T - Topt) - (Topt - Tmax)(Topt + Tmin - ZT)]

Donde,

Hopt: Velocidad Optima
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Tmax: temperatura maxima
Tmin: temperatura minima

Topt: temperatura 6ptima

pH Optimo

El experimento del pH éptimo se realiz6 con una metodologia
similar mostrada en el experimento para temperatura 6ptima, con
ligeras modificaciones detalladas a continuacion:

Se prepararon medios minerales con D-Glucosa, pero esta vez
ajustados a doce distintos valores de pH: 1.6, 2.6, 3.6, 4.6, 5.6, 6.6,
7.6, 8.6, 9.6, 10.6, 1.6 y 12.6. Se usaron en total 48 tubos de
ensayo, cada uno con su respectiva campana Durham graduada.
Igualmente, se armd un juego de tubos para cada pH: con dos
replicas, un control positivo y un blanco negativo, los cuales fueron
colocados en una incubadora a la temperatura 6ptima hallada en el
experimento anterior.

De la misma manera, se tomaron las mediciones dioxido de
carbono diariamente por 30 dias y para este caso se us6 el modelo
de Rosso que describe el efecto del pH sobre la cinética de la

levadura (38):

:uopt(pH - pHmin)(pH - pHmax)
2
(pH - pHmin)(pH - pHmax) - (pH - pHopt)

p(pH) =
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Donde,

Hopt: Velocidad Optima
pHmax: pH maximo
pHmin: pH minimo

pHopt: pH 6ptimo

Elaboracion de Cerveza

Una vez encontrados la temperatura y el pH Optimos de
fermentacion se procedi6 a la elaboracion de cerveza con métodos
artesanales, tomando como base una receta de cerveza Pilsen (3),
con ciertas alteraciones en el proceso para obtener alrededor de
5.5 litros, como se especifica a continuaciéon. El apéndice C

muestra algunas figuras sobre esta seccion.

Limpieza Preliminar

Antes de comenzar de lleno con la elaboracion de cerveza, es
importante limpiar todos los materiales de la manera correcta para
evitar contaminacion. Se lavaron los utensilios con detergente

neutro y luego fueron enjuagados con agua caliente.



78

Preparacién del Mosto

Molienda

Se inici6 la preparacion del mosto utilizando 2 kg de malta de
cebada tipo Pilsen marca Patagonia, la cual fue triturada en un
molino manual Corona. Hay que tener en cuenta que en la
molienda se debe partir el grano, no transformarlo netamente en

harina.

Maceracion

La maceracion fue realizada por infusion, los 2 kg de malta molida
se repartieron en tres pequefias bolsas de malla fina. Se calentaron
11 litros de agua embotellada marca “Mi comisariato” en una olla
de acero inoxidable hasta alcanzar una temperatura de 68°C y se
introdujeron las bolsas llenas del grano molido. Se mantuvo dicha
temperatura constante por 1 hora, verificando el proceso con un

termémetro.

Coccién del mosto

Transcurrida la hora de maceracion, se llevo el mosto a hervor
(punto de ebullicion) y se retird el precipitado de turbios, que es la
espuma marrén formada arriba del mosto. Se conserva la ebullicién

por una hora exacta, donde desde el comienzo de la misma se
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afadieron 11.2 g del ldpulo Northern Brewer (6.4% A.A.) y
posteriormente se agregaron 8.2 g del lUpulo Saaz (4 %A.A.) a los

30y en los Ultimos15 minutos.

Enfriamiento

Una vez que el mosto estuvo sometido a hervor con los lapulos, se
procedié a enfriar rdpidamente hasta llegar a los 20°C. Se lo realiz6
colocando la olla en una tina con hielo y agua, verificando la
temperatura con un termdémetro. Luego, por decantacion se
separaron los residuos sélidos del mosto, es decir, se esperd que
las particulas en suspension se sedimenten en el fondo de la olla

para retirar netamente el liquido sobrenadante.

Ademas, en esta etapa se midio la gravedad original (OG), el pH 'y
el oxigeno disuelto del mosto a 20°C. Se tomd6 una muestra de 200
mL en una probeta lo suficientemente grande para colocar el
densimetro y luego medir el pH con el equipo ORION3STAR marca

Thermo Scientific.

Fermentacién
Finalizadas las mediciones en el mosto, este fue transferido a un

pequefio tanque plastico de Policiclohexilenodimetileno Etileno
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Tereftalato (PETG) de 5 litros de capacidad con una trampa de
aire, conocido como “airlock”, en la parte superior (con alcohol al
40% en su interior). Dias atras se realizaron algunos pasos antes

de inocular el mosto con la levadura antartica:

Primero, se cred un “Starter” o medio de cultivo liquido especifico
para propagar la levadura y obtener la biomasa necesaria. Se
utilizé 25 mL de agua destilada mas la siguiente composicién: 20
g/L de D-Glucosa, 20 g/L de extracto de malta y 1 g/L de peptona
(39) en un matraz de Erlenmeyer, el cual fue previamente
esterilizado y donde se introdujeron 10 colonias de la levadura
antartica extraidas con un asa de la caja Petri con medio PDA
donde se encontraba. Se homogenizé6 la mezcla agitando
suavemente, se tapo el recipiente con aluminio no muy ajustado y
se lo llevé a una incubadora con shaker New Brunswick marca
Eppendorf a 20°C con 120 rpm. Se esperd crecimiento por 24

horas.

Pasadas las 24 horas, para la siguiente propagacion se
transfirieron 10 mL del medio con levadura a otro medio de extracto

de malta con mayor volumen (250 mL). De igual forma se tapoé el
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medio y se sometio a agitacion en la incubadora con shaker a 20°C
por 24 horas mas.

Una vez listo el “Starter” con suficiente biomasa, se conté el
namero de células presente en el mismo, usando una camara de
Neubauer y observando en el microscopio, como sugiere la
metodologia de Oscar Bastidas de la compafiia Celeromics (40).
Se determind una concentracién de 200 millones de levaduras por
mL. Gracias a este conteo, se pudo determinar la cantidad
aproximada necesaria de Starter a inocular en el mosto. Primero se

uso la siguiente férmula (7):

Células a inocular = (1,000000) x (mL de mosto) x (°P del mosto)

Dando un total de células de levadura a inocular en el mosto de 45
billones. Para llegar a esta proporcion de células se suministré 225
mL de Starter en el tanque fermentador. Ulteriormente se coloco el
tanque fermentador en una incubadora a la temperatura Optima
hallada con anterioridad. No se uso el pH 6ptimo encontrado para
esta fase, ya que es inapropiado modificar el pH caracteristico del

mosto a través de sustancias quimicas.
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Se tomaron mediciones de gravedad final (FG) de la cerveza cada
semana y la fermentacion termind cuando este valor fue constante.
Estas mediciones fueron realizadas recogiendo una muestra del
tanque con una probeta para introducir el densimetro. Al obtener la
gravedad final, se calcul6 el porcentaje de fermentabilidad del

mosto mediante la siguiente ecuacion (10):

OG(°P) — FG(°P)

oG(P) x100

Fermentabilidad (%) =

Se calculé también el extracto real (20) y con dicho valor se obtuvo

el grado de fermentacion real (RDF) (10):

Extracto real (°P) = 0.8192xFG(°P)+0.1808x0G(°P)

RDFE (%) — (OG(°P) - E(°P) 1

0G(P) X 1{0.005161<ECP)) 100

Ademas, se hall6 el porcentaje de alcohol por volumen (%ABV) con

la formula mostrada a continuacion (10):

%ABV = (OG - FG) X 131
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Donde OG y FG estan expresados en términos de densidad
relativa, tomando como referencia la densidad del agua como 1

g/lcm?

Post-fermentacién

Transcurrido el tiempo de fermentacion necesario, se procedié a
quitar el tanque fermentador de la incubadora. Por decantacion se
retird6 el sedimento de levadura de la cerveza y se transfirio su
contenido a un botellbn de plastico. Finalmente, se cogi6 una
muestra representativa para medir el pH y hacer los analisis

consiguientes.

Identificacion de Compuestos Quimicos Mediante CG-EM
El fin de identificar compuestos quimicos en la cerveza es
determinar si ésta contiene 0 no compuestos nocivos o toxicos para

el consumo humano.

La Cromatografia de gases es una técnica de separacion de los
componentes volatiles de una mezcla determinada. Esta fluye por
una columna gracias a la fase movil gaseosa pura. La otra fase que
complementa la técnica es la estacionaria. Esta fase retiene, en

distintos tiempos, los componentes de la mezcla segun la afinidad
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guimica que tengan con ella, si no existe afinidad, ésta pasa de
largo con la fase mévil (41,42). Al final se obtiene los componentes
separados de manera individual que pasan a un detector: el
espectrometro de masas. Este detector/analizador viene acoplado
al equipo y es el encargado de romper los enlaces moleculares de
cada uno de los componentes aislados de la mezcla mediante una
fuente de ionizacion (43). Finalmente, el analizador cuantifica los
iones segun sus valores masa/carga y se comparan los espectros
de masa con la base de datos del software del equipo para
determinar la naturaleza de los compuestos (41). También se
puede obtener la concentracion determinando el area de cobertura

y la altura de los picos cromatogréaficos.

Una vez introducida la base tedrica fundamental se explica a

continuacion los pasos seguidos en esta etapa del proyecto:

Previo a la Cromatografia de Gases por Espectrometria de Masas
(CG-EM), se tuvo que acondicionar la muestra y extraerla mediante
Microextraccion en Fase Solida (MEFS). Del contenedor de
cerveza filtrada se tomo una muestra de 35 mL en un tubo falcon
de 50 mL y se centrifugdb para aislar restos de levaduras

suspendidas o de componentes de caracter lipidico y proteico que
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ensuciasen la metodologia de extraccibn de los compuestos
volatiles y semi-volétiles. Se retir6 el sobrenadante y se lo colocé

en un vial.

Se llevé la muestra a bafio maria a una temperatura de 55°C
durante media hora. Después se insertd en el vial una jeringa
portadora de la microfibra de silice fundida de 65 um recubierta con
polidimetilsiloxano/Carboxen/divinilbenceno (PDMS/DVB),
utilizando el método del espacio de cabeza en el cual la fibra no
debia tocar la muestra liquida sino permanecer suspendida (44,45),

y se esper6é media hora mas a las mismas condiciones (45).

La microfibra, entonces, fue retirada e insertada en el cromatdgrafo
acoplado a espectrometro de masas marca Agilent Technologies,
para la desorcion de los componentes de la fibra al equipo durante
5 minutos bajo la siguiente configuracion: temperatura de
inyeccion, 240°C; temperatura del detector, 280°C; columna capilar
HP-5MS (30m x 0.25 mm) con fenil dimetilpolisiloxano como fase
estacionaria; y helio, como fase mévil (1 mL/min). El equipo
analiz6 la muestra por otros 32 minutos, aproximadamente,

manteniéndose el siguiente sistema en el horno: 0.5 minutos a
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70°C; tasa de incremento de temperatura de 5°C por minuto hasta

alcanzar 180°C y de 10°C por minuto hasta llegar a 310°C.

Se repitié todo el proceso desde el inicio con la muestra de una
cerveza del mercado. Finalmente con el cromatograma obtenido se
extrajeron los picos mMAas representativos, eliminando curvas
superpuestas que interferian en el analisis de los resultados. Se
logré comparar si en el perfil de volatiles (compuestos aromaticos y
de sabor) de la cerveza con la levadura antartica se encontraba
algun compuesto téxico que no haya sido identificado en la cerveza

comercial.

En el apéndice D se muestran graficamente los detalles de esta

etapa.

Prueba Sensorial
Previo a la prueba sensorial se realizaron dos pruebas
microbioldgicas propuestas por la norma INEN para cerveza. Las

especificaciones se muestran en la tabla 11.
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TABLA 11

REQUISITOS MICROBIOLOGICOS

Requisitos Unidad Cervezano
pasteurizada
Min. Max.
R.E.P UFC/cm?3 - 80
Mohos y UP/cm3 - 50
levaduras

Fuente: Adaptado de la NTE INEN 2 262:2003 (46)

Aerobios mesoéfilos (R.E.P.): La prueba se realiz6 en placas de r-
biopharm RIDA®Count Total (Aerobic Count) que consistio en la
inoculacion directa de 1 mL de muestra no diluida en el centro del
medio, se esparcio a lo largo del area cuadrada del medio y se
incubd a 35°C. Los resultados se evaluaron al término de 48 horas
segun lo especificado por el proveedor (47). Se usaron dos réplicas

y un blanco.

Mohos y levaduras: La prueba se realiz6 en placas de 3M™
Petrifim™ Yeast and Mold Count Plate que consisti6 en la
inoculacion de 1 mL de muestra no diluida en el centro del film y la
formacién de un circulo con un dispersor como se aprecia en la

figura 3.1 y se incubd a 25°C. Los resultados se interpretaron a los



88

2 y 5 dias segun lo especificado por el proveedor (48). Se utilizaron

dos réplicas y un blanco.

Fuente: http://multimedia.3m.com/, (48)

FIGURA 3.1 UTILIZACION DEL DISPERSOR EN MEDIOS

PETRIFILM

Una vez verificado el cumplimiento de estos requisitos

microbioldgicos, se procedio a realizar la valoracion sensorial.

Se utilizé una prueba afectiva denominada “Prueba de Grado de
Satisfacciéon” que consisti6 en medir, basado en una escala
hedonica verbal de 5 puntos (tabla 12) (49), cuan agradable o no
eran los atributos sabor y olor de las dos muestras de cerveza para
los jueces, que para estas pruebas, no fueron mas que

consumidores habituales o compradores en potencia (49,50).
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TABLA 12

ESCALA HEDONICA VERBAL DE CINCO PUNTOS

Descripcion Valor
Me gusta mucho +2
Me gusta +1
Ni me gusta ni me disgusta 0
Me disgusta -1
Me disgusta mucho -2

Fuente: Anzaldda-Morales, Antonio, 1994 (49)

Las dos muestras de cerveza, una filtrada y posteriormente
pasteurizada a 60°C por 20 min, y otra solamente filtrada, llevaron
codigos aleatorios 7463 y 8396, respectivamente, tal como lo

sugiere Anzaldla-Morales, 1994 (49).

Se escogieron 40 jueces inexpertos con caracteristicas de
consumidores habituales en un rango de edad entre 20 y 50 afios a
guienes se les entregaron una ficha de evaluacién (grafico 3.1) y se

les dieron las debidas instrucciones para la degustacion.

Cabe recalcar que en la literatura se recomienda un numero

minimo de jueces de 30 personas no entrenadas (49), un numero
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validado estadisticamente basado en la teoria del Limite de
Tendencia Central que establece que a medida que el tamafo de
muestra (n) aumenta, su media muestral tiende o se aproxima a
una distribucién normal estandar y es mejor para n=30 (51). Bajo
esta premisa se pudieron hacer los respectivos andlisis de varianza
(ANOVA), que trabajan bajo supuestos de normalidad (51),

ajustados a un nivel de significancia de 0.05.

Producto: Fecha:

Edad: Sexo:

Marque con una X qué tanto le gustan o disgustan los atributos: olor y
sabor de las muestras 7463 y 8396, segun la escala mostrada a

continuacion:

Muestra: 7463

ESCALA Olor Sabor
Me gusta mucho

Me gusta

Ni me gusta ni me disgusta
No me gusta

Me disgusta mucho
Muestra: 8396

ESCALA Olor Sabor

Me gusta mucho




Me gusta
Ni me gusta ni me disgusta
No me gusta

Me disgusta mucho

Comentarios:

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014

FIGURA 3.2 FICHA DE EVALUACION SENSORIAL POR
ATRIBUTOS




CAPITULO 4

4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Analisis de Secuenciacion de Nucleoétidos

En la figura 4.1 se comprueba el porcentaje de identidad de la
levadura antéartica con la de la base de datos, GenBank, recolectado
por el NCBI, de un 99% de confiabilidad en un 100% de cobertura
de las regiones secuenciadas. Se decidio darle un codigo a esta
levadura, por cuestiones de confidencialidad y propiedad intelectual

del CIBE y se la denominé CIBE-12126.
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Score Expect Identities Gaps Strand
731 bits(380) 0.0 386,/389(99%) 0/389(0%) Plus/Minus
Query 1 GTCRRRCTTIGTAGATTAGTATARCGAGTTGETARRACCTRAATAGTTATGETITICATCIT &0

NN NNy
Sbjct 427 GICARACTITGTAGATTAGTATAARCGAGTIGGIAARACCTAATAGTTATGCTITTICATGIT 363

Query 61 TITCARGTAARCCGAGTATCACTCRACGCCARACCAGAGGITIGAGE
FELEEEEETEEEE et e e e e e e
Skjct 387 TITCARGTAARCCGAGTATCACTCRACGCCARACCAGAGGITIGAGE

GAGARATGRCGCT 120
FETTEEEETTTT
GAGARATGACGCT 308

fuery 121 CRRRCAGGCATGCCCTGIGGRAATACCACRGGGCGCRATGTGCGTTCARAGATTCGATGAT 180
FEERETTTTT e e e e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 307 CARRCAGGCATGCCCTGIGGAATACCACAGGGCGCAATGTGCGTTICARAGATTICGATGAT 243

Query 181 TCACGRRRATCTGCRATTICATATTACGTATCGCATTTCGCTGCGITCTICATCGATGCGE 240

FETEEEEETTEErr et e e e e e e e e e e e et e
Sbjct 247 TCACGARRRTCTGCAARTTCATATTACGTATCGCATITCGCIGCGITCITCATCGATGCGRE 1388

query 241 GRACCRARGRGATCCGITGIIGARAGTITIGATATTITIATCIGTIIGACTAAGTARATTAT 300
FETEEEEETTEErr et e e e e e e e e e e e
Skjct 187 GRACCRAGRGATCCGITGTIGRARAGTITIGATATTITTATITGTIGACTRAAGTARATTAT 128

Query 301 TAGIGITCITGCAAGCAAGTIICICTaaaaszaCATGIGIGATGCRATTARGCRARACTTTIA 340
FECLEEEETEE P ee e e e e e e e e e e e e e e
Gbjct 127 TAGIGITCITGCAAGCARGITCTCTARRRARRCATGIGIAATGCRATTRAGCRARCTITIA 48

fuery 381 ATGATCCTICCGCAGGITICACCTACGGAR 389
FETEEEEETT et
Skjct &7  ATGATCCITCCGCAGGGICACCTACGGARL 39

Fuente: Guarco & Morales, 2014

FIGURA 4.1 SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS PARA CIBE-
12126

Los resultados confirmaron que la levadura antartica pertenecia a
una especie que se ha utilizado para la fabricacion de alimentos en

paises asiaticos desde hace muchas décadas atras.

Ademas se pudo comprobar que el control positivo era del género
Sacharomyces especie cerevisiae con un 99% de cobertura y 94%
de identidad con la secuencia de nucleotidos de la base de datos

GenBank como se expone en la figura 4.2.
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Score

Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbjct

Query

Sbict

4
39
a4

Expect Identities Gaps Strand
581 bits(302) 3e-162 344,/365(94%) 0/365(0%) Plus/Plus

CATTGATGRAGRRCGCAGEGARATTCGATACGTAATGIGRATTGCCGARTTCCGEGRATC
FEL TR e e v e e e et
CATCGATGRAGRERCGCAGCGA R A TGCGATACGTAATGTGRATTGCAGRATTCCGTGRATC

ATTGRATITITTGRACGCCCCTIGCICCCCTIGETIATTICCD

e
gogoag

PL TRt rrrrr e e e il
crnne
TIOTT

ATCGARATCTTTGRAACGCACATTGCGCCCCTIGETATICCR

CARRGCCIGITT
[T Tt
CATGCCIGITT
GICATTTCCTITTCARACATTTTGT I TGGGAGTGAGTGATACTITTTGGAGTTARCTIGR
PRt terer et rer e e e Perrrererrrrnd

GICATTTICCTICTICRRACATICTIGTIITGGTAGTGAGTGATACTCTTITGGAGTTARCTIGA

BATTIGGIGGCCTITICCTIGRAIGr Tttt L eOCARAGAGR

GG
PELEE TEEE e P e e e
AATTGCTGGCCTITICATIGEATGITTITITITTICCARAGAGAGG

——

GRGETATARTGCRAGTACGETCGTTITITAGGTITTACCRACTG
PR e e e e e e e el
GRGETATRARTGCRAGTACGEICGITITAGGTTIITACCRRCTG

(12—
0Gr— 02
0r— oy
n—1nan
—H—

CIGAGCGTATIGEARCETTATCGAT AAGARGAGRGCGICTAGGCGARACAATGEIGTITARR
FETETELT LT el FITET 1 Tl
CTGAGCGTATTGEARCETTATCGATAAGARGRGRAGCGTCTAGGCGARACEATGTICTTARR

GITIG 368
[1111
GITIG 403

Fuente: Guarco & Morales, 2014

FIGURA 4.2 SECUENCIA DE NUCLEOTIDO PARA

4.2. Analisis

SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Estadistico de las Condiciones Optimas

Fermentacion

Mediante

de

los datos obtenidos, una vez finalizada la parte

experimental, se pudieron encontrar los valores de temperatura y

pH oOptimos de fermentacién de D-Glucosa de manera precisa

mediante los analisis estadisticos respectivos. Es importante

indicar que en ambos experimentos, todos los controles positivos

fermentaron y los blancos no produjeron CO2, es decir, no
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fermentaron. Esto confirma que la experimentacion fue realizada de

forma exitosa, sin ningun tipo de contaminacién o anomalia.

Temperatura Optima

En la figura 4.3 se muestran las gréficas de produccion diaria
promedio de CO2 de cinco diferentes temperaturas: 4, 10, 16, 20 y
26°C. Se consider6 uUnicamente la etapa exponencial de la
fermentacion y se trazé una linea de tendencia con sus respectivas
pendientes para obtener la velocidad de fermentacion a cada una
de las temperaturas mencionadas. Ademas, los coeficientes altos

de R? denotan una excelente calidad del modelo.
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Produccion diaria promedio de CO2 a diferentes
temperaturas
700,00
y = 31.319x - 656.09
R2=0.9533
600,00
y = 74.87x - 665.48
R2 = 0.9836
500,00 _
y = 86.68x - 939.25 -O-Z’Igmedlo
_ R2 = 0.9503 [
00,00 7 == Promedio
£E y =57.33x - 665.48 ) 10°C
3 R?=0.9836 /] / Promedio
800,00 il
== Promedio
20°C
===Promedio
26°C
el
15 20 25 30 35
Tiempo [Dias]

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014

FIGURA 4.3 PRODUCCION PROMEDIO DIARIA DE CO2 A

LAS TEMPERATURAS: 4, 10, 16, 20 Y 26°C

En la tabla 13 se encuentran las pendientes que son los valores de

velocidad de fermentacién correspondiente a cada temperatura en

mm?3 CO2/dia.



TABLA 13

VELOCIDAD DE FERMENTACION PROMEDIO DE

TEMPERATURA [MM3 CO2/DIA]

D-Glucosa

Temperatura (°C) Velocidaq de Fermentatfic’m
promedio [mm?3 CO/dia]
4 31.32
10 74.87
16 86.68
20 57.33
26 1.39

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014
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Ademas, en la tabla 14 se puede observar la estadistica descriptiva

y asi contemplar una descripcién general de las caracteristicas de

los datos obtenidos en la experimentacion.

TABLA 14
ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Variable Observaciones | Min. Max. | Media | Desv.
Est.

Velocidad de 5 1.39 86.68 | 50.32 34.39

fermentacion

Temperatura 5 4.00 26.00 | 15.20 8.56

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014
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Para explicar como la velocidad de fermentacion (variable
dependiente) se ve afectada por el cambio de temperatura (variable
independiente) se aplicé el modelo de Rosso, que es una regresion
cuadratica, ya que una lineal no explicaria apropiadamente el

efecto de la temperatura sobre la velocidad.

Para tener una idea mas clara sobre la variacion no explicada por
el modelo o variacion del error se obtuvieron la suma cuadrética del
error (SSE), la media cuadratica del error (MSE) y su raiz
cuadratica (RSME), esto dos dultimos valores representan la
varianza y desviacién estandar del error. Estas medidas predicen
las observaciones en una manera muy favorable, puesto que la
diferencia entre los valores reales observados de velocidad con
respecto a las predicciones del modelo fue bastante aceptable tal

como se ilustra en la tabla 15.

TABLA 15

COEFICIENTES DE AJUSTE
Observaciones 5.00
GDL 1.00
R? 0.99
SSE 56.82
MSE 56.82
RMSE 7.54
Iteraciones 3.00

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014
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Con los resultados de la tabla 13 se pudo realizar la curva de
velocidad de fermentacion versus temperatura. Los datos se
ajustaron a una regresion no lineal aplicando el modelo de Rosso,
como se menciond anteriormente, con ayuda del complemento

estadistico de Excel: XLSTAT (ver figura 4.4).

Regresidén no lineal (Velocidad de
Fermentacién (mm3/dia))
90

[
o
'

N
o
'

w
o
'

N
o
'

=
o
'

o

0 5 1IO 1I5 ZIO 2I5 30
Temperatura (°C)

Velocidad de Fermentacion (mma3/dia)

e Activas ——Modelo

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014

FIGURA 4.4 DATOS AJUSTADOS AL MODELO DE
REGRESION NO LINEAL DE LA VARIABLE VELOCIDAD DE

FERMENTACION [MM3 CO2/DiA] (TEMPERATURA)
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Se puede notar claramente que los datos se ajustan muy bien al
modelo y forman una campana, la cual en su punto de inflexion
presenta la mayor velocidad de fermentacion de D-Glucosa y por
ende denota la temperatura éptima. Ademas, el valor de R? fue de
0.988, lo cual indica una alta capacidad explicativa de la curva. En
la tabla 16, se encuentran especificados los resultados de las

estimaciones de cada parametro.

TABLA 16

PARAMETROS DEL MODELO DE AJUSTE

Parametro Valor
Velocidad 6ptima (Hopt) 84.23 mm?3 CO./dia
Temperatura minima (Tmin) 1.31°C
Temperatura maxima (Tmax) 26.01 °C
Temperatura éptima (Top) 13.74 °C

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014

Practicamente los resultados evidencian que la levadura antartica
puede fermentar en un rango de temperatura aproximado entre
1.31°C y 26°C, siendo 13.74°C la temperatura ideal para llevar a
cabo la fermentacion. Se esperaba que la levadura presentara

actividad fermentativa a bajas temperaturas, lo cual si se cumplid,



101

aunque en realidad también se especulaba que la levadura CIBE-
12126 podria fermentar a temperaturas por debajo de 0°C debido
al ambiente extremo en el cual estd habituada, el continente
antartico, pero segun el modelo estadistico hay muy poca

probabilidad de que ocurra.

pH Optimo

En las figuras 4.5 y 4.6 se muestran los resultados para los doce
valores de pH trabajando a la temperatura 6ptima de 13.74°C. En
la figura 4.5 se encuentran las producciones promedio diarias de
CO2 a pHs entre 1.6 y 6.6, escogidas en la fase exponencial, con
su respectivo modelo lineal con coeficientes de determinacion (R?)
mayores a 0.88, una calidad de ajuste muy buena. Las pendientes
de los valores de pH hasta 6.6 fueron ascendiendo (a excepcion de
pH 5.6) como se verifica en la tabla 17, teniendo al pH 6.6 con la
mayor tasa promedio de fermentaciéon (90.87 mm?3 CO2/dia) entre

todos.
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Elaborado por: Guarco & Morales, 2014

FIGURA 4.5 PRODUCCION PROMEDIO DIARIA DE CO2 A

PHS: 1.6, 2.6,3.6,4.6,5.6 Y 6.6

En la figura 4.6 se encuentran las producciones de CO2 promedio

para los valores de pH restantes desde 7.6 hasta 12.6, donde los

R? de sus modelos lineales fueron mayores a 0.93, un excelente

ajuste.
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Tanto a pH 1.6 como a 12.6 no existié formacion de diéxido de
carbono, por eso sus graficas se encuentran en el eje de las
abscisas. El hecho de no tener produccién de CO:2 a pHs tan
extremos como 1.6 y 12.6, pero si al inmediato superior e inferior,
respectivamente, caracteriza de mejor manera la actividad

fermentativa que posee la levadura CIBE-12126, estableciendo sus

limites.
Produccion diaria promedio de CO2 a diferentes
573,00 valores de pH
y = 83,498x - 1170,3 J x%
515 70 RZ = 0.9811 J /
458,40 // )’[% .
y =71,214x - 1140,9 I’.ﬂ/ / ~J- Promedi
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343,80 R?=0,9724 § 0pH 8.6
m ’
E == Promedi
%.86,50 opH9.6
%29 20 =%= Promedi
’ o pH
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Elaborado por: Guarco & Morales, 2014
FIGURA 4.6 PRODUCCION PROMEDIO DIARIA DE CO2 A

PHS: 7.6, 8.6, 9.6, 10.6, 11.6 Y 12.6
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TABLA 17
VELOCIDAD DE FERMENTACION PROMEDIO [MM3
CO2/DiA] PARA LOS DOCE VALORES DE PH ENTRE 1.6 Y
12.6

D-Glucosa, T= 13.74°C
pH Velocidad de Fermentacién promedio [mm3/dia]
1.6 0.00
2.6 29.71
3.6 45.13
4.6 56.59
5.6 47.98
6.6 90.87
7.6 83.50
8.6 71.77
9.6 71.21
10.6 63.01
11.6 28.03
12.6 0.00

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014

Ademas, como en el ensayo de temperatura Optima, se obtuvieron
los estadisticos descriptivos de las observaciones que brindaron
una vision rapida y resumida del comportamiento de los datos
obtenidos experimentalmente como se ve a continuacion en la tabla

18:



TABLA 18

ESTADISTICA DESCRIPTIVA
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Variable Observaciones | Min. Max. Media Desv. Est.
Velocidad de

y 12 0.00 90.87 | 48.98 29.91
fermentacion
pH 12 1.60 12.60 | 7.10 3.61

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014

La media de la variable de resultado fue de 48.98 mm?3 CO2/dia. Y

aunque se pueda pensar que la desviacién estandar estuvo un

poco elevada (29.91 mm?3 CO2/dia), esa conclusién no tendria

mucha trascendencia puesto que hay que recordar que el pH es

una escala logaritmica y que cada vez que se eleva 1 unidad, su

efecto en las reacciones no son de tipo lineal.

Reqresion No Lineal de la Velocidad de Fermentacion

Como se suponia, la relacion entre la variable dependiente

(velocidad de fermentacion) y la variable independiente (pH) no fue

de caracter lineal, por lo que se ajustaron los datos al modelo de

Rosso mediante una regresion no lineal cuadratica.
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En la tabla 19 se encuentran los coeficientes de ajustes del modelo

no lineal. Se obtuvo una excelente calidad de ajuste con un R? de

0.92: el modelo de Rosso explic6é alrededor del 92% de la

variabilidad en la velocidad de fermentacion. Las diferencias o

residuos entre los verdaderos valores observados de velocidad con

respecto a las predicciones del modelo fueron relativamente altos

debido tal vez a la aleatoriedad o a la falta de consideracién de

otros factores incidentes en la velocidad, pero aun asi se lo

considera un excelente modelo tratdndose del trabajo con entes y

fendmenos bioldgicos.

TABLA 19

COEFICIENTES DE AJUSTES

Observaciones 12.00
GDL 8.00
R? 0.92
SSE 811.35
MSE 101.42
RMSE 10.071
Iteraciones 5.00

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014
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Una vez analizada la robustez del modelo se continla con los
resultados obtenidos en la tabla 20, los parametros del modelo que

en sintesis representan las condiciones de fermentacién de la

levadura CIBE-12126.

TABLA 20

PARAMETROS DEL MODELO DE AJUSTE

Parametro Valor
Velocidad 6éptima (popt) 80.03
pH minimo (pHmin) 1.41
pH maximo (pHmax) 12.57
pH 6ptimo (pHopt) 7.89

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014

La velocidad 6ptima segun el modelo fue de 80.03 mm3 CO: por
dia a un pH de 7.89, considerado ligeramente basico. En la figura
4.7 se ilustra la curva modelada, donde se evidencia un pequefio

sesgo de la campana hacia la izquierda.
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Elaborado por: Guarco & Morales, 2014

FIGURA 4.7 DATOS AJUSTADOS AL MODELO DE
REGRESION NO LINEAL DE LA VARIABLE VELOCIDAD DE

FERMENTACION [MM3 CO2/DiA] (PH)

Por dltimo, para concluir, se muestra la ecuacion del modelo para
estimar la velocidad de fermentacién de D-glucosa por la levadura

CIBE-12126 ante distintos pH con una fiabilidad del 92%:

Velocidad de Fermentacion [mm? CO2/dia] = (80,03*(pH-1,41)*(pH-
12,56))/(((pH-1,41)*(pH-12,56))-((pH-7,89)" 2))
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4.3. Propiedades Fisicoquimicas de la Cerveza

Al sexto dia se observo la fermentacibn mas vigorosa con mayor
produccion de CO2. Después de 3 semanas de fermentacion se
obtuvieron los datos descriptivos de la cerveza (en este caso una
cerveza verde), propiedades tanto fisicas como quimicas
resumidas en la tabla 21. Con esto se pudo comprobar si
efectivamente la levadura CIBE-12126 era apta para llevar a cabo

una fermentacion de azucares y asi producir cerveza.

TABLA 21
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA CERVEZA

ELABORADA 100% A BASE DE MALTA DE CEBADA

Propiedades Cantidad
Gravedad especifica 1.016
Extracto aparente (°P) 4.1
Alcohol (% wiw) 2.62
Fermentabilidad (%) 62.5
Extracto real (% w/w) 3.99
Gravedad original (°P) 9.00
Grado Real de Fermentacion 51.18
pH 4.5

% Amargor (IBU) 35

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014
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Los porcentajes de fermentabilidad y de alcohol muestran que
gracias a una reduccién en la gravedad original del mosto (de 1036
a 1016), se pudo verificar que la levadura ciertamente fermento los
azucares presentes en dioxido de carbono y alcohol
principalmente. Al producir etanol, disminuyd la cantidad de
glucosa y por lo tanto la gravedad (o densidad) del mosto, ya que la

densidad del alcohol es menor que el agua azucarada (mosto).

En sintesis, la variacion de densidad fue directamente proporcional
al grado alcohdlico vigente en la cerveza. Ademas, el metabolismo
de la levadura CIBE — 12126 dio como resultado una cerveza de

bajo porcentaje de alcohol o “light”, con 2.6%.

Perfil de compuestos volatiles

El perfil cromatografico de los compuestos volatiles presentes en la
cerveza contenia mas de 351 compuestos. Es por eso que el
analisis de resultados se realiz6 mediante la comparacion entre los
picos de los cromatogramas de las dos cervezas como se aprecia
en la figura 4.8. En muchas instancias (tiempos de retencion), los
compuestos encontrados en la cerveza “Antartida” eran iguales a
los de la cerveza comercial, donde los picos seguian los mismos

patrones como se muestra en la figura 4.8. Los compuestos
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identificados y analizados fueron Unicamente los que representaban

picos presentes en la cerveza antartica pero ausentes en la cerveza

comercial, teniendo la certeza de que todos los compuestos

encontrados en la cerveza comercial son aptos para el consumo

humano.
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Elaborado por: Guarco & Morales, 2014

FIGURA 4.8 COMPARACION DE PICOS DE LOS

CROMATOGRAMAS EN LOS PRIMEROS 5 MINUTOS

En la tabla 22 se muestran los compuestos pertenecientes a la

cerveza Antartida que no fueron

registrados en la cerveza
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comercial. Se evidencia que el contenido no es toxico y se

concluye que la cerveza producida por CIBE-12126 puede ser

ingerida sin ningun riesgo para la salud, excepto cuando es

consumida excesivamente, como todas las bebidas alcohdlicas

cuyo consumo debe ser moderado. Este resultado era el esperado

debido a que ésta levadura ya ha sido utilizada en otros productos

alimenticios.

COMPUESTOS DE LA CERVEZA “ANTARTIDA” NO
ENCONTRADOS EN LA CERVEZA COMERCIAL

TABLA 22

Tiempo de e
., Compuesto quimico
retencién

7.468 Linalol

8.209 Heptano-1, 2, 4 ,6 -tetraeno
8.288 (E)-1-(etoxi-d5)propeno
8.296 3,3-dimetoxi-2-butanona
8.344 2,4,5-Trimetil-1,3-dioxolano
8.36 Benzil 2,2-dimetilpropanoato

Tert-butil 4-hidroxi-2,5-

8.655 dimethilhexanoato

10.804 Amil butirato

12.906 Isopiperitenona

12.914 2-acetil-4-isopropenilciclopenteno

12.922 4-vinyl-guaiacol

16.418 Beta-elemeno

16.792 1-heptanol

17.246 N-glioxilol-((S)-prolina-benzil ester)
21.824 (1S,3R,4R)—3,.4—t.=:poxi—4—etinil—3,5,5—

trimetillciclohexanol

25.47 Propanal

28.185 2-pentil furano

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014
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Los compuestos de aroma y sabor mas predominantes fueron lo
que se muestran en la tabla 23 quienes pertenecen al grupo de los
alcoholes y ésteres, cuyas principales caracteristicas son los olores

florales, frutales y anisados:

TABLA 23
COMPUESTOS DE AROMA Y SABOR PREDOMINANTES

DE LA CERVEZA

Tiempo de Compuesto Grupo Caracteristica
retencion quimico guimico del flavor
1.391 Etanol Alcohol -
2.06 Isopentil alcohol Alcohol Aroma a malta
5.363 Etil caproato Ester Anisado
Manzana
7.903 Feniletil alcohol Alcohol Floral/Miel
11.174 Isoamil caproato Ester Frutal

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014

Vale recalcar que los metabolitos de aroma y sabor producidos
pertenecen a una cerveza que no ha sido madurada, solo
fermentada vy filtrada. Los compuestos como ésteres e isopentil

alcohol tienden a disminuir durante la maduracion, algunos por
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hidrolisis espontanea como el primer grupo mencionado (52). Otro
detalle a resaltar es la ausencia de compuestos como aldehidos y
cetonas, compuestos que en grandes cantidades no son deseados

e indican una cerveza de mala calidad.

Debido a que esta identificacion es netamente cualitativa, es decir
no se cuantifican las concentraciones de los compuestos de la
cerveza, los resultados son simplemente una referencia o una base
de los metabolitos producidos por la levadura antartica y los
productos no metabolizados o desarrollados espontaneamente
fuera de la levadura, como las reacciones con el oxigeno en

presencia de calor y luz.

Evaluacion Sensorial
Previo al analisis sensorial se obtuvieron los resultados de las

pruebas microbioldgicas:

Aerobios mesofilos (R.E.P.): Ne de UFC/cm?® =< 1.0 x 10°
Mohos y levaduras: Ne de UP de mohos y levaduras/cm? =< 1.0 x

10°
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Donde Ne significa Numero Estimado y UP Unidades
Propagadoras. Estos resultados cumplen con los requisitos de la
norma INEN para cerveza y ademas reflejan una excelente asepsia
y cuidado en los procesos. La cerveza no sufri6 contaminacién

alguna y pudo ser analizada sensorialmente.

Analisis Sensorial

El panel estuvo conformado por 40 consumidores habituales, los
cuales 26 eran hombres y 14 mujeres, con una edad promedio total
de 29 afios. Los resultados de las respuestas de los jueces no
entrenados hacia los atributos olor y sabor de las muestras de
cerveza no madurada o “verde” con los cédigos 7463 (filtrada y
pasteurizada) y 8396 (solamente filtrada) se muestran a

continuacion:

Grado de satisfaccion del Atributo Olor:

En la figura 4.9 se puede observar los resultados del olor en la
cerveza pasteurizada: 55% les gusto, al 27% ni les gustd ni les
disgusto, al 10% les gusté mucho, al 8% no les gusto, y a ninguno
les disgustdé mucho. Se concluye entonces que a mas del 50% les
podria gustar el olor del producto, un resultado considerado

positivo para el estudio.
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Olor cerveza pasteurizada

0% = Me gusta mucho
= Me gusta
= Ni me gusta ni me

disgusta
® No me gusta

= Me disgusta mucho

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014

FIGURA 4.9 PORCENTAJES DE RESPUESTAS MAS
FRECUENTES DEL ATRIBUTO OLOR EN LA CERVEZA

PASTEURIZADA

En la figura 4.10 se observa los resultados del olor en la cerveza
gue no fue pasteurizada sino solamente filtrada: 45% les gusto,
40% ni les gustd ni les disgustd, 10% les gusté mucho, 5% no les
gusté y a ninguno les disgustd mucho. Se resalta que aqui el
porcentaje de indecisos es mayor que con la muestra pasteurizada,
aunque sigue siendo méas del 50% de los consumidores habituales

gue les podria gustar el olor del producto.
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Olor cerveza sin pasteurizar

0% ® Me gusta mucho
= Me gusta
= Ni me gusta ni me

disgusta
® No me gusta

m Me disgusta mucho

Elaborado por: Guarco & Morales. 2014

FIGURA 4.10 PORCENTAJES DE RESPUESTAS MAS
FRECUENTES DEL ATRIBUTO OLOR EN LA CERVEZA SIN

PASTEURIZAR

Analisis de Varianza (ANOVA) de Atributo Olor:
Para determinar si hubo diferencia significativa entre los olores de
las muestras se aplic6 ANOVA, con un nivel de significancia del

5%, al siguiente contraste de hipoétesis:

Hipdtesis nula (Ho): las medias de las respuestas sobre el olor de la
cerveza pasteurizada y de la no pasteurizada son iguales.
Hipotesis alterna (H1): las medias de las respuestas sobre el olor de

las cervezas no son iguales.
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En la tabla 24 se encuentra la tabla ANOVA con el estadistico F,

cuya interpretacion se realiza comparandolo con el valor critico

para F. Al ser éste menor que el F critico, no se rechaza la Ho y se

concluye que no hay suficiente evidencia estadistica para decir que

las medias no son iguales, es decir, no hubo diferencia significativa

entre el grado de satisfaccion producido por el olor de la cerveza

pasteurizada y el producido por la cerveza solamente filtrada (sin

pasteurizar).

ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR

TABLA 24

Origen de Suma de GD Promedio de F Probabilidad Valor
las cuadrados L los cuadrados critico

variaciones paraF
Entre 0.1125 1 0.1125 | 0.1977 0.6578 3.9635
grupos
Dentro de 44.3750 78 0.5689
los
grupos
Total 44.4875 79

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014

Grado de Satisfaccion del Atributo Sabor

En la figura 4.11 se muestran los porcentajes de los diferentes

grados de satisfaccion sobre el sabor de la cerveza pasteurizada.

En contraste con su olor, ésta presentd bajas calificaciones (30%
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no le gustoé el sabor y 5% les disgusté mucho el sabor, con un total
negativo de 35%), y menos de la mitad, exactamente el 32% fueron
valoraciones positivas, siendo incluso menor que las valoraciones
negativas. Tres de cada diez jueces se mostraron indecisos con
respecto al sabor. Se concluye entonces que a pesar de tener un
olor agradable su sabor deja mucho qué desear. En los
comentarios se encontraron que la cerveza pasteurizada tenia un
sabor muy amargo y con poca intensidad, ademas de la ausencia

de espuma.

Sabor cerveza pasteurizada

2% ® Me gusta mucho
®m Me gusta
= Ni me gusta ni me

disgusta
= No me gusta

= Me disgusta mucho

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014

FIGURA 4.11 PORCENTAJES DE RESPUESTAS MAS
FRECUENTES DEL ATRIBUTO SABOR EN LA CERVEZA

PASTEURIZADA
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Por otro lado, la cerveza sin pasteurizar tuvo mayor éxito con
respecto al sabor. En la figura 4.12 se muestran los porcentajes del
grado de satisfaccion producida por esta cerveza. El 62% fueron
valoraciones positivas donde al 25% le gustd mucho el sabor y sélo
el 8% lo valoré negativamente. Se puede concluir que a mas del
50% de los consumidores habituales les podria gustar el sabor del
producto, recordando ademas que su olor también obtuvo una
calificacion similar por lo que esta cerveza obtuvo un mayor grado
de satisfaccion en términos generales. Se acota que dentro de los
comentarios positivos sobre la cerveza no pasteurizada estaba la

confusién con una cerveza comercial.

Sabor cerveza sin pasteurizar

5% 3% = Me gusta mucho
® Me gusta
Ni me gusta ni me

disgusta
= No me gusta

= Me disgusta mucho

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014

FIGURA 4.12 PORCENTAJES DE RESPUESTAS MAS
FRECUENTES DEL ATRIBUTO SABOR EN LA CERVEZA SIN
PASTEURIZAR
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Andlisis de Varianza (ANOVA) de Atributo Sabor:
Se aplico6 ANOVA, con un nivel de significancia del 5%, al siguiente

contraste de hipotesis:

Hipodtesis nula (Ho): las medias de las respuestas sobre el sabor de
la cerveza pasteurizada y de la no pasteurizada son iguales.
Hipotesis alterna (Hi): las medias de las respuestas sobre el sabor

de las cervezas no son iguales.

En la tabla 25 se encuentra la tabla ANOVA con el estadistico F
mayor al F critico, por lo tanto se rechaza la Ho y se concluye que
si hay suficiente evidencia estadistica para decir que las medias no
son iguales, es decir, si hubo diferencia significativa entre el grado
de satisfaccidon producido por el sabor de la cerveza pasteurizada y

el producido por la cerveza sin pasteurizar.

TABLA 25
ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR

Origen de Suma de GDL | Promedio de F Probabili Valor
las cuadrados los cuadrados dad critico
variaciones para F
Entre 13.6125 1 13.6125 | 14.56 0.0003 3.9635
| grupos 98

Dentro de 72.8750 78 0.9343
los grupos
Total 86.4875 79

Elaborado por: Guarco & Morales, 2014



CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Los objetivos planteados al iniciar esta investigaciéon fueron

cumplidos satisfactoriamente a lo largo del desarrollo de la misma.

2. De acuerdo a la experimentacion realizada, la levadura CIBE-12126
tiene una velocidad Optima de fermentacién a una temperatura de
13.74°C y a pH 7.89, aunque el pH es hallado Unicamente por
cuestidon de disefio ya que en la practica no esta permitido alterar el
pH del mosto. Se obtuvo un rango de temperatura de fermentacién
amplio desde 1.31°C hasta 26.01°C y un rango de pH alun mas
amplio, con valores desde 1.41 hasta 12.57, dato valioso ya que se
podria concluir que la levadura tiene una buena tolerancia al estrés

debido a variaciones de pH.
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3. Después de haber realizado todas las pruebas de este estudio, se
confirma la hipotesis planteada inicialmente. Es decir, ciertamente es
posible aplicar la levadura antartica CIBE-12126 a temperaturas
bajas para la elaboracion de cerveza, utilizando mosto con azUcares

procedentes de la cebada.

4. El descenso en la densidad del mosto y como resultado una
fermentabilidad de 62.5%, indica que evidentemente la levadura en
estudio consiguio realizar la fermentacion de los azUcares presentes,

obteniendo de manera esencial alcohol y diéxido de carbono.

5. El porcentaje de alcohol de la cerveza obtenido (2.62%) sugiere que
la levadura no posee una alta capacidad fermentativa, produciendo
asi una cerveza tipo “light” o de bajo grado alcohdlico. En todo caso,
presenta la ventaja de elaborar este tipo de cerveza sin la necesidad
de truncar la fermentacion o adicionarle agua, que normalmente baja
la calidad del producto. Es decir, la levadura produce una cerveza
“light” debido a su propio metabolismo, sin ningun tipo de alteracion

en el proceso.

6. Aproximadamente en el doceavo dia después de haber inoculado el

mosto con la levadura en cuestion, la densidad del mismo se
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mantuvo constante. Razén por la cual se puede concluir que el
tiempo de fermentacion de CIBE-12126, de un mosto obtenido a

partir de cebada para producir cerveza, ronda las dos semanas.

Dentro de los metabolitos producidos por la levadura antéartica
durante la fermentacibn se encuentran principalmente los
compuestos alcohodlicos con notas florales y ésteres con notas
frutales. No hubo presencia de otros compuestos aromaticos como
aldehidos o cetonas. Ademas no se encontraron compuestos toxicos

como metanol o formato lo que permite asegurar su consumo.

La prueba de grado de satisfaccion de atributos olor y sabor en la
cerveza filtrada sin pasteurizar tuvo resultados positivos, con
valoraciones positivas por mas del 50% de los jueces siendo
significativamente diferente a la valoracion negativa que recibio el

sabor de la que fue pasteurizada.

Es importante tener en cuenta que cada una de las materias primas
seleccionadas en la elaboracion de cerveza deben contar la calidad
necesaria para dicho propésito y su almacenamiento debe ser el
adecuado, previniendo asi cualquier alteracion indeseada en la

materia prima ya que puede perjudicar el proceso y por ende el
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producto final. Igualmente todas las etapas del proceso deben
realizarse de la manera adecuada con los parametros especificados,
tomando en consideracibn medidas asépticas al trabajar con la

levadura.

Seria conveniente realizar estudios futuros para clasificar a la
levadura CIBE-12126 entre lager o ale mediante analisis especificos
principalmente pruebas de floculacion, cuantificacion de compuestos
volatiles producidos y capacidad de fermentacidon de melibiosa.
Ademas, se deberia profundizar sobre el metabolismo que presenta

la levadura antartica.

Se recomienda utilizar otras pruebas sensoriales, como las de
aceptacion o preferencia en un producto totalmente terminado, es
decir, un producto madurado, para asi analizar no solo si posee una
buena formulacioén, sino también si posee fuerza o alguna ventaja
competitiva en comparacion con otras cervezas del mercado. Se
puede realizar pruebas con paneles de expertos para poder obtener
resultados mas precisos sobre el umbral de deteccion de los

compuestos aromaticos.



APENDICES



APENDICE A

TOLERANCIA AL ETANOL DE ALGUNAS ESPECIES DE
LEVADURAS



Poder de fermentaciéon (%w/v) de algunas especies de levaduras

<2% 2-5% 5-8% >8%
Candida emobii Hanseniaspora uvarum Candida stellata SEEEEIDTEES
bayanus/uvarum
C. guillermondii Pichia fermentans Lachancea thermotolerans S. cerevisiae

. . , Saccharomyces .
C. parapilopsis Lachancea kluyveri kudriavzevii S. pastorianus
C. tropicalis Schwapnyom_y ces S. mikatae S. paradoxus
occidentalis
C. valida Torulaspora pretoriensis Saccharomycodes ludwigii

Debaryomyces castelli

Zygotorulaspora mtakii

Torulaspora delbrueckii

Lidnera saturnus

Metschnikowia pulcherrima

M. reukafii

Zygosaccharomyces bailli

Zygotorulaspora florentinus

Pichia membranifaciens

Schwanniomyces
polymorphus

Fuente: Adaptado de Kurtzman, et al., 2011 (30)




APENDICE B
ENSAYOS DE FERMENTACION



TEMPERATURA Y PH OPTIMOS

Preparacién de Medio Mineral

Medio mineral con D-glucosa
apH3.6

Medios minerales con D-glucosa a
12 distintos pH entre 1.6 y 12.6

Preparacién de In6culos

Seleccién de colonias para
elaboracién de in6culo




Ajuste de turbidez del in6culo a 0.5
Mc Farland

Inoculacion en los Tubos

Tubos almacenados a
diferentes temperaturas

Tubos a diferentes pH
almacenados a la temperatura
Optima




APENDICE C
ELABORACION DE CERVEZA



LIMPIEZA PRELIMINAR

Limpieza de materiales con
detergente neutro

Materiales esterilizados y M:;’ELR‘; -

secados en estufa

Fermentador listo para usar




PREPARACION DEL MOSTO

Molienda

Seleccion de malta

Molino manual

Maceracion

Maceracion a 68°C durante 1
hora




Retiro de granos gastados

Coccién del Mosto

V

Mosto a hervor: presencia de
proteinas coaguladas y
precipitadas (hot break)

Adicién de 2 clases de
lGpulo: Northern Brewer
y Saaz




Enfriamiento

Enfriamiento a 20°C en una
tina con hielo

FERMENTACION

Preparacion del “starter” de
levadura

Aireacion del mosto en
condiciones asépticas




Medicién de gravedad original
(OG) de 1.036

Medicion de pH inicial de 5.83

Inoculacién del starter y
proteccion del fermentador
hacia la luz




POST-FERMENTACION

Filtracion de la cerveza

Pasteurizacion y enfriamiento

Medicion de gravedad final
(FG) de 1.016 y pH de 4.5




APENDICE D

CROMATOGRAFIA DE GASES POR ESPECTROMETRIA DE
MASAS



IDENTIFICACION DE COMPUESTOS VOLATILES DE LA CERVEZA

Acondicionamiento de la Muestra

Centrifugacion a 5000 rpm
por 5 min

»

My

as

2
3
z
2
©

Colocacion de muestras en
viales

182,
AL

Microextraccion en Fase Solida (MEFS)

Bafio Maria a 55°C por 30
min




Bafio Maria con la aguja de
silice inyectada a 55°C por
30 min

Inyeccion de la aguja en el
cromatografo por 5 min

Andlisis de compuestos en el
cromatégrafo
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