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1. Resumen

La fermentacion alcoholica en la elaboracién de cerveza es un proceso biologico
gue es operado en ausencia de oxigeno. La fermentacion es realizada por la
actividad de algunos microorganismos, principalmente las levaduras que
consumen los azucares para transformarlos en etanol y diéxido de carbono como
productos finales.

Ademas, la fermentacion del extracto de malta de cebada o de cualquier otro
cereal durante el proceso de elaboracion de cerveza es una de las etapas
mas estudiadas en la produccion de esta bebida, por otra parte en la elaboracion
de cerveza artesanal es un elemento esencialmente clave que tiene el alcance de
conseguir mejoras Yy caracteristicas auténticas en muchos aspectos del producto
final, y asi poder definirlo para volverlo sobresaliente.

Durante el proceso de fermentacién anaerobia para la produccion de etanol, se
estudiaron los efectos de la temperatura, pH y concentracién de azucares en los
pardmetros de crecimiento de un preparado biolégico de levadura comercial
(PBLC).

Para formular una idea respecto al comportamiento de crecimiento del PBLV en
las distintas fases que compone la cinética, el preparado biolégico fue sembrado
en caldo nutritivo y asi poder estimar los tiempos de inoculacién y tomas de
muestra para sus respectivos tratamientos.

Las variaciones de las distintas condiciones de cultivo fueron realizadas en
matraces Erlenmeyer de 500 mL, y posteriormente fueron escaladas a un
biorreactor con 5 litros de operacion aplicando las variables que resultaron mas
eficientes en el crecimiento y produccién de alcohol del preparado de levadura
estudiado.

La temperatura resulté ser una de las variables mas importantes involucradas
en la fermentacion del mosto, sin embargo, los efectos de la concentracion de
azucares y el pH fueron también significativos en cuanto a las propiedades
organolépticas como: sabor, color, olor y cuerpo del producto obtenido.



2. Introduccioén

La biotecnologia se ha definido como la aplicacion sistemas y organismos
biologicos o parte de ellos a procesos de la industria manufacturera y de
servicios. El malteado y la elaboracion de cerveza son industrias que ejemplifican
la biotecnologia tradicional, basada en un arte que ha ido refinandose a lo largo de
miles de afos y que implica, por ejemplo, la explotacién de la germinacion de la
cebada y de la fermentacion por levaduras. (Hough, 1990)

El proceso de elaboracion de cerveza consta de tres etapas claramente definidas,
que son malteado, macerado, y fermentacion las cuales dependen exclusivamente
del tipo de cerveza que se desea elaborar, generando asi gran diversidad de
cervezas que se pueden producir variando la cantidad y tipo de materia prima en
las operaciones mencionadas. Algunas otras variables que pueden definir las
caracteristicas de la cerveza son:

Tipo y naturaleza de Agua cervecera

Tipo y naturaleza de levadura cervecera
Tiempos y Temperaturas en Cocimiento
Tiempos y Temperaturas en Fermentacion

Desde los primeros registros de la produccion de cerveza en la humanidad,
muchos cambios han sido realizados, resultando procesos modernos de
fabricacion. Ya pesar de todos los cambios hechos a través de la historia y la gran
diversidad de cervezas que han surgido, el Unico factor que ha sido constante es
la levadura en la etapa de fermentacion. La levadura es el microorganismo que
asimila los carbohidratos que contiene el mosto y realiza la bioconversién a etanol
y dioxido de carbono. Por lo tanto, la fermentacion ha sido el fendmeno mas
estudiado y de mayor importancia de todo el proceso, comenzando por clasificar la
fermentacién de acuerdo al comportamiento de floculacién de los dos tipos de
levaduras cerveceras que existen: fermentacion alta (levadura ale y weiss) y
fermentacion baja (levadura lager). Su comportamiento es tan distinto que las dos
principales clases de cerveza (ales y lagers), son basadas en estas dos tipos de
levaduras.

Dentro del proceso de fermentacién las variables esenciales son temperatura, pH,
y concentracion de sustrato inicial. Ademas si a esto le sumamos las formas en las
gue una fermentacion puede ser operada: lote, lote alimentado y continuo. La
combinacion de estas condiciones da como resultado el incremento indefinido de
caracteristicas entre los distintos estilos de cerveza.



3. Antecedentes historicos

3.1 El misterio de la elaboracion de la cerveza

El arte de fabricar de cerveza se ha ido desarrollando a lo largo de 5.000-8.000
afios. Debieron producirse varios descubrimientos independientes de que
exponiendo al aire los jugos de frutas, o los extractos de cereales, se obtenian
bebidas fermentadas. Existen ilustraciones de la elaboracién de cerveza que
pertenecen al apogeo de las civilizaciones Egipcia y Babildnica, de unos 4.300
afos de antigliedad; durante la civilizacion griega y mas tarde durante la romana,
el dominio del vino se convirti6 en una cuestién de importancia para el mercado
internacional. Ademas se encontr0 evidencia arqueoldgica de la actividad
cervecera en escritos. Sumarios que datan alrededor de 1800 a.C. y que
mencionaban la creencia de un dios que era capaz de crear cerveza.
Explicar como sucede la fermentacion no fue posible hasta el siglo XIX, lo que no
impidi6 que se fueran introduciendo sucesivas mejoras en las técnicas de
elaboracion. Esas bebidas alcohdlicas resultaban particularmente atractivas para
aquellos individuos de vida poco placentera, en cuanto que producian euforia
alcohdlica. Otras ventajas, sin importancia en aquellos tiempos, eran la mejora
relativa de la dudosa calidad microbioldgica del agua, en virtud de su bajo pH, su
contenido alcohdlico, y de su valor nutritivo; ademas de su elevado valor calérico y
de su rigueza en sustancias nitrogenadas asimilables, si contenian levaduras las
bebidas en cuestién proporcionaban vitaminas del complejo B. (Hough, 1990) En
la Edad Media la elaboracion de cerveza fue considerada un arte o un misterio,
cuyos detalles eran celosamente guardados por los maestros cerveceros y sus
gremios. Y ciertamente era un misterio, porque se desconocian las razones que
justificaban las diversas etapas del proceso de elaboracién, la mayor parte de los
cuales, como la fermentacion, fueron descubiertas por casualidad. Asi, el
malteado consistia en la inmersién de la cebada en agua y en permitirle que
germinara, pero no se conocia las razones por las que la cebada se ablandaba y
se hacia dulce. De un modo similar se desconocian por qué convenia secar la
cebada germinada a temperaturas relativamente frias, a lo que se buscaban
explicaciones esotéricas. Ver fig.1
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Fig. 1 Bebiendo cerveza en la epoca de la civilizacién babilénica (2400 a.C. tomado de 100 Jahre

Fakultatfur BrawesenWeihenstephan 1865-1965, Verlag Hans Carl: Nurenberg



4. Fundamentos teoricos

4.1 La cerveza y sus ingredientes

La cerveza es una bebida alcohdlica no destilada que se obtiene de la
fermentacién de un mosto elaborado a partir de malta de cebada, con o sin la
adicién de otros cereales no malteados (adjuntos). La mezcla de estos cereales
con agua se transforma en azucares mediante la digestibn enzimatica.
Posteriormente se agrega a la mezcla el lupulo y/o sus derivados y finalmente es
sometida a un proceso de coccion (Lépez et al., 2002).

Para la elaboracion de cerveza se requiere de las siguientes materias primas:
agua, malta y lapulo.

(@) Agua. ElI agua empleada en la fabricacion de la cerveza es el
componente mayoritario y de acuerdo a la NOM-142-SSA1-1995 debe ser
potable y podra utilizarse agua destilada o desmineralizada.

(b) Malta. La malta es un cereal en etapa temprana de germinacion, cuyo
proceso de germinacion ha sido controlado y detenido mediante la aplicacion
de secado. Aungue existen maltas de diferentes cereales, el término normalmente
se refiere a la malta de cebada (Lopez et al., 2002). La malta contiene las
enzimas necesarias para hidrolizar los hidratos de carbono complejos,
proceso necesario para la obtencién del mosto (Hernandez y Sastre, 1999).

(c) Lapulo. El lupulo se obtiene a partir de los conos maduros de la flor femenina
de la planta Humulus lupulus y se agrega al mosto como extracto o productos
secados (en polvo o en pastillas) en dosis que varian en funcion del sabor y
aroma final deseados para la cerveza (Lopez et al., 2002; Posse, 1993).

4.2 Saccharomyces cerevisiae y sus condiciones dptimas de crecimiento

En la elaboracion de cerveza se utilizan principalmente  dos especies de
levaduras: Saccharomyces cerevisiae(cerveza tipo “ale”) y Saccharomyces
carlsbergensis conocida también como Saccharomyces uvarum o pastorianus
(cerveza tipo “lager”). Saccharomyces se encarga de fermentar los azucares
como: glucosa, fructosa, sacarosa, maltosa y maltotriosa presentes en el mosto
y en ausencia de oxigeno produce como productos principales etanol y CO2
(Varnan y Sutherland, 1997).

S. cerevisiae es un hongo levaduriforme que presenta células alargadas,
globosas o0 elipsoidales, pudiendo encontrarse en agrupaciones de dos,
encadenas cortas, racimos o bien sin agruparse. “La apariencia de las colonias



es muy diversa: de color crema a ligeramente café, de lisas a rugosas, en
ocasiones sectorizadas y brillantes u opacas” (Lépez et al., 2002). Ver fig. 2.

Fig. 2 Vista macroscopica de Saccharomyces cerevisiae en medio PDA. Fuente: Manual de Medios de Cultivo. Merk,
2000

Esta levadura crece de forma éptima a pH’s acidos (Calaveras, 2004; Garcia,
2005).

El pH es un factor importante en la fermentacion, debido al control que ejerce
frente a la contaminacion bacteriana como asi también en el efecto del crecimiento
de las levaduras, la velocidad de fermentacién y la produccion de alcohol. Durante
la fermentacion la levadura toma el nitrogeno de los aminoacidos organicos,
perdiendo su caracter anfétero y pasando a acidos, lo cual origina una disminucion
del pH del medio. Segun estudios se hall6 que el pH mas favorable para el
crecimiento de la Saccharomyces Cerevisiae se encuentra entre 4.4 - 5.0, con un
pH de 4.5 para su crecimiento Optimo. Un entorno neutro o moderadamente
alcalino es poco favorable para el crecimiento de la levadura y la alcalinizaciéon
subita del medio, le supone una importante situacion de estrés que afecta
negativamente su crecimiento y productividad.

La temperatura Optima de crecimiento para Saccharomyces cerevisiae esta en
torno a los 25 °C, mientras que temperaturas de 10 a 13 °C son totalmente
restrictivas para este microorganismo. (Vargas, 2010).



4.3 Etapas del proceso general de la elaboracién de la cerveza.
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Las etapas mas importantes se describen a continuacion:
4.3.1 Preparacién de la malta o malteado.

Tiene como objetivo obtener un polvo rico en enzimas. Para hacer esto, el grano
de cebada tiene que ser puesto a germinar a una temperatura de 10 a 16 °C,
una humedad de 42 a 46 % y un tiempo de 60 horas. Después, la cebada
germinada se seca usando aire caliente iniciando con un calentamiento
suave hasta alcanzar la temperatura final dependiendo de las caracteristicas
que se deseen en la malta.

Normalmente las temperaturas de secado para maltas lager son de 55a 70 °Cy
de 60 a 95 °C para maltas ale. Finalmente se realiza la fragmentacion de los
granos tostados para obtener la malta en polvo (L6pez et al., 2002; Varnan y
Sutherland, 1997).

4.3.2 Produccion del mosto o macerado.

La malta ya molida se mezcla con agua y en ocasiones se adicionan entre un
10 y 20% de otros tipos de granos no germinados, tales como el arroz o
el maiz, que proporcionan un sabor mas ligero.

La mezcla se calienta gradualmente hasta una temperatura de 48 °C por
aproximadamente 20 minutos, en la que se activan principalmente las
proteasas, las B-glucanasas y la B-amilasa. Se continda el calentamiento
progresivo por etapas a temperaturas de 60 °C por 30 minutos y posteriormente a
72 °C por 30 minutos mas, estas temperaturas corresponden a las
temperaturas de activacion de las amilasas (Lopez et al., 2002). La solucién se
filtra y al liquido obtenido se le afade el ldpulo. Finalmente la solucion se
somete a ebullicion por una hora para obtener el mosto.

Las proteasas hidrolizan las proteinas de la malta, dando como resultado la
formaciébn de péptidos y aminoacidos, que mas adelante, durante la
fermentacién serviran como nutrientes para la levadura. Las B-glucanasas
hidrolizan los glucanos presentes en la cebada; la degradacion de estos
polimeros es importante para disminuir la viscosidad del mosto. La B-amilasa
hidroliza la amilosa y la amilo pectina originando maltosa y dextrinas. Las
amilasas que se activan entre 60 y 70 °C hidrolizan los enlaces a(1 — 4) de la
amilosa y la amilo pectina en diferentes puntos del polimero sin acercarse a los
puntos de ramificacion y a los extremos de la cadena (Vincent et al., 2006). Al
llevarse la coccion del mosto se cubren 7 objetivos tecnolégicos(Varnany
Sutherland, 1997):



1. Concentracion de sdlidos en el mosto.

2. Extraccion de los componentes del lupulo.

3. Inactivacion de las enzimas de la malta.

4. Esterilizacion del mosto.

5. Eliminacion de compuestos volatiles indeseables.

6. Formacion de los compuestos responsables del aroma, sabor y color de la
cerveza mediante reacciones de Maillard.

7. Coagulacion de proteinas y favorecimiento de la reaccion entre taninos y
proteinas para la formacion de compuestos insolubles que precipitan
clarificando asi el producto.

Después de enfriar y filtrar la solucion se obtiene un mosto equilibrado
compuesto principalmente por carbohidratos fermentables, aminoacidos Yy
minerales. El mosto sirve como sustrato para el crecimiento de las levaduras y en
la producciéon de etanol. Asi mismo es fuente de precursores de aroma y
sabor (Varnan y Sutherland, 1997).

4.3.3 Fermentacion.

En la elaboracion industrial de cerveza se emplean dos clases diferentes de
fermentacion: (i) fermentacion alta, aplicada a la elaboracion de cerveza tipo
“ale”. Durante esta fermentacion las levaduras forman un aglomerado que flota
en el liquido o pueden flocular a inicios de la fermentacion y hundirse el
liquido. (ii) fermentacién baja, aplicada a la elaboracién de cerveza tipo “lager”.
En este tipo de fermentacion las levaduras floculan al finalizar la etapa, en
aglomerados que se hunden en el liquido (Varnan y Sutherland, 1997). Estas
fermentaciones operan bajo condiciones de tiempo y temperatura diferentes, sin
embargo en ambas la fermentacion se lleva a cabo en dos pasos (Linko et al.,
1998): la fermentacion primaria llamada simplemente “fermentacion” y la
fermentacién secundaria 6 “maduracién”. En este trabajo se utiliza el término
fermentacién para la etapa de fermentacion primaria.

Durante la fermentacion el mosto se somete a temperaturas que van desde
15 a 22 °C para cervezas “ale” y desde 7 a 15 °C para cervezas “lager’.

En esta etapa las levaduras metabolizan los carbohidratos del mosto para
la generacion de etanol y CO2 predominantemente.

El proceso de maduracion consiste en someter al mosto fermentado a bajas
temperaturas que van desde 4 a 10 °C por un tiempo de 5 a 10 dias. La
maduracion proporciona a la cerveza sus caracteristicas finales de olor, color,
sabor y brillantez (Hernandez, 2003; Lopez et al.,, 2002; Varnan y Sutherland,
1997).



Para el monitoreo de la formacion de alcohol en el proceso de fermentacion se
utiliza el Grado Plato, que es una unidad de concentracion definida como: el
porcentaje en masa de sacarosa presente en una solucion. Se obtiene una medida
indirecta del grado alcohdlico de la cerveza bajo el principio de que los azlcares
fermentables disminuyen conforme a que la levadura metaboliza estos a alcohol,
aumentando la concentracion de alcohol en el mosto derivando en una
disminucién de la densidad.



5. Justificacion

Las estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) del afio pasado
informaron que México se habia convertido en el décimo pais en América Latina
que bebe mas cerveza. Los mexicanos consumen 7.2 L per capita por afio de
alcohol. Un detalle importante que debe ser resaltado es que con respecto al tipo
de alcohol consumido en América Latina, lo que mas se consume es cerveza con
un 53% , seqguida de los licores (vodka, whiskey) con un 32.6% y un 11.7 % de
vino.

En la actualidad los gustos y las preferencias respecto a la eleccién de cervezas
han incrementado de forma notoria, y si a esto le sumamos el gusto por los
productos artesanales y lo combinamos con el amor a la gastronomia y el
maridaje, obtenemos los ingredientes necesarios para que empiece a fraguarse
una pequefia pero floreciente industria de la cerveza artesanal en el pais.

Esto ha causado que los microproductores de cerveza artesanal se estén
posicionando de forma mas soélida en el mercado de produccion. Y aunque existen
grandes barreras por los monopolios que han manejado el negocio por afios en
nuestro pais, la produccién artesanal de cerveza tiene una identidad y un enfoque
anico que el mercado tradicional de cervezas no puede satisfacer.

Aunque la venta de cerveza artesanal en México representa solo el 1.16% del
mercado total, con el crecimiento de este rubro también incrementa la creacion de
nuevas microempresas dedicadas a la fabricacion de este producto. Gran parte de
estas empresas basan su produccion en practicas experimentales, es decir, no
cuentan con la estandarizacion del proceso, lo que provoca variaciones en cuanto
a tiempos de produccion, costos, alteraciones organolépticas y en general un
producto que varia de lote en lote.

La cervecera Cosaco es una microempresa de cerveza artesanal que ha sido
pionera en la produccién, comercializacion y venta en esta rama auténtica de
bebidas artesanales. Su produccion base consiste en 3 estilos de cerveza: gliera,
negra y roja; estas son de tipo “ALE” y se caracterizan por tonos frutales, con
recetas originales provenientes principalmente de Bélgica, Inglaterra y Escocia.

En la cerveceria Cosaco uno de los principales problemas de produccién es el
desconocimiento de las condiciones Optimas en las que se debe llevar a cabo la
fermentacién, como es la temperatura, el volumen y viabilidad del inoculo y tiempo
requerido para llegar a la concentracion deseada de alcohol. Las consecuencias
de no tener estandarizado el proceso de fermentacion es el retraso de produccion,
ya que muchas veces el inoculo es insuficiente y es necesario agregar un volumen
extra de levadura o recircular el mosto, lo que puede ser una fuente de
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contaminacion ademas de alargar el tiempo de produccién. Debido a esta
problematica en la empresa, se busca caracterizar un preparado bioldgico de
levadura comercial para la produccion de cerveza negra, que es el elemento clave
del proceso y asi erradicar los problemas antes mencionados ademas de verse
reflejado en un aumento en la cobertura de la demanda insatisfecha vy la
minimizacion de los costos en esta etapa del proceso.
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6.

Objetivos

6.1 General

Estandarizar el proceso de fermentacién en la produccion de cerveza negra
artesanal tipo ALE elaborada en la cerveceria Cosaco, mediante la caracterizacion
de un preparado biologico de levadura comercial (PBLC), el cual sera tratado a
diferentes condiciones de cultivo: pH, concentracion de sustrato y temperatura.

6.2 Especificos

O

Identificar la duracion de la cinética de crecimiento del preparado biologico
de levadura comercial, con sus respectivas fases.

Establecer la relacion de volumen de in6culo con respecto al volumen de
operacion para la fermentacion.

Determinar la concentracién Optima inicial de sustrato en el mosto para
obtener el mayor rendimiento de sustrato-producto.

Analizar la influencia del pH inicial del mosto sobre el crecimiento de la
levadura comercial utilizada en la produccién de etanol.

Estudiar la influencia de la temperatura de la fermentacion sobre el
crecimiento de la levadura comercial utilizada en la produccion de etanol.
Establecer el tiempo de fermentacion para obtener el grado de alcohol
requerido por la cerveceria cosaco.

Escalar la fermentacion a un biorreactor utilizando las variables éptimas de
crecimiento (temperatura, pH y concentracion de sustrato).
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7. Metodologia

El trabajo experimental consistié de 6 cinéticas en las que se evaluo el crecimiento
de la levadura y la produccion de alcohol. En la Fig. 2 se muestra la sucesion de
las cinéticas.

Cinética de Evaluacion de \Ialuacién de\ Escalamiento a
I g i I
prueba PHenmosto 4 ﬁmperatura / i biorreactor

Fig. 3 Desarrollo experimental de las cinéticas

A continuacién se detalla el desarrollo experimental de cada etapa:
7.1 Cinética de prueba

7.1.1 Microorganismo de estudio
Preparado comercial de levadura ideal para elaboracion de cervezas Ales

oscuras.

7.1.2 Condiciones de cultivo

La cinética de prueba se realizé sin suplementacion de oxigeno, por un periodo de
35 horas , con toma de muestra cada 2 horas en matraces Erlenmeyer de 500 mL
con 200 mL de caldo nutritivo en agitador orbital a 22°C, 100 rpm y pH inicial 4.5.

La relacion del volumen agregado del inoculo con respecto al volumen del medio
fue de 1% v/v (2mL). La variable estudiada fue crecimiento de biomasa.

7.1.3 Evaluacion del crecimiento celular

Se hizo seguimiento al crecimiento celular por lectura de densidad 6ptica (D.O),
peso seco y cuenta en camara de Neubauer. Las cuales se desarrollaron en la
forma que a continuacion se explica.

7.1.3.1 Lectura de densidad Optica

Se homogenizo el cultivo antes de la toma de muestra, posteriormente se toma 1.5
mL del caldo y se lee la absorbancia a 292nm en una celda de 1 cm de paso de
luz; se tomdé el primer valor que arrojo el espectrofotémetro.

7.1.3.2 Peso seco
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Los tubos eppendorf fueron llevados previamente a peso constante en una estufa
a 70°C durante 24 horas. Estos fueron puestos en un desecador durante 5
minutos y pesados cada uno en una balanza analitica.

Se tomd 1 mL de suspension celular de cada matraz, en un tubo eppendorf de 2
mL, posteriormente se centrifugd a 6600 rpm durante 10 minutos, se descarto el
sobrenadante y se someti6 el pellet hUmedo a secado en estufa a 70 °C durante
24 horas.

7.1.3.3 Cuenta en camara de Neubauer

Se tomo6 0.5 mL de muestra y se homogenizé con una pipeta pasteur en un tubo
eppendorf, la muestra se tifid con una gota de colorante azul de metileno al 1 %,
se cargo la muestra en la camara de Neubauer y se procedioé a contar las células
viables y no viables de los 4 cuadrados de las esquinas y el cuadro central.

7.2 Cinética de evaluacién del efecto de pH en el crecimiento de biomasa y
produccion de alcohol en medio de cultivo y mosto

7.2.1 Microorganismo de estudio
Preparado comercial de levadura ideal para elaboracion de cervezas Ales

oscuras.

7.2.2 Condiciones de cultivo

La cinética se realiz6 por triplicado en matraces Erlenmeyer de 500 mL con 200
mL de caldo nutritivo en agitador orbital a 22°C, 100 rpm y pH inicial 4,4.5y 5, los
cuales se ajustaron con &cido clorhidrico 0.5 N; sin suplementacién de oxigeno,
por un periodo de 32 horas.

Una segunda cinética se llevd a cabo con mosto en las mismas condiciones
mencionadas anteriormente para el medio de cultivo, con una duracién de 76 h.
La elaboracion del mosto se describe a continuacion:

Se utilizd6 mosto elaborado a partir de 3 tipos de maltas y 2 tipos de lupulo,
teniendo una relacion de 1 a 4 entre malta y volumen de agua. El mosto se
mantuvo a 68-69 °C durante una hora en constante agitacion. Posteriormente se
filtro el sobrenadante con papel filtro y se hirvid durante 90 minutos, agregando el
lpulo a 1 h y 1h con 15 minutos respectivamente después de comenzada la
ebullicién. El mosto se ajustd a una densidad de 1061 kg/m3.

7.2.3 Evaluacién del crecimiento celular
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El crecimiento de biomasa en medio de cultivo y para mosto se cuantificé por el
método de peso seco, cuenta en camara de Neubauer, lectura de D.O.

Enseguida se describe cada técnica:

7.2.3.1 Peso seco

Esta técnica se realiz6 Unicamente para la cinética en medio de cultivo y se ha
descrito en el apartado anterior.

7.2.3.2 Cuenta en cdmara de Neubauer
Ver evaluacion del crecimiento celular de la cinética de prueba.
7.2.3.3 Lectura de D.O

Al mosto sin inocular se le realiz6 un barrido de longitudes de onda de 300 a
1000 nm, obteniendo el mayor pico a la longitud de 580 nm.

Se tom6 con una micropipeta 0.1 mL de muestra homogenizada y se agregd a
una celda de 1 cm de paso de luz. Posteriormente se afiadid 0.9 mL de agua
destilada, se homogeniz6 con la ayuda de la micropipeta y se leyé la absorbancia
a 580 nm.

7.2.4 Evaluacion de consumo de sustrato

El contenido de azlcares reductores se determind por el método del Acido Dinitro
Salicilico (DNS), el cual cuantifica de forma indirecta el consumo de sustrato. La
técnica es la siguiente:

Se tom6 0. 1 mL de sobrenadante después de centrifugar para la determinacién
de peso seco, y se agrego a un tubo eppendorf de 2 mL, posteriormente se afiadio
0.1 mL de reactivo de DNS y se someti6 a bafio maria en ebullicion durante 5
min, se enfrié en bafio de agua fria. Una vez enfriado se agregd 1 mL de agua
destilada, se homogenizé con micropipeta y se leyo la D.O a 540 nm.

7.2.5 Evaluacién de la produccion de alcohol
El seguimiento de la produccidon de alcohol se llevé a cabo mediante la diferencia
de densidades inicial y final.
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7.3 Cinética de evaluacion del efecto de temperatura en el crecimiento de
biomasa y produccion de alcohol en mosto

7.3.1 Microorganismo de estudio

Preparado comercial de levadura ideal para elaboracion de cervezas Ales

oscuras.

7.3.2 Condiciones de cultivo

Las cinéticas se llevaron a cabo por triplicado en matraces Erlenmeyer de 500 mL
con 300 mL de mosto cada uno. Las temperaturas ensayadas fueron 18, 22 y 25
°C. Sin suplementacion de oxigeno ni agitacion por un periodo 76 h. El mosto se
realizé de la misma forma que se describe en el apartado anterior.

7.3.3 Evaluacion del crecimiento celular
El crecimiento de biomasa en mosto se cuantificé por el método de Cuenta en
placa, cuenta en camara de Neubauer y lectura de D.O

La descripcion del proceso se detalla enseguida:
7.3.3.1 Cuenta en placa

Se agregd 1 mL de muestra en un tubo de ensaye con 9 mL de agua destilada
estéril y se homogenizé en vortex durante 10 segundos, posteriormente se tomo 1
mL del tubo homogenizado y se agrego6 a otro tubo con 9 mL de agua destilada
estéril. Este procedimiento se realiz6 hasta llegar a la dilucion deseada.

Para la siembra de las diluciones se utilizaron cajas de Petri con y sin division con
agar dextrosa y papa, se sembro un volumen de 0.1 mL y 0.05 mL en las placas
sin divisién y con divisidn respectivamente. Posteriormente se extendié sobre el
agar con ayuda de perlitas de vidrio estériles que fueron retiradas después de
haber realizado la extension. Las cajas fueron incubadas a 30 °C durante 24 horas
y transcurrido este tiempo fueron contadas las colonias formadas.

7.3.3.2 Cuenta en camara de Neubauer

Ver la descripcion del proceso en evaluacion del crecimiento celular del apartado
anterior.

7.3.3.3 Lectura de densidad Optica

Ver la descripcion del proceso en evaluacion del crecimiento celular del apartado
anterior
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7.3.4 Evaluacion de consumo de sustrato
El contenido de azucares reductores se determind por el método del Acido Dinitro
Salicilico (DNS), la técnica se describié anteriormente.

7.3.5 Evaluacion de la produccion de alcohol
El seguimiento de la produccién de alcohol se llevd a cabo mediante la diferencia
de densidades inicial y final.

7.4 Cinética de evaluacion del efecto de concentracién de sustrato en el
crecimiento de biomasa y produccion de alcohol en mosto

7.4.1 Microorganismo de estudio
Preparado comercial de levadura ideal para elaboracion de cervezas Ales

oscuras.

7.4.2 Condiciones de cultivo

Las cinéticas se llevaron a cabo por triplicado en matraces Erlenmeyer de 500 mL
con 300 mL de mosto cada uno. Las concentraciones ensayadas fueron 13, 15y
17 °P. Sin suplementacion de oxigeno ni agitacion

7.4.3 Evaluacion del crecimiento celular
El crecimiento de biomasa en mosto se cuantificé por el método de Cuenta en
placa, cuenta en camara de Neubauer y lectura de D.O

La descripcion del proceso se detalla enseguida:
7.4.3.1 Cuenta en placa

La metodologia se especificé en el apartado anterior.
7.4.3.2 Cuenta en cadmara de Neubauer

Ver la descripcion del proceso en evaluacion del crecimiento celular del apartado
anterior.

7.4.3.3 Lectura de densidad Optica

Ver la descripcion del proceso en evaluacion del crecimiento celular del apartado
anterior
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7.4.4 Evaluacion de consumo de sustrato
El contenido de azucares reductores se determind por el método del Acido Dinitro
Salicilico (DNS), la técnica se describié anteriormente.

7.4.5 Evaluacion de la produccion de alcohol
El seguimiento de la produccién de alcohol se llevd a cabo mediante la diferencia
de densidades inicial y final.

7.5 Cinética de escalamiento a biorreactor

7.5.1 Microorganismo de estudio
Preparado comercial de levadura ideal para elaboracion de cervezas Ales

oscuras.

7.5.2 Condiciones de cultivo

La cinética se llevo a cabo en un biorreactor tanque agitado con volumen nominal
de 7Ly volumen de operacion de 5 L. La temperatura ensayada fue de 25 °C., sin
agitacion.

7.5.3 Evaluacion del crecimiento celular
El crecimiento de biomasa en mosto se cuantificé por el método de cuenta en
camara de Neubauer y lectura de D.O. empleando los mismos procedimientos
mencionados en los apartados anteriores.

7.5.4 Evaluacion de consumo de sustrato
El contenido de azlcares reductores se determind por el método del Acido Dinitro
Salicilico (DNS), la técnica se describié anteriormente.

7.5.5 Evaluacion de la produccion de alcohol
El seguimiento de la produccién de alcohol se llevd a cabo mediante la diferencia
de densidades inicial y final.
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8. RESULTADOS Y ANALISIS

8.1 Cinética de prueba

Se realiz6 una cinética de prueba con la finalidad de conocer el periodo de tiempo
que requiere el preparado de levadura comercial para llegar a la fase estacionaria,
ya que en la fase exponencial es cuando la levadura produce una cantidad de
alcohol 30 veces mayor que en su fase estacionaria. La primera fase es de
latencia (fase lag), durante la cual la levadura debe adaptarse al ambiente. En este
periodo, es poco o nulo el crecimiento de la levadura y por consiguiente no se
producird alcohol (esta etapa tiene una duracién de 4 a 12 horas). La segunda
fase, llamada de crecimiento exponencial, es la mas importante, en la que se
produce casi la totalidad del alcohol. El tiempo que la levadura puede permanecer
en esta fase es funcion de los nutrientes disponibles y los productos generados,
factores que limitan la cantidad de alcohol producido. (Dacosta, 2007).

La temperatura de incubacion fue de 222C, ya que corresponde a la utilizada en la
cerveceria Cosaco.

En la grafica 1 y 2 se observa que la fase lag dura aproximadamente 10 h y
posteriormente existe un incremento en las lecturas de absorbancia y niumero de
células/mL, el cual corresponde a la fase exponencial.

Absorbancia

0.2

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (horas)

Grafica 1 Cinética de crecimiento celular en caldo nutritivo mediante espectrofotometria.
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Grafica 2Conteo en camara de la cinética de crecimiento en caldo nutritivo del preparado de levadura comercial a
22°C

Se realizé6 la técnica de peso seco para cuantificar biomasa total, en la gréafica 3 se
observa una tendencia semejante a las reportadas en la grafica 1 y 2, con la
diferencia de que en ésta, la fase lag tiene una duracién de 26 horas, lo que no
corresponde con los resultados de absorbancia y niumero de células/mL. Estos
resultados pueden ser explicados por un manejo erroneo del procesamiento de la
muestra.

0.0025
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0.0015 | g

0.001

Biomasa (g)/mL)

0.0005

0 5 10 15 20 25 30 35 40
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Grafica 3 Crecimiento de la biomasa con respecto al tiempo de fermentacion

Con los resultados obtenidos se estimo la hora de inoculacion para la siguiente
cinética y las técnicas de seguimiento del crecimiento celular a emplear para el
manejo de las muestras de las cinéticas posteriores.
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8.2 Cinética de evaluacion del efecto de pH sobre el crecimiento celular en

caldo nutritivo

La segunda cinética se realiz6 para conocer el pH Optimo de crecimiento, se
evaluaron 3 diferentes pH’s considerando que el mosto de la cerveceria
COSACO tiene un pH de 5 y segun la literatura (Vargas, 2010) el pH 6ptimo de
Saccharomyces cerevisiae es de 4.5.

En la gréfica 5 y 6 se muestra que la mayor produccion de biomasa se obtuvo en
el medio con pH 5, seguido del medio con pH 4.5y pH 4 respectivamente.

&pH4 mpHA4S pH5

1.8 Y Yo
16
14
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

Absorbancia
[EnY

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (h)

Grafica 4 Cinética de crecimiento celular del preparado de levadura comercial a diferentes pH’s del caldo nutritivo
mediante lecturas de D.O a 292 nm
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Grafica 5 Conteo celular del medio de cultivo con variacién de pH

21



0.003 epH4 HEpHA4S5 pH5
0.0025
0.002
0.0015

Biomasa (g)

0.001
0.0005

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (h)

Grafica 6 Cinética de crecimiento celular a diferentes pH’s de caldo nutritivo mediante técnica de peso seco

En la grafica 6 se aprecia la tendencia del crecimiento de la cepa, pero igual que
en el caso anterior el cambio de fases de la cinética se muestra retrasada,
ademas de que existe variaciones significativas con respecto a la linea de
tendencia, es por ello que se decidi6 omitir estda técnica para las siguientes
cinéticas.
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Grafica 7 Consumo de sustrato de la cepa con respecto al tiempo para los distintos medios de cultivo

La determinacion de azucares reductores presentes en el medio muestra una
relacion inversamente proporcional al consumo de sustrato por parte de la
levadura y simultdneamente se relaciona con el incremento de la biomasa y
produccion de etanol, es decir, a mayor consumo de sustrato, mayor sera el
etanol y biomasa producida. Esto se ve reflejado en la Grafica 7, en la que a pH 5
el consumo de sustrato es mayor y coincide con los resultados anteriores de
mayor produccién de biomasa.
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8.3 Cinética de evaluacion de la influencia del pH sobre el crecimiento

celulary formacion de producto en mosto
La finalidad de esta cinética fue comprobar que el pH 5 fuera el 6ptimo para
reproducir la levadura y asi obtener el mayor grado de alcohol.

El pH 6ptimo para la produccion de biomasa igual que en la cinética anterior fue
de 5, como se muestra en las gréficas 8 y 9. También se comprob6 que a pH 5 se
consume mas rapido el sustrato (ver Gréafica 10), pero a diferencia de los
resultados esperados en la produccion de alcohol este pH resultd no ser el 6ptimo.
Por lo que un pH de 4.5 mostro ser la condicién en la que se produjo mayor
porcentaje de alcohol en menor tiempo.

Al final de la cinética se evalué las propiedades organolépticas de cada matraz
resultando en que el pH 4 y pH 4.5 fueron descartados, ya que afectaron el sabor
de la cerveza. Por lo tanto el pH 5 se tom6 como parametro éptimo de la cinética.

=¢—pH 4 =fi=pH 4.5 pH5

B e
, N M O

Absorbacia
© o o
H (o)} o]
™

o
(N}

o

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo(h)

Grafica 8 Cinética de crecimiento de la levadura en mosto a 222C, D.O 580 nm
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Grafica 9 Cinética de crecimiento celular en mosto mediante cuenta directa en Cdmara de Neubauer
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Grafica 10 Azucares reductores residuales en mosto
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Grafica 11 Produccion de alcohol en mosto

8.4 Cinética del efecto de temperatura de incubacion sobre el crecimiento
celulary formacion de etanol

realizO una tercera experimentacion
temperaturas (18° C, 22°C, 25°C) y manteniéndolas constantes durante toda la
cinética, para comprobar que la temperatura a la que se habia estado exponiendo
de fermentacion era la condicion 6ptima que brindaba las mejores
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escalas de produccion a la cervecera COSACO. En las graficas 12, 13 y 14 se
observa que la temperatura éptima de crecimiento es de 25°C, seguida de 22 y
182C.
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Grafica 12 Cinética de crecimiento celular en mosto incubado a diferentes temperaturas
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Grafica 13 Conteo en cdmara de Neubauer de la cinética a diferentes temperaturas
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Grafica 14 Conteo en placa

De acuerdo a que la temperatura 6ptima de crecimiento fue de 25°C se esperaba
gue es ésta resultara la mayor produccion de alcohol. En la grafica 16 se observa
que se llega a concentraciones muy similares de alcohol después de las 80 h, sin
embargo se obtuvo etanol mas rapido a 25 °C, llegando a su concentracion final a
las 50 h.
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Grafica 15 Consumo de sustrato en mosto
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Grafica 16 Produccidon de alcohol en mosto con variacién en la temperatura de incubacién

8.5 Cinética del efecto de la concentracion de sustrato sobre el crecimiento
celulary formacion de etanol
Esta cinética se llevé a cabo para conocer la concentracion optima de sustratos

para obtener la mayor formacion de producto, se tomé en cuenta que 15°P esla
concentracion ideal de la empresa.

De acuerdo a la grafica 17y 18, la mejor concentracion de sustrato para la
produccion de biomasa es 17°P, ya que contiene mas azucares fermentables
(Grafica 19) que pueden ser metabolizados en alcohol.

En la grafica 20 se muestra que a mayor concentracion de sustrato mayor sera la
produccion de etanol.
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Grafica 17 Seguimiento del crecimiento celular en mosto a diferentes concentraciones de sustrato
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Grafica 18 Incremento de las células/mL en mosto a diferentes concentraciones de sustrato
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Grafica 19 Azucares reductores residuales en mosto a diferentes concentraciones de sustrato
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Grafica 20 Formacion de etanol en funcion al tiempo en mosto a diferentes concentraciones de sustrato
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8.6 Cinética de escalamiento a biorreactor

El escalamiento a biorreactor se llevd a cabo en las condiciones Optimas
resultantes de las cinéticas anteriores, con el fin de optimizar el proceso de
fermentacion y obtener una cerveza de grado alcohdélico mayor.

De la grafica 21y 22 se obtiene que el periodo de fase lag es de 10 h, la fase
exponencial es de 12 horas aproximadamente, y esta tendencia corresponde a la
disminucién de azucares reductores en el medio (Gréafica 23).
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Grafica 21 Conteo en cdmara de Neubauer correspondiente a la cinética de escalamiento a biorreactor
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Grafica 22 Seguimiento de la cinética de crecimiento celular mediante lecturas de D.O a 292 nm
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Grafica 23 Concentracidn de sustrato en mosto

En la grafica 24 se observa la cinética de formacion del producto, la cual
corresponde a la mayor produccion de alcohol de todas las cinéticas realizadas
previamente, por lo tanto se ha establecido las condiciones o6ptimas de la

fermentacién para la elaboracion de cerveza artesanal negra de la cerveceria
COSACO.
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Grafica 24 Formacion de producto en mosto a condiciones ptimas de crecimiento

En la Tabla 1 se muestra el porcentaje de alcohol obtenido para cada cinética, se
observa que en la cinética del biorreactor se obtuvo mayor formacién de alcohol,
utilizando las condiciones Optimas resultantes de los experimentos anteriores,
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comprobando asi que dichas condiciones satisfacen los requerimientos de
COSACO (cervezas de 5 a 5.5 % de alcohol).

Tabla 1 Comparacion de concentracion final de alcohol entre las diferentes cinéticas

Cinética pH Temperatura Concentracion de Biorreactor
sustrato
% alcohol 5 5.1 5.43 5.5

La tabla 2 muestra el nimero de células por mL en el in6culo de cada cinética,
se mostro el mismo comportamiento de
crecimiento, es decir, sin variaciones significativas en el nUmero de células; por
ello se tomarad como inéculo aceptable aquel en que la concentracion celular este
dentro de 420 833 300 a 685 000 000 cel/mL.

en todas las cinéticas realizadas

Tabla 2 Numero de células/mL en inéculo

Cinética Cel/mL en in6culo
Prueba 685 000 000
pH en caldo nutritivo 591 666 700
pH en mosto 566 000 000
Temperatura 605 833 300
Concentracion de sustrato 420 833 300
Biorreactor 455 000 000
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9. CONCLUSIONES

Durante los procedimientos de caracterizacion del preparado biolégico de
levadura, se obtuvo que la temperatura 6ptima de crecimiento fue de 25°C, y que
resulto ser distinta a la temperatura que se habia estado utilizando en COSACO.
Al utilizar diferentes pH's iniciales se observo que un valor de 4.5 es el adecuado
para la produccién de alcohol y un valor de 5 es Optimo para producir mayor
biomasa. Sin embargo el pH inicial no pudo ser considerado como un parametro
cinético que se pueda ajustar debido que al modificar el pH del mosto, se afectd
las propiedades organolépticas de la cerveza, por lo tanto el pH inicial adecuado
para la fermentacion fue el que proporciona el mosto y corresponde a un rango de
5.96-5.99. También utilizar una concentracion inicial de sustrato igual a 17 grados
plato resultd ser un acelerador del proceso de fermentacion debido a que en
menor tiempo se producia un porcentaje de alcohol mayor que al utilizar una
concentracion de 15 grados plato. Finalmente las condiciones Optimas
encontradas a lo largo de la experimentacion fueron aplicadas a un biorreactor con
5 litros de mosto previamente acondicionado logrando una produccion de 5.5 % de
alcohol en un periodo de 78 horas.
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10. PROPUESTAS DE MEJORA

Realizar cinéticas para poder variar significativamente el nimero de células
en el inoculo, y poder definir las repercusiones o beneficios que se pueden
obtener en cuanto la velocidad de formacion de producto, alteracion de las
propiedades de la cerveza.

Implementar un sistema previo a la inoculacion para poder contar con el
indculo suficiente en cada lote de produccion, ademas de la preservacion
de la cepa, lo que contribuye a la disminucion de costos que esto implica,
ya que no se tendria que obtener esta materia prima del extranjero.
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12. ANEXOS

Preparacion de reactivo del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

1. Disolver 30 g de tartrato de sodio y potasio en agua destilada hasta
obtener un volumen final de maximo 50 mL.

2. Agregar 1.6 g de NaOH previamente disuelto en 10 mL de agua
destilada.

3. Agregar 1.0 g de DNS previamente disuelto en 20 mL de agua destilada.

4. Aforar a 100 mL con agua destilada.

5. Guardar en obscuridad y en frasco ambar.

Deja reposar 15 min, en caso de uso inmediato. Es importante tener cuidado con
los volumenes que se manejan, porque el volumen final no debe ser mayor a 100
mL. Para esto, se aconseja ir disolviendo el tartrato de sodio agregando agua
hasta lograr el volumen final de 50 mL (no agregar 50 mL de agua a la sal porque

dara un volumen mayor).

Curva tipo de DNS
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