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RESUMEN

En la industria cervecera se utilizan dos formas de cultivo de levadura: el primero se basa
en la reutilizacion de levaduras, conocido como “Re-pitching”; y el segundo es la
propagacion desde un cultivo puro. Estas dos formas de cultivos fueron representadas en
los Métodos N°1 y N°2, con la finalidad de preparar un indculo o también denominado
“Starter”, para la produccion de cerveza tipo lager a escala de laboratorio, utilizando la
levadura Saccharomyces pastorianus ssp. carlsbergensis la evaluacion y comparacion de
los métodos N°1 y N°2, se midi6 a través de la estabilidad de la levadura para producir
cerveza, evaluando su viabilidad y vitalidad en las diferentes etapas de elaboracion de
cerveza, desde la preparacion, escalamiento del Starter, lote de fermentacion, maduracion
y producto final. Se concluye que el Método N°1, disminuye en un dia la fase de
fermentacion, y que hasta el tercer re-pitching no hubo diferencia en el producto final,
entre ambos métodos. También mediante el Método N°1, el tercer re-pitching presento
contaminacion bacteriana y una ligera disminucion de la viabilidad y vitalidad de la
levadura, lo que limitaria el ntiimero de subcultivos, debido a su influencia en las
caracteristicas del sabor de la cerveza. Ambos métodos se complementan y su utilizacion

dependera del tamafio y volumen de produccion de la empresa cervecera.

Palabras Claves: Cerveza Tipo Lager, Saccharomyces pastorianus ssp. carlsbergensis,
cultivo puro, Re-pitching, viabilidad, vitalidad.



ABSTRACT

In the brewing industry two forms of yeast culture is used: the first is based on the reuse of
yeast, known as “Re-pitching ”; and the second is the propagation of a pure culture. These
two ways of cultures were represented in the Methods N°1 y N°2, in order to prepare an
inoculum or also called "Starter", for the production of lager beer on laboratory scale,
using the yeast Saccharomyces pastorianus ssp. Carlsbergensis the evaluation and
comparison of Methods N°1 y N°2, was measured through the stability of the yeast for
producing beer, assessing their viability and vitality at different stages from preparing and
scaling Starter, Bach fermentation, maturation to the final product. It is concluded that the
method N°1, decreases in a day fermentation phase and to the third re-pitching there is not
difference in the final product between the two methods. Also by Method N°1, the third re-
pitching bacterial contamination introduced and it shows a slight decrease in viability and
vitality of yeast, which would limit the number of subcultures, influencing the
characteristics of beer flavor. Both methods are complementary and their use depends on

the size and volume of production brewery.

Key words: Beer type Lager, Saccharomyces pastorianus ssp. Carlsbergensis, pure
culture, re-pitching, viability and viability.



. INTRODUCCION

Las bebidas se han venido elaborando desde tiempos prehistoricos. La cerveza, es la
bebida alcohodlica mas antigua, inventada y usada por la humanidad, debido a su larga

historia, es considerada como un tipico ejemplo de biotecnologia tradicional.

Esta bebida es elaborada a partir de la fermentacion de una solucion de cereales,
principalmente cebada, donde el almidon ha sido parcialmente hidrolizado y se le ha
conferido por infusion el sabor del lupulo. Sus principales materias primas son malta,
levadura, lupulo y agua; siendo la levadura uno de los ingredientes mas importantes en su
elaboracion, debido a que es el responsable de los procesos metabdlicos que producen
etanol, didoxido de carbono y otros subproductos tales como ésteres, alcoholes superiores y

acidos, constituyendo las caracteristicas sensoriales propias de la cerveza (Kunze, 2006).

Los avances cientificos, tales como, los estudios de Louis Pasteur acerca del proceso de
fermentacion, el descubrimiento de varios tipos de levadura por parte del danés Emil
Christian Hansen, y la invencion de la Maquina de Refrigeracion del ingeniero bavaro Carl
Linde, posibilito la produccion de cerveza en todo el afio con calidad estandar a niveles

industriales (Moreno, 2013).

La produccion de cerveza implica procesos que determinan su calidad final, como son:
maceracion, filtracion, ebullicion, fermentacion y maduracion. La maceracion es la mezcla
de malta molida con agua, llevada a distintos rangos de temperatura y tiempo hasta
alcanzar la activacion de las enzimas, que daran como resultado el mosto. El cual es una
solucion compleja de carbohidratos fermentables, aminoacidos y minerales, que sirven de

sustrato para el crecimiento de las levaduras y produccion de etanol (Hough, 1990).

Una de las cervezas mas famosas y producidas a nivel mundial es conocida como “Lager”
y constituye casi el 90 por ciento de la produccion mundial y son las de mayor consumo.
Se caracteriza por ser una cerveza dorada con aroma a lipulo y un acabado seco, con un

contenido alcoholico de cuatro a seis por ciento (Olalla Marafion, 2013).



Este tipo de cerveza fue elaborada por vez primera en Bavaria por monjes, hace unos 500
afios, originalmente se guardaba la cerveza en cuevas por largos periodos a bajas
temperaturas. De ahi el origen del término “Lager” que significa guardar o almacenar en
aleman, los cerveceros alemanes tenian por costumbre dejar la cerveza producida a finales
de otofo en reposo hasta la primavera. El frio de la temporada permitia que solo cierto tipo
de levaduras se desarrollaran produciendo asi cervezas mas puras y de mejor calidad

(Moreno, 2013).

Las cervezas tipos Lager, son elaboradas actualmente, por las levaduras del genero
Saccharomyces pastorianus ssp. carlsbergensis, esta denominacion no ha tenido
controversias a nivel industrial, sin embargo, desde el punto vista genético, la clasificacion
presenta aiin controversias en su denominacion. Algunos investigadores consideran como
sinonimos las especies carlsbergensis, uvarum y pastorianus y en otros la consideran
como un hibrido de S. bayanus y S. cerevisiae, o un hibrido de S. cerevisiae y S.
monacensis. Este tipo de levaduras fermentan a temperaturas bajas de 5 °C a 15 °C y al
finalizar la fermentacion las levaduras floculan, depositandose en el fondo del tanque de

fermentacion (Martinez Quesada, 2012).

El estudio de las levaduras en el proceso de elaboracion de cerveza, es fundamental ya que
estas son las responsables de la caracteristicas propias de una cerveza, por tanto los
estudios de reactivacion, propagacion, escalamientos sucesivos de los cultivos,
fermentacion y obtencion del producto final, permiten conocer el comportamiento de la
levadura, y saber cudl seran las caracteristicas de la cerveza final. Uno de los principales
objetivos en la industria cervecera es obtener un cultivo puro y este se obtiene a partir de
un inoculo o starter, que implica el desarrollo de una poblacion desde su estado de
conservacion hasta la suspension de una gran biomasa de microorganismos viables y aptos

para reproducirse y producir metabolitos a escala industrial (Kunze, 2006).

En las fermentaciones industriales que se realizan para la produccion de cerveza, las
levadura no son desechadas después de su uso, estas se mantienen y reutilizan varias veces
en un proceso llamado “Serial Re-pitching”, donde parte de la levadura es reutilizada para
iniciar un nuevo proceso de fermentacion. Estas levaduras hacia el final de la
fermentacion, son enfriadas hasta cero °C, provocando la floculacion y sedimentacion de
las levaduras en la estructura conica del fermentador, siendo las células grandes las que se
depositan mas rapido que las células pequenias. Produciéndose una estratificacion por

edades genealdgicas, en donde, las levaduras reutilizadas en las siguientes fermentaciones,



seran poblaciones con distintas caracteristicas, se conoce que la seleccion de una poblacion
enriquecida con células virgenes, jovenes, o de edad avanzada, influye en el rendimiento

de la fermentacion (Ginovart, Portell y Silbert, 2008).

Este estudio, evalué dos formas de cultivo de levadura, que se utilizan en las cervecerias
para la produccion de cerveza tipo lager, el primero se basa en la reutilizacion de
levaduras, conocido como “Re-pitching”; y el segundo es la propagacion desde un cultivo
puro. Estas dos formas de cultivo fueron representadas en los Métodos N°1 y N°2
respectivamente, con la finalidad de preparar un indculo o también denominado “Starter”,
para la produccion de cerveza tipo lager a escala de laboratorio, utilizando la levadura
Saccharomyces pastorianus ssp. carlsbergensis la evaluacion de la estabilidad de los
Starters, obtenidos por los métodos N°1 y N°2, se midieron a través de su viabilidad y
vitalidad durante las etapas de: preparacion y escalamiento del Starter, lote de
fermentacion, maduracion y producto final. Evaludndose tres cultivos consecutivos para
cada método, determinandose asi, la relacion entre el método de cultivo y la estabilidad del

starter.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar la estabilidad del Starter, que se obtiene por dos formas de cultivo, utilizadas en
las cervecerias para la produccion de cerveza tipo lager, utilizando la levadura

Saccharomyces pastorianus ssp. carlsbergensis, a escala de laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la calidad del mosto, a través de la caracterizacion fisicoquimica,
microbiologica y estabilidad.

2. Determinar la viabilidad a través de la Tincion con azul de metileno y el conteo en
camara de Neubauer.

3. Determinar la vitalidad a través de la actividad de la fermentacion del starter,
evaluando su extracto aparente, grado de alcohol, y grado de fermentacion
aparente.

4. Evaluar la calidad de la cerveza final obtenida mediante la caracterizacion
fisicoquimica y microbiologica.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 ORIGENES DE LA ELABORACION DE LA CERVEZA

Respecto a su origen, numerosos mitos y leyendas son conocidos. Uno de ellos, establece a
la cerveza un origen divino, por obra del dios egipcio Osiris, hijo del cielo y de la tierra
Martinez Lainez (1996), Otra contada por Cela (1987), narraba que una leona etiope
regalada por un pretendiente real de origen africano a una noble abadesa, habitante de
Mesopotamia, parié una espiga de cebada en lugar de cachorros, la cual se limpid, remojo

y dejé reposar, con el paso del tiempo se convirtidé en malta.

Apartandonos de los relatos mas legendarios, diversos antropologos afirman que hace cien
mil afos, nuestros antepasados, elaboraban una bebida a base de raices, cereales y otras
materias feculentas. Mas tarde, para favorecer la fermentacion, estas civilizaciones
recurrian a masticar los elementos empleados, debido a que la saliva sacarifica la fécula,
producian una fermentacién mas rapida. Posteriormente, otros ancestros se ayudaban, entre
otros productos, de miel, bayas de enebro o semillas de zanahoria silvestre, para endulzar y

dar aroma al producto (Martinez Lainez, 1996).

Los primeros documentos relativos a la cerveza, datan de la época de los sumerios, por el
afio 4000 a.C., donde se menciona una bebida obtenida por la fermentacion de granos. Se
cree que los sumerios dedicaban casi una tercera parte del grano cosechado a la fabricacion

de la cerveza, ellos llamaban al liquido obtenido Sikaru (Martinez Lainez, 1996).

Asi mismo, Hornsey (2003), afirma que lo que ahora conocemos como cerveza fue
producida por primera vez por los sumerios, en el sur de Babilonia, al final del cuarto
milenio antes de Cristo, donde ahora es Iran o Irak segun otros autores, en la Figura 1, se
aprecia una imagen de la civilizacion babilonica bebiendo cerveza. Otros autores como
Sanchis (2004), sittian el origen de la cerveza antes del ailo 6000 a.C. En cualquier caso, la

cerveza fue en Mesopotamia, la bebida mas popular (Molina et al., 2001).



Figura 1: Civilizacién Babilonica, bebiendo cerveza en la época 2400 a.C.
FUENTE: (Hough, 1990, pag. 3).

Segun Gutiérrez (1993), en Egipto fue donde la cerveza se empezd a comercializar en
grandes cantidades, y donde se hace el primer esfuerzo industrial para hacer de la cerveza
una bebida comercial. Segin Hornsey (2003), la cerveza y el pan fueron los ingredientes
mas importantes en la dieta de los antiguos egipcios, sugiriéndose que los obreros de las
piramides también lo bebian. La cerveza en Egipto se consumi6 hasta el final del siglo
octavo después de Cristo, debido a que los musulmanes conquistaron la region. No
obstante, con anterioridad se dice que los comerciantes propagaron las técnicas de
fabricacion. Conde Escribano (2001), coincide con lo anterior afirmando “se producia a
gran escala para templos y palacios, pero también a escala doméstica”, quien ademas afiade
que la elaboracion de cerveza en esta época, frecuentemente se ha interpretado con base en
los testimonios aportados por los relieves procedentes de tumbas, como la que se muestra

en la figura 2.

Con los romanos, Ceres, diosa de la agricultura, dara nombre a los cereales y a la bebida
preparada a raiz de su fermentacion. En el siglo I, segiin Plinio, los habitantes de Europa
Occidental bebian cerevisium, un caldo elaborado con trigo y agua que, aunque de
naturaleza y propiedades iguales, su nombre y su proceso de elaboracion eran diferentes
seglin los paises. De este modo, los galos la llamaban cervisia o cerevisia, y los hispanos
ceria o celia, sefialando que estos ultimos habian logrado una variedad que se conservaba

durante largo tiempo (Martinez Lainez, 1996).



Figura 2: Detalle de produccion de cerveza, tumba de Ti (Saqgara, V dinastia).
FUENTE: (Moreno, 2013, pag. 36).

La cristianizacion de Europa hizo perder su funcion y jerarquia a la cerveza. La influencia
romana la hizo descender a bebida popular y ordinaria. En la Edad Media, con la invasion
de los pueblos barbaros y la caida del imperio romano en el siglo V, Europa sufre una
profunda transformacion cultural y politica, sumergiéndola en un periodo de oscurantismo,
siendo los monasterios los que, durante varios siglos, ostentaron los principales saberes de
la cultura, la ciencia, la medicina, la literatura, la musica, la agricultura y por consiguiente
también de la fabricacion de cerveza, consiguiendo mejorar el aspecto, el sabor y el aroma,
dando lugar a lo que se conocidé como cerevisia monacorum, siendo ésta el antecedente

mas proximo a la cerveza actual (Martinez Lainez, 1996).

Segun Hough (1990), la elaboracion de la cerveza era considerada un arte o un misterio, y
los detalles de su elaboracion eran guardados por los maestros cerveceros. Hornsey (2003)
afirma que el lupulo fue usado por primera vez en el afio 736 d.C. por los frailes cerveceros
de una region de Baviera y se fue generalizando su uso por el norte de Europa, llegando a

Gran Bretafia en el siglo XVI.

La adicion del lapulo fue el comienzo de una nueva época, marco el final de las cervezas
turbias y dulces del mundo antiguo y el comienzo de la cerveza amarga y clara que
degustamos en la actualidad. Se descubri6 que el lupulo era un excelente conservante, con
un sabor amargo, una mayor transparencia y que producia una cerveza espumosa. Los

monjes, desarrollaron accidentalmente, una cerveza llamada “Lager”.



En Munich, las cervecerias empezaron a almacenar la cerveza en cuevas con hielo. Cuando
se guardaba en un almacén (Lagern, en aleman), la cerveza se volvia estable naturalmente,
este método de almacenamiento condujo accidentalmente a un nuevo tipo de levadura, que
dio paso a su vez, a una nueva cerveza, conocida como “Lager”. Luego en el siglo XII, los
cerveceros de oficio sustituyeron a los monjes, dando comienzo a la era de las

corporaciones cerveceras (Hough, 1990; Kunze, 2006).

A partir de finales del siglo XVIII, se producen diversos hallazgos consecutivos que
tendrian una muy relevante repercusion en la fabricacion de cerveza, éstos fueron: la
maquina de vapor, que facilito la trituracion de la malta y la presion y bombeo del agua
para la limpieza de los depdsitos y el braceado; el ferrocarril, que favoreceria la expansion
a nuevos mercados mas alejados de la ubicacion fisica de las fabricas; los refrigeradores
por compresion, que permitieron la refrigeracion del mosto y la conservacion de la cerveza
en frio, asi como ayudaron a conseguir el producto mediante una baja fermentacion en
cavas enfriadas artificialmente, dando lugar a la llamada produccion en frio. Pero sin duda,
el hecho mas relevante se produjo gracias a los estudios de Pasteur (1876) sobre procesos

de fermentacion (Martinez Lainez, 1996).

En 1876, Louis Pasteur, publico su libro «Estudios sobre la cerveza» (Etudes sur la Biére),
Pasteur demostré que la levadura de cerveza es un microorganismo vivo presente en
materiales naturales como la cebada. Explico el proceso de fermentacion por el cual la
levadura transforma el azGcar en alcohol, eso significO por primera vez, que la
fermentacion podia ser controlada. También demostré que las “enfermedades” de la
cerveza provenian de desarrollos microbianos no deseados, conocidos como bacterias.
Descubre que elevando la temperatura las bacterias pueden ser eliminadas evitando asi la
descomposicion de las bebidas. Este método se utiliza hoy en dia y se conoce como
“pasteurizacion”. Expuso los fundamentos, de una fabricacion racional, introduciendo
medidas de higiene industrial y la esterilizacion como medio de conservacion (Moreno,

2013).

Estos estudios abrieron camino a la expansion de la industria cervecera a lo largo del siglo
XX. En 1883 el micologo danés Emil Christian Hansen de los laboratorios de Carlsberg, en
Copenhague, ide6 un método que empleaba cultivos unicelulares en la produccion de

levaduras, fue el inicio del uso de la técnica del cultivo puro de levadura. Esta técnica



sustituyo la fermentacion de mostos con “pies de cuba” en donde los mostos se inoculaban
con las fermentaciones precedentes, este proceso era poco eficiente e impredecible. El
empleo de cultivos puros de levaduras se adoptd de inmediato en todo el mundo, primero
en las cervezas de tipo Lager y posteriormente en las de tipo Ale (Garibay garcia y Lopez-

Munguia Canales, 1993).

En 1893 Paul Lindner, mejoro la técnica por medio de su “método de cultivo por gotas
pequefias”, sentando asi las bases para la utilizacion de razas puras de levaduras y
disminuir la influencia de los contaminantes. Las investigaciones en el terreno de la
microbiologia aplicada a los mecanismos de las levaduras permitié la apariciéon de nuevos
tipos de cervezas desconocidos hasta esa fecha. Con la evolucion de las industrias y la
mejora en los procesos de elaboracion de cerveza, surge una creciente demanda mundial de
cerveza. Por ello, la cerveza adquiere su globalizacion y es industrializada en la mayoria de
los paises del mundo (Garibay Garcia y Lopez-Munguia Canales, 1993; Boldi Gonzales,
2011).

En el Peru, nuestros ancestros precolombinos, elaboraron una especie de cerveza de maiz
“La chicha”, esta fue el centro de la actividad diaria, gastrondomica y religiosa desde hace
mas de 2000 afos. La informacion mas antigua sobre el consumo de cerveza en el Pert,
data de fines del siglo XIX, fueron inmigrantes alemanes, franceses y estadounidenses los
que empezaron la historia de la cerveza en el Pera. En1863, en Lima el aleman Federico
Bindels, fund6é la Cerveceria Pilsen, hoy conocida como Backus. Actualmente la

produccion de cerveza muestra una gran innovacion biotecnologica (Paan, 2014).
2.2 DEFINICION DE CERVEZA

En nuestro pais, la NTP 213.014:2014 CERVEZA. Requisitos, define a la cerveza como la
bebida resultante de un proceso de fermentacion controlado, mediante levadura cervecera,
de un mosto o cebada malteada o extracto de malta, sometido previamente a un proceso de
coccion, adicionando lapulo. Y segun el «Reglamento Espafiol Tecnico-sanitaria para la
elaboracion y comercio de la cerveza y de la malta liquida» (1995), define a la cerveza
como: “La bebida resultante de la fermentacion alcoholica, mediante levadura
seleccionada, de un mosto procedente de malta de cebada, solo o mezclado con otros
productos amildceos transformables en azlcares por digestion enzimatica, adicionando

lupulo y/o sus derivados y sometido a un proceso de coccion”.



2.3 CLASIFICACION DE LAS CERVEZAS

En el mundo existen muchas clases de cerveza y cada cual posee un particular aroma,
sabor, color y cuerpo; muchas veces llevan el nombre de los pueblos de los cuales son
originarias. Si bien todas se fabrican con los mismos ingredientes, cebada malteada, lupulo,
levadura y agua, lo que establece la diferencia entre una y otra son las variaciones de las
materias primas y el tipo de fermentacion que experimentan. Por tanto, la clasificacion mas

aceptada, es segun su tipo de fermentacion (Rodriguez Cardenas, 2003).

2.3.1 Clasificacion por su Fermentacion

Se diferencian por la levadura utilizada y se clasifican en cervezas de fermentacion baja,

alta y espontanea. .
2.3.1.1 Cervezas de Fermentacion Baja o tipo Lager

Segin Comptom (1977), las levaduras de fermentacion baja, fueron empleadas por primera
vez en Baviera para producir las cervezas llamadas Lager. La palabra Lager deriva del

vocablo aleman “Lagern” que significa guarda o permanencia en bodega.

Las levaduras del genero Saccharomyces pastorianus ssp. carlsbergensis, no suelen formar
esporas, se adapta bien a la fermentacion lenta a bajas temperaturas y es la preferida para
elaborar cerveza tipo Lager. Estas levaduras fermentan a bajas temperaturas de 5 °C a 15

°C y la levadura desciende al fondo del tanque al final de la fermentacion.

La fermentacion se lleva a cabo en dos etapas, la primera es una fermentacion a una
temperatura de 10 °C al6 °C durante siete a doce dias y la segunda fermentacion se da a
una temperatura de 0 °C a 5 °C. En la primera fermentacion se consigue la mayor parte del
sabor y del aroma asi como también los subproductos de fermentacion. En la segunda
fermentacion se da el proceso de “Lagering” y es donde se mejora el sabor y el aroma, se
satura la cerveza de CO: y se consigue un aumento de la estabilidad coloidal a bajas
temperaturas. El sabor final de la cerveza dependera mucho de la levadura utilizada y de
las temperaturas en la cual fue fermentada (Rodriguez Cardenas, 2003; Kunze, 2006).Este
tipo de cervezas son ligeras y suelen ser espumosas y suaves. Se clasifican en funcion de

su lugar de origen, siendo las mas conocidas las del tipo Pils o Pilsner, Munich, Viena y
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Dortmund. Asimismo, su clasificacion puede resultar de las peculiaridades de su

elaboracion: ahumadas, Bock, Steam, Rauchbier, de centeno, negras, de temporada, etc.

La cerveza del tipo Pilsner, es una cerveza clara, con un ligero sabor a lipulo, contiene
entre tres a seis por ciento en volumen de alcohol, y es la cerveza mas consumida en el
mundo. El tipo Munich, se caracteriza por su color marrén oscuro, con mucho cuerpo y
ligero sabor dulce. El contenido en alcohol varia entre el dos a cinco por ciento en
volumen de alcohol y el tiempo de maduracion o fermentacion secundaria es de tres a
cinco meses. El tipo Dortmund, es clara, con menos contenido en lipulo que la Pilsner,
pero con mas cuerpo y sabor (Garibay Garcia y Lopez-Munguia Canales, 1993; Vogel,

1999; Hornsey, 2003; Kunze, 2006).
2.3.1.2 Cervezas de fermentacion alta o tipo Ale

La levadura Saccharomyces cerevisiae, produce una fermentacion mas rapida, se realiza a
temperaturas altas, entre los 15 °C y los 20 °C, produciendo un elevado porcentaje de
alcohol y son muy aromaticas. A este tipo de fermentacion, se le denomina “Alta”, debido
a que las levaduras suben a la superficie del tanque al terminar la fermentacion (Rodriguez

Cardenas, 2003).

La cerveza tipo Ale abarca varios tipos de cerveza, generalmente oscura pero siempre de
fermentacion alta, las mas reconocidas son: Ale, Stout y Porter. Otra clasificacion es por su
lugar de origen, estas pueden ser: Altbier (Diisseldorf), Kolsch, Trapenses (elaboradas en
los monasterios trapenses de Chimay, Orval, Rochefort, Westmalle, Westvleteren, Saint
Sixtus y Schaapskooi, por monjes), Abadia, Ale Americana. También se clasifican segiin
su elaboracion en: Mild Ale (no amarga), Bitter Ale (amarga), Pale Ale, Indian Pale Ale,
Brown Ale y Old Ale, Stout, de trigo, Bi¢re de Garde (Garibay Garcia & Lopez-Munguia
Canales, 1993; Hornsey, 2003; Kunze, 2006) Las de tipo Porter, son de color marron
oscuro, con mucho cuerpo y espuma compacta, ligeramente mas amarga que la Ale
contiene cinco por ciento en volumen de alcohol y estd hecha con malta negra. El tipo
Stout tiene un color muy oscuro, sabor dulce y contiene entre cinco y siete por ciento en

volumen de alcohol y la fermentacion tiene lugar en la botella.
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2.3.1.3 Cervezas de fermentacion espontanea

Segun Kunze (2006), este tipo de cervezas, es producido por la fermentacion de levaduras
de cepas salvajes, las cervezas de este tipo son: Lambic, Gueuze y Faro. Segin Boldu
Gonzales (2011) y Kunze (2006), las del tipo Lambic, provienen del valle de Zenne,
Bélgica. En donde los cerveceros, no anaden levadura al mosto para provocar la
fermentacion, sino dejan que los microorganismos salvajes que estan en el ambiente actien
sobre el liquido. La levadura sin seleccionar puede provocar aromas y sabores no deseados.
Pero en esta area de Bélgica existe un microclima en el que conviven un elevado nimero
de microorganismos entre los que destacan Bretanomyces lambicus y bruxellensis, que son
los encargados de producir la fermentacion del mosto y dar lugar a la cerveza. La
fermentacion y el almacenamiento se producen en los mismos recipientes y la cerveza se
mantiene alli durante dos o mas afios, se fabrica a partir de un 60 por ciento de cebada y un

40 por ciento de trigo.
2.4 GENERALIDADES DE LA LEVADURA EN CERVECERIA

2.4.1 Levaduras

Las levaduras son hongos unicelulares, no filamentosos, con una morfologia caracteristica
esférica u ovalada que se hallan ampliamente distribuidas en la naturaleza (Santamaria

Siurana, 1997).

Hough (1990), menciona que las levaduras no pertenecen a ningin grupo de hongos y
comprenden 39 géneros y 350 especies. Se identifican y clasifican, basdndose en
caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas. Entre los aspectos morfoldgicos considerados,
se encuentra el tamafio y la forma de las células, en medios so6lidos y liquidos especificos.
Entre las caracteristicas fisiologicas consideradas, se encuentra si puede crecer y fermentar
un determinado carbohidrato y si puede o no utilizar determinadas fuentes de carbono

como los nitrato.

Frazier y Westhoff (1993), denominan a las levaduras “verdaderas” si producen esporas
sexuales (Ascomicetos). La reproduccion sexual da lugar a la produccion de ascosporas,
desempefiando la funcion de asca la propia célula de la levadura. Las levaduras se
denominan ‘falsas”, si no producen ascosporas (Deuteromicota). Este tipo de levaduras se

reproducen por gemacion multilateral.
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Arias Lopez (2012), menciona que el ciclo de vida de la levadura alterna en dos fases, una
haploide y otra diploide, tal como se muestra en la Figura 3. Las células haploides
presentan dos posibilidades en su ciclo bioldgico: un ciclo de reproduccion vegetativo, por
el que la célula se divide para dar dos células iguales, y un ciclo sexual, en el que dos
células de tipo sexual opuesto se fusionan para dar lugar a una célula diploide que entra de

nuevo en un ciclo de division vegetativo.

Durante el ciclo de vida vegetativo, la levadura se divide por gemacion multicelular o por
gemacion polar. La célula hija inicia su crecimiento formando una yema en la célula madre
hasta que alcanza un tamafio similar a ésta, teniendo lugar en este momento la citoquinesis,
septacion y separacion de las dos células. Este ciclo, se muestra en la Figura 4, y esta
organizado en periodos de division celular bien definidos, coordinados e irreversibles
(mitosis), separados por periodos de gran actividad metabdlica (interfase).
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Figura 3: Esquema del Ciclo Biol6gico de Saccharomyces cerevisiae.
FUENTE: Arias Lopez, 2012, pag. 16.
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La mitosis es el proceso celular que asegura el reparto equitativo del material hereditario,
duplicado durante la interfase, y culmina con la citoquinesis, responsable de la division de
los organulos y otros componentes citoplasmaticos entre las dos células. La separacion se
inicia por contraccion del anillo de actomiosina, dividiéndose asi el citoplasma y dando
lugar a dos células idénticas, cada una de ellas con su propio nucleo. El resto de procesos
que tienen lugar entre dos mitosis sucesivas y que constituyen la interfase, se pueden
dividir en varias etapas: (a) G1; caracterizada por el crecimiento celular y la sintesis de
proteinas, momento en ¢l que emerge la yema de la célula madre y se duplica el cuerpo
polar del huso (b) S: sintesis y replicacion del ADN y (3) G2 en donde inicia la

preparacion para la mitosis (Boulton y Quain, 2006).
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Figura 4: El ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae.
FUENTE: Adaptado de Boulton y Quain, 2006, pag. 221.

En determinadas circunstancias como la falta de factores de crecimiento o sustancias
nutritivas, se ha descrito la existencia de una fase llamada GO o fase de latencia o
quiescencia, que es reversible pero de duracion indefinida, en la cual las células detienen
su maquinaria de replicacion y permanecen inalterados su masa y volumen hasta que las

condiciones son adecuadas para reanudar el ciclo (Gray et al., 2004).

14



En cuanto al ciclo sexual, bajo las condiciones apropiadas, las levaduras pueden ser
inducidas a someterse a division meidtica y producir esporas que nacen en un cuerpo
fructifero, un asca. En Saccharomyces cerevisiae, se presenta dos tipos celulares
sexualmente opuestos, a y a, determinados por un par de alelos heterocigoticos: MATa y
MATa. Tanto las células haploides a como las a expresan de forma constitutiva una
feromona del mismo nombre. Las células diploides pueden reproducirse vegetativamente
por gemacion si el medio en el que se encuentran tiene los nutrientes apropiados para ello o
pueden esporular en condiciones ambientales de limitacion de nutrientes, como pueden ser
la falta de nitrogeno y la ausencia de una fuente de carbono fermentable en el medio.
Durante la esporulacion, la célula diploide se divide por meiosis, dando lugar a cuatro
células hijas haploides con una dotacion cromosdmica que sera la mitad de la célula madre,
las cuales quedan contenidas dentro de un saco denominado asca. Las ascas poseen una
pared gruesa capaz de proteger a las células de las adversidades del medio ambiente
durante largos periodos de tiempo. Si las condiciones del medio lo permiten, la pared del
asca se degrada y se liberan los productos haploides (ascosporas), que germinarian y

comenzaria un ciclo mitdtico haploide, dividiéndose por gemacion (Arias Lopez, 2012).

Las cepas industriales de elaboracion de cerveza son tipicamente aneuploides, poliploides
y normalmente no tienen un ciclo sexual, desde este punto de vista, el estado sexual de las
levaduras Saccharomyces no es relevante para la elaboracion de la cerveza. Sin embargo,
el ciclo sexual de la levadura se ha utilizado ampliamente como un método para explorar el

genoma (Briggs et al., 2004).

Ademas de lo citado anteriormente, se ha demostrado que la levadura puede presentar otros
tipos de crecimiento: un crecimiento pseudohifal y un crecimiento agar invasivo. Durante
muchos afios se considerd que, a diferencia de los hongos denominados filamentosos,
Saccharomyces cerevisiae era incapaz de formar hifas o filamentos y que su crecimiento
vegetativo, a través de la gemacion, Unicamente resultaba en la formacion de células

individuales denominadas levaduras.

Sin embargo, se descubrid que determinadas cepas diploides en ausencia de nitrégeno eran
capaces de formar pseudohifas, originandose cadenas unipolares de células (Gimeno et al.,
1992). En contraste con la reproduccion vegetativa por gemacion, la division celular en el
crecimiento pseudohifal es simétrica y, ademas, la célula madre e hija comienzan juntas la

proxima division.
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Por ultimo, la composicion celular de las células de levadura, es de aproximadamente 80
por ciento de agua. El contenido total de minerales en la levadura es de aproximadamente
cinco a diez por ciento de la célula en peso seco. Esta fraccion se compone de varios
elementos trazas. Las clases mas abundantes de macromoléculas son las proteinas de 40 a
45 por ciento de peso seco de la célula, carbohidratos de 30 a 35 por ciento, los acidos
nucleicos seis a ocho por ciento y lipidos de cuatro a cinco por ciento. La composicion
precisa de cada clase de macromoléculas dentro de una célula, varia en funcion de la
condicion fisioldgica y fase de ciclo de crecimiento. Existe variacion entre las especies de

levaduras, por estas razones, no existe una composicion generalizada
2.4.2 Levaduras del género Saccharomyces

Las levaduras del género Saccharomyces, son sin duda las levaduras mas explotadas
comercialmente, contribuye a muchos de los procesos industriales. En la actualidad, el
género Saccharomyces se divide en 14 especies. Los nombres de estas especies junto con

una clave para su diferenciacion se muestran en la Tabla 1 (Kurtzman y Fell, 1998).

Segtn Briggs et al., (2004), las relaciones entre las 14 especies del género Saccharomyces
se han investigado intensamente. Basandose en homologias entre el ARN ribosémico y el
genoma mitocondrial, llegdndose a demostrar que se pueden agrupar en pequefios

subgrupos.

Una de ellas es el grupo Saccharomyces sensuo lato, que incluyen las especies S. dairensis,
S. castelli, S. exiguus, S. serivazzii, S. unisporus y S. kluyveri. Esta agrupacion se considera
que contienen especies que son relativamente heterogéneas. El grupo Saccharomyces
sensuo stricto contiene a las levaduras S. cerevisiae, S. pastorianus, S. bayanus y S.

paradoxu., como la nomenclatura lo indica, estan intimamente relacionadas.

Basado en las diferencias bioquimicas del grupo Saccharomyces sensuo stricto, se puede
dividir en dos sub especies S. cerevisiae y S. paradoxus que pueden utilizar la melabiosa,
asimilar la fructosa mediante un mecanismo de transporte facilitado y pueden crecer a una
temperatura maxima de 37 °C. Mientras que las especies. S. bayanus y S. pastorianus no
pueden utilizar melabiosa, presentan un sistema de transporte activo para la absorciéon de la

fructosa y no son capaces de crecer por encima de los 34 °C.
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Tabla 1: Claves para evaluar a las especies del genero Saccharomyces (Tomado de
Kurtzman vy Fell, 1998).

. Resultado
Numero Prueba a evaluar o
positivo
| . Méaximo crecimiento a temperatura superior a 30 °C. —3
. Crecimiento ausente por encima de 30 °C —2
) . sacarosa, rafinosa y trehalosa fermentando S. barnettii
. Sacarosa, rafinosa y trehalosa no fermentando. S. rosini
3 . Etilamina-HCI asimilado. —4
. Etilamina-HCI no asimilado. —6
. Crecimiento en Presencia de 1000 ppm de ciclohexamida. .
.. . S. unisporus
4 . No hay crecimiento en la presencia de 1000 ppm 5
ciclohexamida.
5 . Maltosa, rafinosa y etanol asimilado. S. Kluyveri
. Maltosa, rafinosa y etanol no asimilados S. spencerorum
6 . Maltosa asimilada. —7
. Maltosa no asimilada —10
7 . Crecimiento en un en medio libre de vitaminas. S. bayanus
. No hay crecimiento en un medio libre de vitaminas —9
. D-manitol asimilado, la temperatura maxima crecimiento 37 °C
o mayor S. paradaxus
8 . D-manitol no asimilada, la temperatura méxima de crecimiento 9
de menor a 37 °C
. M i t rt ti 1 t te; .
ecanismo Qe ransporte activo para la fructosa pgesen e; S. pastorianus
9 maximo crecimiento a temperaturas menores a 34 °C
. Mecanismo de transporte activo para la fructosa no presente; .
hap o . S. cerevisiae
maximo crecimiento a temperatura variable.
10 . Sacarosa, rafinosa y trehalosa fermentado. S. exiguus
. Sacarosa, rafinosa y trehalosa no fermentado. —11
11 . Crecimiento en presencia de 1000 ppm cicloheximida. S. servazzii
. Crecimiento en presencia de 1000 ppm cicloheximida. —12
. D-ribosa normalmente asimilada; 8-10 cromosomas 600-3000  S. castellii
kilobases.
12 . D-ribosa no asimilado, en su mayoria solo ascosporas, 8 S

cromosomas 400-2200 kilobases.

. D-ribosa normalmente no asimilados, 7-9 cromosomas 750-

3000 kilobases.

transvaalensis

S. dairiensis

FUENTE: Adaptado de Briggs et al., 2004, pag. 369.
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Todas las especies de levaduras del grupo Saccharomyces sensuo stricto con la excepcion
de S. paradoxus, son explotadas comercialmente para la produccion de etanol y pan. Se
piensa que estas cepas de levadura comerciales surgieron en realidad mediante procesos
selectivos, que han evolucionado en ambientes industriales a través de la presion selectiva

para fermentar los mostos.

Se conoce que S. cerevisiae, se utiliza en la preparacion de panes, asi como también en la
elaboracion de cerveza y vinificacion. Las cepas de S. bayanus son utilizadas
exclusivamente para propésitos enoldgicos, mientras que S. pastorianus. carlsbergensi,
son utilizadas en la fermentacion de la cerveza tipo Lager. Por tanto, como se menciond
anteriormente es posible que S. bayanus surgiera debido a su capacidad para fermentar a
temperaturas relativamente bajas y soportar altas concentraciones de etanol, en la
produccion de vino. Del mismo modo las cepas de S. pastorianus fueron seleccionadas por
su capacidad de fermentar a bajas temperaturas, en comparacion con S. paradoxus que solo

se encuentra en habitats naturales como los arboles, los suelos y los insectos.

La taxonomia precisa de los hongos en general y el de Saccharomyces en particular es aun

objeto de debate y revision continta.
2.4.3 Levaduras cerveceras del tipo Ale y Lager

Las cepas de levadura cervecera son del tipo Ascomicetos clasificados dentro del género
Saccharomyces. En la elaboracion de cerveza se utilizan principalmente dos especies de
levaduras: Saccharomyces cerevisiae para la produccion de cerveza tipo Ale o de
fermentacion alta y Saccharomyces carlsbergensis conocida también como Saccharomyces
uvarum o pastorianus para la produccion de cerveza tipo Lager o de fermentacion baja
(Rodriguez Cardenas, 2003).

Segun Klimovitz y Bamforth (2002), la gemacion es el tipo de reproduccion mas
importante en la levadura cervecera. En donde la célula madre produce una célula hija, que
una vez alcanzado el desarrollo adecuado, se separa de la célula “madre” por
estrangulacion dejando una cicatriz en la pared celular, este proceso se muestra en la

micrografia electronica de levadura cervecera Figura 5.

18



o024 1

Figura 5: Micrografia electronica de la gemacion, en levadura de cerveza
(Proporcionada por Katherine Smart, Oxford Brookes University).

FUENTE: Tomado de Boulton y Quain, 2006, pag. 241.

El tamafio de la levadura aumenta con la edad generacional. Existe una correlacion entre el
namero de cicatrices y el tamano de la célula. Se reportd que el volumen promedio de una
célula hija virgen era de aproximadamente 150 pm?®. Y el de una célula, que habia tenido
20 rondas de generacion y se acercaban al final de su vida, tenia un volumen de
aproximadamente 850 pm?®. Las células de levadura cervecera tienden a ser mas grande que
las cepas haploides de laboratorio. Esto es debido al hecho de que las primeras células
tienden a ser poliploides, un estudio reportd el volumen medio de células haploide,
diploide, triploide y tetraploide de una cepa S. cerevisiae, y estos fueron de 72, 111, 152 y
289, um?, respectivamente (Briggs et al., 2004).

Segun Boulton y Quain (2006), indican que la forma y morfologia de las colonias de
levaduras son altamente organizadas. El tamafo y la forma de colonias varia con la especie
de levadura, naturaleza del medio de crecimiento, el agente de solidificacion y las
condiciones bajo las cuales las placas se incubaron. En microbiologia de la cerveza, el
método de aislar colonias gigantes de levadura, era el método mas tradicional de
caracterizacion de las cepas, estas se incubaban durante tres semanas a 18 °C, y luego se
diferenciaban, ejemplos de estas colonias gigantes de levadura Ale, Lager y silvestres, se
muestran en la Figura 6. Este método fue utilizado con éxito en las cervecerias de todo el
mundo durante muchos afios. Sin embargo, el tiempo de respuesta era muy largo para

obtener respuesta, actualmente esta técnica no se utiliza.
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Figura 6: Ejemplos de colonias gigantes de levadura cervecera: (1) Ale, (2) Lagery (3)
Silvestre. Todo en aumento x 10.
FUENTE: Boulton & Quain, 2006, pags. 176-7.
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2.4.3.1 Saccharomyces cerevisiae

Este grupo esta representado por numerosas cepas que fueron elegidos y adaptadas para
fermentaciones industriales especificas. Cuentan con levadura de panaderia, levaduras para
produccion de bebidas alcoholicas, tales como la cerveza, el vino, cepas especiales para la
produccion de champagne, cepas para la produccion de flor de Jerez entre otras (Kurtzman

y Fell, 1998).

Segun Kunze (2006), el nombre cerevisiae deriva del latin: Ceres (grano) y Vise (fuerza).
Estas levaduras se caracterizan por fermentar a temperaturas altas de 15 °C a 25 °C y es
utilizada para la elaboracion de cervezas tipo Ale o de fermentacion Alta, denominada asi
por la capacidad de las levaduras de ascender hacia el final del proceso fermentativo a la
superficie del fermentador. Segiin Hough (1990), esta capacidad, se debe a la estructura

quimica de las capas exteriores de las células de levaduras.

Desde el punto de vista de la elaboracion de bebidas alcoholicas, S. cerevisiae ha
evolucionado hasta llegar a ser un excelente microorganismo. Debido a sus caracteristicas
fisiologicas de crecer aun en condiciones anaerobicas y de produccion de etanol, estas
ofrecen una ventaja selectiva para la levadura y el hombre. Se sabe que sus genes son
regulados de manera diferente bajo condiciones aerobias y anaerobias, en la Tabla 2, se

muestra una vision general de los diferentes azlicares en los que S. cerevisiae puede crecer.

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en enologia o en la elaboracion de pan,
pueden producir un pan o vino espléndido, pero no cervezas, estas serian inaceptables. Del
mismo modo, existen muchas levaduras silvestres, que aunque taxondmicamente son S.
cerevisiae, originan el deterioro de la cerveza, produciendo sabores y aromas

desagradables.

Ademas S. cerevisiae no es exclusivamente un microorganismo industrial pero es quizas el
mas popular y usado a nivel mundial como un “eucariota modelo”. Estas cepas difieren
significativamente de las cepas cerveceras de S. cerevisiae que son genéticamente mas
simples y estan bien definidos. Estas cepas carecen de la solidez y la complejidad genética
de sus parientes taxondmicos que son incapaces de producir algo remotamente parecido a

cerveza (Boulton y Quain, 2006).
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Tabla 2: Crecimiento de Saccharomyces cerevisae sobre diferentes fuentes de carbono

Fuente de carbono Crecimiento anaerébico Crecimiento aerobico
D-glucosa Si Si
D-galactosa Variable Variable
Metil- a-D-glucopiranosida Variable Variable
Maltosa Variable Variable
Sacarosa Variable Variable
trehalosa Variable Variable
Melibiosa Variable Variable
Lactosa No No
Celobiosa No No
Melezitosa Variable Variable
Rafinosa Variable Variable
Inulina No No
Almidén No Variable
L-sorbosa No No
DL-Lactato No Variable
Glicerol No Variable
D-glucosamina No No
D-glucitol No No
D-manitol No Variable
Acido succinico No Variable
D-xylosa No No
Xilitol No No
Etanol No

Metanol No No

FUENTE: Adaptado de Boulton y Quain, 2006, pag. 169.
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Tabla 3: Clasificacion Taxondmica de Saccharomyces cerevisiae

TAXON Nombre Comentarios

Reino Fungi
Formas Teliomorficas caracterizados

Filum Ascomicotina por la formacion de ascosporas
encerrados dentro ascas

. Saccharomycotina

SHleA (Sin. Hemiascomycotina)
Ascas no estan dentro de ascosporas,

Clase Saccharomycetos se desarrollan directamente de

(Sin. Hemiascomycetos) cigotos
Saccharomicetalos .
: : Levadura rara vez en hifas

len (Sin. Endomicetalos)

Familia Saccharomycetaceae
Forma ovoide, eliptica o cilindrica.
La reproduccion vegetativa es por
gemacion multilateral. Pueden

Genero Saccharomyces formarse Pseudohifas, pero las hifas
no son septadas. La forma vegetativa
es predominantemente. Diploide o de
mayor poliploidia.

Especie -tipo  S. cerevisiae

FUENTE: Adaptado de Briggs, Boulton, Brookes y Stevens, 2004, pag. 368.

2.4.2.2 Saccharomyces pastorianus ssp. carlsbergensis

El cultivo de levaduras Lager, se inicié con los cerveceros bavaros, hasta la década de
1840 cuando estas fueron pasadas por contrabando a Checoslovaquia y Dinamarca. Con el
aumento del comercio y los viajes, las levaduras lager pronto se utilizaban en todo el

mundo. Por tanto, en comparacién con otras levaduras de cerveza, la diversificacion de las

cepas lager es relativamente nueva (Boulton y Quain, 2006).

Emil Hansen en 1883 trabajando para la cerveceria Carlsberg encontré dos cepas de
fermentacion baja que denomind Saccharomyces carlbergensis 1 y 2. Desde el punto de
vista industrial, la clasificacion de esta levadura no ha tenido controversias ya que la
clasificacion industrial utiliza como base la asimilacion y fermentacion de especies

quimicas como claves. Sin embargo, desde el punto de vista genético, existen controversias

en su denominacion.
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En 1931 Stelling, clasifico la cepa 1 como Saccharomyces carlbergensis Hansen y la
segunda como Saccharomyces carlbergensis monacensis Dekker. La diferenciacion hasta
ese momento era solo morfologica. Durante los afios siguientes a la publicacion del mapeo
genético de Saccharomyces cerevisiae se produce una enorme confusion entre la
clasificacion de estas especies. Unos investigadores consideraban como sinénimos las
especies carlbergensis, uvarum y pastorianus y otros la consideraban como un hibrido de
Saccharomyces bayanus y Saccharomyces cerevisiae, o un hibrido de Saccharomyces
cerevisiae y Saccharomyces monacensis. Finalmente a partir del afio 2000 mediante el
estudio completo del genoma, empiezan a diferir y se producen acuerdos entre los
especialistas. Encontrando la consistencia de la especie uvarum y curiosamente la
procedencia de la especie bayanus de la hibridacion de Saccharomyces cerevisiae y

Saccharomyces uvarum (Boulton y Quain, 2006).

En el 2005, Nguyen y Gaillardin, publicaron un trabajo en el que demostraron que S.
uvarum es una especie independiente y que Saccharomyces bayanus es un hibrido de S.
uvarum y S. cerevisiae. En el 2006, mediante técnicas de PCR se mantuvo como especie
pura tanto S. uvarum como S. bayanus y se encontraron hibridos dobles de S. bayanus y S.
cerevisiae, también de S. bayanus y S. uvarum e incluso hibridos triples de S. cerevisiae,

S. bayanus, S. uvarum (Martinez Quesada, 2012).

Las cepas de levadura Lager, se caracterizan por su fermentacion a temperaturas bajas
entre los 5 °C a 15 °C, se dividen en levaduras no floculantes y levaduras floculantes. Las
células de las levaduras no floculantes, se quedan finamente distribuidas en el substrato de
fermentacion y descienden lentamente al final de la fermentacion, las células de levaduras
floculantes, se aglomeran, al final de la fermentacion formando floculos grandes que se

depositan en la base (Kunze, 2006).

Segun su metabolismo las cepas lager tienen la capacidad de utilizar el disacarido
melibiosa (a-D-galactosa-(1+6)-a-D-glucosa), genéticamente, esta capacidad es compleja
implica hasta diez genes MEL, que son exclusivos de estas. Las levaduras Lager no crecen
en melibiosa como tal, sino en los productos de su hidrolisis de galactosa y glucosa via a-
D-galactosidasa. La actividad de la a-D-galactosidasa esta altamente regulada, siendo

inducida por galactosa pero reprimida por glucosa.
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Asi mismo las levaduras del tipo Lager presentan una mayor afinidad por la galactosa. En
cultivos aerobios las cepas Lager metabolizan simultdneamente la galactosa y maltosa. En
la utilizacion del azticar del mosto, las cepas Lager son capaces de utilizarla la maltotriosa,
rapidamente. Asi mismo estas levaduras transportan la fructosa mediante un mecanismo de

symport del proton (Boulton y Quain, 2006, pags. 168-171).
2.4.4 Concepto de Cultivo Puro

Se denomina cultivo puro (axénico) al que contiene solo un tipo de microorganismos. Los
cultivos puros se inician a partir de colonias aisladas, de manera que todos los individuos
del mismo tengan la misma composicion genética. Los cultivos puros son esenciales para
poder estudiar las caracteristicas de los microorganismos y para poder identificarlos con

seguridad (GENMIC, 2002).

2.4.5 Cultivo Puro en la Industria Cervecera

La industria cervecera trabaja principalmente con un unico tipo de levadura, es decir, con
cultivos puros, el uso de células limpias, puras y muy viables asegura que las bacterias y
las levaduras salvajes, no conduzcan a fermentaciones inconsistentes y de mal sabor. Los
cultivos puros se preparan mediante el aislamiento de una tnica célula, de manera tal, que
se garantiza una masa genéticamente homogénea de levaduras, por replicacion vegetativa.
Las ventajas de trabajar con un cultivo puro son la obtencion de fermentaciones mas

regulares, cervezas de sabor mas homogéneo y puro (Bolda Gonzales, 2011).

La practica de usar cultivos puros de levadura, fue iniciada por el botanico Emil C. Hansen
del laboratorio Carlsberg hace 100 afios. El empleo técnicas de dilucion, para aislar células
y seleccionar cepas de levadura cervecera, permitiendo obtener las propiedades deseadas
en la elaboracion de la cerveza. El primer cultivo puro de levadura en una escala de
produccion fue introducida por la cerveceria Carlsberg en 1883, los beneficios de usar un
cultivo puro se hizo evidente rapidamente. Es asi, que pronto, 23 paises habian instalado
plantas de cultivo puro de Hansen, por ejemplo, en América del norte, Pabst, Schlitz,
Anhcuser Busch y 50 pequenas cervecerias utilizaban cultivos puros para elaborar cerveza

rubia en 1892 (Stewart y Russell, 1998).
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2.4.5.1 Cultivo Starter

Actualmente, la mayor parte de las fermentaciones industriales son procesos dirigidos en
los que se afiade de forma deliberada cultivos de microorganismos especificos llamados
cultivos iniciadores o “Starters”, la palabra anglosajona “starter” puede traducirse al
castellano como “indculo” y ser definido como preparaciones microbianas constituidas por
un elevado nimero de células de al menos un microorganismo y que se afiaden para

acelerar y conducir la fermentacion de un alimento (Leroy y De Vuyst, 2004).

Las ventajas de su uso no se limitan a la reduccion del tiempo de fermentacion, sino que
ademas disminuye la probabilidad de que se produzcan alteraciones y permiten la
obtencion de productos de mejor calidad organoléptica, mas estables y homogéneos. Por
ello, actualmente la industria alimentaria relacionada con la produccion a gran escala de
productos fermentados, utiliza casi exclusivamente cultivos iniciadores que contienen

cepas definidas o el empleo de iniciadores con una mezcla de cepas (Ross et al., 2002).

La seleccion de las cepas, que son cultivadas como cultivo puro de levaduras y utilizadas
como cultivo starter, cumple determinados criterios, estos son esencialmente: el
comportamiento de fermentacion (fermentacion alta o baja), el comportamiento de
floculacion (levaduras no floculantes y levaduras floculantes, el poder de fermentacion
(velocidad de fermentacién y grado de fermentacion), intensidad de propagacion, y la
formacion y degradacion de subproductos de fermentacion (formacion de aroma) (Kunze,
20006).

2.4.6 Propagacion de Cultivo Puro de Levaduras

La primera planta de propagacion fue disefiada por el Botanico Hansen, y consistiéo en un
tanque receptor y propagador, en donde el mosto se esterilizaba por inyeccion de vapor
suministrando aire estéril por un impulsor. Los principios basicos de la propagacion en
1890, han cambiado muy poco. La propagacion puede ser por lotes o semicontinua y
generalmente consta de tres tanques de acero inoxidable, con diferentes tamafos,
equipados con control de temperaturas y sistemas de ventilacion estériles, en la Figura 7, se

muestra este sistema.
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Cada tanque estda equipado con un sistema CIP (Cleaning In Place), en donde la
esterilizacion se realiza por vapor y tiene sistemas de enfriamiento para el mosto.
Idealmente el sistema de propagacion de la levadura debe ubicarse en una sala separada de
la zona de fermentacidon con presion de aire positiva, un sistema de esterilizacion del aire,
control de humedad, alfombras desinfectantes en las puertas y el acceso limitado al

personal (Stewart y Russell, 1998).

En la elaboracion de la cerveza, la propagacion de levaduras se da bajo condiciones
estériles, con el objetivo de obtener un cultivo puro, capaz de proveer en el menor tiempo
posible, levadura para iniciar la fermentacion con un metabolismo correcto, el cual
conduzca a una fermentacion normal y a una buena calidad de cerveza (Kunze, 2006. p
439). Por tanto, el objetivo de la propagacion, no es obtener el maximo rendimiento de la
levadura sino la biomasa necesaria para la inoculacion en los tanques de fermentacion

(Boldu Gonzales, 2011).

Refrigerante
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Fi Puerta de inoculacién
Aire iltro de levadura
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Mosto
esténl

Inoculacién de levadura

] l‘x'l i)
al fermentador

Figura 7: Tipico Tanque de Propagacion de cultivos puros de levaduras.
FUENTE: Adaptado de Stewart y Russell, 1998, pag. 62.
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La propagacion se realiza frecuentemente a temperaturas ligeramente mas altas y con
aireacion intermitente, para estimular el crecimiento de la levadura. Se realiza a escalas, en
una progresion de fermentaciones con aumento de tamafio. La esterilidad del mosto
normalmente se asegura mediante ebullicion de 30 minutos o puede ser pasteurizada
utilizando un intercambiador de calor, este debe de estar estéril y ser enfriado (Stewart y

Russell, 1998).

Los factores que influyen en la propagaciéon son: el abastecimiento de oxigeno,
aminoacidos y oligoelementos, asi como también la temperatura, pH, y agitacion. El
oxigeno, es un factor importante, debido a que comienza la respiracion y activa el
metabolismo de la levadura, sin embargo, el contenido de azucar del mosto inhibe la
respiracion y favorece el inicio de la fermentacion (efecto Crabtree). Por ello no se puede
aumentar la propagacion por medio de aireacion. El mosto se oxigena y distribuye, antes
de inocularse con la levadura. Los aminoacidos y sustancias minerales contenidos en el
mosto permiten realizar la fermentacion, sin embargo, en el caso de propagacion de
levaduras, estas, necesitan mas aminodcidos y minerales que no estdn presentes en el
mosto, de manera que la propagacion se detiene en un crecimiento celular de
aproximadamente 100 a 140 millones de células de levadura/ml, aun cuando se encuentre

bajo condiciones de aireacion (Kunze, 2006).

Segun Kunze (2006), en la propagacion de cultivo puro de levaduras se diferencia tres

etapas:

a. Obtencion de un cultivo puro: Para la propagacion del cultivo puro de levaduras, se
utilizan células de una levadura que haya demostrado un buen comportamiento en la
practica. Estas levaduras se encuentran en “Bancos de levadura”, de Instituciones
dedicadas al mantenimiento y comercializacion de cepas puras .Segun Pascual (2014),
existen cuatro tipos de levaduras utilizadas en propagacion (ANEXO 1), estan son:

(a) Las levaduras liofilizadas: generalmente vienen en sobres o paquetes en
presentaciones de 5 g, 11 g o 500 g, algunas marcas conocidas son Lallemand, Danstar
o Fermentis. Se estima que la viabilidad de este tipo de levadura decae
aproximadamente en cuatro por ciento, por mes desde su fecha de fabricacion o
almacenamiento. (b) Levadura comercial liquida: Se adquiere comercialmente en

presentaciones de viales o sachet las marcas mas conocidas son de White Labs o
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Wyeast. Estas tienen una cantidad aproximada de 100 billones de células/paquete. La
viabilidad de esta levadura decae aproximadamente en 21 por ciento, por mes desde su
fecha de fabricacion, comercialmente dura cuatro meses. (¢) Levaduras recuperadas:
Son levaduras de una fermentacion anterior recuperada y almacenada en un ambiente
refrigerado. Posee un viabilidad menor a las levaduras liquidas, debido a que el medio
en el que se encuentra tiene presencia de alcohol, no tiene nutrientes y oxigeno.

(d) Levadura conservada: Son las levaduras comercializadas por los “Bancos de
levadura”.

b. Propagacion en el laboratorio: Segiin Cabeza Herrera (2006) y Kunze (2006), el
procedimiento para preparar el “inoculo” o “cultivo starter” se realiza bajo estrictas
condiciones asépticas para evitar contaminacion de los cultivos e incluye tres etapas:
(a) Recuperacion de la cepa, las cepas utilizadas en cervecerias se encuentran
generalmente conservadas en tubo de agar inclinado, en un cultivo liofilizado o
comercial. (b) crecimiento en un medio de cultivo so6lido. La suspension de
microorganismo es incubada en un medio de cultivo solido bajo condiciones y
temperaturas adecuadas para su crecimiento. (c) crecimiento en un medio de cultivo
liquido o también denominado “cultivo madre”. (d) A partir de este se prepara el
cultivo intermedio (Balon de Carlsberg) y finalmente el cultivo industrial en el tanque

de propagacion (Figura 8).

1.- Cultivo Comercial
2.- Cultivo Madre
3.- Cultivo Intermedio

4 - Cultivo Industrial

4

Figura 8: Preparacion de Cultivos Starters.
FUENTE: Cabeza Herrera, 2006, pag. 3.
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Segun Kunze (2006), en las cervecerias, la propagacion en el laboratorio se utiliza
recipientes con diferentes volimenes, y ocurrira por transferencia del contenido de un
recipiente en alta fermentacion a otro recipiente de mayor tamafio, segin la Tabla 4.
Transfiriéndose luego a un balon de Carlsberg (Figura 9), que es un recipiente de
metal, cerrado herméticamente por medio de un sello roscado, que posee un filtro
esterilizante de aire, una conexion de inoculacion con membrana de goma y un grifo de
vaciado que permite tomar muestras. Existen dos tamafios de balon de Carlsberg, el
pequefio de 8 a 10 L y el grande de 20 a 25 L Este balon permite la transferencia a la

fabrica de cerveza en condiciones de asepsia.

Tabla 4: Volumenes de propagacién en laboratorio.

Recipiente N° 1 2 3
Tamafio de recipiente 10 ml 100 ml 1000 ml
Cantidad de mosto estéril 5ml 50 ml 500 ml
Volumen de inoculacion - 5ml 55 ml
Contenido Total: 5ml 55 ml 555 ml

FUENTE: Adaptado de Kunze, 2006, pag. 338.

Figura 9: Baldn de Carlsberg.
FUENTE: Tomado de Alfa Laval, 2008, pag. 3.
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Segun Boulton y Quain (2006), las etapas iniciales de propagacion pueden utilizar
medios artificiales, tales como extracto de levadura, peptona, glucosa. El mosto puede
ser utilizado en la fase de laboratorio; sin embargo, debe ser esterilizado en autoclave
antes de su uso. Un régimen tipico de propagacion de laboratorio se muestra en la
Figura 10. El esquema que se muestra es una sugerencia, sin embargo, es conveniente
limitar en lo posible el nimero de transferencias, dado que representan los puntos de

mayor riesgo de contaminacion.

Segun Kunze (2006), en las cervecerias el escalamiento se realiza, con dosis pequenas,
el Instituto Siebel recomienda incrementos de 1 en &, los cerveceros britanicos
recomiendan incrementos de 1 en 10, y los cerveceros alemanes recomiendan
incrementos de 1 en 4 o mas. Estos incrementos puede influir en el rendimiento de la
fermentacion, en la eficiencia del metabolismos de los azlcares fermentables,

principalmente la maltosa y maltotriosa, que son los tltimos en fermentar.

Segtin Pascual, (2014), el crecimiento de la levadura en la etapa de propagacion en
laboratorio esta influenciada por: (a) volumen de mosto utilizado en cada paso de la
propagacion, (b) Densidad del mosto utilizado y (c) la concentracion estimada de

células de levadura antes de propagar.

Cultivo en tubo

24 h de cultivo estatico a 25 °C 5 % 10 ml en Frasco universal

3 dias a 25 °C en la incubacion Jv J,

con agitador magnético 2 x 100 ml en 250 ml de matraz
3 dias a 25 °C, en agitacion I
constante y aireacion a través de 3 litros de cultivo en envase de 10
filtro estéril y agitador.
3 dias de incubacion a 25 °C l

con aireacion y agitacion
constante

20 litros de cultivo final.

Figura 10: Flujo para la propagacion en laboratorio de levadura cervecera.
FUENTE: Adaptado de Boulton & Quain, 2006, pag. 491.
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c. Propagacion en planta: La ultima fase de propagacion ocurre en la planta, se
trabaja bajo condiciones esteriles y se debe de contar con las instalaciones adecuadas
para la propagacion de levadura, que consiste en recipientes cerrados de diferentes
tamafios, de acero inoxidable (Kunze, 2006).Las cervecerias modernas consideran que
la levadura se deberia de obtener en el menor tiempo posible y que se deberian estar
en un estado fisioldgico Optimo. Esto se podria lograr mediante el cuidadoso control
de la temperatura y oxigenacion. Sin embargo la propagacion en el mosto estd limitada

por el metabolismo de represion catabdlica.

Esto se podria evitar mediante el crecimiento por oxidacion en una fuente de carbono,
tales como el glicerol y etanol o como en el caso de la industria panadera, se utilizaria
un enfoque de alimentacion por lotes. En donde, se aseguraria que la fuente de
carbono se mantenga a bajas concentraciones en todo momento y la represion no se
activa. Estos enfoques atn no se han aplicado en la elaboracion de la cerveza a escala

de produccion (Boulton y Quain, 2006).

La duracion de todo el proceso de propagacion, demanda varias semanas de trabajo, el
proceso es lento y el uso de multiples fermentadores eleva el coste de instalacion,

mantenimiento y de operacion.
2.4.7 Subcultivos o “Re-pitching” en las Cervecerias

En la industria cervecera, al finalizar la fermentacion, parte de la levadura utilizada, es
recolectada y conservada para su posterior reutilizaciéon en fermentaciones posteriores,

sometiéndola de esta forma a subcultivos.

Este proceso se conoce en las cervecerias como Re-pitching (repique, re-floculacion o
pase), que es la reutilizacion de las levaduras de un tanque de fermentacion para fermentar
otro lote. Se sabe que se llega a utilizar de tres a siete generaciones e inclusive varios
autores mencionan de diez a veinte generaciones. Aunque eso dependera de la cepa de
levadura y las buenas practicas de recoleccion y almacenamiento. Sin embargo, se conoce
que esta practica puede provocar mutaciones, degeneraciones y contaminacion ya que el
proceso influye en los rendimientos del proceso de produccion. Sin embargo, es un proceso
muy utilizado en todas las cervecerias del mundo, debido a que disminuye el tiempo de
propagacion y produccion de cerveza. (Stewart y Russell, 1998; Briggs et al., 2004;
Boulton y Quain, 2006; Kunze, 2006).
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Algunas cervecerias tradicionales, especialmente aquellas que utilizan cepas ale han
seguido esta practica durante muchos afios sin interrupcion. Sin embargo, en las
cervecerias modernas, se limita el nimero de serie de fermentaciones, cuando se alcanza el
nimero permitido de generaciones, para evitar la deriva genética y contaminaciones
bacterianas y de levaduras silvestres que pueden conducir a un bajo rendimiento de

fermentacion y a una cerveza inconsistente y de mal sabor (Briggs et al., 2004).

La recuperacion de la levadura se realiza al final de cada fermentacion, por lo cual se
toman cepas de levadura en la fase estacionaria avanzada de crecimiento, sin embargo, la
influencia de un “Re-pitching” en la fisiologia de la levadura y el rendimiento de la

fermentacion es incierta (Jazwinski, 1990 ).

La practica del Re-pitching, exige tener instalaciones para el manejo de la levadura durante
el intervalo entre almacenar y volver a inocular. Una caracteristica del proceso es que la
levadura se somete a periodos de crecimiento en fermentacion entre mezclado con
intervalos de limitacion de nutrientes durante el almacenamiento. En este sentido la
condicion fisioldgica es importante en la regulacion del flujo de carbono durante la
fermentacion entre la glucolisis y la gluconeogénesis. Por tanto, las reservas de hidratos de
carbono acumuladas durante la fermentacion proporcionan una fuente de energia principal
de mantenimiento durante la fase de almacenamiento y posiblemente carbono para la
sintesis de lipidos durante la fase de fermentacion aerobia, cuando la utilizacion de carbono
exogeno esta limitada. También se conoce, que el re-pitching, esta influenciado por las
condiciones de estrés a la que es sometida la levadura y las respuestas de la levadura
dependeran de la edad celular, del estado fisiologico y del tipo de levadura y (Boulton y

Quain, 2006).

Sin embargo, en las cervecerias de acuerdo a diversos criterios establecidos por las
empresas, se introducen periddicamente nuevos cultivos de levadura, que descartan a las
levaduras utilizadas y da inicio a un nuevo ciclo de levaduras, esto se realiza para
garantizar la identidad y pureza de la levadura, debido a que en las cervecerias hay una
amenaza constante de contaminacion por levaduras salvajes y bacterias de la putrefaccion.
La decision de introducir un nuevo cultivo se basa en criterios microbioldgicos y pruebas
de rendimiento de la levadura existente. Sin embargo, estos primeros cultivos suelen ser
lentos y no obtiene el sabor caracteristico para la cerveza, aunque no hay certeza (Boulton

y Quain, 20006).
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Las razones de un comportamiento no ideal en las primeras fermentaciones son poco
conocidas. Hammond y Wenn (1985), reportaron sobre las experiencias de una fabrica de
cerveza, donde una cepa de levadura recién propagadas produjo un rendimiento de
fermentacion lenta durante las primeras generaciones. Esto se demostrd que era debido al
deterioro de la capacidad de la cepa para utilizar maltotriosa. Las causas del defecto no
fueron aclarados y el efecto fue algo transitorio, y desaparecio después de siete a diez
generaciones. Dado que este efecto se observd solamente con una sola cepa de levadura,
se sugirio que el problema no era debida a la propagacion de por si, sino era una

caracteristica de ésta levadura en particular (Boulton y Quain, 2006).

El re-pitching en serie tiene importancia en la industria cervecera, desde el punto de vista
econdmico, ya que disminuye los recursos y el tiempo de propagacion, y esta practica es y
seguird siendo la mas utilizada en cerveceria, no obstante las investigaciones sobre su

impacto en la levadura se siguen estudiando.
2.4.8 Reproduccion y Crecimiento en Levaduras

El crecimiento microbiano, es el aumento del nimero de microorganismos a lo largo del
tiempo, originando una poblacion. Esta poblacion serd un cultivo de microorganismos
asincronicos, ya que cada microorganismo se encuentra en un punto diferente del ciclo

celular (GENMIC, 2002).

En general, se distinguen cultivos liquidos y solidos en funcion de las caracteristicas del
medio y cultivos discontinuos y continuos en funcion de la disponibilidad de nutrientes en
el medio. Al transferir un cultivo de microorganismo a una solucion fresca de nutriente, se
da inicio al ciclo vital de las levaduras, tal como sucede en la elaboracion de la cerveza,

cuando se agrega la levadura al mosto (Kunze, 2006).

El crecimiento de un microorganismo estd condicionado a la conjuncion de diferentes
factores (sustancias nutritivas, factores de crecimiento), y de condiciones fisicoquimicas
como la temperatura, el pH y aireacion. Un microorganismo so6lo crecerd en un medio de
cultivo si contiene todos los nutrientes necesarios en una forma disponible y si son

adecuados el resto de los factores ambientales.
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En el crecimiento microbiano existe un factor muy importante conocido como factor
limitativo, cuya ausencia o modificacion trae como consecuencia la detencion del
crecimiento. Al colocar algunas células de microorganismos en un medio de cultivo
conveniente, estas, se multiplicaran hasta el agotamiento de un factor limitativo, o hasta el

momento en que un factor limitativo alcanza un valor critico (Crueger y Crueger, 1993).

En el crecimiento microbiano se diferencian seis fases, que pueden trasladarse en el

tiempo, estas se muestran en la Figura 11, y son:

a. Fase de latencia, donde tiene lugar la activacion del metabolismo, la duracion de esta
fase varia dependiendo del tipo de levadura, edad y condiciones del cultivo.

b. Fase de aceleracion o interface, aqui aumenta progresivamente la velocidad de division.
c. Fase de propagacion logaritmica, es donde la velocidad de propagacion es constante y
maxima, en esta fase la levadura tiene su mayor vitalidad.

d. Fase de interfase logaritmica, estad limitada temporalmente por diferentes factores,
pasando a una fase de desaceleracion con velocidad de propagacion decreciente.

e. Fase estacionaria, el nimero de microorganismo permanece constante, y hay un
equilibrio entre la cantidad de células nuevas y muertas.

f. la altima fase es la fase de muerte o declinante donde hay mas células muertas que

nuevas (Kunze, 2006).
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Figura 11: Curva de Crecimiento de microorganismos.
FUENTE: Tomado de Crueger y Crueger, 1993, pag. 7.
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2.4.9 Metabolismo de la levadura en el mosto

La principal caracteristica que tienen los organismos vivos es su capacidad para organizar
moléculas y reacciones quimicas en estructuras especificas y en secuencias sistematicas.
Como resultado de esto el organismo vivo tiene la capacidad de hacer réplicas de si mismo.
El metabolismo comprende dos clases basicas de transformaciones quimicas: los procesos
de construccién o biosintéticos llamados anabolismo y los procesos de degradacion,

llamados catabolismo, que dan como resultado una liberacion de energia.

El proceso por el cual las células degradan las moléculas organicas alimenticias para
obtener energia recibe el nombre de respiracion celular, este proceso es una reaccion
exergonica, donde parte de la energia contenida en las moléculas de alimento es utilizada

por la célula para sintetizar ATP.

La respiracion ocurre en distintas estructuras celulares. La primera de ellas es la glucdlisis
que ocurre en el citoplasma. La segunda etapa dependera de la presencia o ausencia de O»
en el medio, determinando en el primer caso la respiracion aerobica (ocurre en las
mitocondrias: ciclo de Krebs, transporte de electrones y fosforilacion oxidativa), y en el
segundo caso la respiracion anaerobica (ocurre en el citoplasma: fermentacion). A partir de
estas reacciones se realizaran todas las biosintesis de las biomoléculas que necesita el

microorganismo para vivir y reproducirse (Tortora et al., 2007).

El metabolismo de la levadura en el mosto es complejo y muchos de sus aspectos atn no
sean dilucidados plenamente. Las reacciones del crecimiento de las levaduras durante la
fermentacion y la conversion del mosto en cerveza, son parte del metabolismo celular de la
levadura. Por tanto, la fermentacion cervecera es una manifestacion del crecimiento de la

levadura y la cerveza es el subproducto de esa actividad.

Se mencionara, aquellos aspectos que son propios de la fermentacion de cerveza, en
particular, los factores que controlan el flujo de carbono y otros nutrientes entre la
formacion de la biomasa, etanol y la formacion de metabolitos que contribuyen al sabor de

la cerveza.
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2.4.9.1 Factores que influyen en la bioquimica de la Fermentacion.

Segun Boulton y Quain (2006), tres aspectos generales influyen en la bioquimica de la
fermentacion. Estos son la composicion del mosto, el genotipo de la cepa de levadura y la

expresion fenotipica del genotipo como influencia de la practica de fermentacion.

La composicion del mosto, contiene carbohidratos asimilables, una amplia gama de
aminoacidos y otras sustancias nitrogenadas simples, sales de minerales y vitaminas que
satisfacen todas las necesidades de las levaduras, es un medio de cultivo rico (Hough,

1990).

Segun Taidi et al., (2003), en términos de nutricion, la levadura requiere macronutrientes,
tales como carbohidratos fermentables, como fuente de carbono, aminoacidos, como una
fuente de nitrogeno, y oxigeno para proporcionar una fuente de acidos grasos insaturados y
esteroles. Muchos micronutrientes tales como vitaminas, iones no metalicos tales como
iones fosfato y sulfato, e iones metalicos también son requeridos por la levadura y todos

estos requerimientos los proporciona el mosto.

Segun Kunze (2006), en el mosto aromatizado con lupulo, se encuentra la siguiente

composicion:

a. Carbohidratos: disponibles como aztcares de bajo peso molecular tales como los
mono, di y oligosacaridos. Los azlicares presentes segun el orden de concentracion
son: maltosa, maltotriosa, glucosa, sacarosa, fructosa y que en conjunto constituyen
del 75 al 85 por ciento del extracto total. El otro 15 a 20 por ciento son azucares no
fermentables tales como dextrinas, beta-glucanos, pentosanos y oligosacaridos.

b. Nitrogeno: disponible como aminoacidos, péptidos y sales de amonio. La levadura
suele utilizar sales de amonio, sin embargo, éstos estan presentes en el mosto en
muy pequefias cantidades.

c. Vitaminas: tales como biotina, acido pantotenico, tiamina, e inositol son esenciales
para la funcion enzimatica y el crecimiento de la levadura. La biotina se obtiene a
partir de la malta durante la maceracion y esta implicada en la carboxilacion de
acido pirtvico, sintesis nucleica, la sintesis de proteinas, y la sintesis de acidos
grasos. Las deficiencias de biotina pueden ocasionar altas tasas de mortalidad en la

levadura. El 4cido pantotenico (vitamina B5 hidrosoluble, participa en el ciclo de
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Krebs) es requerido por muchas cepas de levadura en la fermentacion y es un factor
esencial en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y en la funcion de la
membrana celular. Las deficiencias de acido pantotenico pueden conducir a la
acumulacion del sulfuro del hidrogeno. La tiamina (vitamina B1) ayuda a las
células de las levaduras a la degradacion de carbohidratos, El inositol se requiere
para la formacion de las membranas celulares y para la division de célula,

deficiencias de inositol disminuiran el indice del metabolismo de los carbohidratos.

d. Minerales: tales como fosfato, potasio, calcio, magnesio, azufre, y elementos traza.
El fosfato estd implicado en la conservacion de energia, necesario para el
crecimiento rapido de levadura, y es parte de muchos compuestos orgédnicos en la
levadura. Segin Klimovitz y Bamforth (2002), el calcio favorece la formacion de
lectina en la pared celular y facilita la union lectina-manosa entre las células de la
levadura. La presencia de aztcares (como la manosa) o de proteinas tipo lectina en
el mosto pueden bloquear los sitios de atraccion de la pared de la célula e
interrumpir la floculacion. Para Kunze (2006), el calcio mejora las caracteristicas
de la floculacion de la levadura y debe estar presente en un 50 por ciento de
concentracion mayor al de magnesio. Este ultimo se requiere para el crecimiento de
la levadura y actiia como activador de enzimas. La levadura requiere del sulfuro
para la sintesis de la metionina (uno de los aminoacidos esenciales en la cadena de
proteinas) y la cisteina (un aminoacido no esencial, azufrado). El zinc, es el
elemento traza mas importante, es un cofactor en reacciones enzimatica dentro de la
célula, es requerido para el crecimiento de la levadura, interviene en la sintesis de
proteinas y metabolismo de los carbohidratos. Normalmente, la malta de cebada,
contiene el zinc necesario, pero ciertas cepas de levadura pueden requerir mas de lo

normal, por lo que podra ser necesario suplementar el mosto con sales de zinc.

El mosto tiene una composicion adecuada que proporciona un medio potencial a las
levaduras para que se reproduzcan, sin embargo, este potencial, estd controlado por otros
pardmetros tales como la temperatura, el pH, la oxigenacion y la tasa de inoculacion. Si
algunos de estos parametros varia, incluido la composicion del mosto, la levadura
desarrollara sus propias estrategias para crecer, por tanto producira cambios deseables o no

deseables en la obtencion de la cerveza.
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Los parametros que influyen en la fermentacion en el mosto son:

a. La temperatura: es el factor de influencia decisiva para las actividades de las
levaduras. La temperatura 6ptima dependera de la cepa utilizada. Este factor afecta
e influye directamente en la velocidad de fermentacion. Por ejemplo, las
temperaturas a las que normalmente se fermentan las cervezas de tipo Ale haran
que la levadura produzca ésteres y otros subproductos deseados en este tipo de
cervezas. En cambio, en las cervezas tipo Lagers una temperatura mayor a la
recomendada para estas cervezas, acortara el proceso de fermentacion pero los
subproductos producidos, en este caso, pueden ser no deseados (Gigliarelli, 2013).

b. EI pH: Los microorganismos se diferencian entre si, segiin el valor de pH 6ptimo.
Las levaduras crecen preferentemente con valores acidos de pH. En la
fermentacion alcoholica, el pH varia normalmente entre un minimo de 2.8 y un
maximo de 3.8, rango que depende basicamente de la composicion del medio a ser
fermentado. Los valores menores a 3.0, pueden presentar el fendémeno de
inhibicion por pH, en donde los centros activos de las enzimas se ionizan y pierden
actividad enzimatica. El pH también depende del tipo de agua y su tratamiento con
acidos y/o sales de calcio (Suarez Lepe y Ifiigo Leal, 1990).

c. La oxigenacion: Segin Sudrez Lepe y Iiligo Leal (1990) y Kunze (2006) la
velocidad de fermentacion al inicio del proceso fermentativo, depende
estrechamente de las condiciones de aireacion, desarrollandose dicha fermentacion
mas rapidamente cuando las levaduras estan mejor aireadas. En la elaboracion de
cerveza el mosto es generalmente aireado con oxigeno puro a través de la inyeccion
a presion de aire estéril. La concentracion de oxigeno dependera de la cepa de
levadura utilizada y de sus requerimientos. El crecimiento de la levadura esta
limitado por el oxigeno. Por tanto, variando las dosis de oxigeno se puede tener un
control del crecimiento de la levadura y, por consiguiente, de ciertos perfiles en la
cerveza. Si la cantidad de oxigeno disuelta en el mosto es pobre, al momento de la
adicion de levadura, se tiende a producir una cantidad mayor de ésteres, la levadura
perdera viabilidad y la fermentacion sera lenta o incompleta. Una cantidad
adecuada concentracion de oxigeno en el mosto es de aproximadamente 8 a 14
ppm, que disminuira el tiempo de adaptacion y aumentara la tasa de crecimiento de

la levadura asegurando una buena fermentacion (Gigliarelli, 2013).
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El genotipo de la levadura utilizada es crucial para el resultado de la fermentacion. Por
ejemplo, el espectro de los metabolitos que proporcionan el sabor es producido tanto por la
levadura como por las condiciones establecidas durante la fermentacion. Es de suma

importancia la respuesta de las cepas de levadura a la conversion de azlcares y oxigeno.

Todas las cepas de levadura de cerveza han limitado la capacidad respiratoria y estan
sujetos a la represion catabolica por carbono. En una fermentacion cervecera,
independientemente de la presencia de oxigeno, el metabolismo es siempre fermentativo.
Por tanto, los principales productos del catabolismo de azlicar son inevitablemente etanol y

diéxido de carbono. No se produce la respiracion, en el verdadero sentido de la oxidacion.

Asi mismo, la concentracion maxima de etanol que puede ser generado durante la
fermentacion, también esta determinada por el genotipo de la levadura. En este sentido es
importante la tolerancia de la cepa al etanol y a la actividad de agua reducida. La expresion
fenotipica del genotipo de la levadura, estd influenciada por las practicas de fermentacion
en las cervecerias, una de ellas es el re-pitching, que puede producir cambios en la
levadura., se sabe que tienen una vida finita y se someten a un proceso de envejecimiento,
las modificaciones tanto fenotipicas y genotipicas son posibles debido a los efectos del

envejecimiento y la aparicion de la senescencia.

2.4.9.2 Metabolismo de los azucares del mosto

El mosto contiene azicares, tales como la sacarosa, fructosa, glucosa, maltosa, maltotriosa,
melibiosa y dextrina. Las cepas de levadura cervecera ale y lager son capaces de utilizar
estos azucares. Se conoce que las cepas de Saccharomyces uvarum carlsbergensis de la
cerveza tipo lager, posee los genes MEL, y es capaz de producir la enzima extracelular a-
galactosidasa y utilizar la melibiosa, disacarido de glucosa-galactosa. En cambio, las cepas
de Saccharomyces cerevisiae, cerveza tipo Ale, no poseen estos genes y son incapaces de

utilizar este azucar (Figural2a).

Para la utilizacion de estos azucares la levadura requiere poseer mecanismos de transporte
0 enzimas que permitan el ingreso y la utilizacion de estos azucares, se sabe que en el
mosto la maltosa y maltotriosa son los azicares mas predominantes y que estos pasan
intactos a través de la membrana celular, mientras que la sacarosa y dextrina son
hidrolizadas por una enzimas extracelulares, y los productos de la hidrolisis son absorbidos

por la célula. Se piensa que la levadura cervecera posee mecanismos independientes de
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captacion (maltosa y maltotriosa permeasa, Figura 12b), y que se han seleccionado cepas
de Saccharomyces, capaces de absorber la maltosa y no ser reprimida por la glucosa,
aumentando asi las tasas de fermentacion del mosto. La absorcion de los azucares a la

célula de levadura se muestra en la Figura 12c (Stewart y Russell, 1998).

Segun Briggs et al.,(2004) y Boulton y Quain (2006), el catabolismo de los azlcares
proporciona a la levadura energia y carbono para realizar las vias anabdlicas. Esta es una
actividad esencial y en consecuencia gran parte del metabolismo total esta dedicada a él.
Estan implicadas varias vias o rutas metabolicas. El flujo de carbono a través de las vias
individuales esta influenciado por el genotipo de la levadura y su expresion fenotipica esta

influenciada por las condiciones a las que estan expuestas.

La glucolisis o la via de Embden-Meyerhof-Parnas, es la principal via utilizada por las
levaduras cerveceras para el catabolismo de los azucares. Opera bajo condiciones aerobicas
y anaerodbicas y es la ruta por la cual aproximadamente el 70 por ciento de azlicares
exogenos son asimilados. En esta via se genera ATP mediante fosforilacion a nivel de
sustrato. Y es importante por la generacion de NADPH, y su utilizacion en el metabolismo

de sintesis de lipidos.

La via hexosa Monofosfato, es una ruta alternativa a la glucolisis para el metabolismo del
azucar. Se conoce que al menos dos por ciento del metabolismo de la glucosa se desvia a
esta ruta glucolitica. Esta via proporciona una ruta para la asimilacion de pentosas, y es
precursor de la biosintesis de algunas vitaminas, purinas y nucleotidos de pirimidina, asi
como los aminoacidos aromaticos, fenilalanina, triptofano y tirosina. En el caso de la
fermentacion cervecera, los requisitos anabodlicos son bajos, es probable que esta via sea

de pequefia importancia.

Cuando la levadura esta respirando en un ambiente aerdbico, se produce el ciclo de Krebs
también conocido como el ciclo del acido tricarboxilico y la fosforilacion oxidativa
(también llamado cadena transferencia de electrones). Este sistema de transferencia
electronica masiva produce grandes cantidades de energia en forma de ATP. La sintesis de
citrato, isocitrato y 2-oxoglutarato para acidos nucleicos y la sintesis del aminoacido
también ocurren durante el ciclo de la Krebs, estos acidos organicos seran parte de la
cerveza fermentada. Los sustratos adicionales que se generan del ciclo de la Krebs pueden

utilizarse para suministrar sustratos adicionales para la biosintesis.
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Saccharomyces carlsbergensis (uvarum)
Raffinose Maltose Mattotriose
Galactose Glucose T Fructose l l
Melibiase Invertase cel Camier Protein "Carer’ Protein
membrane \ (mallose permease) (meltoriose permease)
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|
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Raffinose o-Glucosidase
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glucoamylase invertase
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Figura 12: (a) Utilizacion del azucar rafinosa y melibiosa por Saccharomyces uvarum
carlsbergensis y Saccharomyces cerevisiae. (b) Absorcion de maltosa y maltotriosa y (c)
Absorcién de azucares por la célula de levadura cervecera. (En Ingles)

FUENTE: Tomado de Stewart y Russell, 1998, pags. 6,30-31.
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En condiciones anaerdbicas, el ciclo de Krebs puede funcionar parcialmente, pero ain no
se conoce completamente. Cuando la levadura se encuentra en el estado fermentativo,
NAD+ se regenera utilizando un rango de aceptores de hidrogeno. Por ejemplo, las
levaduras no son tolerantes a ambientes altamente acidos, por tanto, el acido piravico se
convierte en dioxido de carbono y acetaldehido y finalmente en etanol. Esto sirve para dos
propositos, el cofactor NAD se regenera y se consume durante la glicolisis, y la célula de
levadura se desintoxica por la conversion del acido piruvico en dioxido de carbono y
etanol. Estas son las razones principales por las que el etanol se produce durante la
fermentacion. Otros aceptores de hidrogeno utilizados para restaurar la relacion redox de la

célula son: diacetilo, fumarato, oxaloacetato, aldehidos, etc. (Stewart y Russell, 1998).

En condiciones aerobias la levadura puede utilizar otras fuentes de carbono que no sean
azucar tales como, etanol, glicerol y lactato, bajo estas condiciones la célula debe sintetizar
algunos intermediarios precursores de los metabolitos esenciales anabdlicos. Esto proceso
se denomina gluconeogénesis, que la ruta inversa de la glucolisis. La Glucolisis y la
gluconeogénesis no ocurren simultdneamente, por tanto el flujo de carbono esta regulado,
uno de los controles es la presencia de glucosa exdgena en una concentracion menor a 0,2

mM esta suprime totalmente la gluconeogénesis. (Briggs et al., 2004).

2.4.9.3 Regulacién del metabolismo del aztcar por levadura

Las levaduras aerobios obligatorios hacen uso exclusivo de las vias respiratorias y no son
capaces de fermentar los azucares. Ellos incluyen los géneros. Rhodotorula, Lipomyces,
Ciryptococcus, Rhodosporidirin y Saccharomycopxis. Las anaerobias facultativas pueden
utilizar tanto las vias respiratorias y las vias fermentativas. Este grupo incluyen los géneros
Candida, Hansenula, Kluyveromyces y Pichia. Las levaduras fermentativas se caracterizan
por las altas tasas de metabolismo del azucar de las cuales el diez por ciento o menos es
catabolizada por la respiracion, estas incluyen las levaduras del genero Saccharomyces
(todas las cepas de elaboracion de la cerveza), Brettanomyces y Schizosaccharomyces.
(Briggs et al., 2004).

La regulacion del metabolismo del azucar es altamente controlada. Las levaduras se
pueden clasificar en funcion de su preferencia del catabolismo de azucar. En la Tabla 5, se

muestran los efectos fenotipicos de la regulacion catabolica del azucar de forma resumida.
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El efecto Pasteur fue descubierto por Louis Pasteur hace mas de cien afios, en sus
investigaciones acerca de los procesos de fermentacion. Una observacion clave de Pasteur

fue que la captacion de glucosa es mas lenta en las células que respiran.

Esto es debido a que la respiracion aerobica produce mas energia por cada molécula de
glucosa (u otra fuente de carbono) en comparacion con la fermentacion. Se sabe que en
condiciones anaerobicas solo se forman dos moles de ATP por cada mol de glucosa
mientras que en condiciones aerobicas se forman 38 moles de ATP por mol de glucosa. La
célula se ajusta pues a la efectividad en la produccion de energia y esta regulacion por

oxigeno se denomina "Efecto Pasteur".

El Efecto Crabtree, descubierto por el bioquimico Crabtree de Herberto, es un efecto
contrario al efecto Pasteur, describe el fenomeno por el cual la levadura Saccharomyces
cerevisiae, en presencia de altas concentraciones externas de glucosa en un medio aerobio,
la respiracion se inhibe y la fermentacion se produce. La via fermentativa se utiliza en
lugar del ciclo de Krebs. En Saccharomyces cerevisiae, una levadura sensible a la glucosa,
la respiracion es reprimida en presencia de una pequefia de concentracion de glucosa en el
medio (0,4 % p/v). Esto es independientemente de la presencia o ausencia de oxigeno

molecular.

Tabla 5: Mecanismo de regulacion catabolica del aztcar en la levadura

Mecanismo Descripcion

Inhibicion de la fermentacion alcohodlica en presencia de oxigeno, o
Efecto Pasteur L - o
activacion de la glicolisis por anaerobiosis.

Formacién de etanol inmediato en medio aerdbico, seguido de
Efecto Crabtree acorto

transicion de un medio con limitacidén de carbono a uno con exceso de
plazo

carbono.

Formacion de etanol en medio aerébico, con alto porcentaje de
Efecto Crabtree a largo o ) o -

crecimiento bajo condiciones de exceso de azucar o limitacion de
plazo )

azucar.

Estimulacion por oxigeno de la fermentacion de la glucosa para la
Efecto Custers .

formacion de etanol.

Ausencia de fermentacion alcoholica con determinados azlicares.
Efecto Kluyver ) .

Particularmente disacaridos a pesar de que la glucosa es fermentada.
Inactivacion y represién Supresion del metabolismo respiratorio por concentraciones altas de

por catabolito de carbono  azucar.

FUENTE: Adaptado de Boulton y Quain, 2006, pag. 83.
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Durante una fermentacion tipica en las cervecerias, el mosto contiene aproximadamente
uno por ciento de glucosa, por lo que se supone que las células de levadura son reprimidas,
se cree que este fenomeno pudo desarrollarse como mecanismo de la competicion (debido

a la naturaleza antiséptica del etanol) (Stewart y Russell, 1998).

Segun Briggs et al., (2004), el efecto Crabtree a corto plazo se produce a pocos minutos de
la adicion de glucosa. Este fendmeno ocurre en la levadura y es acompanado por un
aumento inmediato en la tasa de produccion de etanol, se cree que este efecto reside en la
afinidad por el piruvato deshidrogenasa y piruvato descarboxilasa. El efecto Crabtree a
largo plazo describe la represion y la inactivacion de las enzimas respiratorias en la
levadura por la presencia de glucosa. La bioquimica de este efecto es totalmente diferente
del efecto Crabtree a corto plazo. Y va acompafiada por cambios en la morfologia de la
célula. La base molecular de esta represion catabolica de glucosa es compleja y todavia no

esta dilucidado.

Los efectos Kluyver y Custers, no son de interés directo para la elaboracion de la cerveza,
ya que no ocurren en las levaduras Saccharomyces. Este efecto se da en algunas levaduras
que no pueden utilizar ciertos disacaridos bajo condiciones anaerdbicas, aunque si bajo
condiciones aerobias. El efecto Custers, se presenta en las levaduras del género
Brettanomyces, que aunque no es una levadura cervecera puede estar implicada en la

fermentacion secundaria de algunas cervezas tradicionales de fermentacion en barril.

La inactivacion y represion catabdlica por carbono, son los mecanismos descritos
anteriormente, en los que el flujo de carbono en la levadura se dirige a nivel de la enzima.
Ya que la modulacion de la actividad enzimatica, se da en respuesta a los requisitos de la

levadura por las condiciones ambientales.

La glucosa, y en menor medida, otros azlicares, ejercen efectos sobre el metabolismo de la
levadura, y esto es crucial para el resultado de la fermentacion cervecera. Cuando S.
cerevisiae se cultiva en presencia de glucosa, la transcripcion de muchos genes es
reprimida y varias proteinas y sistemas de transporte se activan o inactivan rapidamente a
nivel de post-transcripcion. Estos fendmenos se denominan represion catabdlica por
carbono e inactivacion catabolica, respectivamente. Los azucares distintos a la glucosa
también producen tales efectos, particularmente aquellos que pueden fermentarse

rapidamente como la fructosa y maltosa (Boulton y Quain, 2006).
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Se sabe que la represion catabolica por glucosa es de suma importancia en las
fermentaciones de cerveceria ya que la fase inicial es aerdbica, y la presencia de glucosa
asegura que el metabolismo sea fermentativo, inclusive en las etapas posteriores en donde

la sefial represora no esté presente.

La presencia de glucosa en el mosto impide la utilizaciéon del azlcar predominante,
maltosa. Por tanto, durante la primera fase aerdbica la represion por glucosa, previene el
desarrollo de las vias respiratorias y la utilizacion de la maltosa. Sin embargo, este efecto
es transitorio ya que la glucosa desaparece y se da inicio a la fase de anaerobiosis, en esta
etapa la levadura impide su capacidad respiratoria y elimina el efecto represor de tal

manera que la maltosa puede ser utilizada (Briggs et al, 2004).

2.4.9.4 Metabolismo de los aminoacidos y proteinas del mosto

Segin Boulton y Quain (2006), en el mosto, la principal fuente de nitrogeno para la
sintesis de proteinas, acidos nucleicos y otros componentes celulares nitrogenados es la
variedad de aminoacidos formados a partir de la proteolisis de las proteinas de cebada. El
mosto de cerveza contiene aproximadamente 19 aminoacidos, entre ellos la prolina, es el

aminoacido mas abundante, por lo general estd presente en la cerveza entre 200 a 300 mg/1.

El patron de utilizacion del nitrogeno se debe a una gama de permeasas presentes, su
especificidad y los efectos de inhibicion son resultado de la composicion de los
aminoacidos intracelulares de la levadura. El metabolismo de amino nitrogeno asimilado es

dependiente de la fase de la fermentacion y de la cantidad total proporcionada en el mosto.

La levadura asimila los aminoéacidos del mosto eliminando el grupo amino y esqueleto de
carbono, creando un medio acido intracelular. El medio acido generado por las
transaminasas y reacciones anabodlicas es el precursor de los aldehidos y alcoholes
superiores que contribuyen al sabor de la cerveza. Asi, la formacion de alcoholes

superiores estd vinculada con el metabolismo del nitrogeno.

Por tanto, la composicion de amino nitrégeno en el mosto tiene efectos en los resultados de
la fermentacion y el sabor de la cerveza. Cuando se utiliza malta como la principal fuente
de extracto, la cantidad y composicion de aminoacidos son tales que no se encuentran
problemas. Sin embargo, al utilizar complementos o adjuntos, estos son relativamente

deficientes en la concentracion de amino nitrogeno (Stewart y Russell, 1998).
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2.4.9.5 Compuestos excretados por la levadura, que componen la cerveza

Segun Stewart y Russell (1998), el etanol es el compuesto de mayor cantidad producida
por la levadura durante la fermentacion del mosto, este alcohol primario tiene poco
impacto en el sabor de la cerveza final. El tipo y concentracion de otros muchos productos
de excrecion de levadura son los que determinan principalmente el sabor. La formacion de
estos productos de excrecion depende del equilibrio metabolico global del cultivo de
levadura, y de muchos otros factores nutricionales y ambientales. Los compuestos que
otorgan sabor a la cerveza son: compuestos volatiles, los acidos grasos y organicos,

alcoholes, ésteres, carbonilos, compuestos de azufre, aminas, fenoles, entre otros.

Los Acidos grasos y organicos, derivan en parte, de la malta y de otros constituyentes del
mosto, pero otra proporcion surge como resultado del metabolismo de la levadura durante
la fermentacion. Los acidos grasos de cadena corta y los acidos organicos, surgen del
metabolismo de los carbohidratos e incluyen el piruvato, succinato, citrato, y acetato. Se
presume que la mayoria de estos surge como resultado del ciclo incompleto del acido
tricarboxilico, que se da en condiciones anaerdbicas. Se ha observado que el piruvato se
secreta en el mosto durante la fase de fermentacion activa y en etapas posteriores, cuando
el crecimiento de la levadura ha cesado. Los acidos grasos de cadena media se producen
como productos intermedios de la formacion de los acidos grasos de cadena larga, estos
formaran parte de las distintas clases de lipidos de la levadura. La liberacion de acidos
grasos de cadena de media y larga durante la fermentacion, esta probablemente asociado
con cierta pérdida de la viabilidad de la levadura y lisis celular. Este proceso, ocurre

durante la fase de maduracion de la cerveza.

Los alcoholes superiores que se producen en la cerveza son: n-propanol, isobutanol, 2-
metil-l-butanol y 3-metil-l-butanol. Sin embargo, se han identificado mas de 40 alcoholes.
La regulacion de la biosintesis de alcoholes superiores es compleja, y pueden ser
producidas como subproductos del catabolismo de los aminoacidos o del piruvato derivado
del metabolismo de los carbohidratos. La ruta catabdlica, implica una via en la que el acido
ceto, producido a partir de una transaminacion de aminoacidos se descarboxila para dar el
aldehido correspondiente, reduciendo el alcohol a través de un deshidrogenasa. De esta
manera, por ejemplo, isobutanol pueden producirse a partir de valina, 3-metil-l-butanol a

partir de 2-leucina y metil- 1-butanol a partir de isoleucina. La ruta anabolica, utiliza las
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mismas vias implicadas en la biosintesis de los aminoacidos. Como en la ruta catabolica, el
ceto-acido intermedio se descarboxila y el aldehido resultante reduce al alcohol. La

contribucion relativa de las dos rutas varia individualmente con los alcoholes superiores.

En general, la ruta catabdlica parece predominar durante la fase de crecimiento inicial
cuando el nitrégeno amino exdgeno es abundante. En las etapas posteriores, cuando el
mosto se vuelve deficiente en nitrogeno asimilable, la ruta anabodlica es probablemente la

fuente principal de alcoholes superiores.

Los carbonilos (aldehidos y di-cetonas), influyen en el sabor de la cerveza, se produce
como resultado del metabolismo de la levadura durante la fermentacion, y se han reportado

mas 200 compuestos de carbonilo en la cerveza y otras bebidas alcohdlicas.

Los que influyen mas en el sabor son: El acetaldehido que se acumula durante el periodo
de crecimiento activo y disminuyen en la fase estacionaria de crecimiento, el diacetilo (2,3-
butanodiona) y 2,3-pentanodiona, ambos compuestos imparten un sabor "butterscotch" y

aroma a la cerveza.

Los compuestos de azufre contribuyen también al sabor de la cerveza, el exceso da origen
a sabores desagradables. Muchos de los compuestos de azufre presentes en la cerveza no
estan directamente asociados con la fermentacion, pero derivan de las materias primas
empleadas. Sin embargo, las concentraciones de sulfuro de hidrégeno (aroma a huevos
podridos) y dioxido de azufre (aroma partido quemado) son dependientes de la actividad
de la levadura. El no poder controlar adecuadamente la fermentacion puede dar lugar a

niveles inaceptables de estos compuestos.
2.4.10 Estabilidad de cultivos de levadura en cerveceria

La estabilidad de cultivos de levadura en cervecerias, se entiende como la capacidad de
una poblacion de levaduras para realizar una optima fermentacion y obtener una buena

cerveza, esta se mide a través de su viabilidad y vitalidad de los cultivos.

Segun, White et al., (2003), en las cervecerias se determina la calidad de la levadura
mediante la medicion de su viabilidad y/o vitalidad. Estos parametros en los cultivos de
levadura cervecera, afectan directamente el rendimiento de la fermentacion y la calidad

final de la cerveza.

48



2.4.10.1 Viabilidad

La Viabilidad de las levaduras se define como el porcentaje de células vivas en una
muestra y existen varios criterios para evaluar la viabilidad celular de las levaduras. En
consecuencia, la viabilidad de una muestra de levadura puede variar dependiendo del

criterio seleccionado.

En la industria de elaboracion de la cerveza, la técnica mas utilizada para evaluar la
viabilidad, es la Tincion con azul de metileno, debido a su rapida respuesta, ademas, ésta
técnica permite el recuento de células viables de levaduras en camara de Neubauer y un
microscopio de luz. Esta técnica se basa en la capacidad de las células viables para reducir
el tinte en su forma incolora, mientras que las células no viables son incapaces de reducir
el tinte tomando un tono purpura azul. Sin embargo esta técnica se considera un método
preciso solo cuando la viabilidad celular de las levaduras es superior al 90 por ciento,
recientemente se ha cuestionado este método, por su baja reproducibilidad e inexactitud
cuando es menor al 90 por ciento, por tanto, se han realizado muchas investigacion,
respecto a la viabilidad con otros tintes, tales como el cristal violeta, el azul de anilina, la
rodamina B y la eosina Y, Sin embargo el azul de metileno sigue siendo el mas empleado

(Boulton y Quain, 2006, pag. 497).

Otros autores recomiendan el analisis de citometria de flujo, con tincién, ya que
proporcionaria resultados altamente reproducibles (variacion < 1 por ciento) en
comparacion con azul de metileno (seis por ciento), sin embargo, este método atn no es

empleado masivamente en las cervecerias, por su alto costo (Boyd et al., 2003).

Segiin Stewart y Russell (1998); Boulton y Quain (2006), el método microbiologico
clasico de la evaluacion de la viabilidad es el recuento en placa, Sin embargo, el tiempo de
respuesta no es rapido, generalmente se tarda tres dias para poder observar colonias
visibles y ademds con levaduras muy floculantes, se debe tener cuidado de utilizar este
método. Otros métodos menos utilizados son: el estado metabolico basado en el Adenosin
Trifosfato (ATP), este es un buen indicador de la viabilidad celular, ya que esta presente en
todas las células vivas y se degrada cuando las células mueren. Por ltimo, el Método de la
capacitancia, basado en la aplicacion de una frecuencia de radio a una célula viable, esta se
carga dentro de la membrana, y genera una capacitancia. Las células no viables son

incapaces de generar esta capacitancia.
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2.4.10.2 Vitalidad

Segun Maskell et al., (2003) la vitalidad de la levadura es una expresion de la capacidad de
una poblacion de levaduras para crecer, reproducirse e interactuar con el medio ambiente,
Stewart y Russell (1998), describen a la Vitalidad de la levadura como la medida del
rendimiento de actividad o fermentacién de levadura, en funcion de la viabilidad celular

total y el estado fisioldgico de la poblacion de células viables.

Es por tanto, que en una poblacion de células de levadura empleadas como Starter, no
todas las células poseen las mismas caracteristicas de vitalidad, pero todavia tienen un
papel activo en la fermentacion. Es probable que una célula de levadura, pierda, por
cualquier razén su capacidad de reproduccion, sin embargo, puede contribuir a la
fermentacion por la asimilacion de nutrientes y la produccion de compuestos aromaticos

que influyen en la cerveza.

Las pruebas de viabilidad estandar no son capaces de proporcionar informacion sobre los
diferentes estados fisiologicos de la fraccion viable de la poblacion de levaduras. Las
pruebas de viabilidad, no necesariamente indican que el cultivo de levaduras tendra un
buen crecimiento y/o rendimiento 6ptimo en la fermentacion. Solo identifican el estado en
general en que se encuentran, es decir vivas o muertas, representan solo el porcentaje de
células vivas dentro de una poblacion. Por tanto, la vitalidad de una poblacion de levaduras
en el Starter, predecira el rendimiento de estas en la fermentacion, es por eso que en las

cervecerias estas pruebas se realizan paralelamente.
Las pruebas de vitalidad comunmente empleadas son:

a. Prueba de la tasa de Consumo especifica de oxigeno, desarrollada por investigadores
en el Brewing Research Foundation International (BRFI), donde demuestran una
correlacion entre la tasa de absorcion de oxigeno de levaduras y el rendimiento de la
fermentacion, si la viabilidad de las levaduras es inferior al 90 por ciento.

b. La prueba del poder de acidificacion desarrollado por Opekarova y Sigler (1982), la
prueba mide la disminucion en el pH extracelular de una suspension de células de
levadura después de la adicion de glucosa. Este método es util para detectar las grandes
diferencias en la actividad metabolica de la levadura, pero requiere lavado extenso de

la levadura y multiples puntos de muestra.
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c. ElI método del pH intracelular, que utiliza un reactivo fluorescente sensible al pH
para medir el pH intracelular de células individuales y masa celular. Este examen
puede ser capaz de detectar cambios mas sutiles en la vitalidad de la célula de levadura
en comparacion con la prueba del poder de acidificacion. El ultimo método se relaciona
con la capacidad de las células para soportar o superar el estrés.

d. La prueba del lanzamiento de magnesio, basada en la observacion de moléculas de
bajo peso molecular como los iones fosfato, potasio y magnesio que son liberadas por
la levadura inmediatamente después de la inoculacion de glucosa en el medio (Stewart

y Russell, 1998).

En un estudio de White et al., (2003) sobre la « Comparacion de los métodos de viabilidad/
vitalidad de la levadura y su relacion con el rendimiento de la fermentacion.» concluyeron
que la interpretacion de la “salud de la levadura” debe ser un enfoque multi-técnica, ya que

la “vitalidad" o "viabilidad" de la levadura se refleja en varios sistemas celulares.

Por tanto, en las cervecerias se considera el rendimiento de la levadura como la capacidad

de la levadura para atenuar el mosto.

Sin embargo, no existe una unica prueba standard para evaluar la vitalidad de la levadura,
no hay consenso para la evaluacion de la vitalidad, sin embargo, las pruebas de vitalidad
presentan informacion de la condicion fisioldgica de toda la poblacion de células de
levadura y en las cervecerias, se evalua la vitalidad como la capacidad de la levadura para
modificar el mosto, mediante la evaluacion de la variacion en los parametros de:
porcentaje de alcohol en v/v, porcentaje de extracto aparente en p/p y el grado aparente
de fermentacion (ADF %). Se consideran a estos pardmetros como los mas importantes en

las cervecerias, por el impacto que tienen en la toma de decision.

Las mediciones se evaltan durante la fermentacion y parte del liquido que se mide esta
compuesto de alcohol, cuya densidad es menor que del agua. Por tanto, la palabra
“Aparente”, indica una muestra con alcohol, es por eso que todas las mediciones son

aparentes y no reales.

El equipo con el cual se mide todos los parametros de vitalidad es el “Alcolyzer Beer
Analyzing System”, equipo de ultima generacion, que tiene rangos de medicién y
repetitividad muy exactos. Con este equipo, la medicion de alcohol en los andlisis es

expresado como porcentaje de etanol en volumen (% v/v). El extracto aparente, es la
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cantidad de solidos solubles (azlicar fermentable que se extrae de un grano o malta)
expresados en porcentajes de g/100 ml y el grado aparente de fermentacion del mosto
(ADF; Apparent Degree of Fermentation), cominmente denominado en las cervecerias,
como “Atenuacion Aparente”, y es la reduccion de la densidad del mosto, como resultado
de la fermentacion y se expresa como el porcentaje de aziicar fermentable que es

convertida por la cepa de levadura a etanol y COx.

El sistema “Alcolyzer Beer”, se basa en la medicion de la Espectroscopia de infrarrojo
cercano (NIR), es una técnica no destructiva, simple y rapida, que proporciona analisis de
practicamente cualquier matriz con los niveles de exactitud y precision que son
comparables a los métodos de referencia primarios. No requieren ninguna preparacion de
la muestra o la manipulacion de productos quimicos peligrosos, disolventes, o reactivos.
La espectroscopia NIR mide las transiciones electronicas y vibratorias, es util para el
analisis cuantitativo de compuestos que contengan agrupaciones funcionales con

hidrogenos unidos a carbonos, nitrogenos y oxigenos.

La base de esta tecnologia reside en la creacion de un modelo matematico que relaciona los
valores espectrales (datos de absorbancia NIR) con los parametros cuantitativos y
cualitativos de interés. Una vez desarrollado este modelo, se pueden realizar estimaciones
de estos parametros a partir de sus espectros NIR, la técnica estd ampliamente extendida en

el mundo de la industria.
2.4.11 Caracteristicas Industriales de la Levadura cervecera

Segun Boldu Gonzales (2011) y Martinez Quesada (2012), en la industria cervecera, el tipo
de cerveza esta definido por la levadura a utilizar, sin embargo estas levaduras tienen como

caracteristicas industriales de interés en su comportamiento lo siguiente:

a. Capacidad de multiplicacion: La capacidad de multiplicacion estd asociada con la
concentracion del inoculo, y es necesario que la dosis inicial tenga un periodo corto
de adaptacion y que sea capaz de una rapida multiplicacion que asegure una baja
del pH inicial y proteccion de contaminaciones no deseadas. Una dosis baja
retardaria la baja del pH y no se produciria una adecuada atenuacion. Y con una
dosis elevada acelera la fermentacion, pero las células mas viejas producen autolisis

que provocan un sabor espeso y desagradable a la futura cerveza.
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b. Alto poder fermentativo: Se necesita que la levadura metabolice rapidamente la
mayor cantidad de azucares posible. El motivo es para conseguir cervezas menos
dulces y con menor valor energético. Ademas de evitar el crecimiento de células en
la botella.

c. Resistencia a la degeneracion: El cervecero observa datos practicos como:
Fermentaciones perezosas (aumento del tiempo de arranque), aumento de la
floculacion de las levaduras antes de llegar al punto de atenuacion requerida, y
disminucidn de la biomasa de levadura después de las fermentaciones. Estos datos
indican perdida de la vitalidad de la levadura, que seria provocado por la
degeneracion de las levaduras. Los cerveceros seleccionan levaduras capaces de
mantener sus caracteristicas de fermentacion por varias generaciones y que tengan
una baja mortalidad.

d. Baja produccién de cetonas: Las levaduras producen inicialmente diacetilo y
acetona de sabor desagradable, y en la fase final de la fermentacion las eliminan al
exterior. Se buscan cepas que sean capaces de eliminar al limite estos metabolitos.

e. Resistencia al alcohol: El grado alcohdlico del sustrato va aumentando a lo largo
del proceso de fermentacion. El alcohol producido es inhibidor del metabolismo de
las células. Se necesitan las cepas sean capaces de continuar su metabolismo a
mayores concentraciones de alcohol para que el ciclo se acorte.

f. Alcoholes y éacidos producidos: Cada cerveza tiene un perfil organoléptico que
define su calidad gustativa. Se buscan cepas que tengan acentuada produccion de
las especies quimicas que definan la cerveza.

g. Elevada floculacién: El término "floculacion” se refiere a la tendencia a formar
los grupos de floculos de levadura. El aspecto mas importante de las caracteristicas
de floculacion de una cepa de levadura cervecera es el momento en que la levadura
flocula, ya que levaduras con una floculacion temprana produciran cervezas poco
atenuadas; sin embargo, cuando la floculacion tiene lugar a estados avanzados de la
fermentacion se obtienen cervezas poco clarificadas o turbias a la vista. La
floculacion esta influenciada por factores fisicos y quimicos y la manifestacion de
esta propiedad es muy dependiente de la presencia de iones metalicos,
especialmente del Ca2+ (Hough, 1990).

Durante la etapa de crecimiento estacionario se produce un mecanismo en el cual

las células de levadura segregan lectina a la superficie celular y a través de estas
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lectinas se unen unas a otras células, produciéndose la floculacion, este mecanismo
solo se produce cuando la concentracion de azlcar es baja, en la solucion acuosa
circulante, en altas concentraciones de azucar se inhibe la floculacion. Ademas el
pH debe de estar en un rango por encima del punto isoeléctrico y debe de haber

presencia de calcio (Boulton y Quain, 2006).

Los mecanismos fisicos por medio de los cuales la levadura flocula segin

Klimovitz & Bamforth (2002), se debe a lo siguiente:

a. Hidrofobicidad: la pared celular de las levaduras presenta caracteristicas
hidréfobas (repele el agua) lo que hace que se aglomeren. Esta propiedad
esta asociada a la edad de la célula.

b. Potencial Zeta: Es una medida de la carga eléctrica de la superficie celular.
La reduccion en esta carga favorece el acercamiento celular (y por ende la
floculacion). La carga superficial se afecta por el pH del medio y la
presencia de sustancias “buffer” como los fosfato.

c. Interaccion proteinas — azucares: Las lectinas, proteinas que tiene la
propiedad de “reconocer” (atraer) sacaridos como la manosa., como la pared
celular de la levadura es rica tanto en lectina como en manosa se considera
factible que estos compuestos se atraigan entre si uniendo a las células y
produciendo la floculacion. Una levadura que flocule bien facilita la
separacion y recoleccion de la levadura, disminuye tiempos de proceso y
evita que pase excesiva cantidad de levadura a maduracion evitando riesgos
de autolisis. Por tanto se seleccionan levaduras con caracteristicas de alta

floculacion.

2.4.12 Condiciones de produccién inducidas en la levadura cervecera

Segtin Martinez (2012), Saccharomyces uvarum carsbergensis se alimenta en la naturaleza
mediante una via asimilativa, en condiciones de produccion se limita el oxigeno en el
medio a 8 ppm., de esta forma se produce una fuerte multiplicacion hasta que el oxigeno se
agota, a partir del cual se le obliga a producir alcohol por via fermentativa hasta su limite

en alcohol y ausencia de alimento, paren su actividad y flocule.
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Normalmente las levaduras en la naturaleza tienen su Optimo de metabolismo a
temperaturas entre los 20 °C o superiores. En condiciones de produccion se obliga a cepa
de levadura a vivir a temperaturas entre 2 °C a 15 °C (para cepas de cerveza tipo lager),
para evitar la produccion excesiva de acidos superiores y alcoholes superiores que

perjudican el aroma de la cerveza final, obligando al metabolismo a reducir las cetonas.

En la maduracion de la cerveza, las levaduras son conservadas en condiciones extremas de
temperatura llegando a ser menor a 1 °C, con la finalidad de reducir el metabolismo
durante el almacenamiento, ya que la falta de alimento daria lugar a alimentarse con los

productos resultantes de la autolisis de las células muertas.

En condiciones naturales las levaduras viven bajo presion atmosférica, en la produccion de
cerveza se somete a las levaduras a una sobrepresion, para limitar la produccion de
productos volatiles y disolver el anhidrido carbonico resultante del metabolismo. Este
anhidrido carbonico constituye un elemento fundamental en las caracteristicas

organolépticas de la cerveza.

2.6.13 Procesos anomalos que sufren las levaduras en cerveceria

Las levaduras utilizadas en el proceso de elaboracion de la cerveza, son sometidas a
condiciones criticas que alteran su metabolismo y fisiologia, se han observado los

siguientes aspectos en las levaduras:

a. Mutacion de la levadura: En el proceso cervecero las mutaciones pueden deberse por
las malas practicas en el manejo de la levadura (condiciones externas de
almacenamiento, lavado acido, contaminacién con levaduras diferentes, etc.). Sin
embargo, no es muy comun que se presenten mutaciones a gran escala en el proceso
tipico cervecero. Las mutaciones mas comunes que se pueden presentar son: La
levadura no flocula adecuadamente (separacion dificil); no asimilacion de la
maltotriosa, pudiendo generar fermentaciones con precipitacion temprana; respiracion
deficiente, en donde la levadura presenta deficiencias en su respiracion generando
malas fermentaciones y un perfil de subproductos totalmente diferente que se conoce

como “petite mutant” (Heggart et al., 1999).
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b. Degeneracion de la levadura: Esta se refiere al deterioro gradual de su desempefio
como cepa cervecera, afectando el curso de la fermentacion y es un fendmeno
complejo que se atribuye a causas diversas: sucesivos ciclos de asimilacion que
producen envejecimiento prematuro de las mitocondrias y las células mueren, falta de
iones en el mosto, exceso de “turbs” frio en el mosto, pérdida de poder respiratorio de
la levadura, entre otros (Boldu Gonzales, 2011).

c. Cepas killers: Las levaduras killer son encontradas y aisladas en numerosos medios
naturales como cerveza y vino. El cardcter killer fue descubierto en las levaduras de
Saccharomyces cerevisiae de laboratorio al observar que ciertas levaduras eran capaces
de inhibir el crecimiento de otras, de forma similar a como sucedia al emplear
antibioticos para impedir el desarrollo de las bacterias. Las levaduras killer, se
caracterizan por secretar una toxina proteica, llamada “toxina killer” que es letal para
cepas sensibles de su misma especie o especies de diferentes géneros, pero siendo ellas
mismas inmunes a sus propias toxinas. Las toxinas killer actian sobre las levaduras
sensibles, provocando alteraciones a nivel de la membrana plasmatica, que originan la
salida de sustancias de bajo peso molecular (nucleotidos, ATP, aminoacidos e iones) y
que en definitiva provocan una alteracion del gradiente electroquimico de la célula con
la consiguiente muerte celular (Bustamante Valdés, 2010).

d. Infecciones por levaduras salvajes y bacterias: Se considera como “levadura
salvaje” o “silvestre” cualquier espécimen que no corresponda al utilizado en el
proceso y que aparece como contaminante del medio o equipos de trabajo. Algunos
tipos de levaduras salvajes, pueden producir velos (turbidez), malos olores, sabores
anormales, floculacion deficiente y fermentacion diferente. Algunas de las levaduras
salvajes mas comunes en cerveceria son: Saccharomyces elipsoideus, S. turbidans, S.
pastorianus, S. chevaliere, Candida utilis, C. tropicales y C. mycodema (Heggart et.
al, 1999).

Las bacterias contaminantes provocan turbidez y generan olores y sabores anémalos.
Las bacterias Gram positivas que causan graves problemas, son las bacterias acido
lactico. Pertenecientes a los géneros: Lactobacillus y Pediococcus. Las bacterias acido
lacticas representan una contaminacion grave de la cerveza y producen cantidades
importantes de metabolitos indeseables, entre los que se halla el precursor del diacetilo,

responsable del aroma y sabor a mantequilla (Hough, 1990).
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2.5. PROCESO DE ELABORACION DE LA CERVEZA TIPO LAGER

Se describira el proceso de elaboracion industrial de la cerveza tipo lager, desde la materia
prima, procesos, etapas y conservacion final, el conocimiento del proceso biotecnologico,

permite tener el control sobre este:

2.5.1 Ingredientes

Segtin Kunze (2006), en la elaboracion de cerveza se requieren cuatro ingredientes basicos:
malta, lapulo, agua y levadura. Actualmente, se utilizan otros tipos de granos, para la

elaboracion de cerveza, denominados adjuntos.
Los principales ingredientes utilizados son:

a. Agua: El agua es la mayor porcion de materia prima usada en la fabricacion de la
cerveza, sin embargo, solamente una parte de la cantidad de agua es usada
directamente en la cerveza. Las caracteristicas del agua de fabricacion influyen en la
calidad de la cerveza y deben de cumplir con las caracteristicas propias de potabilidad:
Sin exceso de sales, exenta de materia organica, microbiologicamente pura y libre de
aromas y sabores extraflos.

Segun Ros (1980), la composicion de sales del agua tiene una influencia indirecta en su
accion en la regulacion del pH del mosto y la cerveza, y un rango adecuado esta entre
5,0 y 6,0. Un pH muy elevado es desfavorable para reacciones importantes como la
sacarificacion, la coagulacion de proteinas durante la ebullicion, el amargor es mas
astringente por mayor extraccion de taninos (polifenoles). Por esto, muchas veces el

agua es tratada para lograr bajar el pH mediante la adicion de sulfato de calcio.

b. Malta: La malta, se obtiene a partir de granos de cebada, sometidos a germinacion y
deshidratacion, tostado en condiciones tecnoldgicas adecuadas. El proceso de malteado
es imprescindible ya que la cebada no se puede utilizar directamente en la produccion
de cerveza, al no tener desarrollado el sistema enzimatico encargado de transformar el
almidon en azlcares. Este proceso se realiza en las malterias o en las mismas
instalaciones de la cervecera. La malta contiene las enzimas necesarias para hidrolizar
los hidratos de carbono necesario para la obtencion del mosto y es la materia prima

fundamental en la fabricacion de la cerveza (Kunze, 2006).
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C.

Lupulo: El lapulo se obtiene a partir de los conos maduros de la flor femenina de la
planta Humulus lupulus una planta trepadora de la familia cannabis, este se agrega al
mosto como extracto o productos secados en dosis que varian en funcion del sabor y
aroma final deseados para la cerveza (Garibay Garcia y Lopez-Munguia Canales,
1993).

Segtin Boldi Gonzales (2011), desde el punto de vista cervecero, la composicion del
lupulo es muy importante para la calidad de la cerveza y esta dada por:

(a) Sustancias amargas, son el 18,5 por ciento de la composicion del Iupulo, y son los
compuestos quimicos denominados alfa-acidos y beta-acidos, que a su vez estan
formados por distintos compuestos. De estas dos fracciones forman parte las
humulonas, que al isomerizarse mediante ebullicion o por dlcalis, forman
isohumulonas, sustancias que confieren el caracter amargo a la cerveza. Las sustancias
amargas ademas de su importancia sensorial en la cerveza, tienen un efecto antiséptico
para el crecimiento de microorganismos e influyen positivamente en la estabilidad de la
espuma de la cerveza. (b) Los aceites son el 0,5 por ciento de la composicion del
lupulo, y esta fraccion la componen mas de 200 compuestos. Son producidos por las
bracteas y son responsables del aroma. Son volatiles y durante la ebullicion se eliminan
las mas hidrosolubles. (¢) Los polifenoles son el 3,5 por ciento de la composicion del
lupulo. (d) La fraccion proteica o compuestos nitrogenados en el lupulo varia de un 12
a 20 por ciento y aproximadamente de un 30 a 50 por ciento queda en el mosto. (e)

Sustancias inorganicas, 8 por ciento de la composicion del lupulo.

Levadura: El metabolismo de la levadura, tiene una gran influencia sobre ¢l sabor y el
caracter de la cerveza, es importante el conocimiento de las substancias contenidas en
la levadura, de su metabolismo y reproduccion. Las levaduras se preparan en los
laboratorios de las propias fabricas a partir de cepas seleccionadas, y pueden

reutilizarse en el proceso cervecero, varias veces (Kunze, 2000).

Adjuntos: Son granos de cereales de maiz, arroz, trigo, cebada, azicar, azicar de
maiz, avena, quinua, entre otros, que se pueden afadir a la malta para aumentar su
contenido en almidon y porcentaje de azucares fermentables. Se afiaden en menor o
mayor cantidad dependiendo de la calidad de la malta y de las caracteristicas del tipo

de cerveza que se desea obtener.
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2.5.2 Etapas

Segun el Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura(IICA) y Agencia
Espafiola de Cooperacion Internacional (AECI)., 1999, el flujo de elaboracion de malta en

una malteria y de la elaboracion cerveza en una fabrica se muestran en la Figura 13.
2.5.2.1 Elaboracion de malta

La elaboracion de malta o malteado es el primer paso en la elaboracion de cerveza y es el
proceso por cual se obtiene la materia prima principal, la malta. Basicamente es la
germinacion controlada de un cereal, seguida por la interrupcion de este proceso natural,
secando el grano por medio de calor. Durante la produccion de malta son muchos los
pardmetros que deben ser controlados, variaciones de estos parametros logran las llamadas
maltas especiales, necesarias para la elaboracion de distintos tipos de cervezas, por sus
colores y sabores caracteristicos ademas de cuerpo, palatabilidad, estabilidad de espuma,

entre otras cualidades (Gigliarelli, 2013).

Segun Kunze (2006) el proceso, consta de los siguientes pasos:

a. Recepcion: El cereal llega a las instalaciones de las malterias en donde es almacenada
en condiciones adecuadas de acuerdo a su origen, variedad y proteinas. Si la cebada
cumple con los requisitos minimos para el malteo, se recepciona y se limpia en varias
etapas, eliminando todo aquello que no sea cereal como tallos, madera, metal, piedras,
otros granos o granos partidos, etc.

b. Remojo: Para poder activar las enzimas utiles para el malteado es necesario hidratar el
grano llevando su humedad a un 35 a 46 por ciento. Para hidratar la cebada se la
remoja por inmersion en agua a unos 15 °C, cuando la humedad es adecuada comienza
el proceso germinativo y la demanda de oxigeno aumenta asi como la emision de
didxido de carbono. Para que el embrion no se ahogue se debe airear perfectamente el
agua de remojo para oxigenarla. Una vez que la hidratacion llega al nivel buscado se
drena toda el agua y comienza la etapa de "descanso" o etapa de aire, que puede durar
entre dos y tres dias. Aqui la correcta ventilacion evita las altas concentraciones de

COas.
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Figura 13: (a) diagrama de flujo de elaboracion de malta en una Malteria y (b).
Diagrama de flujo de elaboracion de cerveza en una cerveceria.
FUENTE: IICA & AECI, 1999; pag. 17 y 24.
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c. Germinacion: El embrion comienza su desarrollo hacia el final de la etapa de descanso
y necesitara nutrientes para seguir creciendo. Estos se encuentran en el endospermo.
Las proteinas se descomponen en aminoacidos, las paredes de las células de almidon en
beta-glucanos de bajo peso molecular y parte del almidén (s6lo ocho a diez por ciento)
en azlcares mas simples. A este proceso se lo conoce como "Modificacion" o
"Desagregacion”. La modificacion continuara luego cuando el maestro cervecero
utilice la malta en el proceso de maceracion que reactiva la conversion enzimatica
transformando el resto del almidén soluble en los azucares simples que serviran de

alimento para las levaduras durante la fermentacion.

Segun Vincent et al., (2006), las proteasas hidrolizan las proteinas de la malta, dando
como resultado la formacion de péptidos y aminoacidos, que mas adelante, durante la
fermentacion 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
amilopectina 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 amilopectina en diferentes puntos

del polimero.

d. Secado: Una vez que la modificacion dentro del grano sea la suficiente, se interrumpe
el proceso aplicando calor, secando la malta verde para convertirla en malta estable
capaz de ser almacenada en forma segura. Durante el secado, ademas de disminuir el
contenido de agua y de detener la modificacion del grano se forman componentes de
aroma, sabor y color. Normalmente las temperaturas de secado para maltas tipo lager
son de 55 a 70 °C y de 60 a 95 °C para maltas tipo ale. Finalmente se realiza la
fragmentacion de los granos tostados para obtener la malta en polvo (Varnam y
Sutherland, 1997).

e. Desbrotado: Finalizado el horneado la malta se pasa a través de una maquina que
extraera todas las raicillas y el tallo que han emergido durante la germinacion y con las
cuales se genera un subproducto que se vende normalmente como alimento animal por
su contenido proteinico que es mas alto por peso que el de la cebada original. La malta
entonces se pone en el almacén por un periodo especificado antes de ser analizada y

posteriormente enviada al cliente.
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2.5.2.2 Elaboracién del mosto

La produccion del mosto, segin Food Science And Technology (2006), consiste de las

siguientes etapas:

a. Molienda: Si bien el primer proceso en la produccion de cerveza es el malteado,

cuando hablamos de la elaboracion de un lote podemos decir que la molienda es el
primer paso a realizar. En todas las cervecerias industriales y microcervecerias se
comienza con este proceso. La importancia de la molienda radica en que de ella
depende la eficiencia en la extraccion de los azlcares atrapados en el grano, influye
también en el filtrado del mosto durante el recirculado y lavado del grano.
El proceso reduce el endospermo a particulas mas pequefias tratando de mantener la
cascara intacta. Cuanto mas chico se parta el grano mas superficie del mismo se expone
a la accion de las enzimas encargadas de transformar el almidon y mas eficiente serd la
extraccion de los azlcares.

b. Maceracion: consiste basicamente en someter una mezcla de agua y granos a una serie
de descansos a diferentes temperaturas, que deberan ser sostenidos durante un tiempo
especifico. Estas tres variables (relacion agua/grano, tiempo y temperatura) se
determinan al momento de planear una receta y varian dependiendo de los ingredientes
usados, de los métodos de elaboracion y del perfil que el maestro cervecero quiera
darle a su cerveza. En la maceracion, son las enzimas, las que realizan todo el trabajo.
Tanto la temperatura como el pH son factores importantes para el accionar de las
enzimas. Cada una, logra su maxima accién a una temperatura y a un pH determinado,
valores que llamamos Optimos. Las enzimas que se activan o se generan durante el
malteo se encargaran luego de la acidificacion del mosto, de la degradacion de
proteinas y fundamentalmente de la conversion del almidén en azucares mas simples
que puedan ser utilizados por las levaduras.

c. Cocimiento: Es el proceso de exponer al mosto a una fuente de calor hasta que alcance
una ebullicion constante y se mantiene bajo estas condiciones por 60 y 120 minutos. Lo
que se busca en esta etapa es la remocion de compuestos volatiles indeseados, la
isomerizacion de los acidos del lapulo, la desnaturalizacion y floculacion de proteinas,
la esterilizacion, la inactivacion enzimatica, la concentracion del mosto, y ademas es

aqui donde se definen el color y algunos sabores y aromas especificos.
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Antes de pasar al fermentador se deben separar del mosto lo que se conoce como
“Trub” que son floculos formado por proteinas/polifenoles, materiales ricos en lipidos,
componentes insolubles del Iupulo, etc., que coagulan durante el cocimiento.
Inmediatamente después de esto, se enfria el mosto en el menor tiempo posible hasta

llevarlo a la temperatura adecuada de inoculacion.

Durante el enfriado comienza la formacion de otro tipo de materia insoluble (trubs
frios) que continuara ain durante la fermentacion. Al separar los trubs se eliminan
sustancias indeseables, amargas; se mejora la estabilidad fisica y la eficiencia de
extracto, sin embargo, muchos cerveceros permiten que el trub permanezca en el
fermentador, porque se ha demostrado que produce fermentaciones mas vigorosas,
gracias a los nutrientes que se concentran en ¢l. Una vez clarificado y enfriado el mosto

esta listo para pasar al fermentador.

Segun Bamforth (2003), el mosto influye directamente en la calidad de la cerveza, a
través de sus componentes en el producto, ya que determina el color, la claridad, la
espuma, la seguridad, la salubridad y algunos aspectos clave del sabor, ademas tiene
impacto en el rendimiento de la levadura. Las fuentes de variabilidad en la
composicion del mosto puede deberse a las variaciones en la composicion del agua, del
grano para moler y de condiciones de las salas de coccion. El primero se regula con
mayor facilidad, a través de tratamientos de agua para cumplir los protocolos, el resto
se debe cumplir segiin las recetas y normas establecidas para las moliendas, el
malteado y cocimiento. Ya que en esta parte el mosto adquiriera las condiciones para

servir como nutriente a la levadura.

El mosto adquiere su color durante la fase de maceracion y hervido en el cocimiento,
siendo el resultado de una combinacion de varios factores. Entre ellos la reaccion de
caramelizacion y Maillard (también conocida como glucosilacion o glicacion no

enzimatica de proteinas).

La caramelizacion en si es otro conjunto de reacciones producidas por efecto del calor
que ocurre cuando los azlicares son calentados sobre su punto de fusion, donde, en
condiciones dacidas, condensaciones, arreglos y ciclaciones de aldosas y cetosas

originan furfural y otros compuestos aromaticos (Barreiro y Sandoval, 2006).
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Este proceso se basa en un conjunto complejo de reacciones quimicas que se producen
entre las proteinas (grupo amino [-NH2]) y los aztcares reductores (grupo carbonilo [-
CO]). Durante este proceso los azucares como la maltosa y la glucosa se combinan con
los aminoacidos, que en su mayoria provienen de la malta y en menor medida de los
lupulos, reaccionando y formando melanoidina, compuesto responsable del

oscurecimiento del mosto (Kunze, 2006).

En la reaccion de Maillard se distinguen tres etapas: inicialmente se produce la
asociacion del azicar con la proteina, formando un compuesto denominado base de
Schiff; la estructura de este compuesto se reordena hacia una forma mas estable,
denominada producto de Amadori. Este posteriormente sufre una serie de complejas
transformaciones que conducen a la formacion de compuestos generalmente coloreados

y/o fluorescentes (Mardones Ortega, 2012).

2.5.2.3 Fermentacion y maduracion

Segun Kunze (2006), una vez obtenido el mosto, este es aircado de manera estéril, e
inoculado con de levadura para que inicie la fermentacion. En la elaboracion industrial de
la cerveza se diferencian dos tipos de fermentacion: fermentacion alta, en la elaboracion de
cerveza tipo “Ale” y fermentacion baja, en la elaboracion de cerveza tipo “Lager”. Estas
fermentaciones operan bajo condiciones de cepas, tiempo y temperatura diferentes, sin

embargo en ambas tipos se lleva a cabo en dos etapas; la fermentacion y maduracion.
Para la elaboracion de la cerveza tipo Lager, se consideran las siguientes etapas:

a. Fermentacion Primaria: La fermentacion primaria se inicia cuando las levaduras son
introducidas en el mosto aireado, esta cerveza se denomina “Cerveza verde”. En la
fermentacion primaria se dan las siguiente etapas:

La fase de adaptacion o latencia, en donde las levaduras acumulan sus reversas de
glicogeno y la fase de crecimiento, designada a menudo como la fase de la respiracion,
donde, las células de la levadura utilizan el oxigeno en el mosto para oxidar una
variedad de compuestos acidos, dando por resultado una baja significativa en el pH,

acidificando el mosto.
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b. Fermentacion Secundaria: En la fermentacion secundaria, se da lugar la fase de
fermentacion y sedimentacion, estas siguen rapidamente a la fase de crecimiento, en el
cual las levaduras han agotado la fuente del oxigeno, y da inicio a un proceso
caracterizado por la reduccion de la densidad del mosto y la produccion del dioxido de
carbono, etanol, y los sabores de la cerveza, durante esa fase, la levadura estd en
suspension, permitiéndose la dispersion y el contacto méximo con el mosto, esta fase
provoca el aumento del contenido de alcohol y el agotamiento de los azlcares y
nutrientes, que origina que la levadura comience a flocular y sedimentar en el fondo del
fermentador, proceso conocido como fase de sedimentacion (cervezas tipo Lager) en
esta etapa se produce la maduracion del aroma y sabor de la cerveza.

c. Maduracion o “Lagering” de la cerveza: La etapa de maduracion se lleva a cabo
cuando se ha alcanzado el extracto final deseable, los tanques se enfrian a temperaturas
de refrigeracion de -1 °C a 5 °C, durante este tiempo la levadura flocula y sedimenta. Al
finalizar la fermentacion principal, la cerveza estd muy turbia. Esta turbidez es debida
principalmente al contenido de la levadura en suspension y al velo producido por las
micelas coloidales y las proteinas. Durante el tiempo de maduracion estas precipitan y
se depositan en el fondo del tanque, originandose la clarificacion, en la tGltima fase de
la guarda, esto favorece la filtracion de la cerveza y la estabilidad coloidal de la misma.
Otra de las finalidades de la maduracion tradicional es lograr la carbonatacion de la

cerveza hasta alcanzar los niveles de anhidrido carbonico deseados en el producto final.
2.5.2.4 Filtracion, envasado y almacenamiento

Segiin Kunze (2006), luego del proceso de maduracion, la cerveza se filtra eliminando
hasta el maximo las materias insolubles, como levadura o proteinas coaguladas que puedan
contener. Una vez filtrada la cerveza, viene el proceso de carbonatacion que consiste en
una inyeccion de gas carbonico cuyo contenido es el necesario para que la cerveza
produzca una buena formacion de espuma. La cerveza saliente de los filtros y carbonatada,

se recibe en los tanques de almacenamiento, para su posterior envasado.

El envasado se realiza bajo las mejores condiciones asépticas posibles, con la menor
agitacion para eliminar la pérdida de gas carbonico, sin aumento de temperatura y sin

inyeccion de aire (Figura 14).
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Las botellas de envase, se lavan y esterilizan antes de ser utilizadas, luego de ser llenadas
estas pasan por puntos de control de inspeccion que aseguran su calidad, posteriormente se
pasteuriza, para garantizar su conservacion. La pasteurizacion se lleva a cabo a 60 °C
durante un corto tiempo, con el objeto de eliminar residuos de levadura que pueden haber

pasado en la filtracion y finalmente es envasada y paletizado para su despacho.

Figura 14: Envasado de cerveza con sistema de llenado automatico “Sensometic Vpvi”
FUENTE: Tomado de Hans, 2009, pag. 295.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION DE LA ETAPA EXPERIMENTAL

La investigacion se desarrollo en la planta Cervecera ANPAY Peru S.A, ubicada en la Av.
Chacra Cerro N° 325, Comas. La parte experimental y los andlisis se realizaron en el
Laboratorio de control de calidad de la misma empresa entre los meses de febrero a

octubre del afno 2013.
3.2 OBTENCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

3.2.1 Obtencion de la cepa

La cepa utilizada fue la TUM 34/70 Lote N°:1212-29 Saccharomyces pastorianus ssp.
carlsbergensis, levadura de fermentacion baja para la elaboracion de cerveza, proveniente
de la Universidad Técnica de Munich, del Centro de Investigacion Weihenstephan para la
elaboracion de cerveza y calidad de los alimentos, Alemania., conservada en el laboratorio

de control de calidad de la planta Cervecera ANPAY Peru S.A.(ANEXO 2).

3.2.2 Obtencion y preparacion del mosto a fermentar

Se utilizé parte del mosto elaborado en la planta Cervecera ANPAY Peru S.A, proveniente
de un cocimiento de malta, lapulo y maiz, realizado el dia 06 de marzo del 2013(N°8) para
la produccion de cerveza. El mosto frio fue recolectado separando el “Trub”, y midiendo
las cantidades necesarias a utilizar en los starters y lotes de fermentacion. Todas las
muestras fueron esterilizadas a 121 °C por 15 minutos, se esterilizdo el mismo dia de
producido el mosto, para evitar posibles contaminaciones y que el grado de atenuacion de
la muestra baje, no por la levadura si no por alguna contaminacion exterior, de esta manera
todas las muestras fueron homogéneas. Al finalizar, las muestras se almacenaron en una

camara de frio a 0 °C hasta su respectivo uso.



3.3 MATERIALES Y EQUIPOS

3.3.1 Materiales

Los materiales utilizados en la etapa experimental fueron los siguientes:

e Tubos de ensayo con tapa rosca de 16 x 150 mm.
e Gradilla de pléastico.

e Algodon

e Guantes descartables estériles, mascarillas descartables, gorras descartables.
e Rollo de papel aluminio

e Asa de siembra estéril.

e Agua destilada estéril.

e Alcohol de 70 ° y 96 °.

e Matraz Erlenmeyer de 100 ml, 250 ml, 11 estéril.
e Imanesde5cmx 1cm.

e Termometro.

e (Cémara de conteo de Neubauer

e Micropipetas de 200 ul. y 1000 ul.

e Puntas de Tips estériles, para micropipeta.

e Gotero con azul de metileno

e Frascos estériles de 500ml.

e Placas descartables estériles.

e Jarra anaerobica de 2.5 L

e Tiras de anerotest.

e Sobres de Anaerocult A

e Sobres de Anaerocult C

e Filtro de Membrana Millipore de 0.45 um.

e Tubos de centrifuga, capacidad de 25 ml.

3.3.2 Medios de cultivo

e Agar Lysina.
e Agar NBB o Agar Bier
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e Agar kristal Violet

e Agar M.R.S- Man, Rogosa y Sharpe
e Agar Mosto.

e Agar Plate count.

e Agar Cromocult para coliformes.

3.3.3 Equipos

e Refrigeradorade 2 a4 °C

e Autoclave Vertical.

e 2 Agitadores Magnéticos Marca IKA C-MAG HS7.

e (Cabina de Flujo Laminar

e Mechero Bunsen con conexion a gas.

e Microscopio Optico Marca Olympus CX31

e Espectrofotometro, Marca Spectrumlab 752s uvvis spectrophptometer.
e Estufa de Incubacién a 37 °C, 45 °C.

e Horno de Esterilizacion a 181 °C.

e Equipo Alcolyzer Pluz Beer - Anton Paar.

e Equipo pH-Meter, Marca Crison BASIC 2.

e Refractometro, Atago 5000a

e Centrifuga, Marca Hettich Zentrifugen, Modelo Rotofix 32%.

3.4 METODOS DE PREPARACION DE LOS STARTER

La presente tesis tiene como objetivo, evaluar dos formas de cultivo de levaduras, el “Re-
pitching”; y la propagacion desde un cultivo puro, utilizadas comunmente en la
claboracion de cerveza tipo lager, estas dos formas de cultivo, fueron representadas en los
Meétodos N°1 y N°2, y esquematizas en las Figuras 15 y 16. Estos métodos de preparacion
de los Starters, escalamiento y produccion de cerveza, estan basados en condiciones reales
de una planta cervecera, desde el inicio en laboratorio hasta la produccion de cerveza en
planta, para esta Ultima fase se acondiciono un reciente para darle las condiciones
deseadas. Se evaluo la estabilidad de los “Starter” obtenidos con los cultivos, durante tres
cultivos consecutivos, midiendo su viabilidad y vitalidad de levaduras para producir

cerveza.
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3.4.1. Preparacion de las cepas de trabajo y stock

Las cepas de trabajo, se prepararan a partir de la cepa madre o comercial, TUM 34/70 Lote

N°:1212-29 Saccharomyces pastorianus ssp. carlsbergensis, proveniente de Alemania.

Se realizd repiques sucesivos en tubos inclinados con agar mosto, bajo condiciones
estériles, con la finalidad de reactivar la cepa, los tubos obtenidos fueron incubados a 20
°C por siete dias, de los quince tubos sembrados se escogieron cinco, los que mostraron un
mejor desarrollo morfologico de las colonias, de estas se tomaron dos para iniciar los
Starters, con ambos métodos. Uno primer tubo dio inicio al método N°1 y el otro dio inicio
al método N°2, el resto de tubos fue conservado en refrigeracion a una temperatura de 2 °C
a 4 °C, para su uso en los posteriores meses, con el método N°2, a estos tubos se le

denomina cepa stock.
3.4.2 Escalamiento de propagacion de los Starters

En este trabajo, el escalamiento de propagacion, se realizo a partir de la cepa de trabajo,
con volumenes crecientes de mosto estéril de 10 ml, 100 ml y 1 L, preparados en matraces

(Fotos en el ANEXO 3).

En el método N°1, el escalamiento se inici6 a partir de la cepa de trabajo, del cual se
tomaron dos asadas, y se colocaron en el matraz de 10 ml, este se llevo a agitacion
constante (100 rpm) por un dia a temperatura ambiente. Para luego ser transvasado al
matraz de 100 ml, y agitado por dos dias a temperatura ambiente, finalmente se transvaso
al matraz de un litro bajo las mismas condiciones anteriores. Terminado asi la fase de
preparacion del starter, luego este estarter se utilizd para la fermentacion del lote
denominado “0”, al finalizar la fermentacion primaria, se separaran las levaduras que
sedimentaran en el fondo del fermentador y se centrifugaran a 1500 rpm por 15 minutos,
este nuevo inoculo fue conservado a 2 °C a 4 °C, por un maximo de 12 horas, para

posteriormente iniciar un nuevo escalamiento y fermentacion del siguiente lote.

En el método N°2 el Starter obtenido fue utilizado para la fermentacion del lote
denominado “N 1”. Los lotes siguientes fueron obtenidos con el mismo proceso de

escalamiento, y cepa de trabajo correspondiente.
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3.4.3 Fermentacion de lotes

El lote de fermentacion const6 de diez litros de mosto estéril, en un recipiente cilindrico de
veinte litros de capacidad, que se acondiciond el ingreso de aire estéril con filtro de
membrana Millipore de 0.45 pm, se colocd un tubo de salida de CO», y se mantuvo en

agitacion constante (Fotos en el ANEXO 4).

La fermentacion se llevo a cabo por siete dias a 15 °C, en ambiente controlado de la sala de
propagacion de levaduras de la empresa Anpay Pera S.A. finalizado estos dias, se decanto
el contenido a un recipiente ambar estéril de cinco litros de capacidad. Para el método N°1,
las levaduras sedimentadas en el fondo del fermentador se recogieron y se utilizaron para
una nueva propagacion, volviéndose a iniciar con esta nueva cepa toda la preparacion del
nuevo inoculo o starter. Para el método N°2, las levaduras sedimentadas fueron

descartadas.

La maduracion se llevo a cabo por 15 dias a una temperatura de 0 a 2 °C, en camara de

refrigeracion de la sala de levaduras de la empresa Anpay Peru S.A.
3.4.4 Cerveza final

Al finalizar la etapa de maduracion, la cerveza obtenida fue filtrada con tierra diatomea y

se analizaron sus caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas (Fotos en el ANEXO 5).

3.5 METODOLOGIA DE ANALISIS

3.5.1 Determinacioén de la calidad del Mosto

El mosto utilizado para preparar todos los Starters y los Bach de fermentacion provinieron
del cocimiento N°8-2013 de la empresa Anpay Peru S.A. Este se elabor6 con, malta, maiz,
lapulo en extracto, lipulo en pellets y cloruro de calcio. La calidad de este mosto se evalud
con respecto a la norma interna de control de calidad de la empresa Anpay, y fue

determinada por la caracterizacion fisicoquimica, microbiologica y estabilidad del mosto.
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3.5.1.1 Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacion fisicoquimica se realizo en el mosto proveniente del cocimiento y en el
mosto esterilizado en autoclave. La esterilizacion en autoclave se realizo a una temperatura
de 121,5 °C y a una presion de 1 kg/cm?, por 15 minutos, tiempo requerido para la

destruccion de la mayoria de bacterias.

Los datos de la caracterizacion fisicoquimica del mosto, sera proporcionada por el area de
fisicoquimica de control de calidad, de la empresa Anpay Pera S.A. los analisis, fueron
realizados segun los métodos analiticos de MEBAK (1999). Los analisis realizados fueron
de: Extracto original (grados plato, ° P ), pH, color (°SRM), amargo (U.A), sulfatos (ppm),
calcio (ppm), cloruros (ppm), prueba de yodo, acidez (% de acido lactico), polifenoles

(ppm), porcentaje de alcohol, azucares reductores, y F.A.N (Nitrégeno amino libre).
3.5.1.2 Caracterizacion microbiologica

La caracterizaciéon microbiologica se realiz6 en la muestra del mosto esterilizado por
autoclave y mosto recolectado. En la caracterizacion microbiologica se determind la
presencia de mohos, bacterias mesoéfilas aerobias, Pediococcus sp., Lactobacillus sp.,
levaduras silvestres no Saccharomyces y levaduras silvestres tipo Saccharomyces segun el

método de recuento en placa Segun ICMSF (2000).

a. Método de recuento en placa: La poblacion microbiana se determina por el recuento
de las colonias sembradas por vertido en placa de una muestra. El procedimiento
consiste en tomar 1 ml de la muestra y adicionar en placas Petri estériles, por
duplicado. Posteriormente, se agrega de 12 a 15 ml de agar fundido a 45 °C, el agar
utilizado sera segun el tipo de microorganismo a determinar. Estas placas se colocan de
forma invertida en la incubadora, a una temperatura de incubacion que dependera del
medio de cultivo y del microorganismo a determinar.

El medio de cultivo utilizado y las condiciones de incubacion se detallan a

continuacion:
e Determinacion de bacterias Mesofilas aerobias viables: se utilizo agar Plate
Count (PC) temperado a 45 °C, las muestras se incubaron a 27 °C, por dos dias

en condiciones de aerobiosis.
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e Determinacion de Pediococcus sp: se utilizd agar Nocive Brewers Bacteria
(NBB-A) temperado a 45 °C, las muestras se incubaron a 37 °C, por cuatro dias
en condiciones de anaerobiosis (MEBAK, 2000).

e Determinacion de Lactobacillus sp.: se utilizdo agar Manitol-Rogosa-Sharpe
(MRS) temperado a 45 °C, las muestras se incubaron a 37 °C, por cuatro dias
en condiciones micro aerdbicas con cinco por ciento de CO», esta condicion se
consiguid colocando un sobre de Anaerocult C, en una jarra de anaerobiosis
junto a las placas (MEBAK, 2000).

e Determinacion de levaduras y Mohos: se utilizdo agar Mosto, temperado a 45
°C, las muestras se incubaron por cinco dias en condiciones aerdbicas a 25 °C
(MEBAK, 2000).

e Determinacion de levaduras silvestres no Saccharomyces sp.: se utilizo Agar
Lysina, temperado a 45 °C, las muestras se incubaron por cinco dias en
condiciones de aerobiosis a 25 °C (MEBAK, 2000).

e Determinacion de levaduras silvestres tipo Saccharomyces sp.: se utilizd Agar
Cristal Violeta temperado a 45 °C, las muestras se incubaron por cinco dias en

condiciones aerobicas a 25 °C (MEBAK, 2000).

3.5.1.3 Andlisis de la estabilidad del Mosto

Para determinar la estabilidad del mosto de cerveza, se utilizoé la metodologia descrita en el
MEBAK (1999), el procedimiento consistio en recolectar en forma aséptica una muestra de
mosto frio proveniente del cocimiento, en una botella de vidrio estéril con cerrado
hermético. Esta botella se incub6 por cinco dias en estufa a una temperatura de 25 + 2 °C,
al quinto dia se destapo la botella y se examino visualmente detectando presencia de gas,
turbidez, sedimentos, cambio de olor y color. El resultado se expres6 como negativo o

positivo.
3.5.2 Determinacioén de la viabilidad

La viabilidad fue determinada por el recuento en camara de Neubauer, utilizandose el
método de tincion de azul de metileno para determinar el porcentaje de viabilidad y células

muertas.
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a. Recuento en camara de Neubauer: Se prepararon las muestras, hasta una dilucion de
1:10, la camara de Neubauer se limpi6 con alcohol y se dejo secar antes de su uso. El
procedimiento de analisis consistid en tomar 1 ml de la muestra, que se diluyd y
homogenizd, para luego colocarlo sobre la camara de Neubauer de manera uniforme,
evitando la formacion de burbujas, el recuento se realizd en el microscopio con
aumento de 100 a 500X, los resultados se expresaron en millones de células de

levadura por mililitro. Para el céalculo se utiliz6 la siguiente formula (MEBAK, 2000).
Concentracion (Levaduras/ml) = Lev. Total x F x 10*

Donde;
Concentracion = Concentracion de levaduras por mililitro de muestra.
Lev. Total = Numero total de levaduras en los 25 cuadrantes del area demarcada.

F = factor de dilucion.

b. Tinciéon con azul de metileno: Este tinte es un colorante cationico, Cloruro de
metilonina, el cual cambia de color debido a una reaccion de oxido-reduccion, las
células de levaduras tienen la actividad reductora, y pueden transformar el azul de
metileno en su derivado incoloro, mientras que las células de levadura muertas ya no

tienen la capacidad, por tanto estas se tifien de azul (Gonzales Juarez, 2000).

El procedimiento, se realizdo tomando un tubo de ensayo con 9 ml. de agua destilada
estéril en donde se agregd 1 ml de la muestra a analizar, agregandose unas gotas de
azul de metileno diluida al 1%, se homogenizo y se esper6 unos minutos antes de
colocar la suspension en la camara de conteo Neubauer y llevarlo al microscopio.

Se determiné el nimero total de células presentes vivas y muertas, las células vivas son
las que no absorben el colorante, y se vieron transparentes. Las células muertas son las
que absorben el colorante y se tifieron de azul. Se realiz6 una lista de células vivas y
muertas y a partir de aqui se calculd el porcentaje de viabilidad a través de la siguiente
ecuacion (MEBAK, 2000).

% Muertas; Concentracion de células tefiidas X 100
(Concentracién de levaduras + Concentracion de células tefiidas)

% Viabilidad = 100 - % Muertas
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Donde;

Concentracion de células tenidas = Es la suma de todas las células tefiidas de azul en

los 25 cuadrantes de la camara de Neubauer, por el factor de dilucion y por 10*,

Concentracion de levaduras = Es el recuento de todas las células sin tefiir en los 25
cuadrantes de la camara de Neubauer, por el factor de dilucién y por 10%,
% Muertas = porcentaje de células muertas en la muestra tomada.

% Viabilidad = porcentaje de células vivas en la muestra tomada.

3.5.3 Determinacioén de la vitalidad

Se determinara a través de la actividad de la fermentacion y/o capacidad fermentativa que
tendra el Starter, con los analisis del grado de fermentacion, extracto original, extracto
aparente y grado de alcohol. La determinacion se realiz6 a través del equipo Alcolyzer

Beer, que se encuentra en el laboratorio de control de calidad (ANEXO 6).

La determinacion de todos estos parametros se realizaran de manera diaria y en forma
aséptica, al finalizar el escalamiento, durante el proceso de fermentacion y al finalizar la

maduracion.

Los analisis se realizaron segun el procedimiento propuesto por Anton Paar (2010) y
MEBAK (2000):

a. Las muestras de mosto en fermentacion, fueron filtradas a través de un filtro
watman # 41 con tierra de diatomeas. A La muestra obtenida, se le introdujo la
manguera de conexion del equipo para proceder a la medicion.

b. El equipo se estabiliza a 20 °C, para luego inyectar la muestra (en el caso de
formacion de burbuja, la muestra se elimina y se toma una nueva muestra, hasta
quedar estable en el equipo).

c. En el display del equipo aparece la densidad (g/ml) de la muestra, esta se registr6 y
se introdujo en la otra pantalla del equipo Alcolyzer.

d. Finalmente en el display de la pantalla aparecera los siguientes datos: Grado de
alcohol % v/v, extracto original, extracto aparente, extracto real, porcentaje de
fermentacion o ADF (Atenuacion aparente de fermentacion), densidad y peso

especifico de la muestra, todos los datos se registran
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3.5.4 Determinacioén de la calidad de la cerveza obtenida

La determinacion de la calidad de la cerveza final obtenida en los dos métodos de
preparacion del Starter, se realizdO mediante la caracterizacion fisicoquimica y
microbiologica de la cerveza final. Un buen starter debe de producir una cerveza con un

perfil equilibrado sensorial sin aromas inapropiados.
3.5.4.1 Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacion fisicoquimica de la cerveza, fue proporcionada por los analisis, del area
de fisicoquimica de la empresa Anpay Pert S.A., tuvo como datos los resultados del
analisis de extracto original (Grados plato), pH, amargor (U.A) y porcentaje de alcohol,

segun los métodos analiticos para cerveza (MEBAK, 1999).
3.5.4.2 Caracterizacion microbioldgica

La caracterizacion microbioldgica de la cerveza final obtenida, fue determinado por la
identificacion de la presencia de mohos, bacterias mesofilas aerobias, Pediococcus sp.
Lactobacillus sp, levaduras silvestres no Saccharomyces y levaduras silvestres tipo

Saccharomyces segtin el método de filtracion por membrana.

a. Método de filtracién por membrana: La técnica de filtracion por membrana se basa
en hacer pasar la muestra a través de un filtro de membrana microporosa, en cuya
superficie quedan retenidos los microorganismos. Se utilizaron membranas con un
tamafio de poro de 0.45 micras (ICMSF, 2000). El procedimiento consistio en tomar
con una pinza los filtros de membrana estéril y colocarlos sobre el sistema de filtracion
de membrana. Posteriormente se agrega 100 ml de muestra sobre el embudo, se
enciende la bomba de vacio hasta que pase todo el contenido. Finalmente los filtros de
membrana se retiran con pinzas estériles y se coloca sobre la placa con agar. Estas

placas fueron incubadas a temperatura adecuada segun los medios de cultivo a utilizar.
Los medios de cultivo y condiciones de incubacion utilizados se realizaron segun

MEBAK (2000), y son los mismos que se utilizaron en el método de recuento en placa,

anteriormente mencionados.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 DETERMINACION DE LA CALIDAD DEL MOSTO

A continuacion se muestra los resultados de la caracterizacion fisicoquimica,

microbiologica y estabilidad.
4.1.1 Caracterizacion Fisicoquimica del mosto

Los datos fisicoquimicos del mosto, fueron proporcionados por el area de Fisicoquimica de

control de Calidad de la empresa Anpay Perti (ANEXO 7) y se muestran en la Tabla 6.

Se comparo y evalud el mosto proveniente del cocimiento y también el mosto luego de la
esterilizacion por autoclave. Los parametros fisicoquimicos de calidad del mosto nos
indican, si el mosto tuvo una buena elaboracion y cumplié con los tiempos y reposos del
cocimiento, asi como también la calidad de los insumos utilizado, especialmente de la

calidad de malta.

En todos los ensayos se utiliz6 un solo mosto proveniente de un cocimiento, para evitar la
variacion en la composicion del mosto de lote a lote, ya que diversos estudios como el de
Taidi et al.,( 2003) indican que la composicion del mosto afecta la fisiologia de la levadura

y que debido a la variabilidad de los mostos es dificil el estudio de su comportamiento.

Segun la Norma de control de calidad, todos los parametros deben de ser considerados en
conjunto y no individualmente, La interpretacion de la hoja técnica, indica que el mosto
antes y después de la esterilizacion por autoclave cumple con los estandares de calidad, y
se considera un mosto con caracteristicas Optimas para la produccién de una buena

cerveza.

Para determinar si existe alguna diferencia entre el mosto esterilizado y no esterilizado, se
realiz6 el analisis estadistico de la prueba de Mann Whitney para muestras pareadas, y se
obtuvo un p-valué de 1, lo que indica que no hay diferencias significativas, entre ambos

mostos.



Tabla 6: Resultados de la caracterizacion fisicoquimica del mosto

Mosto después de

Parametros Unidades Mosto Esterilizacion
Ext. Original °P 14,93 15,01
pH - 5,58 5,15
Color SRM 3,7 6,5
Amargo UA. 274 28,9
Sulfatos ppm 92 91
Calcio ppm 36 35
Cloruros ppm 262 260
Reaccion al yodo - Negativo. Negativo.
Acidez % Ac. Lactico 0,22 0,27
Polifenoles ppm 207 205
Azucares % 9,7 9,0

reductores
F.AN. ppm 232 230

Sin embargo, el color esta fuera de norma para una cerveza tipo lager, caracterizada por ser
de color dorado y claro, la norma para color es menor a 4 SRM, y el color del mosto
después de la esterilizacion es de 6,5 SRM, esto nos da una idea del color que tendra

nuestra cerveza final, en este caso se obtendrad una cerveza de color cobrizo caramelo.

Para la produccion del starter la variacion de color no representaria un problema, pero para
una produccion comercial en donde se necesita mantener un mismo color entre Bach y
Bach, se suelen utilizar agentes colorantes, entre otras técnicas, para mantener un color

uniforme en todas las producciones.

La esterilizacion en autoclave provoco un cambio de color en el mosto debido a la sobre
exposicion al calor. El proceso de esterilizacion provoco que se dieran nuevamente las
reacciones de Maillard y caramelizacion, por la alta temperatura a la que fue expuesta,
estas reacciones se pueden reflejar indirectamente en los datos de azucares reductores que
bajo de 9,7 por ciento a 9,0 por ciento, indicando que estos azucares se convirtieron en otro

compuesto.
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Hammond (2000), menciona que los componentes claves del mosto son los que influyen en
la fisiologia de la levadura tales como: Gravedad, espectro de azlcar (Azucares
fermentables), nitrégeno amino libre (FAN), lipidos, iones inorganicos, pH, vitaminas,
modificadores de superficie, oxigeno, precursores de sabor. Por tanto una 6ptima calidad
del mosto, permitird un medio rico de nutrientes para la levadura y obtener una cerveza de

calidad.

Ademas, otro indicativo de la calidad del mosto es la densidad, ya que este influird en el
resultado de la fermentacion ya que si el mosto fuera macerado a una temperatura
demasiado baja, produciria un mosto mas fermentable de lo requerido, y podria producir
fermentacion con rangos de atenuacién muy bajos, por el contrario si se ha macerado a una
temperatura demasiado elevada, producen mas azicares no fermentables de cadena larga
(malas temperaturas en el cocimiento del mosto, y puede provocar procesos de atenuacion
demasiado altas, y provocar un paron de la fermentacion. Esto se produce por no inocular
suficiente levadura viable, por no oxigenar el mosto adecuadamente o por fermentar a una

temperatura demasiado baja.

Con respecto a los valores de extracto original, pH, F.A.N. “Free Amino Nitrogen” o
nitrogeno amino libre, estos se encuentran dentro de norma. Segun Kunze., (2006), valores
de pH fuera del rango de 5,2 a 5,7 pueden afectar la fermentacion, se sabe que las
levaduras crecen preferentemente con valores acidos de pH y en la fermentacion

alcoholica, el pH varia normalmente entre un minimo de 2.8 y un méaximo de 3.8.

Segun Sudrez Lepe y Iiiigo Leal., (1990), los valores menores a 3.0, pueden presentar el
fendomeno de inhibicion por pH, en donde los centros activos de las enzimas se ionizan y
pierden actividad enzimatica, como también, pueden alterar la composicion de la

membrana celular.

Por otro lado, el extracto original, se asocia con las proteinas totales, bajos valores de
extracto, por ejemplo menores a 9 °P, pueden implicar menores cantidades de sustancias
formadoras de espuma y de aminoacidos que son alimento para las levaduras. De igual
manera, las proteinas solubles contribuyen a darle cuerpo a la cerveza, aunque niveles

excesivos de la misma pueden contribuir a la formacion de turbidez.
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Segun Kunze., (2006), en la practica los valores de F.A.N constituye la fraccion de
aminoacidos, resultantes de la degradacion de proteinas de alto peso molecular, que las
levaduras utilizan como alimento, en la fase inicial del proceso fermentativo. Los valores
obtenidos de 230 ppm, indican una buena concentracion, adecuada para iniciar la
fermentacion, valores menos a 150 ppm, pueden provocar deficiencia en el crecimiento de

la levadura.
4.1.2 Caracterizacion microbioldgica del mosto

Se compar6 y evaluo la calidad microbioldgica del mosto proveniente del cocimiento y
también del mosto luego de la esterilizacion por autoclave, segiin el método de recuento en

placa y con diluciones logaritmicas, los resultados se muestran en la Tabla 7.

En los analisis microbiologicos, se determind que el mosto sin esterilizar tuvol5 ufc/ml
para bacterias aerobias mesoéfilas viables, y en el recuento de levaduras en el medio de

cultivo con agar mosto present6 2 ufc/ml, indicando presencia de levaduras.

Tabla 7: Resultados de la caracterizacion microbiologica del mosto

Mosto Mosto

Anaélisis microbiolégicos Unidades después del  después de

cocimiento  Esterilizar
Bacterias aerobias mesofilas viables ufc/ml 15 <1
Pediococcus sp. ufc/ml <1 <1
Lactobacillus sp. ufc/ml <1 <1
Levaduras y Mohos ufc/ml 2 <1
levaduras silvestres no ufc/ml <1 <1
Saccharomyces
levaduras silvestres tipo ufc/ml <1 <1
Saccharomyces

* En el género Pediococcus sp. Incluye a Pediococcus dannosus, Pediococcus inopinatus.

** En el género Lactobacillus sp. Incluye a Lactobacillus brevis, Lactobacillus lindneri, Lactobacillus brevisimiles,
Lactobacillus frigidus.
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Los resultados microbioldgicos, indican que no hay presencia de Pediococcus y
Lactobacillus, estos resultaron ser menor a 1 ufc/ml, lo cual indicaria una buena calidad de
mosto. Hough., (1990), menciona que son las bacterias acido lactico, las que representan
una contaminacién grave para la cerveza, ya que producen cantidades importantes de
metabolitos indeseables, entre los que el precursor del diacetilo, responsable del aroma a
mantequilla. Y que segin Hornsey., (2003), estas bacterias, pueden crecer bajo
condiciones de bajo contenido de oxigeno (microaerofilas), siendo también tolerantes al
alcohol y bajo pH y son menos sensibles a los iso-a-acidos del Iapulo que la mayor parte

de las bacterias Gram (+).

Los valores obtenidos en el mosto sin esterilizar, se considera de acuerdo a la norma
interna de control de calidad de la empresa Anpay, como fuera de norma, ya que el mosto
debe ser totalmente estéril, es probable que la contaminacion inicial pudo deberse a una
contaminacion ambiental durante el trasvase a los contenedores del mosto, asi como

también de la misma area, o a la activacion de endosporas de Bacillus.

Por tanto, se corrobora la necesidad de realizar una esterilizacion post cocimiento, que
permita eliminar cualquier tipo de contaminacion que altere la produccion del starter, ya
que el objetivo del starter es proporcionar un cultivo puro de levaduras. Los analisis
microbiologicos del mosto después de ser esterilizado, indican que este mosto tiene una
optima calidad microbiologica, que permitird obtener un cultivo starter puro, libre de

cualquier contaminacion.

A nivel industrial el mosto proveniente del cocimiento pasa a un area llamada “Sala de
Propagacion” en donde el mosto es llevado al reactor denominado “Propagador” y se
somete a un proceso de esterilizacion que consiste en una ebullicion a 100 °C por una hora,
luego enfriado y conservado en la sala a una temperada de 5 °C hasta su inoculacion con el

starter.
4.1.3 Evaluacion de la estabilidad del mosto

Se determind la estabilidad del mosto proveniente del cocimiento, este mosto no fue

sometido a ningun tratamiento de esterilizacion y fue tomado directamente del cocimiento.

La evaluacion de la estabilidad, predice de manera indirecta la calidad del mosto, ya que es
sometido a condiciones criticas de temperatura, que en condiciones normales no se

produciria (MEBAK, 1999).
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Los resultados de la evaluacion se muestran en la Tabla 8. El mosto muestra un cambio en
el olor, color y turbidez. El olor cambi¢ del caracteristico a uno de fermentacion. Segun los
resultados microbioldgicos estos cambios pueden deberse a la contaminacion bacteriana

existente, que proliferd debido a las condiciones de temperatura favorable.

Esta prueba indica de manera rapida si el mosto presenta contaminacion y si la elaboracion
de cerveza puede verse afectada. Por tanto se ratifica nuevamente que el proceso de
esterilizacion del mosto, para la produccion del starter, es imprescindible y que se debe de

mantener estéril, para asi poder obtener una cerveza de calidad.

Tabla 8: Resultados de la evaluacion de la Estabilidad del Mosto

Parametros Resultados Interpretacion
Presencia de gas - Aceptable
Turbidez + No Aceptable
Cambio de olor +F No Aceptable
Cambio de color + Aceptable
Sedimentos - Fuspiele

42 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y VIABILIDAD DE
LEVADURAS EN LOS STARTER

Para este trabajo la viabilidad, se evalué segin el método de recuento en camara de
Neubauer y tincién con azul de metileno, ademas se realizé el recuento en placa, sin
embargo, este ultimo no se muestran los datos, debido a que todos los resultados obtenidos
con el método de tincion con azul de metileno, fueron superior al 90 por ciento de
viabilidad, indicando confiabilidad en los resultados, asi mismo este método se realizd por

triplicado.

Se determino la viabilidad de los Starters, al finalizar la propagacion de cada starter y
durante la fermentacion de sus respectivos Bach. La fase de fermentacion, se considerd
terminada cuando se alcanzé el recuento maximo de levaduras y los datos del extracto

aparente se mantienen constantes o con poca variacion por dos dias consecutivos.
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Se considerd para el escalamiento del starter y para el Bach de fermentacion, un recuento
de levadura que vari6 en el rango de un minimo de 8 x 107 lev/ml a un maximo de 15 x 10’
lev/ml, como indicador para realizar el transvase en el escalamiento y como indicador para
cortar el aire, durante la fase de preparacion para la fermentacion, segun la norma interna
de control de calidad de la empresa Anpay, donde esta concentracion de levaduras es la
Optima para una cerveza tipo lager y con la levadura Saccharomyces pastorianus

ssp.carlsbergensis.
4.2.1 Recuento y Viabilidad de los Starter por el Método N°1 (Re-pitching)

Para evaluar el “Re-pitching” a través del método N°1, se tuvo que realizar primero un
“Cultivo-0”, denominado asi ya que las levaduras que se recuperaron al finalizar la
fermentacion fueron utilizadas para iniciar un primer starter, denominado “Cultivo - C17,
este proceso se repitio hasta obtener el “Cultivo-C2” y el “Cultivo-C3”. Los resultados de

la evaluacion fueron los siguientes:
4.2.1.1 Evaluacion del recuentoy viabilidad del “Cultivo — 0”
Los resultados de la evaluacion del recuento y viabilidad al starter “Cultivo — 07, segun el

método N°1 al finalizar el escalamiento y durante la fermentacion asi como también los

datos de alcohol, extracto aparente y porcentaje de fermentacion se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9: Resultados de los parametros de Viabilidad del Cultivo-0, en el Starter y
fermentacion

BACH DE FERMENTACION (Dias)
. . STARTER
Parametros Unidades (1L)
0 1 2 3 4 5 6
Temperatura °C 25 12 12 12 12 12 12 5
Recuento en <107
camara de 120,00 - 1,30 4,90 9,00 11,30 18,00 4,30
lev/ml
Neubauer
Viabilidad % 98,5 - 99,00 98,50 99,00 98,70 99,00 99,00
Alcohol % v/v 5,42 0,01 0,98 1,38 2,77 4,95 5,04 5,41
Extracto N o
Aparente % v/p (°P) 3,68 13,9 12,1 11,35 8,97 4,69 3,68 3,55
ADF % 78,27 0,11 1249 1791 41,01 72,34 73,2 76,84
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Al finalizar el escalamiento, por el Método N°1, se obtuvo el starter del “Cultivo — 07,
este mostro un porcentaje de viabilidad del 98,50 por ciento. La viabilidad en los dias de
fermentacion al igual que en el starter fue superior a este valor. Seglin la norma interna de
control de calidad, la viabilidad debe ser superior al 95 por ciento, lo cual indicaria una
optima viabilidad de las levaduras. De manera similar lo indican Kunze (2006) y Mebak

(1999).

El recuento en camara de Neubauer mostro una concentracion 6ptima de levaduras, en el
quinto dia de fermentacion, obteniéndose 11.3 x 107 Lev/ml, presento también 4,95 % v/v
de alcohol 3,68 % v/p de extracto aparente un 72,34 %, de porcentaje de fermentacion. Al
dia siguiente, el recuento fue de 18 x 107 Lev/ml, y los valores de alcohol, extracto
aparente y porcentaje de fermentacion, presentaron poca variacion, esto es indicador de
que las condiciones dentro del mosto estan alcanzando el limite como sustrato para que la

levadura se siga reproduciendo.

En las cervecerias, cuando se observan estos valores se procede a enfriar lentamente el
mosto hasta una temperatura de 0 °C, con la finalidad de que las levaduras precipiten en la
base del fermentador y se recuperen para que sigan con la fermentacion de otros mostos.
Por tanto se procedid a enfriar el Bach, bajando la temperatura de la cdmara de
propagacion, en el séptimo dia de fermentacion, se recuperaron y procesaron para utilizarlo
como la nueva cepa de trabajo, que inici6 un nuevo starter “Cultivo - C1” .La cerveza
verde obtenida fue descartada. La finalidad del “Cultivo-0”, fue obtener levaduras
recuperadas, que iniciara un nuevo cultivo con futuras caracteristicas Optimas de

produccion.

4.2.1.2 Evaluacion del recuento y viabilidad del “Cultivo - C1”

En las cervecerias el proceso de recuperacion o Re-pitching, pasa directamente a otro Bach
para que contintie la fermentacion, es decir el cultivo-0, pudo haber pasado directamente a
la fase de fermentacion de un nuevo Bach, sin embargo, en este trabajo se desea evaluar la
capacidad de estas levaduras para iniciar un nuevo Starter y su fermentacion, por tanto se

inicid con el “Cultivo -0” el Starter y fermentacion del “Cultivo-C1”,
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Los resultados de la evaluacion del recuento y viabilidad del starter “Cultivo—C1”, se
muestra en la Tabla 10. Se observo que el crecimiento de las levaduras en el escalamiento
de los Starters fue mas rapido en horas a comparacion del escalamiento del Cultivo-0, sin
embargo se esperd a que las levaduras cumplieran los dos dias de escalamiento. Es
probable que este rapido crecimiento pudiera deberse a que las levaduras se adaptaron mas

rapido al medio de cultivo.

Tabla 10: Resultados del recuento y viabilidad del Cultivo-C1, en el starter y
fermentacion.

Tiempo Etapas Temperatura  Recuento camara  Viabilidad
(Dias) P (°C) Neubauer (lev/ml) (%)
1 25 - -

Cultivo-0 en 10 ml
2 25 13x 107 99,50
3 25 - -
100 ml
4 25 15x 10’ 99,00
5 1L 25 - -
6 STARTER 25 13 x 107 99,00
0 12 - 99,00
1 12 3,2x 107 98,50
2 FERMENTACION 12 11x 107 98,20
3 Bach del0 L 12 15 x 107 97,50
4 12 17,9 x 107 97,50
5 5 8,3 x 107 97,50

Segun Briggs et al., (2004) mencionan que durante las diferentes fases, la levadura esta
expuesta a una serie de tensiones y estas han desarrollado diversas estrategias metabolicas
para minimizar los efectos nocivos de muchas tensiones. Ademas, las células de levadura
en el re-pitching estan en la fase estacionario (GO) y el Traslado a un nuevo mosto induce
un cambio relativamente sincronizado a la fase G y el progreso del START. En las
primeras horas no hay ningiin cambio en el niimero de células o extracto aparente en el
mosto. Sin embargo, el volumen celular se incrementa en aproximadamente un 20 por
ciento y la biomasa cae por un porcentaje similar. Durante este tiempo la sintesis de
esteroles se lleva a cabo a expensas del glucogeno celular y oxigeno molecular. Al cabo de

seis horas de la inoculacion, todas las células han pasado a la fase S.
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También Hulse (2003), confirmé que el momento 6ptimo para transferir la levadura de una
fase de propagacion a otro, es en la ultima etapa logaritmica de crecimiento, antes del
inicio de la fase estacionaria. Esto nos indicaria que el metabolismo de las levaduras es

relativamente versatil y adaptable a una variedad de condiciones.

El starter del Cultivo- C1, mostrd una viabilidad de 99,0 por ciento y una concentracion

final de levaduras de 13 x 10’ Lev/ml, indicando una condicion 6ptima de las levaduras.

Durante la fase de fermentacion del “Cultivo-C1”, la concentracion de levaduras mostrd
también un rapido crecimiento, asi mismo, el extracto aparente tuvo una rapida caida,
provocando que en el quinto dia de iniciada la fermentacion se tome la decision de cortar
esta fase un dia antes, enfriandolo a 5 °C. La concentracion de 17,9 x 107 lev/ml, en el
quinto dia, indica una alta sobre poblacion, que en términos de produccion de cerveza no
se requiere, el objetivo del crecimiento de las levaduras es producir una cantidad
determinada de levaduras que garanticen obtener los olores y sabores caracteristicos de una

cerveza y no la levadura en si.

Zepf et al.,(2001) afirmaron que el principio primordial para utilizar una levadura debe ser
la de producir un cultivo 6ptimo que muestre una buena fermentacion posterior, y no uno

basado en el aumento de levaduras en el menor tiempo posible.

El porcentaje de viabilidad se mantuvo constante durante la fermentacion con una leve
disminucion en los ultimos dias. Probamente se debio a la alta concentracion de levaduras.
En el dia décimo segundo se par6 la fermentacion y se paséd a la fase de maduracion. Las
levaduras sedimentadas se recolectaron y procesaron para ser utilizadas como la nueva

cepa de trabajo que dara origen al starter denominado “Cultivo-C2”.

4.2.1.3 Evaluacion del recuento y viabilidad del “Cultivo - C2”

Los resultados de la evaluacion del recuento y viabilidad del starter “Cultivo—C2”, se
muestran en la Tabla 11. El Starter del “Cultivo—C2”, present6 una ligera disminucion de
la viabilidad, siendo ésta de 97,50 por ciento, el recuento de levaduras por camara de
Neubauer fue de lev/ml o 13,8 x 107 lev/ml, al igual que en el Starter del “Cultivo—C1”, el

crecimiento de las levaduras en el escalamiento fue rapido.
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Durante la fermentacion del “Cultivo—C2”, el porcentaje de la viabilidad disminuyo,
siendo 96,50 por ciento, el menor valor obtenido. La concentracion de levaduras, aumento
rapidamente en la fermentacion llegando un méaximo de 19,2 x 107 lev/ml, en el quinto dia
de fermentacion, en comparacion con el Cultivo — C1, esta poblacion fue mayor. Por tanto
se decidio parar la fermentacion y pasar a la fase de maduracion. Las levaduras
sedimentadas se recolectaron y procesaron para ser utilizadas como la nueva cepa de
trabajo que dio origen al starter denominado “C3”.

Tabla 11: Resultados del recuento y viabilidad del Cultivo-C2, en el Starter y la
Fermentacion.

Tiempo Temperatura Recuento camara Viabilidad

(Dias) Etapas (°C) Neubauer (lev/ml) (%)
1 Cultivo-C1 25 - -
2 10 ml 25 12,4 x 107 97,2
3 25 ; i

100 ml

4 25 13,5 x 107 96,9
S 1L 25 _ _

6 STARTER 25 13,8 x 107 97,5
0 12 - 96,5
1 12 3,4x 107 96,5
2 FERMENTACION 12 9.2x 10 96,8
3 Bach del0 L 12 13,9 x 107 96,8
4 12 19,2 x 107 96,5
5 5 6,8 x 107 97,0

4.2.1.3 Evaluacion del recuento y viabilidad del “Cultivo - C3”

Los resultados de la evaluacion del recuento y viabilidad del starter “Cultivo—C3”, se
muestran en la Tabla 12. La viabilidad del Starter del Cultivo-C3”, fue de 92,80 por ciento,
en comparacion con los anteriores cultivos, este presentd una notable disminucion de la
viabilidad, por debajo del 95 por ciento de viabilidad, establecida como Optimo para
control de calidad, sin embargo es superior al 80 por ciento, y que segun Kunze, no
afectaria el rendimiento de la levadura. El recuento de levaduras por camara de Neubauer

fue de 0 12,0 x 107 Lev/ml. Se considera este valor dentro de los parametros.
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Durante la fermentacion del Cultivo- C3”, el porcentaje de la viabilidad disminuyo,
llegando hasta un 88,8 por ciento, el recuento maximo de levaduras alcanzo una
concentracion de 14,5 x 107 lev/ml, en el quinto dio de iniciada la fermentacion. La
disminucion de la viabilidad, y el aumento de las células muertas, puede deberse a que las
levaduras podrian estar degenerandose, asi como también es probable que exista
contaminacion.

Tabla 12: Resultados del recuento y viabilidad del Cultivo-C3, en el Starter y
fermentacion.

Tiempo Temperatura Recuento cdmara  Viabilidad

(Dias) Etapas (°C) Neubauer (lev/ml) (%)
1 Cultivo- C2 25 ) )
5 10 ml 25 8.3 x 107 93,7
3 25 ] -

100 ml

4 25 12,8 x 107 95,0
5 1L 25 - =

6 STARTER 25 12,0 x 107 92,8
0 12 ] 95.0
1 12 0.3 x 107 93.8
2 FERMENTACION 12 8,2 x 10 96,5
3 Bach del0 L 12 12,4 x 107 88,8
4 12 14,5 x 107 88.8
5 5 6.1x 107 29.0

Segun Jenkins et al., (2003), observaron que las series prolongadas de reutilizacion de la
levadura, da lugar a una modificacion progresiva en la capacidad de floculacion y
viabilidad. Debido a que durante la series de Re-pitching, la biomasa de levadura esta
expuesta repetidamente a intensos periodos de estrés, en donde una poblacion de levadura
es transferida del ciclo celular, a la fase estacionaria en condiciones de estrés y que esta
debe de volver otra vez al ciclo celular. La repeticion constante de esta condicion
provocaria en las células de levadura dafios irreversibles que se comienzan a mostrar en
alguna modificacion de su condicion fisiologica. Se sugiere que estas modificaciones son
resultado de la activacion de los genes de respuesta de estrés global y que es dependiente

de la cepa.
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Briggs et al.,(2004), mencionan que en las series de fermentacion prolongada, las
caracteristicas de la levadura en la produccion pueden cambiar debido a la inestabilidad
genética. Y que comunmente en la cerveza, las levaduras pueden presentar fermentaciones
anormales debido a los mutantes “Petites”, que son levaduras que carecen de la capacidad

funcional de las mitocondrias.

Segun Beitia Samudio (2011), en su estudio sobre la influencia de subcultivos de
Saccharomyces cerevisiae en el desarrollo de una fermentacion alcohdlica. Evalud la
degeneracion de la levadura en cuatro subcultivos, considerando la degeneracion como el
deterioro gradual de su desempefio como cepa cervecera, que afecta el curso de la
fermentacion, pudiendo presentar fermentaciones tardias y la prolongacion gradual del
tiempo de fermentacion. El concluyo que no se presenta degeneracion al reutilizar la
levadura en cuatro subcultivos y que el nivel de produccion de alcohol se mantiene estable

entre el primer cultivo y el quinto cultivo.

La disminucion de la viabilidad, pudo deberse a muchos factores, sin embargo, estos deben
de evaluarse conjuntamente con los de vitalidad y producto final, para ver como influyen
en conjunto. En el décimo segundo dia se paso a la fase de maduracion y las levaduras

sedimentadas fueron desechadas.
4.2.2 Recuento y Viabilidad de los Starter por el Método N° 2

El método N°2, evaltia la técnica del uso de nuevos cultivos puros para la elaboracion de
cerveza. El primer mes correspondio en abril, con el cual se inici6 el starter denominado
“Primer mes - N1”. Para el segundo mes en mayo, se inicio el starter denominado
“Segundo mes - N2”, y finalmente en junio se inici6 el starter denominado “Tercer mes-

N3”.

4.2.2.1 Evaluacion del recuento y viabilidad del “Primer mes - N1”

Los resultados de la evaluacion del recuento y viabilidad del starter “Primer mes - N17, se
muestran en la Tabla 13. El Starter del “Primer mes - N1”, presentd una viabilidad de
98,50 por ciento, el recuento de levaduras por cdmara de Neubauer fue de o 12,5 x 10’
lev/ml. El Bach de fermentacion con este starter alcanzd su Optima concentracion el

quinto dia de iniciada la fermentacion con 11 x 107 Lev/ml, al sexto dia alcanzé el maximo
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de concentraciéon con 19,2 x 107 lev/ml, esta concentracion fue indicativo para bajar la

temperatura, para que las levaduras vayan precipitando y pasar a la fase de maduracion.

La viabilidad durante la fase de fermentacion fue superior al 98,50 por ciento. Se considera
este valor alto y 6ptimo para la produccion de cerveza. En el décimo tercer dia se pasoé a la
fase de maduracion y las levaduras sedimentadas fueron desechadas.

Tabla 13: Resultados del recuento y viabilidad del cultivo “Primer mes-N1”, en el
Starter y fermentacion.

Tiempo Etapas Temperatura Recuentocamara  Viabilidad
(Dias) b (°C) Neubauer (lev/ml) (%)
! Cepa Trabajo = ) )

2 10 ml 25 12,9 x 107 99,5
3 25 - -

100 ml

4 25 12,9 x 107 99,5
5 1L 25 - -

6 STARTER 25 12,5 x 107 98,5
0 12 - 99,0
1 12 1,1 x 10’ 98,8
2 ) 12 4,4x107 99,0

FERMENTACION 7

3 Bach del0 L 12 8,5x 10 98,5
4 12 11,0 x 107 99,0
5 12 19,2 x 107 98,5
6 5 5,2x 107 98,7

4.2.2.2 Evaluacion del recuento y viabilidad del “Segundo mes — N2”

Los resultados de la evaluacion del recuento y viabilidad del starter “Segundo mes — N2”,

se muestran en la Tabla 14.

El Starter del “Segundo mes — N2”, presentd una viabilidad de 99,50 por ciento, el
recuento de levaduras por cdmara de Neubauer fue de 12,1 x 107 lev/ml. El Bach de
fermentacion con este starter alcanzo su 6ptima concentracion el quinto dia de iniciada la
fermentacion con 10,8 x 107 Lev/ml, al sexto dia alcanzo el maximo de concentracion con
17,8 x 107 lev/ml, esta concentracion fue indicativo para bajar la temperatura, para que las

levaduras vayan precipitando y pasar a la fase de maduracion.
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Al igual que en el cultivo del Primer mes-N1, La viabilidad durante la fase de
fermentacion fue superior al 98,50 por ciento. En el décimo tercer dia se paso a la fase de
maduracion y las levaduras sedimentadas se desecharon.

Tabla 14: Resultados del recuento y viabilidad del cultivo “Segundo mes-N2”, en el
starter y fermentacion

Tiempo Etapas Temperatura Recuentocamara  Viabilidad
(Dias) P (°C) Neubauer (lev/ml) (%)
1 Cepa Trabajo 25 . .

2 10ml 25 12,7 x 107 99,0
3 25 - -

100 ml

4 25 11,7 x 107 99,5
5 1L 25 - -

6 STARTER 25 12,1 x 107 99,5
0 12 - 99,0
1 12 0,9 x 107 98,5
2 ) 12 3,4x 107 99,0

FERMENTACION 7

3 Bach del0 L 12 6,4x 10 98,5
4 12 10,8 x 107 99,0
5 12 17,8 x 107 98,5
6 5 3,6 x 107 98,7

4.2.2.2 Evaluacion del recuento y viabilidad del “Tercer mes — N3”

Los resultados de la evaluacion del recuento y viabilidad del starter “Tercer mes — N3”, se
muestran en la Tabla 15. El Starter del “Tercer mes — N3”, present6 una viabilidad de
98,50 por ciento, el recuento de levaduras por camara de Neubauer fue de 12,0 x 10’
lev/ml. El Bach de fermentacion con este starter alcanz6 su Optima concentracion el quinto
dia de iniciada la fermentacion con 10,6 x 107 Lev/ml, al sexto dia alcanzé el maximo de
concentracion con 16,6 x 107 lev/ml, esta concentracién fue indicativo para bajar la

temperatura, para que las levaduras vayan precipitando y pasar a la fase de maduracion.

Al igual que en el cultivo del Primer mes-N1 y Segundo mes — N2, La viabilidad durante la
fase de fermentacion fue superior al 98,50 por ciento. En el décimo tercer se pasoé a la fase

de maduracion y las levaduras sedimentadas se desecharon
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Tabla 15: Recuento y viabilidad del cultivo “Tercer mes-N3”, en el starter y
fermentacion

Tiempo Etapas Temperatura Recuento camara  Viabilidad
(Dias) P (°C) Neubauer (lev/ml) (%)
1 Cepa Trabajo 25 } )

2 10 ml 25 12,0 x 107 99,5
3 25

100 ml
4 25 11,8 x 107 99,5
5 1L 25 - -
6 STARTER 25 12,0 x 107 98,5
0 12 - 99,0
1 12 1,0 x 107 98,5
2 ) 12 3,7x 107 98,5
FERMENTACION 7

3 Bach del0 L 12 8,2x 10 98,5
4 12 10,6 x 10’ 98,5
5 12 16,6 x 107 98,5
6 5 42x 107 98.5

4.2.3 Comparacion del recuento y viabilidad entre los Método N°1y N°2

Al finalizar el starter, se compard entre ambos métodos su viabilidad y recuento de
levaduras. Se realizo la prueba de U-Mann Whitney, para muestras independientes, al
aplicar esta prueba no se encontr6 diferencias significativas entre los dos métodos (p >
0,05), para las variables de recuento y viabilidad. El starter del Cultivo- C2, del Método
N°1 alcanzé valores maximos en los parametros de recuento en comparacion con los
demas Starters, este fue de 13,8 x 107 lev/ml, y su viabilidad fue de 97,50 por ciento. Si

bien el recuento fue alto, el porcentaje de viabilidad presentd una ligera disminucion.

Para el starter del Método N°1, en el Cultivo-C3, el recuento fue de 12,0 x 107 lev/ml y su
viabilidad fue de 92,80 por ciento, en este cultivo se observo la menor viabilidad, en
comparacion con todos los cultivos. Ademas se observd que el Método N°1 presentd
mayor recuento en comparacion con el Método N°2, pero su viabilidad fue disminuyendo
gradualmente en cada cultivo, aunque esta disminucion no fue significativa y no estuvo
fuera de rango. En comparacion con el Método N°1, el método N°2, presenté una mayor

viabilidad, y su recuento se mantuvo constante en todos los cultivos.
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Segun estos valores, de viabilidad y recuento, todos los Starters, presentarian una buena
fermentacion en el posterior Bach y no tendria que haber alguna diferencia en la
fermentacion, ademas esto se sustenta con el resultado del andlisis estadistico, ya que no
hay diferencia significativa entre ambos métodos para las variables de recuento y

viabilidad.

No obstante, durante la fermentacion con los Starters, se observo diferencia en los dias 3 y
4 de la fermentacion. Por tanto, para evaluar si existe alguna diferencia significativa en
estos dias para las variables de recuento y viabilidad seglin los métodos N°1 y 2, Se aplico
primero la prueba de normalidad de muestras, dando como resultado que ambos métodos
presentan una distribucion normal con un (p >0,05). Luego se aplico la prueba T, en donde
se utilizo la correccion de Satterwait, para varianzas no homogéneas, con un nivel de
significancia del cinco por ciento. Obteniéndose que para el dia 3 y dia 4 de fermentacion,
hay diferencia significativa, para la variable de recuento entre los métodos N°1 y N°2 y la

variable de viabilidad no presento diferencia significativa.

Tal como se muestra en la figura 17 (datos en el ANEXO 8), existe una clara diferencia en
el recuento de levaduras, para los dias 3 y 4 de fermentacion. Con el método N°1, en el dia
4, se alcanza el valor maximo de recuento, sin embargo, con el Método N°2, en el dia 5,

recién se alcanzan estos valores.

En cuanto a la viabilidad de levaduras, estas se mantienen constante en todos los cultivos,
durante la fase de fermentacion, tal como se muestra en la Figura 18 (datos en el ANEXO
8), con la excepcion que en el Método N°1 - Cultivo C3, hubo una ligera disminucion de la
viabilidad, pero, esta no fue significativa. La viabilidad en todos los cultivos fue superior al

89 por ciento, para ambos métodos.

En la produccion de cerveza tipo lager, el recuento maximo de levaduras en la
fermentacion, junto con otros parametros de vitalidad, nos indica que se debe de comenzar
a disminuir la temperatura para que se pase a la fase de maduracion, es por eso que el en
dia 5, de fermentacion con el Método N°1, se comienza a bajar la temperatura y a

disminuir el recuento, debido a que las levaduras se asientan, en la base del fermentador.
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4.3 DETERMINACION DE LA VITALIDAD DE LOS STARTER

4.3.1 Evaluacion de la Vitalidad por el Método N°1 (Re-pitching)

Para evaluar el método N°I- Re-pitching, se tuvo que realizar primero un “Cultivo-07,
(Tabla 9). Este dio origen al Starters, denominado “Cultivo - C1”, a su vez este cultivo dio
origen al “Cultivo-C2” y por ultimo este dio origen al “Cultivo-C3”. La vitalidad de los
Starters por el método N°1, se evalud seglin su capacidad de fermentacion de cada starter,

los resultados de la evaluacion fueron los siguientes:

4.3.1.1 Evaluacién de la Vitalidad del "*Cultivo - C1”

La evaluacion de la vitalidad por el Método N°1- "Cultivo-C1”, al finalizar el
escalamiento, durante la fermentacion y al finalizar la maduracion, se muestra en la Tabla
16 (Tabla completa en ANEXO 9), los datos finales de alcohol, extracto aparente y ADF,
mostrados en la Tabla 16., para el starter, indicarian un buen desarrollo de la levadura y

por ende una buena fermentacion posterior.

Las cepas de levadura tienden atenuar en el rango de 65 a 80 por ciento y la atenuacion
aparente de una cepa de levadura puede variar dependiendo de los tipos de azucares
presentes en el mosto. Los resultados mostraron el del starter, "Cultivo — C1” presentd un
porcentaje de ADF de 79,79 por ciento, considerado como alto y 6ptimo y segin Kunze.,
(2006), la atenuacion aparente se clasifica segun los porcentajes de ADF, como bajo con
65 a 70 por ciento, medio 71 a 75 por ciento y alto 76 a 80 por ciento. Considerando estos

valores, como alto.

La fase de fermentacion se dio a una temperatura de 12 °C, este Bach se aireo por 24 horas,
luego se corto el aire para que entre a la fase de fermentacion, aqui se observd que en el
cuarto dia de iniciada la fermentacion, el alcohol alcanzé un 6,30 por ciento de v/v, el
extracto aparente bajo hasta 3,67 por ciento de p/p y el grado de fermentacion o atenuacion
aparente llegd hasta el 81,38 por ciento. En el quinto dia de fermentacion, estos valores,
permanecieron casi constante, se procedié a parar la fermentacion, ya que lleg6 al punto
mas alto de fermentacion, y que pasado este punto, es muy probable que la levadura se
estrese y muera por falta de nutrientes y/o condiciones de stress, es por eso que se baja la
temperatura lentamente hasta llegar a 0 °C, y pasar a la fase de maduracion, esta practica es

propia de las cervecerias que producen cerveza tipo lager.
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Al finalizar la fase de maduracion, en donde se acentian los sabores, se obtuvo en el
alcohol un 6,03 por ciento de v/v, el extracto aparente bajo hasta 2,96 por ciento de p/p y el
grado de fermentacion o atenuacion aparente llegd hasta el 83,78 por ciento. Lo que
indicaria un 6ptimo starter que produjo buenas condiciones de fermentacion y parametros
dentro de los establecidos como 6ptimo segun la norma de control de calidad de la empresa
Anpay Peru.

Tabla 16: Resultados de la evaluacion de los parametros de Vitalidad del Cultivo-C1,
en todas las etapas.

Extracto

. Temperatura  Alcohol ADF
Dias ETAPA o o Aparente o

(°C) (% viv) (% plp ) (%)

Shige @ STARTER 25 5,75 3,25 79,79

Escalamiento

0 12 0,00 13,90 0,11

1 12 2,24 9,70 32,04

2 i 12 4,63 5,29 63,38

FERMENTACION

3 12 6,30 3,67 81,38

4 12 6,09 3,01 82,27

5 5 6,14 2,99 83,82

15 Dias MADURACION 0 6,03 2,96 83,78

4.3.1.2 Evaluacién de la Vitalidad del "*Cultivo - C2”

La evaluacion de la vitalidad por el Método N°1- "Cultivo—C2”, al finalizar el
escalamiento, durante la fermentacion y al finalizar la maduracion, se muestra reducida en
la Tabla 17 (Tabla completa en ANEXO 10). Los resultados obtenidos para el Starter
fueron de 5,68 por ciento de v/v en Alcohol, 3,30 por ciento de p/p en extracto aparente y
el grado de fermentacion o atenuacion aparente fue de 79,28 por ciento. Lo cual indicaria
también un buen desarrollo de la levadura y fermentacion. En la fase de fermentacion, al
igual que en el Cultivo-C1, los maximos valores se dieron en el cuarto y quinto dia.
Alcanzando un 5,96 por ciento de v/v en alcohol, el extracto aparente bajo hasta 2,89 por
ciento de p/p, y el grado de fermentacion o atenuacion aparente llego hasta el 81,61 por

ciento.
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Al finalizar la fase de maduracion, los parametros de fermentacion no presentaron mayor
variacion, esto es debido a que en la fase de maduracion, se da la acentuacion de los
sabores y olores caracteristicos de la cerveza, asi como también la estabilizacion y

clarificacion de la cerveza.

Los resultados obtenidos indicarian que el starter del Cultivo-C2, produjo buenas
condiciones de fermentacion y valores Optimos, que se encuentran dentro de los

parametros de la norma de control de calidad de la empresa Anpay Perti.

Tabla 17: Resultados de la evaluacion de los parametros de vitalidad del Cultivo-C2,
en todas las etapas.

Extracto

Dias ETAPA Tem(p S g;tura (A(‘)z?/r/'\? I) Aparente '(A‘(E/)OI;
(% p/p)

Final del STARTER 25 5.68 3,30 79,28

Escalamiento

0 12 0,00 13,90 0,11

1 12 2,22 8,80 31,93

2 ) 12 5,02 4,56 60,12

FERMENTACION

3 12 5,91 3,02 80,23

4 12 5,96 2,89 81,61

5 5 5,97 2,88 81,65

15 Dias MADURACION 0 5,96 2,82 81,95

4.3.1.2 Evaluacién de la Vitalidad del "*Cultivo - C3”

La evaluacion de la vitalidad por el Método N°1- "Cultivo-C3”, al finalizar el
escalamiento, durante la fermentacion y al finalizar la maduracion, se muestra reducida en

la Tabla 18 (Tabla completa en ANEXO 11).

Los resultados obtenidos para el Starter fue de 5,41 por ciento de v/v en alcohol, 3,78 por
ciento en p/p de extracto aparente y el grado de fermentacion o atenuacion aparente fue de
78,40 por ciento, este valor se considera alto y también indicaria un buen desarrollo de las
levaduras y fermentacion. En la fase de fermentacion, al igual que en el Cultivo-C1 y
Cultivo- C2, los maximos valores se dieron en el cuarto y quinto dia. Alcanzando un 5,69
por ciento de v/v en alcohol, el extracto aparente bajo hasta 3,30 por ciento en p/p y el

grado de fermentacion o atenuacion aparente llego hasta el 78,05 por ciento.
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Estos valores al final de la maduracion no presentaron mayor variacion. Los resultados
obtenidos indicarian que el starter del Cultivo-C3, produjo buenas condiciones de
fermentacion y valores optimos, sin embargo, a comparacion de los Cultivo-C1 y Cultivo-
C2 present6 una ligera disminucion.

Tabla 18: Resultados de la evaluacién de los parametros de viabilidad del Cultivo-C3,
en todas las etapas.

Extracto
Dias ETAPA Tem(p f cr::;ltu ra ﬁ)l/co\?/sl) Aparente '?:5'):
° (% p/p) °
Final del STARTER 25 5.41 3,78 78,40
Escalamiento

0 12 0,00 13,89 0,12

1 12 1,44 9,65 20,46

2 ) 12 3,73 6,98 52,49

FERMENTACION

3 12 5,66 3,33 77,65

4 12 5,69 3,30 78,05

5 5 5,71 3,28 78,14

15 Dias MADURACION 0 5,41 3,25 78,40

4.3.2 Evaluacion de la Vitalidad por el Método N°2

4.3.2.1 Evaluacion de la Vitalidad del "Primer mes — N1”

La evaluacion de la vitalidad por el Método N°2 - "Primer mes — N1”, al finalizar el
escalamiento, durante la fermentacion y al finalizar la maduracion, se muestra en la Tabla

19 (Tabla completa en ANEXO12).

Los resultados obtenidos para el Starter fue de 5,45 por ciento de v/v en Alcohol, 3,68 por
ciento en p/p de extracto aparente y el grado de fermentacion o atenuacion aparente fue de
79,17 por ciento, este valor se considera alto e indicaria un buen desarrollo posterior de las
levaduras y fermentacion. En la fase de fermentacion, a diferencia del Método N°1, este
presento un dia mas de fermentacion, y los valores maximos se alcanzaron en el quinto y
sexto dia de fermentacion. Los resultados fueron de 5,14 por ciento de v/v en alcohol, el
extracto aparente bajo hasta 4,07 por ciento de p/p y el grado de fermentacion o atenuacion

aparente lleg6 hasta el 75,20 por ciento.

100



Los valores al final de la maduracion fueron de 5,34 por ciento de v/v en alcohol, el
extracto aparente fue de 3,67 por ciento de p/p y el grado de fermentacion o atenuacion
aparente lleg6 hasta el 77,66 por ciento. Los resultados obtenidos indicarian que el starter
del Cultivo "Primer mes-1”, produjo buenas condiciones de fermentacion y valores dentro
de los parametros 6ptimos.

Tabla 19: Resultados de la evaluacién de los parametros de viabilidad del Primer mes
- N1, en todas las etapas.

Dias ETAPA Tem{’fg;t“ra ﬁ,'/‘(’)o\t‘/?/; E;;ae%tt% ?0'/30 '):
(% plp)

ESE;?:;?:LO STARTER 25 5.45 3,68 79,17
0 12 0,01 13,90 0,12

1 12 0,96 12,10 13,29

2 12 1,36 11,35 18,81

3 FERMENTACION 12 2,67 8,87 40,91

4 12 4,93 4,59 71,34

5 12 5,14 4,07 75,20

6 5 5,44 3,55 76,84

15 Dias MADURACION 0 5,34 3,67 77,66

4.3.2.1 Evaluacion de la Vitalidad del "'Segundo mes — N2”

La evaluacion de la vitalidad por el Método N°2 - "Segundo mes — N2”, al finalizar el
escalamiento, durante la fermentacion y al finalizar la maduracion, se muestra en la Tabla

20 (Tabla completa en ANEXO 13).

Los resultados obtenidos para el Starter fue de 5,43 por ciento de v/v en alcohol 3,78 por
ciento en p/p de extracto aparente y el grado de fermentacion o atenuacion aparente fue de
78,71 por ciento, este valor se considera alto e indicaria un buen desarrollo posterior de las

levaduras y fermentacion.

En la fase de fermentacion, los valores maximos se alcanzaron en el quinto y sexto dia de
fermentacion. Los resultados fueron de 5,34 por ciento de v/v en alcohol, el extracto
aparente bajo hasta 3,78 por ciento en p/p y el grado de fermentacion o atenuacion aparente

llegd hasta el 77,90 por ciento.
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Estos valores al final de la maduracion no presentaron mayor variacion. Los resultados
obtenidos indicarian que el starter del “Segundo mes — N2”, produjo buenas condiciones de
fermentacion y valores dentro de los parametros Optimos.

Tabla 20: Resultados de la evaluacion de los parametros de viabilidad del Segundo
mes — N2, en todas las etapas.

Dias ETAPA Tem{’fg’)‘t“ra foﬁo\t}f’/; ,E[):)(grz(r:]ttoe ?02 '):
(% plp)

ESE;?:;?:LO STARTER 25 5,43 3,78 78,71

0 12 0,00 13,90 0,11

1 12 1,06 12,50 13,28

2 12 1,52 11,07 19,56

3 FERMENTACION 12 2,24 9,70 39,04

4 12 5,16 4,12 75,55

5 12 5,34 3,78 77,90

6 5 5,35 3,75 77,96

15 Dias MADURACION 0 5,36 3,97 75,57

4.3.2.1 Evaluacion de la Vitalidad del ""Tercer mes — N3”

La evaluacion de la vitalidad por el Método N°2, "Tercer mes—N3” al finalizar el
escalamiento, durante la fermentacion y al finalizar la maduracion, se muestra reducida en

la Tabla 21, (Tabla completa en ANEXO 14).

Los resultados obtenidos para el Starter fue de 5,43 por ciento de v/v en Alcohol 3,82 por
ciento en p/p de extracto aparente y el grado de fermentacion o atenuacion aparente fue de
78,16 por ciento, este valor se considera alto e indicaria un buen desarrollo posterior de las

levaduras y fermentacion.

En la fase de fermentacion, los valores maximos se alcanzaron en el quinto y sexto dia, al
igual que en los cultivo del Primer mes—N1 y Segundo Mes-N2. Los resultados fueron de
5,10 por ciento de v/v en alcohol, el extracto aparente bajo hasta 4,06 por ciento en p/p y el
grado de fermentacion o atenuacion aparente llegd hasta el 73,08 por ciento. Este valor se
considera como “Medio”, para el grado de fermentacion. Sin embargo, este valor aun

indicaria un buen grado de atenuacion.
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Al final de la maduracion los resultados fueron de: 5,31 por ciento de v/v en alcohol, el
extracto aparente fue de 3,88 por ciento de p/p y el grado de fermentacion o atenuacion
aparente llegd hasta el 76,32 por ciento. Lo cual indicaria que el starter, produjo buenas
condiciones de fermentacion y valores dentro de los parametros optimos.

Tabla 21: Resultados de la evaluacion de los parametros de vitalidad del
Tercer mes-N3, en el starter y fermentacion.

Extracto

Dias ETAPA Tem?oeé?tu ra EA:)I/((:JO\?/SI) Aparente '?‘(z '):
(% wiw)

ESE;?:EH‘}; . STARTER 25 543 3,82 78,16

0 12 0,00 13,89 0,12

1 12 0,96 11,55 12,62

2 12 1,34 11,42 18,69

3 FERMENTACION 12 2,67 6,63 38,81

4 12 4,79 4,92 70,50

5 12 5,10 4,06 73,08

6 5 541 3,98 74,71

15 Dias MADURACION 0 531 3,88 76,32

4.3.3 Comparacion de los parametros de vitalidad entre los Métodos N°1y N°2

Al finalizar el starter, se compard entre ambos métodos su vitalidad, segun los parametros
de Alcohol, Extracto aparente y ADF (porcentaje de fermentacion aparente). Se realizo la
prueba de U-Mann Whitney, para muestras independientes, al aplicar esta prueba no se
encontr6 diferencias significativas entre los dos métodos (p > 0,05) para las variables de

Alcohol, Extracto aparente y ADF.

El starter del Cultivo- C1, del Método N°1 alcanz6 valores maximos en los parametros de
vitalidad en comparacion con los demas Starters, el Alcohol llego hasta 5,75 por ciento de
v/v, el extracto aparente bajo hasta 3,25 por ciento en p/p, y para el grado de atenuacion o
ADF del mostro, fue de 79,79 por ciento. Si bien estos valores no son significativamente
altos en comparacion con el resto de los Starters, estos valores s6lo se alcanzaron con el
starter del Cultivo-C1. Para los demas Starters el alcohol producido en promedio fue de

5,43 + 0,02 por ciento de v/v, el Extracto aparente bajo hasta un promedio de 3,78 + 0,1, y
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para el porcentaje de ADF, fue en promedio 78,8 + 0,5 por ciento. Segun estos valores, los
parametros de vitalidad, indicarian que todos los Starters, presentarian una buena
fermentacion en el posterior Bach y que no habria diferencia significativa en cuanto a la
fermentacion, a excepcion de una ligera variacion para el Starter del Cultivo-Cl, que

presentaria mejores caracteristicas.

No obstante en la fase de fermentacion se observo una acentuada diferencia entre ambos
métodos, en todos los cultivos, para los Dias 2 y 3 de fermentacion. Se aplico la prueba de
normalidad de muestras y Prueba T, para el dia 3 de fermentacion entre ambos métodos.

El resultado fue que ambos métodos presentan una distribucion normal (p > 0,05).

La prueba T, con la correccion de Satterwait, para varianzas no homogéneas, con un nivel
de significancia del 5 por ciento, indico que existe diferencia significativa, para la variable

de alcohol, extracto aparente y ADF, entre los métodos N°1 y N°2.

La diferencia en el dia 3 de fermentacion con el Método N°1, acelero la fase fermentacion,
iniciando la fase de maduracion en el Dia-5. Con el Método N°2 la fermentacion finalizo
en el Dia-6. Este dia menos de fermentacion con el Método N°1, se debid a que todos los
parametros de vitalidad llegaron en el Dia -5, al 6ptimo. Por tanto, era necesario pasar a la
siguiente fase, ya que sus valores indicaban, que se debia dar inicio a la maduracion. Estas

diferencias se observan en las Figuras 19, 20 y 21 (datos mostrados ANEXO 15).

Para el grado de alcohol, en el Dia-2 de fermentacion por el método N°1, alcanzo valores
muy altos en comparacion con el Método N°2 , tal como se muestra en la Figura 19., esta
diferencia se mantuvo en los tres cultivos, para el Cultivo- C1 y Primer mes-N1, fue 4.63
por ciento de v/v y 1,36 por ciento de v/v., para el segundo Cultivo- C2 y Segundo mes-
N2, fue 5,02 y 1,52 por ciento de v/v y para el ultimo Cultivo—C3 y Tercer mes-N3, fue de
3,73 y 1,34 por ciento de v/v respectivamente. En el Dia-3, fue para los cultivo C1 y N1,
6,30 y 2,67 por ciento de v/v., para los cultivo C2 y N2, fue 5,91 y 2,24 por ciento de v/v y

para el ultimo cultivo C3 y N3, fue de 5,66 y 2,67 por ciento de v/v, respectivamente.

La comparacion del extracto aparente durante la fermentacion, al igual que para el alcohol,
en el Dia -2 de fermentacion por el método N°1, bajo rdpidamente en comparacion con el
Meétodo N°2, tal como se muestra en la Figura 20., esta diferencia se mantuvo en los tres
cultivos, siendo el cultivo C2, el que bajo més. El cultivo C1 y N1, bajo hasta 5,29 por
ciento de p/p y 11,35 por ciento de v/v, para el segundo cultivo C2 y N2, fue de 4,56 y
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11,07 por ciento de p/p, para el ultimo cultivo C3 y N3, fue de 6,98 y 11,42 por ciento de
v/v respectivamente. En el Dia-3, fue para los cultivo C1 y N1, 3,67 por ciento de p/p y
8,87 por ciento de v/v, para los cultivo C2 y N2, fue de 3,02 y 9,70 por ciento de p/p, y

para el cultivo C3 y N3, fue dé 3,33 y 6,63 por ciento de v/v respectivamente.

La evaluacion del grado de fermentacion aparente - ADF % o atenuacion aparente, muestra
una clara diferencia entre ambos métodos, para el Dia-2 de fermentacion. Con el método
N°I el cultivo C1 fue de 63,38 por ciento, y con el método N°2, el cultivo N1 fue de 18,81
por ciento, lo que indicaria que el grado de fermentacion fue el triple con el método N°1,
esta diferencia se mantuvo en los todos los cultivos, tal como se muestra en la Figura 21,
Para el cultivo C2 y N2 fue de 60,12 y 19,56 por ciento y el cultivo C3 y N3 fue 52,49 y
18,69 por ciento, respectivamente. En el Dia-3 de fermentacion el grado de atenuacion por
el Método N°1, fue el doble que el Método N°2, observandose que el cultivo C1 y N1 fue
de 81,38 y 40,91 por ciento, para el cultivo C2 y N2 fue de 80,23 y 39,04 por ciento y para
el cultivo C3 y N3 fue de 77,65 y 38,81 por ciento respectivamente.

Se sabe que el grado de atenuacion de una cerveza determina muchas de sus propiedades
finales. Estas incluyen el cuerpo de la cerveza, la sensacion en boca y el contenido en
alcohol. Una cerveza con una atenuacion aparente muy alta serd muy seca tras la
fermentacion. Una cerveza de estas caracteristicas sera mas ligera de cuerpo y sensacion en
boca y tendra mas alcohol que una cerveza con menor atenuacion, ademas una buena
cerveza, debe de salir al mercado con la menor cantidad de residuos fermentables, es decir
con un extracto aparente bajo, a fin de asegurar una estabilidad bioldgica en el tiempo.

La diferencia entre ambos métodos en los dias 2 y 3 de fermentacion, en los tres
parametros de vitalidad, puede deberse a varios factores, entre ellos la edad de la levadura,
la fisiologia de la levadura, y a los factores de estrés al cual se expone la levadura durante
la fermentacion.

Deans et al.,(1997), estudiaron las implicaciones del envejecimiento de las células de
levadura en la fermentacion, en una cerveceria, sus estudios se basaron en las levaduras de
un fermentador de 2000 hl, fraccionado en 5 fracciones de hl. Cada fraccion se caracterizd
por su edad, en sus observaciones encontré que el rendimiento de la fermentacion en las
fracciones con edades mezcladas y fracciones jovenes de levaduras fermentan con mayor

rapidez y atentian mas que las fracciones de levadura antiguas.
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Figura 9: Curva de la produccion de Alcohol % v/v, durante la fermentacion de todos
los starter en sus respectivos Bach.
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Figura 10: Curva de la variacion del Extracto aparente % p/p (en grados plato °P),
durante la fermentacion de todos los starter en sus respectivos Bach.
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Figura 11: Curva de la variacion del grado de fermentacion aparente (% ADF o
atenuacion aparente) durante la fermentacion de todos los starter en sus respectivos
Bach.

Posteriormente Powell et al., (2003), en su estudio sobre el impacto de la edad celular de la
levadura en la fermentacion, atenuacion y floculacion. Comprobaron el efecto de la edad
celular en el rendimiento de la fermentacion, en este estudio se sincronizd la edad de las
poblaciones de una cepa lager, mediante sedimentacion en gradientes de sacarosa.
Analizéndose la capacidad de utilizar los azucares fermentables y la capacidad de flocular
durante la fermentacion. En sus evaluaciones se utilizo una porcion de levaduras extraidas
del recipiente de fermentacion y se reutilizadas en una serie de Re-pitching. Lo que se
observo fue que los cultivos de levadura que contenian solo células virgenes, tenian grados
de asimilacion de azucares mas lento en comparacion con todas las demas poblaciones, y
que el cultivo que contenia sélo células envejecidas, presentaba un ritmo mas rapido de
fermentacion en comparacion con la poblacion estandar, es decir aquellas que tenian
células virgenes y envejecidas. Sin embargo, no se observé que la gravedad final
(parametro relacionado con el extracto aparente) de la cerveza producida fuera
significativamente diferente entre los cultivos. Esto indico que cada poblacion de células
fue igualmente capaz de utilizar los azlcares fermentables del mosto, y que la tasa de

absorcion de azucares se relaciona directamente con la edad celular.
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Este autor menciona que las células de Saccharomyces cerevisiae deben cumplir ciertos
requisitos antes de dar inicio al ciclo celular, y que las células virgenes no cumplen estos
requisitos iniciales, uno de ellos es lograr un tamafio especifico, que permita la asimilacion
de los nutrientes, ademas indica que en las células virgenes, para dar inicio a una fase G1,
necesita mas tiempo y/o se retrasa, en comparacion con cultivos que tienen levaduras
envejecidas, por tanto las células con cultivos mixtos y/o envejecidos son capaces de

dividirse rapidamente, reduciendo asi el tiempo de fermentacion.

En consecuencia, esto podria indicar que en el Método N°1, en donde, las levaduras fueron
tomadas de un Re-pitching, los cultivo tendrian levaduras con diferentes edades, por tanto
en los dias 2 y 3, la fermentacion se acelerd, en cambio con el Método N°2, las levaduras
partian de un cultivo nuevo y que ademas esta se encontraba en estado de almacenamiento,
por tanto es probable que en los primeros dias, la fase de adaptacion y crecimiento se

retarde.

Sin embargo, con ambos métodos y para los tres primeros cultivos, los valores finales en
todos los pardmetros de vitalidad fueron similares. Es por eso que muchos autores sugieren
utilizar cultivos mas selectivos con edades mixtas o células jovenes, ya que afecta

significativamente el rendimiento de una fermentacion.

Si bien la edad de la levadura, influye en la fermentacion, la transicion de una vida sana y
activa a una célula muerta incorpora muchas etapas intermedias de deterioro (procesos de
envejecimiento, senescencia y muerte), por tanto diversos estados fisioldgicos asociados

con una alteracion gradual de muchos procesos metabdlicos.

Por tanto la condicion fisiologica de la levadura es conocida por influir en la fermentacion,
asi mismo, el estado fisiologico del cultivo junto con las condiciones ambientales influyen

también en los patrones posteriores de crecimiento.

Se han realizado relativamente pocos estudios sobre el impacto de los re-pitching en serie,
y la fisiologia de la célula de levadura lager, principalmente debido a las variaciones de
lote a lote, en la composicion del mosto, en un estudio de Jenkins et al., (2003), sobre el
rendimiento del re-pitching en la fermentacion, observaron que los cultivos expuestos a
una serie extensa de re-pitching, presentaba modificaciones progresivas en la capacidad de
floculacion y vitalidad-viabilidad. No se conocen las razones de estas modificaciones, sin

embargo, se deberia al re-pitching repetitivo, ya que produciria condiciones de stress a la
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levadura, ocasionando dafios irreversibles, ademas de la propension a formar mutantes
deficientes, todo esto daria lugar a fermentaciones aberrantes, de pobre crecimiento o fase
lag extendida, disminucion de las tasas de atenuacion y rendimiento pobre de floculacion,
por tanto se cree que el aumentaron del nimero de generacion, conduce a un deterioro

progresivo en el estado fisiologico.

También Boulton y Quain (2006), mencionan que en los cultivos con series de
fermentacion prolongada, las caracteristicas de la levadura en produccion, pueden cambiar
debido a la inestabilidad genética. Formandose los Petite mutantes, y que son muy

comunes en las levaduras de cerveza.

Asi mismo, las condiciones ambientales del cultivo, inducen varios factores de stress a la
levadura, influyendo en el rendimiento de fermentacion, una de estas es el alcohol, se sabe
que tiene el mayor impacto en el rendimiento de la levadura, mediante la inhibicion de
crecimiento celular y la viabilidad, causando cambios en las vias metabdlicas, en la

funcion y estructura celular.

En un estudio sobre el impacto del estrés del etanol en la fisiologia de la levadura,
desarrollado por Lentini et al., (2003), indicaron que el grado de tolerancia al etanol
exhibida por una célula de levadura determina su idoneidad para la fermentacion, que la
vitalidad y viabilidad de la levadura en condiciones de estrés disminuye, que las
caracteristicas fisiologicas de estrés celular por etanol se muestran a nivel molecular por la
induccion de genes de respuesta al estrés, relacionados con cambios en las proteinas de la
pared celular, y que la utilizaciéon de células de levadura estresadas haria que el
rendimiento de la fermentacion sea variable (por ejemplo paradas de fermentacion o tasas
mas lentas para alcanzar el valor de la atenuacion final deseado) y los perfiles de sabor de
la cerveza (es decir, sabores deseables variables tales como ésteres o niveles mas altos de

sabores no deseables, tales como diacetilo y sulfuro de hidrogeno).

Otra condicion de stress para la levadura es la presion osmotica, en un estudio desarrollado
por White et al.,(2003), sobre la respuesta al estrés osmotico de las cepas de levadura
cervecera Ale y Lager. Indicaron que cuando se realiza la transferencia de un cultivo a
otro, es decir el Re-pitching, el proceso genera una fuente potencial de estrés osmotico, que

se exacerba con el uso de mostos de alta gravedad.
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Concluyeron que la respuesta al stress es dependiente del estado fisioldgico de las células,
y que las células en fase estacionaria muestran mayor resistencia al stress, en comparacion
con las células en fase exponencial, y que muchas caracteristicas fisiologicas de la levadura

de cerveza son dependientes de la cepa.

También durante el proceso de elaboracion de la cerveza, como consecuencia de las
condiciones de propagacion de levadura, de almacenamiento y de fermentacion, la

levadura es expuesta a condiciones de estrés oxidativo.

En un estudio sobre las respuestas de la levadura al stress oxidativo desarrollado por
Martin et al., (2003), concluyeron que la tolerancia de las cepas de levadura de cerveza al
estrés del peroxido de hidrogeno exogeno era dependiente de la tension y la fase de
crecimiento exhibido por la poblacion de células y que las cepas Lager, parecia ser mas

resistente que las cepas ale, aunque la razén no es conocida.

Por lo tanto, de las observaciones y estudios realizados, se deduce que el tipo de cepa
utilizada, la fase de crecimiento en la que se encuentra la levadura y por tanto la fisiologia

de esta, influyen en el comportamiento de la levadura en la fermentacion.

Terminado el proceso de fermentacion se pasé a la fase de maduracion, en donde las
levaduras sedimentadas se separaron y la cerveza verde fue transvasada a un recipiente

ambar y conservada en cdmara de frio a 0 °C por 15 dias.

Los resultados del andlisis de la cerveza final se muestran en las Tablas 16 a la 21. Se
realiz6 la prueba de distribucion normal y la prueba T para muestras independientes, con la
correccion de Satterwait, para varianzas no homogéneas para un nivel de significancia del
5 por ciento. Indicando que No existen diferencia significativa (p > 0.05), para la variables
de alcohol, extracto aparente y ADF, entre los métodos N°1 y N°2, en la fase de

maduracion.
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4.4 VIABILIDAD Y VITALIDAD ENTRE LOS METODOS N°1y N°2

Segun Pardo et al., (2009), en su estudio manifestaron que la viabilidad y la vitalidad de la
levadura son parametros independientes. Cualquier condicion o situacion que represente un
estrés para la levadura (congelacion, hiper-osmolaridad, falta de nutrientes, presencia de
metabolitos toxicos, etc.) parece afectar la vitalidad de ésta, sin que necesariamente se

produzca una disminucion de la viabilidad celular.

White et al., (2003), mencionan que la viabilidad y la vitalidad de los cultivos de la
levadura cervecera afectan directamente el rendimiento de fermentacion y la calidad final
de la cerveza. Y que en este proceso la levadura esta sujeta a una serie de factores de estrés

durante el manejo de la cerveceria.

En este trabajo no se observo una relacion directa entre la viabilidad y la vitalidad, sin
embargo, tampoco se les puede considerar independientes entre si, ya que ambos factores
obtuvieron maximos valores entre los dias 4 y 5 de fermentacion, no obstante, se deberia
investigar mas sobre la relacion entre estos dos factores. Asi mismo, estos parametros son
en conjunto importantes debido a la enorme influencia que tienen en la toma de decisiones

sobre los cultivos de levadura en la produccion de cerveza.

Los resultados de viabilidad en ambos métodos fue alto, el recuento en camara Neubauer
sirvid como base para determinar la viabilidad del cultivo, sin embargo, este parametro
indica el nimero de poblacion que debe de tener un cultivo para iniciar una fermentacion,
ya que en las cervecerias el rango oscila entre 9 a 12 x 107 lev/ml, para una cepa de cerveza

tipo lager, por tanto la viabilidad se mantuvo constante y 6ptima durante todos los cultivos.

El recuento de levaduras indico el dia en el que el cultivo debid pasar a la siguiente fase,
para el método N°1, fue en dia 4, y para el método N°2, fue en el dia -5. La vitalidad, en
los dias 2 y 3, por el método N°1, mostro una marcada aceleracion de la fermentacion a

comparacion con del método N°2, sin embargo, en los dias 4 y 5 los valores se asemejaron.
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4.5 DETERMINACION DE LA CALIDAD DE LA CERVEZA FINAL OBTENIDA

A la cerveza final obtenida de los Bach de fermentacion, se analizd los parametros
fisicoquimicos de temperatura, extracto aparente, pH, amargor y alcohol, estos resultados
fueron proporcionados por el area de fisicoquimica de la Empresa Anpay Pera S.A

(ANEXO 16), y se muestran en la Tabla 22.

Se realizo la prueba de distribucion normal y la prueba T para muestras independientes,
con la correccion de Satterwait, para varianzas no homogéneas para un nivel de
significancia del 5 por ciento. Para evaluar si existe diferencia significativa, entre los
métodos N°1 Y N°2, en los resultados fisicoquimicos de la cerveza final obtenida. Estas
pruebas indicaron que las muestran tiene una distribucion normal y que No existen
diferencia significativa (p > 0,05), para las variables de temperatura, extracto aparente, pH,
amargo y alcohol, en los resultados fisicoquimicos. Por tanto, no hay diferencia

significativa entre ambos métodos, para la cerveza final obtenida.

La cerveza obtenida en todos los cultivos fue de color cobrizo, esto se debié al mosto
utilizado ya que fue autoclavado, la cerveza tipo lager es de color dorado claro, este color
podria obtenerse si se agregan aditivos, tales como el “Termamil” utilizado en la industria
cervecera, pero en este estudio la cerveza obtenida, fue una cerveza concentrada sin ningiin
tratamiento, es decir no se filtré con tierra diatomea, como normalmente se haria en las
cervecerias, si no que al ser a nivel de laboratorio se realizé una filtracion rapida con filtro

watman N°45, obteniéndose los siguientes resultados mostrados en la Tabla 22.

Se observo que con el Método N°1 se alcanzd6 un mayor grado de fermentacion,

mostrandose en los datos del extracto aparente, siendo menor que con el Método N°2.

Normalmente en las cervecerias la cerveza concentrada se diluye, por un factor para llegar
al extracto final requerido, esta es una caracteristica que organolépticamente se denomina
como “el cuerpo de la cerveza”, los valores en ambos métodos si bien se diferencian, estos
por un factor de conversion pueden diluirse y llegar a los parametros optimos de calidad de

una cerveza tipo lager.

El alcohol fue ligeramente mayor con el método N°1, pero al igual que el extracto
aparente, en una empresa cervecera, durante la fase de filtracion de la elaboracion de la

cerveza este se corrige para llegar a los valores establecidos como 6ptimos.
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Tabla 22: Resultados Fisicoquimicos de la cerveza final obtenida de todos los cultivos.

FisﬁgaE?::ico Unidade Cultivo Cultivo Cultivo Primer Segundo Tercer
qs S C1 Cc2 C3 mes-N1 mes-N2  mes-N3
Temperatura °C 0,7 0,9 0,7 0,8 0,7 0,9
Extracto ° Plato
Aparente (% p/p) 2,96 2,82 3,25 3,67 3,97 3,88
pH - 3,92 3,95 4,01 4,07 4,04 4,11
Amargo U.A 18,6 18,7 18,1 18,1 18,2 18,2
Alcohol % v/v 6,03 5,96 5,41 5,34 5,36 5,31

Los resultados de los analisis microbioldgicos se muestran en la Tabla 23, se observo
presencia de bacterias aerobias mesofilas y levaduras silvestres del tipo Saccharomyces, en
los cultivos del Método N°1, es probable que esta contaminacién pudiera deberse a la
manipulacion que se le dio a la levadura, para transferirla de un cultivo a otro o durante el
procedimiento de recuperacion de la levadura, sin embargo, esta contaminacion no altero
los parametros de viabilidad y vitalidad, aunque organolépticamente present6é una ligera
diferencia. Se observo que por el Método N°2, la cerveza final obtenida no presentd
contaminacion, aunque hubo presencia de levaduras, es posible que pudiera deberse a que

haya quedado levaduras provenientes de la fermentacion.

La contaminacion presente en el Cultivo C2 y C3, del método N°1, limitaria el uso de este
método, si bien los datos de viabilidad y vitalidad se encuentran dentro de los 6ptimos de
aceptacion, al haber presencia de contaminacion por bacterias, el metabolismo de estas
alteraria el sabor y olor de la cerveza final, aun cuando se pudiera continuar por muchos
subcultivos mas o re-pitching, es necesario, evitar la contaminacion para poder seguir

evaluando sus caracteristicas organolépticas, de viabilidad y vitalidad.

En una empresa cervecera se decide reemplazar un re-pitching, por un cultivo puro nuevo,
cuando presentan contaminacion o algin parametro salié fuera de norma. Por tanto ambos

métodos N°1 Y N°2, se complementan para la produccion de cerveza.
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Tabla 23: Resultados Microbioldgicos de cerveza final obtenida de todos los cultivos.

Analisis Unidades Cultivo Cultivo Cultivo Primer Seg;Jer;do Tercer

Microbiol6gicos C1 C2 C3 mes N1 N2 mes N3
Bacterias Aerobias ufe/100ml 11 21 28 <1 <1 <1
mesofilas viables
Pediococcus sp. * ufc/100ml <1 <1 1 <1 <1 <1
Lactobacillus sp. ** ufc/100ml <1 2 4 <1 <1 <1
levaduras ufc/100ml 11 10 11 8 7 10
levaduras silvestres tipo ufe/100ml 4 4 3 = <1 <
Saccharomyces
Levaduras silvestres no ufe/100ml <1 <1 <1 <1 <1 <1

Saccharomyces

*El género Pediococcus sp. incluye a Pediococcus dannosus, Pediococcus inopinatus.(Medio de cultivo NBB)

**El género Lactobacillus sp. incluye a Lactobacillus brevis,Lactobacillus lindneri, Lactobacillus brevisimiles, Lactobacillus
frigidus, Lactobacillus casei.(Medio de cultivo MRS)

Tomando en consideracion lo expuesto anteriormente, la industria cervecera podria utilizar
los subcultivos o re-pitching como método rapido de fermentacion, ya que estas levaduras
se encuentran adaptadas al medio y condiciones ambientales, se recortarian los dias de
escalamiento en laboratorio y adaptacion del cultivo, por ende se reducirian costos de
produccion, tales como energia, frio, mano de obra, costos generados por la compra de
nuevas cepas de levadura, etc. ademas que aceleraria los dias en los que se obtiene la
cerveza, si una empresa con amplia demanda en el mercado desea acelerar su produccion,
el método N°1 le permitira, una produccion constante sin paradas, ahorrando en tiempo y
costos, sin embargo va perdiendo cualidades y debe de ser retirada del proceso de
produccion industrial. Una empresa con poca demanda como suelen ser las
microcervecerias o pequefas empresas caseras, deberian de utilizar el método N°2, ya que
seria un costo mayor el mantener las levaduras y conservarlas si no van a ser utilizadas en
el momento, ademas que por el tiempo de almacenamiento podrian contaminarse, por tanto
un nuevo cultivo seria lo indicado. Se concluye que ambos métodos son buenos para la

produccion de cerveza, el utilizar uno u otro dependera de la necesidad de la empresa.

114



1.

V. CONCLUSIONES

Se concluye que la viabilidad y vitalidad de las levaduras hasta el tercer cultivo
y re-pitching, no esta influenciada por el método de cultivo, y que la estabilidad
de los Starter de levadura, se mantiene Optima durante todos los cultivos. Se
observd que con el método N°1, la fase de fermentacion se vio reducida en un
dia, y este margen se mantuvo en todos los cultivos, ademas present6 una ligera
mejora en las caracteristicas de viabilidad y vitalidad, mientras que con el
método N°2, los parametros de viabilidad y vitalidad en todos los cultivos se
mantuvieron casi constantes entre ellos. Por tanto se concluye que con ambos
métodos se obtiene una cerveza con buenas caracteristicas.

La calidad del mosto utilizado en la preparacion del starter, y posterior
elaboracion de cerveza. Fue de caracteristicas optimas, segun los resultados de
la caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica, asi como también de su
estabilidad.

El método de cultivo “Re- pitching”, no afecta la viabilidad y vitalidad de las
levaduras, sin embargo en los analisis microbiologicos, la presencia de
contaminacion, indicaria que este método, tiene un limite de reutilizacion, y que
es necesario reemplazar a la levadura por un nuevo cultivo. Ya que un exceso
de re-pitching puede provocar mutacion de las cepas, disminucion de la tasa de
fermentacion e incremento en la edad promedio de la levadura, todo esto
reduciria el vigor del cultivo de levaduras y perderia caracteristicas de calidad
establecidas, con posibles cambios organolépticos en las posteriores
fermentaciones.

La industria cervecera podria utilizar los subcultivos o “Re- pitching”, como
método rapido de fermentacion, ya que estas levaduras se encuentran adaptadas
al medio disminuyendo asi dias y costos de produccion, sin embargo esto

depende la condicion de la levadura.



VI. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos, y como continuacion del trabajo iniciado, es necesario

realizar otros ensayos, tales como:

Realizar un estudio sobre la influencia del incremento de los subcultivos o re-pitching en la
levadura Saccharomyces pastorianus ssp. carlsbergensis., a partir de la quinta
fermentacion (cuarto Sub-cultivo), siguiendo con las mismas condiciones establecidas en

esta investigacion.

Investigar la influencia del re-pitching en la levadura Saccharomyces pastorianus ssp.
carlsbergensis, durante una fermentacion alcoholica, utilizando condiciones de cultivo

industrial, es decir en la industria cervecera.

Realizar un estudio en forma paralela sobre la influencia del re-pitching en la levadura
Saccharomyces pastorianus ssp. carlsbergensis., tomando como in6culo levadura en fase

estacionaria temprana y fase estacionaria tardia. Evaluando su vitalidad y viabilidad.

Investigar la influencia del re-pitching y cultivo puro, con otra metodologia de vitalidad,

para establecer la mejor metodologia.

Realizar estudios para establecer la metodologia idonea para la evaluacion de la viabilidad
y vitalidad, que puedan ser aplicados a la empresa cervecera, y sean de respuesta inmediata

y que permita apoyar la toma de decisiones.
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VIIlI. ANEXOS

ANEXO 1: Diversas formas de presentacion de levadura comercial para cerveceria
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ANEXO 2: Documentacién de la cepa Saccharomyces pastorianus ssp. carlsbergensis

Technische Universitat Manchen
Technische Universitst Minchen
1. Braw- und L
Alte Akademie 3 . 85354 Freising-Weihenstephan . Germany
ANYPSA PERU SA, Forschungszentrum
Department of Quality Assurance Weihenstephan fur Brau-
RUC: 20106793621 nd Lebenemiieiquatest
Autopista Trapiche Chillon SL 69 A
Los Huertos de Tungasuca Carabayllo
Lima/ Peru Leitung:
Dr. Fritz Jacob
Alte Akademie 3
— 85354 Freising-Weihenstephan
S " 1))-{‘ Germany
Weihenstephah, 2013-01-21 ;’/. Tel +49.8161.71.3331
'/‘gv Fax +49.8161.71.4181
— biq@wzw.tum.de i
Summary of accomplished quality assurance
Strain: TUM 34/70 Lot No.: 1212-29/ -30
Saccharomyces pastorianus ssp. carisbergensis
Yeast type: bottom fermenting brewing yeast
Period of quality assurance: 2013-01-11 - 2013-01-21
examination description result
- examination under microscope visual detection of microorganisms n.d.
37 °C Test* detection of TF Sacch. and wild yeast strains nd.
NBB-Bouillon* detection of beer spoilage organisms n.d.
yeast water* detection of bacteria in secondary flora n.d.
PCR Saccharomyces yeast (BF) detection of BF yeast based on PCR positive
PCR Saccharomyces yeast (TF) detection of TF yeast based on PCR negative
PCR Screening PCR screening of beer spoilage organisms n.d.
abbreviations:
/=== n.d.=not detectable; BF = bottom fermenting; TF = Top fermenting;
"} PCR = Polymerase-Chain-Reaction; * = control of culture of origin
37 °C Test = Bottom-fermenting brewing yeast stralns are Incapnbh of growth at a temperature of 37 *C.
Hi the majority of wild yeast ies and top- g yeast stmins can grow at his llmparaturo If
an universal growth ‘medium for yeast such as won YPG, YGC or YM is i d with bottom

yeast and incubated at 37 °C, any contamination with top fermenting wild yeast or top-fermenting culture
yeast can be detected.

YM + CuSO4 = Brewing yeast cannot grow in a nutri dium if the ion of copper sulfate
(CuS04) exceeds 200 ppm. The growth of most wild yeasts is not inhibited at this ation. Theref
the lddlﬂon of CuSO4 at 200 ppm to an universal growth medium of yeast (e.g. YM) can serve as a means
for d g wild yeast jons in top- and bottom-fi 9 g yeast p

NBB-Broth = Pediococcus sp., Lactobacillus sp. and gram-negative beer spoilage b ia can be detected

using NBB nutrient broth under anaerobic conditions. For this test, a drop or a swab sample of the yeast is Yeast cultures are analysed in
placed in a tube containing NBB broth. the wﬂlﬁ'i ol
of

Yeast Water = Pure yeast cultures should not harbor any other microorganisms (e.g. wort ia, indi Center Weinensiephan
fiora). Yeast infusion broth is suit as a medium for the detection of ia in flora typi
found with g yeast. S les of b g yeast placed in yeast infusion broth should exhibit no ///:\\
bacterial growth. This test is per'ormod as part of the quality control for pure cultures, so that they are "DAKKS
certain to be y free from gy
=
PCR (Poly Chain-R = A hod in conj with onal tests with culture 0140630200
media, so that conclusrve information lbout the purity of samph is available just 2-4 hours after it is
collected. Analysis methods offer rapid and reliable ysis not only for g the correct identity of Consulting and service partner
yeast samples, but are also used to test for trace contunlnaﬁons wkh beer apollage bmm or cross- for breweries, maithouses, non-
;o:::::vmnv: ::;l the "wrong” type of b g yeast (e.g. bott yeast with t ] - :“ e e,
suppliers
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Technische Universitat Manchen

Technische Universitat Manchen
i 1 Brau-und L
Alte Axadomie 3 . 85354 Freising-Weihenstephan . Germany

Forschungszentrum
Weihenstephan for Brau-
und Lebensmittelqualitat
ANYPSA PERU S.A.
RUC: 20106793621
Autopista Trapiche Chillon SL 69 A Direktor:
Los Huertos de Tungasuca Carabayllo Prof. Dr. Dr. Harun Parlar
Lima / Peru Techn. Leitung:
Dr. Fritz Jacob
Alte Akademie 3
85354 Freising-Weihenstephan
Germany
il - Tel +49.8161.71.3331
Weihenstephan, 2013-01-21 U gl
biq @ waw.tum de
www blg-weihenstephan de

CERTIFICATE and CHARACTERISATION OF THE BREWING
YEAST STRAIN TUM 34/70
Saccharomyces pastorianus ssp. carlsbergensis

1. Yeast strain characterisation:

Saccharomyces pastorianus ssp. carlsbergensis strain TUM 34/70 :

Yeast-Type: Bottom-fermenting flocculating brewing yeast (lager type)

Cell morphology:
» spherical, globose or ellipsoidal, single or in budding pairs,
¢ lipids or vacuoles mostly visible in older cells (via microscope)
» cell diameter (mother cell): 8-12 um

Colony morphology on Wort-Agar:
= round, partially corrugated, partially semi-rough with smooth edges
¢ slightly raised/ raised
* white to cream and opaque (some patterns of slight yellow/ brown
shades can occur on older colonies)

Appropriate growth media:
¢ Wort-Agar / Liquid Wort
* Potato-Extract-Infusion-Agar
¢ YM-Agar/ YM-broth
* YPD-Agar/ YPD broth
» other universal yeast media
Fermentation spectrum (important fermentable sugars):
Glucose, Fructose, Galactose, Maltose, Maltotriose, Melibiose, Raffinose,
Sucrose.

R:hnmnum Dve Akkrediterung gilt rar auf dio in der Urkunde aufgefuhrten Varfahven Die in den
| LT ziterten Normen und Richtinian n0egabanen Messunsicherherden werden eingehalien
Do Pruforgobrisse beziehen sich ausschilellich auf dee Pridgegenstande. Der Prifboncht
darf chne die Genehmigung oes Forschungszentrums Waeihanstaphan fur Brau- una
Reg -Nr' DAP-PL-348000 L nicht o worvelatgt werder
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Non-degenerated (or enzymatically non-digested) starch or dextrins are not
fermentable.

Assimilation of selected nitrogen compounds:
No assimilation by TUM 34/70 of the nitrogen compounds nitrate, nitrite,
ethylamine and L-lysin

2. Confirmation about Non-GMO (Non-Genetically Modified Organism)

The yeast strain TUM 34/70  deriving from the Forschungszentrum
Weihenstephan fir Brau- und Lebensmittelqualitit is a natural yeast strain
and is not genetically modified. The yeast strain is a selected brewing yeast
isolate used by many international breweries and brewing research centres.
The natural fermentation and propagation characteristics are appreciated by
the mentioned institutions. This strain does not contain following
modifications:

- Gene/genes from other organisms

- Gene-encoding plasmids

- Transferred Resistance genes (for e. g. resistance against antibiotics

or antimycotics)
- Modifications by classical or recombinant genetic methods

3. Information about the absence/presence of metals, heavy metals and
radionuclids in the yeast culture

The yeast cultures of the strain TUM 34/70 do not contain the elements Pb,
Cd, Hg, As, Sn, and Al and they are free from radionuclids. Periodic
measurements of these parameters are performed.

The elements Cu, Zn, and Fe are present in traces in each yeast culture,
because they are natural ingredients of the cell and essential for the
metabolic flux and the enzyme apparatus of each cell. Therefore these
elements are of great importance for the health and the good physiological
condition of a brewing yeast culture.

4. Recommended storage:

Upon receipt of the yeast culture the yeast culture should be stored at
2°Cto8°C.

This document has been established electronically and is valid without signature.

Akkredtiorungs D8 ARKrodtonung gt nur aut
. Rat ziborten Normen und Ricl

[CR 7N  Dia Pridergobrusso boziehon sch ausschie
dorf ohne de Genehmwgung Forschungszen

Rog -Nr. DAP-PL-3480 00 Lebensmattolqualtat nicht BUSTUGTVEISE varviel
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Technische Universitat Minchen

1 Brau-und L
Alte Akademie 3 85354 Freising-Weihenstophan = Germany
ANYPSA PERU S.A.

RUC: 20106793621

Autopista Trapiche Chillon SL 69 A
Los Huertos de Tungasuca Carabayllo
Lima / Peru

trugr Waihenstephan

"

Weihenstephan, 2013-01-21

CONFIRMATION OF ORIGIN AND PURITY

The yeast strains distributed by the Forschungszentrum Weihenstephan fir Brau- und
Lebensmittelqualitat (FZW BLQ) derive from its collection of microorganisms. The FZW BLQ
performs all production steps (wort/substrate preparation, aeration, inoculation, cultivation / cell
propagation, sterile filling and packaging) of all distributed yeast cultures that are provided by
the FZW BLQ. All substrates that are used for the growth of the yeast culture conform to the
German purity law for beer production,

The Forschungszentrum Weihenstephan fiir Brau- und Lebensmittelqualitdt confirms that the
distributed yeast strains fulfil following conditions:

¢ The yeast strains are pure cultures containing no contaminations
¢ The yeast strains are not manipulated by genetic engineering
s The brewing yeast strains do not contain unspecific genes or unspecific properties.

The FZW BLQ is accredited by DIN EN ISO / IEC 17025:2005 and guarantees that the delivered
pure culture yeast, strain no. TUM 34/70 is a pure culture yeast for beer fermentation. The yeast
culture does not contain any harmful or poisonous substances.

In summary the delivered good is a pure natural brewing yeast culture pure and which is not
manipulated (e. g. genetically) in any way.

MICRBIOLOGICAL/HYGIENIC CERTIFICATE

The FZW BLQ is accredited by DIN EN ISO / IEC 17025:2005 and the microbiological lab of the
FZW BLQ ensures that no beer-spoiling microorganisms are part of the pure yeast cultures.
Ongoing quality control procedures (on special microbiological culture media) of the yeast
cultures ensure the quality and the purity of the yeast cultures All three brewing yeast culture
types (liquid culture, agar slant, cotton wool tube culture) are microbiologically pure and do not
contain any beer-spoiling microorganisms. The FZW BLQ ensures best hygienic conditions and
a precise and complete quality control and traceable documentation of all production steps
according to our lab guidelines. The labs of the FZW BLQ that perform these procedures are
accredited by DIN EN 1SO / IEC 17025:2005.

This document has been established electronically and is valid without signature.
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Dr. Fritz Jacob
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of the Research
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as well as the food industry and
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ANEXO 3: Fotos del Escalamiento para la preparacion del Starter
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ANEXO 4: Fotos del Bach de 10 L para fermentacion
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ANEXO 5: Fotos del equipo de filtracion de la cerveza final
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ANEXO 6: Fotos del Equipos Anton Paar
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ANEXO 7: Documentacion de los datos fisicoquimicos del Mosto

CONTROL DE PROCESOS i
ANALISIS DE COCIMIENTOS | ieiner
Viernes, 08 de Marzo del 2013 ANPAY PERU S.A.

Fecha y hora de muestra  : Mie 06.03.13/20:00 y Jue 07.03.13/15:00 hrs.
Fecha y hora de andlisis  : Jue 07.03.13/09:00 y 16:00 hrs.

Ne 07 Ne 08 Unidades
¢ Ext. Original calien. : 13.39 14.93 P
o pH caliente 2 547 5.58
o Ext. Original Frio : 1331 14.93 o
o pH frio 3 5:51 5.58
e Color 5 2.9 3.7 SRM
e Amargo . : 20.5 274 U.A.
o Sulfatos 3 104 92 ppm
e Calcio 2 35 36 ppm
e Cloruros : 186 262 ppm
e Reaccién al yodo Neg. Neg.
o Acidez 2 0.19 0.22 % Ac. Lactico
o Polifenoles 5 187 207 ppm
o Azucares reductores: 8.8 9.7 %
e F.AN. : 232 232 ppm
e Atenuacién Limite : 2.69 3.00 P
o Tanque destino 3 Tex-5 Tex-5
o Volumen total 3 230 210 HL
NOTA:
e Levadura 1K-Nueva.
o Enel Cocimiento Ne 07 se realizo anélisis de amargo al mosto caliente
dando 3.3 UA.
Atte.

Ing. Juan.Honorio Carrera Sénchez
Dpto. Aseg. y Control de Calidad
PLANTA CERVEZA ANPAY

Av:Chacta Ceno 325 Fnd. Chacra Cerro Comas = Lima 07 -Per(
ventas@anpayperu.oogn.pe WU aripaypery.com pe Telfi051:1):613-9393 Fax: (51-1)6139394

ANYPSA PERU S.A
e RU.C. N° 20510957319
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CERVELZA
1 (1 \

0 CONTROL DE PROCESOS
TANPAY PERU
Cédi_go:‘F~42
ANALISIS DE COCIMIENTOS Vom0t
Lunes, 11 de Marzo del 2013 ANPAY PERU S.A.
Mosto Ne 08 Unidades
Después de esterilizaciéon
e [Ext. Original. Frio : 15.01 °p
e pH frio 5 5.15
e Color 3 6.5 SRM
e Amargo g 28.9 U.A.
o Sulfatos 5 91 ppm
e Calcio ' 2 35 ppm
e Cloruros : 262 ppm
e Reaccién al yodo : Neg.
e Acidez 5 0.27 % Ac. Lactico
e Polifenoles 3 207 ppm
e Azicares reductores: 9.7 %
o F.AN. s 232 ppm
NOTA:
e Solicitud de Blga. Karin Toribio.
e Color fuera de Norma.
Atte.

Ing. Juan Honorio Carrera Sanchez
Dpto. Aseg. y Control de Calidad
PLANTA CERVEZA ANPAY

5 : AV: Chacra Cerro:325 Fnd. Chacra Cero-- Comas = Lima D7--Pert
ANYPSA PERU S.A =

RU.CN° 20510057310 ventas@anpaypert.com.pe - Www.anpaypertcontpe Telf:{051-1) §13-9393 Fax:
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ANEXO 55: Cuadros comparativos del recuento en camara Neubauer y viabilidad de
todos los cultivos

Cuadro comparativo del Recuento en camara de Neubauer (levaduras /ml), en
todos los cultivos de la fermentacion en su respectivo Bach.

Dias Cultivo Cultivo Cultivo Primer Segundo Tercer
cl c2 C3 mes N1 mes N2 mes N3
0 - - - - - -
1 3,2x 107 3,4x 107 2,7 x 107 1,1 x 107 0,9 x 107 1,0 x 107
2 11,0x 107 92 x107 12,1 x 10’ 4,4 x 107 3,4x 107 3,7 x 107
3 150x 107  138x 10" 12,1 x107 85 x 10’ 6,3x 107 8,2 x 107
4 17,9 x 107 19,2x 10" 14,5 x10” 10,9 x 10" 10,7 x 10" 10,5 x 10’
5 8,4 x 107 6,8 x 107 6,1 x10" 19,2 x107 17,8 x 10" 16,5 x 107
6 - - - 52x107  3,6x 107 42 x 107

Cuadro comparativo de la Viabilidad (%0), de todos los cultivos en la fermentacion
de su respectivo Bach.

Dias Cultivo Cultivo Cultivo Primer Segundo Tercer

C1l C2 C3 mes N1 mes N2 mes N3
0 99,00 96,50 95,00 99,00 99,00 99,00
1 98,50 96,50 93,80 98,80 98,50 98,50
2 98,20 96,80 96,50 99,00 99,00 98,50
3 97,50 96,80 88,80 98,50 98,50 98,50
4 97,50 96,50 88,80 99,00 99,00 98,50
5 97,50 97,00 89,00 98,50 98,50 98,50
6 98,70 98,70 98,20
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ANEXO 62: Cuadros comparativos del alcohol, atenuacion aparente y extracto
aparente de todos los cultivos

CUADRO COMPARATIVO DEL % ADF O ATENUACION APARENTE EN LOS
CULTIVOS

- Etapa  CULTIVO CULTIVO CULTIVO Primer Segundo Tfnrg:r

C1 C2 C3 mes N1  mes N2 N3
0 0,11 0,11 0,12 0,12 0,11 0,12
1 32,04 31,93 20,46 1329 1328 12,62
2 63,38 60,12 52,49 18,81 19,56 18,69
3 FERMENTACION 81,38 80,23 77,65 4091 39,04 388l
4 82,27 81,61 78,05 7134 7555 70,50
5 83,82 81,65 78,14 7520 77,90 73,08
6 - - ] 76,84 77,96 74,71
Dll,gs MADURACION 83,78 81,95 78,40 77,66 7557 76,32

CUADRO COMPARATIVO DEL % DE ALCOHOL (v/v) EN LOS CULTIVOS

. CULTIVO CULTIVO CULTIVO Primer Segundo Tercer
Dias Etapa

C1l C2 C3 mesN1 mes N2 mes N3
0 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00
1 2,24 2,22 1,44 0,96 1,06 0,96
2 4,63 5,02 3,73 1,36 1,52 1,34
3 FERMENTACION 6,30 5,91 5,66 2,67 2,24 2,67
4 6,09 5,96 5,69 4,93 5,16 4,79
5 6,14 5,97 5,71 5,14 5,34 5,10
6 - - - 5,44 5,35 5,41
Dll,gs MADURACION 6,03 5,96 541 534 536 531

CUADRO COMPARATIVO DEL EXTRACTO APARENTE % p/p EN LOS
CULTIVOS

CULTIVO CULTIVO CULTIVO Primer Segundo Tercer

Dk Sifz |28 C1 C2 C3 mes N1 mes N2 mes N3
0 13,90 13,90 13,89 13,90 13,90 13,89
1 9,70 8,80 9,65 12,10 12,50 11,55
2 5,29 4,56 6,98 11,35 11,07 11,42
3 FERMENTACION 3,67 3,02 3,33 8,87 9,70 6,63
4 3,01 2,89 3,30 4,59 4,12 4,92
5 2,99 2,88 3,28 4,07 3,78 4,06
6 - - - 3,55 3,75 3,98
15dias MADURACION 2,96 2,82 3,25 3,67 3,97 3,88
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ANEXO 63: Documentacion de los datos fisicoquimicos de la cerveza final
obtenida

CERVEZA _

CONTROL DE PROCESOS

v S
ANPAY PERU

Cédigo: F-43

ANALISIS DE CERVEZA FINAL Versién: 01

Fecha: 23/08/12

Lunes, 8 de Abril del 2013 ANPAY PERU S.A.
ANALISIS Unidades Y1 aiien

Temperatura %G - 0.7
Extracto Aparente °PLATO 1.80-2.20 2.96
Extracto Original °PLATO 10.50-11.00 13.87
Extracto Real °PLATO 3.51-3.90 4.60
Alcohol % Volumen % 4.37-4.84 6.03
Alcohol % Peso % 3.47-3.80 4.73
s r‘lg’c"‘i‘:;’?A‘EF) % 79.24 - 83.64 83.78
Densidad g/em’ 1.00520 - 1.00677 1.00581
Gravedad Especifica 1.00701 - 1.00858 1.00762
Color °SRM 23-2.6 5.8
pH 420-4.50 3.92
Turbidez ° EBCoge <0.60 2.59
Turbidez ° EBCype <0.20 3.92
Sulfatos ppm 80— 150 85
Calcio ppm 40-170 32
Cloruros ppm 200-270 179
Amargo U.A. 14.0-15.0 18.6
Acidez % Acido Lactico 0.13-0.18 0.21
Diacetilo Total ppm <0.15 0.50
Polifenoles Totales ppm - <130 178

OBSERVACIONES:  Fjoruros = 0.7195 (12); Fe cioruros = 0.86 Y Fe catcio= 1.28
NOTA:

e Solicitud de Blga. Karin Toribio.
e (Cerveza sin pasteurizar.

Atte.
—_
Ing. Juan Honorio Carrera Sanchez
Dpto. Aseg. y Control de Calidad
PLANTA CERVEZA ANPAY

f;’;AN_vpsA PERU s,A A CisGeoun il oo Con. o P

R.UC. N" 20510957319

6139393 Fax: (51 )6139394 ik
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e Solicitud de Blga. Karin Toribio.
e Cerveza sin pasteurizar.

. ANYPSA PERU s.A

RUC N°20510957318

Ing. Juan Honorio Carrera Sanchez
Dpto. Aseg. y Control de Calidad
PLANTA CERVEZA ANPAY
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CONTROL DE PROCESOS
ANALISIS DE CERVEZA FINAL | Vesinot-
Fecha: 23/08/12
Lunes, 8 de Abril del 2013 ANPAY PERU S.A.
ANALISIS Unidades Bl
Temperatura 26 - 0.8
Extracto Aparente °PLATO 1.80-2.20 3.67
Extracto Original °PLATO 10.50 - 11.00 13.65
Extracto Real °PLATO 3.51-3.90 5.59
Alcohol % Volumen % 437-4.84 5.34
Alcohol % Peso % 3.47-3.80 4.18
i I‘l‘g’c“i‘;f‘(;‘gm % 79.24 - 83.64 77.66
Densidad g/em’ 1.00520 — 1.00677 1.00939
Gravedad Especifica 1.00701 - 1.00858 1.0112
Color °SRM 23-2.6 5.5
| pH 4.20-4.50 4.07
Turbidez ° EBCyqpe <0.60 2.78
Turbidez ° EBCyoe <0.20 3.99
Sulfatos ppm 80—150 91
Calcio ppm 40-70 37
Cloruros ppm 200-270 185
Amargo U.A. 14.0-15.0 18.1
Acidez % Acido Lactico 0.13-0.18 0.33
Diacetilo Total ppm <0.15 0.70
Polifenoles Totales ppm <130 182
OBSERVACIONES:  Fuorros = 0.7195 (12); Fe ctoruros = 0.86 Y Fe careio = 1.28
NOTA:




CONTROL DE PROCESOS

ANALISIS DE CERVEZA FINAL | vesinor
Fecha: 23/08/12
Lunes, 6 de Mayo del 2013 ANPAY PERU S.A.
ANALISIS Unidades St b
Temperatura e - 0.9
Extracto Aparente °PLATO 1.80-2.20 2.82
Extracto Original °PLATO 10.50-11.00 13.80
Extracto Real SPLATO 3.51-3.90 4.92
Alcohol % Volumen % 4.37-4.84 5.96
Alcohol % Peso : % 3.47-3.80 4.90
S I‘lg’;f;“&‘gm % 79.24 - 83.64 81.95
Densidad g/em’ 1.00520 — 1.00677 1.00603
Gravedad Especifica 1.00701 - 1.00858 1.00721
Color °SRM 23-26 5.6
pH 4.20-4.50 3.95
Turbidez ° EBCyqe <0.60 2.61
Turbidez ° EBCyqe <0.20 3.94
Sulfatos ppm 80— 150 86
Calcio ppm 40-70 31
Cloruros ppm 200-270 175
Amargo U.A. 14.0-15.0 18.7
Acidez % Acido Lactico 0.13-0.18 0.23
Diacetilo Total ppm <0.15 0.50
Polifenoles Totales ppm <130 179
OBSERVACIONES:  Fejoruos = 0.7195 (18); Fe cioruros = 0.86 Y Fe catcio= 1.28
NOTA:
e Solicitud de Blga. Karin Toribio.
e Cerveza sin pasteurizar.
Atte.

——

Ing. Juan Honorio Cdrrera Sinchez
Dpto. Aseg. y Control de Calidad
PLANTA CERVEZA ANPAY

& ANYPSA PER“ S-A SRR A ChacraCem:SZﬁFnd ChacraCerw Cornas -Lima 07

(051=
R.U. c N" 29510957319 if i 1) Gh 9393 Fax A(51 116139394
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CONTROL DE PROCESOS

ANALISIS DE CERVEZA FINAL | vesénot

Fecha: 23/08/12

Lunes, 8 de Mayo del 2013 ANPAY PERU S.A.
. ANALISIS Unidades el ks
‘Temperatura e - 0.7
Extracto Aparente °PLATO 1.80-2.20 3.97
Extracto Original 3 °PLATO 10.50 —11.00 13.14
Extracto Real °PLATO 3.51.-3.90 5.73
Alcohol % Volumen % 4.37-4.84 5.36
Alcohol % Peso % 3.47-3.80 4.19
oo ,Qf;r::t&‘]i)ep) % 79.24 - 83.64 75.57
Densidad g/em’ 1.00520 — 1.00677 | 1.00976
Gravedad Especifica 1.00701 - 1.00858 1.01158
Color ° SRM 23-26 57
pH 4.20-4.50 4.04
Turbidez ° EBCype <0.60 2.79
Turbidez °EBCyoe <0.20 4.01
Sulfatos ppm 80 - 150 90
Calcio ppm 40-70 36
Cloruros ppm 200 -270 185
Amargo U.A. 14.0-15.0 18.2
Acidez % Acido Lactico 0.13-0.18 0.29
Diacetilo Total ppm <0.15 0.70
Polifenoles Totales ppm <130 181

OBSERVACIONES:  Feioruros = 0.7195 (18); Fe cloruros = 0.86 y Fe carcio = 1.28

NOTA:

e A Solicitud de Blga. Karin Toribio.
e Cerveza sin pasteurizar.

Atte. W

Ing. Juan Honorio Carrera Sanchez
Dpto. Aseg. y Control de Calidad
PLANTA CERVEZA ANPAY

ANYPSA PER“ s_ : SR Cerro‘i”SFnd ChacraCerm Comas L|ma*07 -Perii

 RUCN20510857319 = = ; : Ay : __3?3”“ el £
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(/( d/z/ﬂdy 3

CONTROL DE PROCESOS

ANPAY PERU

Cédigo: F-43

ANALISIS DE CERVEZA FINAL Version: 01

Fecha: 23/08/12

Lunes, 3 de Junio del 2013 ANPAY PERU S.A.

ANALISIS Unidades e
Temperatura =6 - 0.7
Extracto Aparente °PLATO 1.80-2.20 3.25
Extracto Original °PLATO 10.50-11.00 13.80
Extracto Real °PLATO 3.51-3.90 5.27
Alcohol % Volumen % 4.37-4.84 5.41
Alcohol % Peso % 3.47-3.80 4.28
i Iﬁ:j}fﬁ;‘]‘% % 79.24 - 83.64 78.40
Densidad g/em’ 1.00520 - 1.00677 | 1.00905
Gravedad Especifica 1.00701 - 1.00858 1.01087
Color °SRM 23-26 5.8
pH 420-4.50 4.01
Turbidez ° EBCyqpe <0.60 2.99
Turbidez ° EBCy¢e <0.20 4.03
Sulfatos ppm 80— 150 86
Calcio ppm 40-70 32
Cloruros ppm 200-270 176
Amargo U.A. 14.0-15.0 18.1
Acidez % Acido Lactico 0.13-0.18 0.24
Diacetilo Total ppm <0.15 0.50
Polifenoles Totales ppm <130 179

OBSERVACIONES:  Feioruros = 0.7195 (12); Fe cioruros = 0.86 ¥ F carcio = 1.28

NOTA:

e Solicitud de Blga. Karin Toribio.

e Cerveza sin pasteurizar.
Atte.

Ing. Juan Honorio Carrera Sinchez
Dpto. Aseg. y Control de Calidad
PLANTA CERVEZA ANPAY

S Av ChacraCenuSZBFnd Chacra Cerro=Comas - Lima 07 -Peri
- ANYPSA PERU S.A : s _3939”3)( o 1}5139394

=R U C.N° 20510957319
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@ CONTROL DE PROCESOS

7 7
ANPAY PERU

Codigo: F-43

ANALISIS DE CERVEZA FINAL Version: 01

Fecha: 23/08/12

Lunes, 6 de Junio del 2013 ANPAY PERU S.A.
ANALISIS Tnidates | DRECREAL 1 Tong
Temperatura i & - 0.9
| Extracto Aparente °PLATO 1.80-2.20 3.88
Extracto Original °PLATO 10.50 - 11.00 13.74
Extracto Real °PLATO 3.51-3.90 5.45
Alcohol % Volumen % 437-4.84 5.31
Alcohol % Peso % 3.47-3.80 4.29
S;f:l‘; Iﬁ;’ggﬁgm % 79.24 - 83.64 76.32
Densidad glem® 1.00520 — 1.00677 1.00952
Gravedad Especifica 1.00701 - 1.00858 1.01133
Color ° SRM 23-2.6 35
pH 4.20-4.50 4.11
Turbidez ° EBCype <0.60 2.89
Turbidez ° EBCyqe <0.20 4.03
Sulfatos ppm 80— 150 89
Calcio ppm 40-70 35
Cloruros ppm 200-270 187
Amargo U.A. 14.0-15.0 18.2
Acidez % Acido Lactico 0.13-0.18 0.29
Diacetilo Total ppm <0.15 0.60
Polifenoles Totales ppm <130 183

OBSERVACIONES:  Fonures = 0.7195 (12); Fe ctoruros = 0.86 Y Fe carcio= 1.28

NOTA:

e Solicitud de Blga. Karin Toribio.
e Cerveza sin pasteurizar.

Atte.

—

Ing. Juan Honorio Carrera Sénchez
Dpto. Aseg. y Control de Calidad
PLANTA CERVEZA ANPAY

'Av Chacra Garo 325 Fnd Ghacra Cerra - Comas - Lima 07 Per
.ANYPSA PERU S.A oo Tl

RU.C. N° 20510857313 S@a“PaVPemmm B vanpaypem pe! 561&9393 Fax: 451 1\613q°94
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