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RESUMEN

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo la caracterizacion de cervezas
artesanales de alta fermentacion procedente de Bélgica empleando Saccharomyces
cerevisiae durante su elaboracién, mediante la determinacién de parametros quimicos
(Aldehidos, % Alcohol Volumen, Alcoholes Superiores y Esteres) y fisicoquimicos (pH,
°Brix, Acidez, Gravedad Especifica (GE)), a fin de establecer pardmetros de calidad en la
cerveza, asi como el aislamiento, purificacion, diferenciacion e identificacion de levaduras
no-Saccharomyces (NS) a partir de desechos de industrias vitivinicolas (Hojas de uva y
orujo) provenientes de los estados de Querétaro y Baja California Sur, para su uso
alternativo como agentes fermentativos en cerveza artesanal. El aislamiento de levaduras
se llevé acabo en medios de cultivos selectivos (Agar-EYPD, Agar-Lisina, Agar-Amonio y
Agar-Mosto Malta), obteniendo 30 cepas de levaduras, las cuales fueron purificadas en
medios Agar Lisina , diferenciando como NS aquellas levaduras capaces de desarrollarse
después de dos siembras consecutivas sobre este medio, obteniendo 14 cepas de
levaduras NS. La identificacion de levaduras NS se llevd acabo evaluando la pureza del
cultivo macroscépicamente, observando el crecimiento de colonia, forma, color y
homogeneidad, microscopicamente; mediante una tincion de Gram y tincién de capsula,
logrando observar con claridad la capsula tipica que envuelve a la levadura, con
morfologias muy variadas donde el tamafio de cada una ellas oscilaba ente 0.4-1 ym. La
identificaron de levaduras NS se evalué mediante la presencia de actividad enzimatica al
mostrar una diferenciacion notable de compuestos aromaticos al finalizar la fermentacion
con respecto al control (Saccharomyces cerevisiae). Seleccionando mediante evaluacion
sensorial aquellas levaduras que presentaron atributos positivos favorables para la
obtencion de cervezas con notas florales y/o frutales a las cuales se les evaluaron
parametros quimicos Yy fisicoquimicos. Finalmente se realiz6 la cinética de
fermentaciones, evaluando tres cepas individuales ;control, NSO08 y NS014 y una
fermentacion mixta; con las cepas NS010/NS011, mostrando un comportamiento de
consumo de azucar decreciente durante la fermentacién donde los parametros de GE y
°Brix fueron disminuyendo a la par del consumo sustrato fermentable y produccion de
alcohol ascendente, siendo la levadura NS014 la que se adaptdé con mayor facilidad al
medio, presentando una cinética rapida de crecimiento y alcanzando una poblacion
maxima de 8.7X10° dicha cepa fue la que se comporté en la %Alc. Vol y atenuacion del

mosto igual al control.
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INTRODUCCION

La cerveza es considerada desde hace miles de afios como una bebida popular y su
produccion se considera a menudo como el proceso biotecnoldgico mas antiguo (Baxter y
Hughes, 2004). Se define como una bebida alcohdlica no destilada elaborada por medio
de fermentacion de mosto procedente de malta de cebada, solo o mezclado con otros
productos amilaceos (trigo, maiz, arroz o sustituto de malta) en donde el almidén ha sido
parcialmente hidrolizado por digestion enzimatica y se le ha conferido por infusion el sabor
del ldpulo (Garcia, 2009). Aquellas cervezas con sabores mas complejos, aromas
intensos y cargados de matices por la adicion de adjuntos como; frutos, hierbas, especias
y/o condimentos son denominadas cerveza gourmet, cerveza de especialidad o cerveza
artesanal (Sweet, 2014, Coriat, 2014).

En la actualidad el panorama de la cerveza artesanal en México es prometedor logrando
distinguirse de las marcas industriales en cuanto a variedad y calidad, ganando
aceptabilidad entre los consumidores. En el afio 2012 el gremio artesanal representaba
el 0.05% de la produccién nacional, para el 2016 alcanzé el 0.1% del total de la cerveza
comercializada en México, equivalente a una produccion de 166,069 hectolitros de
cerveza artesanal, reportando gradualmente un aumento en el crecimiento de la industria
cervecera en un 56% al afio (Arteaga, 2013; ACERMEX; 2016).

Lo que ha generado el aumentando de la demanda de estos productos en el mercado,
haciéndolo cada vez mas competitivo, lo que conlleva a buscar maneras novedosas de
conectarse emocionalmente con los nuevos consumidores a través de nuevas variedades
y diversificacion de sabores.

En México existe una limita cantidad de cepas de levaduras para su aplicaciéon en la
elaboracion de cerveza, siendo Saccharomyces cerevisiae la levadura de excelencia.
Paradojicamente existe una gran biodiversidad de cepas de levaduras nativas en frutos
como, lo es en las uvas vitivinicolas. Existen investigaciones dedicadas a estudiar el
aporte de las levaduras nativas, en su gran mayoria no-Saccharomyces sobre las
caracteristicas organolépticas de los vinos, ya que estas producen una serie de
metabolitos secundarios volatiles (ésteres apolares que se asocian al aroma frutal, floral y

fresco) y &cidos grasos que aportan atributos sensoriales beneficiosos al vino. Por otra
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parte, las fermentaciones espontaneas se asocian con la produccién de mayor cuerpo,
aroma y sabores inusuales, textura cremosa una mayor complejidad.

Es por ello que se propone una estrategia de bisqueda de nuevos fenotipos del sabor en
la flora nativa proveniente de uvas para vinificacién, asi como la integracion de
conocimientos sobre andlisis sensorial y biodiversidad natural de cepas no-
Saccharomyces abriendo asi la oportunidad de lograr nuevas cepas de aplicacion
industrial en la industria cervecera, ofreciendo con ello oportunidades innovadoras para
mejora en el aroma y sabor de la cerveza, incrementando asi la diferenciacion de estas
cervezas artesanales en un mercado cada vez mas competitivo y a su vez satisfacer la
demanda de nuevas alternativas del uso de agentes fermentativos en la elaboracion de

éstas.
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ANTECEDENTES

1. ANTECEDENTES
1.1 Cerveza

1.1.1. Historia

La cerveza es una bebida popular desde hace miles de afios y su produccion se
considera a menudo como el proceso biotecnolégico mas antiguo (Baxter y Hughes,
2004). El arte de fabricar cerveza y vino se ha ido desarrollando a lo largo de 5,000-
8,000 afos. Debieron producirse varios descubrimientos independientes, como el
exponer al aire los jugos de frutas, o los extractos de cereales, y se obtenian bebidas
fermentadas (L6pez, 2016).

Suficientes pruebas cientificas y arqueoldgicas han sido recopiladas hasta el punto de
convencernos firmemente, de que lo que ahora conocemos como ‘“cerveza’ fue
producida por vez primera, al final del cuarto milenio a.C., por los sumerios en el sur de
Babilonia (Suarez, 2013).

La cerveza y el pan fueron los ingredientes de mayor importancia en la dieta de los
antiguos egipcios. En aquella época la cerveza se usaba para pagar y todos la bebian,
desde el Farabn hasta sus subditos. Se ha sugerido que las piramides fueron
construidas con una dieta de pan y cerveza. En esta época la elaboracion de la cerveza
era un misterio, porque se desconocian las razones que justificaban las distintas etapas
del proceso de elaboracion, la mayor parte de los cuales, como la fermentacién, fueron
descubiertos por casualidad (Carbajal e Insuasti, 2010).

Antes del siglo VI, las cervezas eran elaboradas sin lUpulo, es en este siglo cuando en
Bavaria se da su introduccién, pero es hasta el siglo XVIl cuando su uso se generaliza.
Algunos hechos importantes que se dan en la historia de la cerveza son: Robert Boyle
en 1661 y posteriormente Luis Pasteur, hacen estudios sobre fermentaciones; en 1677,
Antonj Van Leewenhoek fue la primera persona que observo y describié a las levaduras
al tomar muestras de cerveza; en el laboratorio Carlsberg, Emil Hansen desarrolla
métodos para aislar células de levadura simple y posterior subcultivo, lo que condujo a
gue su sistema de cultivo puro, se usara en produccion a gran escala en 1883 (este
sistema ha resultado ser la base de todos los modernos protocolos de cultivo de
levadura) (Carbajal e Insuasti, 2010).

En Europa, América o Australia, se elaboraban tradicionalmente con cebada, en Africa
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con mijo, en Japén con arroz, en la América pre-colombiana se hacia de maiz. En las
recetas del pasado, se le afladian amapolas, champifiones, plantas arométicas, miel,
azucar, laurel, mantequilla, migas de pan, etc. Por regla general, en la actualidad
cerveza es el nombre genérico que se da a toda bebida fermentada con malta, azUcar,
lGpulo, agua y levadura (Suarez, 2013).

La palabra “beer” se considera por algunas autoridades, derivada de la antigua palabra
inglesa “beor”, que significaba hidromiel baja.

Los documentos de principios de la edad media son escasos, pero sabemos que
durante la época medieval, la actividad cervecera quedé mas o menos confinada en los
monasterios; dentro de tales comunidades religiosas se prestaba atencion considerable
a la mejora de la calidad del producto final. Muchos de nuestros estilos de cervezas
actuales datan de aquellos tiempos (Hornsey, 2003).

1.1.2. Definicién

La cerveza es una bebida alcohdlica no destilada elaborada por medio de fermentacion
de mosto procedente de malta de cebada, solo o mezclado con otros productos
amilaceos (trigo, maiz, arroz o sustituto de malta) en donde el almidén ha sido
parcialmente hidrolizado por digestion enzimatica y se le ha conferido por infusién el
sabor del ltpulo (Garcia, 2009; Ibafez, 2013; Reyes, 2010; Sanchez, 2011).

La cerveza provienen de cuatro principales materias primas; malta, lapulo, agua y
levadura (Gonzalez et al., 2001). La cerveza contiene un 90% de agua y una amplia
variedad de especies quimicas con distintas propiedades que daran un determinado
amargor, color, aspecto y formaciéon de espuma y su elaboracién es un proceso
complejo en el que intervienen diferentes disciplinas cientificas y diferentes tecnologias
(Suéarez, 2013).

Existen cerca de cientos de estilos de cervezas diferentes alrededor del mundo, muchas
de ellas se pueden introducir en un estilo clasificado que se han desarrollado a lo largo
del tiempo en varios paises y regiones distintas. Dependiendo esto en el tipo de proceso
empleado, si es de fermentacion alta o baja, y por las materias primas utilizadas

(diversos granos, jarabes, etc.) (Gongora, 2014).

1.1.3. Composicién

La cerveza, por su proceso natural de elaboracion y por las materias primas a partir de

4
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las cuales se produce (agua pura, cereales, lupulo y levaduras), posee caracteristicas
nutricionales que la hacen una bebida sana y nutritiva. Sus componentes finales son
agua (90%), hidratos de carbono no fermentados (dextrinas), minerales, vitaminas,
acidos, fenoles, alcoholes, didxido de carbono y aditivos (Robles, 2012).

Robles (2012), clasifican los componentes de la cerveza en dos grupos: componentes
volatiles y no volatiles. Los primeros tienen una alta presion de vapor y son
responsables del aroma y “bouquet” de la cerveza y se forman fundamentalmente en la
etapa de fermentacion. Los componentes volatiles se encuentran concentrados en el
espacio de la cabeza de los envases. Mientras que los componentes no volatiles forman

un conjunto mas heterogéneo como se observa en la tabla 1.

Tabla 1. Componentes volatiles y no volatiles de la cerveza.

COMPONENTES VOLATILES COMPONENTES NO VOLATILES

Alcoholes superiores Inorgénicos: minerales (cloruros, sulfatos,
carbonatos, sodio, calcio, magnesio) y metales

Alcohol etilico (pomo, hierro, cobre y zinc).

) Hidratos de carbono (mono-, di-, trisacéridos;
Esteres dextrinas y B-glucanos).

. Compuestos nitrogenados (aminoacidos,
Aldehidos o . A .

péptidos, proteinas, acidos nucleicos).
Cetonas Compuestos fendlicos
Acidos orgénicos

Vitaminas (tiamina, riboflavina, niacina,
Compuestos azufrados piridoxina, acido folico).

Aminas Lipidos
Compuestos fendlicos volatiles
Hidrocarburos y lactonas

Fuente: Robles (2012).

Algunos elementos que forman parte de la composicion de la cerveza y que constituyen
la base de su valor nutricional son las vitaminas y minerales, proteinas, carbohidratos,
etc. No obstante si se incluyera todos los elementos que la componen, se tendria
alrededor de cincuenta, entre los que se cuentan derivados del lGpulo, inositol, taninos,

polifenoles, entre otros.

1.1.4. Caracteristicas nutricionales

Desde hace muchos afios se sabe que la cerveza puede ser un importante

contribuyente a la dieta. Para los hombres primitivos, la elaboracion de cerveza
5
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artesanal estaba estrechamente relacionada con el pan, pues ambos se elaboraban con
cereales, agua y levadura y ambos tenian un valor nutritivo muy similar. En la
antigiiedad, como Mesopotamia la cerveza probablemente era mas espesa, rica en
proteinas, pobre en alcohol y mas dulce. Durante la época medieval, la cerveza se bebid
en grandes cantidades por la mayor parte de la poblacion ya que ésta era
microbiolégicamente mas segura que el agua en parte porque se sometia a ebullicién y
sus propiedades antimicrobianas del alcohol; mas tarde incorporando el lapulo en el
siglo XV. En Africa subsahariana la cerveza de sorgo proporciona una cantidad
significativa de las proteinas y vitaminas de la dieta de muchas regiones pobres (Baxter
y Hughes, 2004).

En la tabla 2 se muestra los principales componentes de la cerveza moderna,
comparada con la leche, el vino y bebidas refrescantes carbonatadas. Es evidente que
la cerveza contiene cantidades significativamente mayores de los principales nutrientes
(proteinas, carbohidratos, fibra y vitaminas) que otras bebidas alcohdlicas como el vino y
no alcohdlicas como la limonada o las sodas. Su contenido en vitaminas es tan
adecuado como el de la leche, en cuanto al contenido de grasa es muy inferior. Sin
embargo, la leche tiene un contenido en proteinas superior a la cerveza (Baxter y
Hughes, 2004).

Tabla 2. Composicidn tipica de la cerveza; principales componente.

. BEBIDAS
INGREDIENTE NIVELES TIPICOS (g/100 mL) REFRESCANTES
CARBONATADAS
CERVEZA VINO LECHE
Agua 92-95 85-91 88-90 89
Alcohol 2.5-3.5 9-14 0 0
Carbohidratos totales 1.5-3 0.1-6.0 5 10
a los cuales
perteneces los <0.2 0.1-6.0 10
azUcares libres
Proteinas totales 0.2-0.6 0.02 3.0 Despreciable
Lipidos Despreciable Despreciable 3.0-4.0 0
Minerales 0.2-0.3 0.1-0.3 0.2-0.5 0.025
Vitaminas y otros 0.002 0.003 0.002 0
micronutrientes
Fibra 0.3-1.0 Despreciable Despreciable despreciable
Polifenoles y 0.002-0.06 0.03-0.074 0 0

compuestos de ldpulo

Fuente: Baxter y Hughes, (2004).



ANTECEDENTES

1.1.5. Clasificacion

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,
lGpulo, levadura y agua, lo que establece la diferencia entre una y otra son las
variaciones de esas materias primas y el tipo de fermentacion (Rodriguez, 2003). Miles
de marcas de cerveza son producidas en todo el mundo y la mayoria de ellas se pueden
clasificarse de acuerdo al proceso utilizado, una primera clasificacién puede hacerse en
base al proceso de fermentacion; cervezas de alta fermentacién (cervezas Ale) y
cervezas de baja fermentacién (cervezas Lager) (Pavsler y Buiatti, 2009). Como
segunda clasificacion se obtiene de acuerdo al modo de acciéon de la levadura;
Saccharomyces carlsbergensis, Saccharomyces cerevisiae y levaduras silvestres o
Lambic (Olvera, 2013).

1.1.5.1. Fermentaciéon Alcohdlica

La fermentacién alcohdlica es un proceso anaerobio que ademas de generar etanol
desprende grandes cantidades de diéxido de carbono (CO,) ademas de energia para el
metabolismo de las levaduras.

La degradacién de azucares por la levadura, via glicolitica, comprende todo un conjunto
de reacciones que permiten a las células transformar la glucosa en acido piravico,
gracias a un contenido enzimatico (Suarez e Ifigo, 2004). Las fuentes de carbono,
fundamentalmente las hexosas glucosa y fructosa, permiten a las células de levadura
obtener energia mediante la fermentacion alcohdlica. Esta ruta metabdlica (figura 1)
tiene lugar en el citoplasma y puede expresarse mediante la siguiente ecuacion global

simplificada:

CsH,04 + 2 ADP + 2 HPO; — 2CsHsOH +2C0, + 2 ATP + 2 H,0 Ec. 1
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Figura 1. Precursores biosintéticos derivados de la fermentacion alcohdlica

Fuente: Carrascosa et al. (2005).

La fermentacion alcohdlica sigue la ruta Embden-Meyerhof-Parnas, descrita hacia 1940
por estos investigadores y conocida como glicolisis. Esta ruta consiste en 10 reacciones.
Las cinco primeras constituyen la fase de inversion de energia, en la que los azlcares
se activan metabdélicamente por fosforilacién dependiente de ATP para dar lugar a un
azucar de seis carbono, la fructosa-1,6-bisfosfato, que sufre una escisibn para
proporcionar dos moles de triosa fosfato. Durante la fase de generacién de energia
(reacciones 6 a 10), la triosa fosfato sufre una nueva activacién que conduce a dos
compuestos con un alto potencial de trasferencia de fosfato, primero el 1,3-
bisfosfoglicerato y luego el fosfoenolpiruvato. Cada uno de estos compuestos transfiere
su fosfato de alta energia al ADP, proporcionando asi ATP, en un proceso conocido
como fosforilacién a nivel de sustrato. La energia quimica del ATP puede transférmese

posteriormente en la célula en otras formas de energia necesarias para el crecimiento
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de la misma (biosintesis y transporte a través de membrana, por ejemplo), mediante los
denominados procesos de transduccion de energia.

Tras la ruta glicolitica la fermentacién alcohdlica concluye con dos reacciones
adicionales. En la primera el piruvato resultante es descarboxilado a acetaldehido vy
CO,, mediante el enzima piruvato descarboxilasa, que requiere la presencia como
coenzima de pirofosfato de tiamina. Finalmente, el acetaldehido es reducido a etanol por
el enzima alcohol deshidrogenasa, en una reacciéon que implica la oxidacion del NADH a
NAD", lo que permite poder recuperar el potencial de oxidacién consumido en la etapa
anterior. Debe terse en cuenta que los procesos de catabolismo y anabolismo estan
medios por deshidrogenasas que utilizan predominante NADP+ y NAD como cofactores
redox. La formacion de NADH y su oxidacion a NAD+ son siempre mantenidas en
equilibrio por la célula para el mantenimiento de la glicolisis (Carrascosa et al., 2005).

1.1.5.2. Fermentacién baja (Lager)

Las cervezas tipo Lager son elaboradas con levadura Saccharomyces carlsbergensis
conocida también como Saccharomyces uvarum o pastorianus que durante y al finalizar
la fermentacion ésta se sedimentan, depositandose en el fondo del fermentador. Son
levaduras mas estables, obteniendo cervezas mas claras, ligeramente mas espumosas,
su estabilidad mejora si se almacenan a bajas temperaturas en bodegas o cuevas
(Sanchez, 2011; Olvera, 2013).

Este tipo de cerveza generalmente se somete a una fermentacion primaria de entre 8 a
15°C, seguida de una segunda fermentacidon prolongada entre -1 a 4°C (la fase
lagering). Ahora, con un moderno control de fermentacion, la mayoria de las fabricas de
cerveza utilizan periodos cortos de almacenamiento en frio, tipicamente de 1 a 3
semanas Estas cervezas son llamadas “lagers”, palabra alemana que significa guarda o

permanecia en bodega (L6pez, 2016).
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1.1.5.3. Fermentacion alta (Ale)

La cerveza tipo Ale es por tradicién, el producto de la fermentacion de las cepas “de
superficie”, de Saccharomyces cerevisiae, denominada asi debido a que una parte de la
levadura ascendian hacia la superficie hasta formar una densa “cabeza de levaduras”
en la superficie del fermentador. Este tipo de levadura es mas rapida para la
degradacion del extracto de azucar en la etapa de fermentacion, ya que permanece en
suspension, y por las temperaturas mas altas utilizadas (20 - 23°C). las levaduras “altas”
se pueden diferenciar de las “bajas” por fermentar el trisacarido, la rafinosa hasta un
tercio, al formar sélo fructosa y melibiosa, pues les falta la enzima melibiasa que sigue
descomponiendo la melibiosa, en glucosa y galactosa, ambas fermentables (Rodriguez,
2003).

La fermentacion de la cerveza Ale ocurre de manera mas rapida y a temperaturas de
20°C aproximadamente, actuando la levadura en la superficie del mosto. Ademas,
tienen un elevado porcentaje de alcohol y son muy aromaticas (Lopez, 2016).

Estos estilos basicamente dependen de la levadura seleccionada para la fermentacion.
Dentro de estos dos grupos existe una gran variedad de estilos de cerveza con
caracteristicas bien definidas como color, amargor, aroma, carbonatacion, grado

alcohdlico, etc. Algunos estilos de cerveza se pueden observar en la tabla 3.

1.1.5.4. Modo de accidén de lalevadura

Las levaduras de cerveceria son Saccharomyces carlsbergensis y Saccharomyces
cerevisiae. Donde S. carlsbergensis es una levadura de fondo que no suele formar
esporas, se adapta bien a la fermentacion lenta a bajas temperaturas y es la preferida
para elaborar cerveza tipo Lager. La levadura de S. cerevisiae produce una fuerte
fermentacion a temperatura elevada y tiende a flotar en la superficie. Es preferida para
la elaboracion de cerveza tipo pilsner. También existen cervezas de fermentacion
espontanea mediante levaduras silvestres denominadas Lambic, producidas vy
consumidas en menor escala principalmente en Bélgica (Rodriguez, 2003).

En la tabla 3 se muestran los tipos de cerveza segun su fermentacion y las

caracteristicas que debe tener cada una de ellas.
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Tabla 3. Clasificacion de estilos de cerveza.

ALE LAGER
FERMENTACION ALTA FERMENTACION BAJA
Estilo Caracteristicas Estilo Caracteristicas

Clara (cobriza), fabricada a
partir de maltas pélidas,
Pale Ale  fuertemente lapulada (muy
amarga), muy aromatizada,
poco dulce, mucho cuerpo.

Fabricada con maltas

Pale (Hello  pélidas (cervezas claras),

Pilsner) secas y aromatizadas con
mucho lapulo, amarga.

Fabricada con muchas

Cervezas claras, mucho maltas oscuras, sabor
Britter l[Gpulo (amargas), mucho Munich, Durkel intenso, aromatica, mas
cuerpo (pale ale del barril), o Dark fuertes que las palidas,
secas y afrutadas. mucho cuerpo, algunas
veces ligeramente dulces
. Pueden ser claras, semi
Fabricadas con maltas que
X ; oscuras-obscuras u
proporcionan un olor intenso
X oscuras, mucho cuerpo,
(oscura), generalmente mas . 2.
Brown Ale Bock, Marzen alto contenido alcohdlico,
dulce menos cargada de . .
. o alto nivel de ldpulo,
lGpulo que las palidas, .
consideradas cervezas de
menos alcohol.
gran fuerza.
Suave (poco densa), semi . .
Similar a la pilsner pero
obscura, dulce, de con menos lipulo
Mild Ale  moderado amargor,  Dortmunder
. 4 Menos cuerpo, cerveza
afrutada, con bajo contenido
. secas.
alcohdlica.
Semi obscura,

consistencia suave (poca
Indian Pale Fuertemente lUpulada y alto . densidad), sabor a malta
. L Viena .
Ale contenido alcohdlico. y ligeramente suave,
algunos sabores tostados.
Carbonatacion moderada.
Muy obscuras (negras),

mucho cuerpo,
Stout y .

intensamente amargas,
Porter

sabores tostados, dulces o

secas.

Fuente: Olvera (2013) y Lépez (2016).
1.1.6. Ingredientes
Las principales materias primas para la elaboracién de la cerveza son; la cebada

malteada, el ldpulo (o productos obtenidos a partir de ldpulos pellets o extractos),

levadura y agua (Baxter y Hughes, 2004).
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1.1.6.1. Agua

El agua representa un papel de suma importancia para la elaboracion de la cerveza, ya
que representa mas del 90% de su peso. Por ello resulta sorprendente que la calidad
del agua sea de vital importancia para la calida el producto final. El agua utilizada para
la elaboracién de la cerveza debe ser agua para consumo humano libre de cualquier
contaminante quimico o microbioldgico. Esto significa que debe cumplir con las
legislaciones vigentes (Reyes, 2010; Suarez, 2013).

En la actualidad el agua de cada cerveza puede ser modificada quimicamente
(acondicionada), ya que el contenido de minerales de esta tienen grandes efectos en las
propiedades de la cerveza, dando una importante contribucion en el sabor del producto
terminado (L6pez, 2016).

La composicion ionica ideal del agua de cerveceria, varia de acuerdo con el tipo de
cerveza deseada. En la tabla 4 se muestra las caracteristicas ideales del agua para
cinco tipos de cerveza (Hornsey, 2003).

Tabla 4. Analisis de agua para cinco estilos de cerveza diferentes.

Pilsen Burtonupon- Munich Durtmund Viena

(mg/L) Tremt (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Na* 32 54 10 69 -
Ca, 7.1 268 75.8 262.3 162.8
Mg 2.4 62.1 18.1 22.9 67.6
HCO3 14 280.1 1515 282.4 242.9
o/ 4.8 638.3 9.6 289.2 216.3
NO3 Trazas 31 Trazas Trazas Trazas
Cl- 5 36 2 107 39
Dureza total 0.9 29 8.2 23.5 21.6
Dureza temporal 0.7 7.4 8 9.4 17.3
Dureza permanente 0.2 21.6 0.3 14.1 4.3
Alcalinidad residual 0.5 0.2 5.9 3.1 4.4

Fuente: Hornsey (2003)

Para el acondicionamiento del agua hay que tener presente que existen dos clases de
dureza; permanente y temporal. La primera es causada por CaS04, Oca, Ca (NOs),,
MgO y Mg (NO3),, mientras que los bicarbonatos de calcio y magnesio son responsable
de la dltima. La dureza temporal es uno de los principales problemas del agua

cervecera, debido a que la disociacion de los bicarbonatos determina un aumento de pH
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en la cuba de maceracién. Una forma moderna mas comun de tratamientos de agua, se
basa en la adicion de &cido (frecuentemente sulfarico) para eliminar la dureza temporal,
acompafando de yeso, para aumentar la dureza permanente (Hornsey, 2003).

La dureza temporal puede eliminarse parcialmente por ebullicion, especialmente si el
agua es aireada. Esto ayuda a eliminar al diéxido de carbono y precipitar carbonato de
calcio insoluble al depositarse como sedimentos. Es menos eficiente en presencia de
iones magnesio porque el carbonato de magnesio precipita peor y es mas soluble. Otro
método tradicional consiste en dosis cuidadosas de cal, de manera que precipite al
carbonato, aunque para este método se necesita mas tiempo para que se forme el
precipitado.

Por lo tanto la dureza del agua es de suma importancia para la cerveza, primordialmente
durante la maceracion, ya que el pH juega un papel muy critico durante este proceso.
Durante el proceso de maceracion el bicarbonato libera dioxido de carbono tomando
hidrogenaciones. Este consumo de iones hidrogeno reduce la acidez y por lo tanto eleva
el pH, por lo que se recomienda que el agua de maceracion debe ser tal que el pH neto
sea de 5.4. Este pH es el 6ptimo para la actividad amilolitica y el que produce por
consiguiente los niveles maximos de degradacion del almidén (sacarificacion), de igual
manera los iones de calcio son importantes durante este proceso ya que su efecto
estabiliza la activada ya mencionada. Por ello, muchas veces el agua es tratada para
lograr bajar el pH mediante la adicién de CaSO, (Hornsey, 2003).

En presencia de pH bajos ocurre la extraccién polifenoles (taninos), por lo que las
cervezas fabricadas con aguas ricas en calcio resultan menos astringentes y menos
coloreadas. Tanto las levaduras como los coagulos floculan mejor en presencia de iones
calcio; por consiguiente, los iones calcio facilitan la clarificacion del mosto de la cerveza.
Finalmente en presencia de iones calcio precipitan cristales de oxalato calcico, lo que
evita la liberacion incontrolada de diéxido de carbono disuelto. Aunque los iones
magnesios suelen tener efectos similares a los iones calcio, su eficiencia en la reduccién
de pH es menor, porque los fosfatos magnésicos son mas solubles que el fosfato
calcico. Los iones magnesio son, sin embargo, esenciales para el funcionamiento de
ciertas enzimas de las levaduras; por ejemplo el magnesio es un cofactor de la
piruvatodescarboxilasa el enzima que cataliza la produccién de acetaldehido.

En la Tabla 5 se muestran algunos compuestos minerales presentes en cerveza entre

los que se pueden observar como mayoritarios al fosfato, potasio y sodio.
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Tabla 5. Compuestos minerales presentes en cerveza.

Niveles tipicos

lon en la cerveza Fuentes Efectos
(mg/L)
Potasio 200-245 Malta, coadyuvantes Sabor salado
Sodio 20-350 Materiales para la elaboracion, Empalagoso
agua
Calcio 25120 Materiales para la elaboracion, Efectos favorables sobre el
agua sabor
Magnesio 50-90 g/lgzﬂznales para la elaboracion, Desagradable con sulfato
Cloruro 120-500 Agua, hidrolizados de almidon Pleno, dulzor, flavor suave
Sulfato 100-430 Agua Seco
Oxalato may-30 Principalmente de la malta Velo, inductor de borboteo
Fosfato* 170-600 Malta, coadyuvantes
Nitrato 0.5-2 Agua, lapulo. Sabor extrafio, color intenso

*La mayor parte es captado por las levaduras durante la fermentacion limpios

Fuente: Baxter y Hughes (2004)

1.1.6.2. Cebada malteada

Después del agua este es el segundo ingrediente mas importante en la cerveza. Existen

dos tipos de cebada de 2 hileras (2H) y de 6 hileras (6H), lo que refiere a la morfologia

de la espiga, véase figura 2.

Cebada de 2 hileras (Hordeum distichum); esta espiga tiene dos hileras paralelas de

granos maduros. Este tipo de cebada da granos mas grandes y mas uniformes y

contiene mas almidon, su contenido enzimatico y proteico es menor

Cebada de 6 hileras (Hordeum vulgare); esta espiga tienen seis hileras de granos

maduros, con este tipo de cebada se obtiene rendimientos altos por su alto contenido en

proteinas que va de 11.5-12.5%, tiene menor contenido en almidén y tienen la ventaja

de que suelen ir acompafiadas de complementos enzimaticos altos y presenta mayor
cantidad de cascarilla (Galindo, 2004; Reyes, 2010).
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Figura 2. A) Planta de cebada, b) Distribuciéon de granos de cebada de dos hileras, c)
Distribucién de granos de cebada de 6 hileras.

Fuente: Archundia (2014).

La cebada es sometida a un proceso de malteado, por lo cual los granos de cereal son
sometidos a un remojo, germinacion, secado Yy tostados en condiciones
tecnolégicamente adecuados. Su fabricacion comienza con unos ciclos de remojo o
maceracion de la cebada la cual se reblandece y se hincha por absorcion del agua y de
oxigeno del aire. De vez en cuando conviene dejar que tome contacto con el aire para
permitir la respiracion al germen del grano. Durante el primer remojo, se suele afiadir
algo de cal para desinfectar y limpiar la cebada. Cuando el grano se encuentra
debidamente ablandado se puede doblar entre los dedos y la piel se suelta.

Durante este proceso de malteado o germinacion se desarrollan la plumula y la radicula,
con tanta mas fuerza cuanto mayor haya sido el periodo de remojo (8 a 10 dias) y el tipo
de cebada. La cebada que no ha hinchado pasa a germinar a la malateria (Parker,
2012)

La materia prima fundamental para la fermentacion de la cerveza es la malta,
proporciona sustratos y enzimas apropiados para obtener un extracto soluble o mosto.
La malta debe proporcionar este extracto facilmente y de forma barata; también debe

proporcionar cascarilla, que forma un eficaz lecho filtrante para la clarificacién del mosto.
1.1.6.3. Levadura

Las levaduras desempefian un papel central en la obtencion de bebidas fermentadas,
como el vino y cerveza. Se trata de hongos superiores unicelulares que se multiplican
formados yemas. De acuerdo con su desarrollo sexual, es decir con el modo de

formacion de esporas, pueden clasificarse en Ascomicetos y Basidiomicetos. En los
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organismos Ascomicetos el cigoto, se desarrolla dentro de una estructura en forma de
saco, el asa, mientras el nacleo sufre dos divisiones meiéticas, con frecuencia seguidas
de una o mas divisiones mitéticas. En torno a cada nucleo hijo y citoplasma circundante
se forma una pared originando cuatro ascosporas dentro del asca. Después ésta se
rompe y se libera las ascosporas alli encerradas, que pueden germinar y producir
nuevas células vegetativas. Dentro de este grupo se encuentran muchas levaduras,
como Saccharomyces y hongos como, Aspergillus y Penicillium (véase figura 3). Los
Basidiomicetos poseen micelios divididos por paredes transversales, pero sus
basidiosporas se forman en cuatro ecrescencias de una célula caracteristica,
denominada basilio. A este grupo pertenecen las levaduras del genero Sporobolomyces
que poseen esporas externas, poco corrientes denominadas balistosporas (Carrascosa
etal., 2005; Carvajal e Insuasti, 2010).

Figura 3. Esquema de Saccharomyces cerevisiae (gemacion multilateral) A). Ascas y
ascosporos de Saccharomyces sp B).

Fuente: Suarez e Ifiigo (2004)

La levadura mas utilizada a nivel industria en cerveza es la Saccharomyces cerevisiae,
se encuentra dentro de la familia Saccharomucetaceae y se distingue de las restantes
por su caracteristicas morfologicas y fisiolégicas. Se produce vegetativamente por
gemacion, bajo determinadas condiciones (Ojeda, 2012). Cada célula plenamente
desarrollada tiene entre 8-14 um de diametro, esta rodeada por una pared constituida
de B—glucanos y manoproteinas (a-mananos), es metabdélicamente activa, conteniendo
enzimas que son capaces de permitir la transferencia macromolecular al interior de la
célula. En cuanto su estructura esta se compone de tres paredes bien definidas: pared
externa, se compone de manoproteinas; pared interna, compuesta por glucano fibrosos
asociados a la quitina y es de caracter rigido; y por dltimo, el espacio periplasmico
situado entre la pared y la membrana plasmética donde se localizan las enzimas
necesarias para la célula, destacando entre las mas importantes para el crecimiento y
también algunas B-glucanasas (Ibafiez, 2013).

La constitucion de la pared celular es importante debido a que se conoce que las
16
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levaduras llamadas de fermentacion alta esta cubiertas por pequefas protuberancias
morfolégicas (manoproteinas) que les confiere una aspereza permitiendo que las células
asciendan a la superficie durante la fermentacién; ademas, la pared celular posee una
carga negativa y tiene hidrofobicidad. La carga negativa se atribuye a las cadenas de
fosfatos localizadas en la pared externa de manoprotheinas (Ibafiez, 2013). En la figura

4 se puede visualizar la estructura celular de la levadura.

'/ Manoproteinas

- B, 6-glucano
B-1, 6-glucano

.~ Cadenas giicosidicas

. Enzimas periplasmicas

Hms.m((mn if

iH Hﬂ';il(’tl.t”f! -.. ;”(irf ff’l'f
ML AL L LY d : f 4

Membrana pldsmica

Figura 4. Estructura celular de Saccharomyces spp.

Fuente: Ibanez (2013).

La levadura metaboliza durante la fermentacién casi todos los carbohidratos (hexosas,
disacaridos y trisacaridos) para convertirlos asi en etanol y didxido de carbono. Es por
ello que lo que se busca de una levadura para los cerveceros, esta relacionado con el
bouquet y aroma de la cerveza, de un modo adecuado para poder establecer una
especificacion por elemental que sea (Bamforth, 2006; Lopez. 2016).

De acuerdo con Heredia (2015), durante el proceso de fermentacién las levaduras
producen en pequefias concentraciones sustancias que contribuyen al sabor de las
bebidas alcohdlica. Por lo que el sabor de la cerveza es consecuencia de una mezcla
muy compleja de gran cantidad de compuestos, de los cuales se encuentran en
diferentes proporciones agrupados en: alcoholes, ésteres etilicos, terpenos, carbonilo y
compuestos azufrados. En general a éstos compuestos se le denominan compuestos
congenéricos (Ojeda, 2012).

El origen de los congenéricos se encuentra principalmente en la cepa de levadura y

otros microorganismos presentes durante la fermentacion. También la materia prima
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contribuye en la aportacion de congenéricos algunos de los cuales permanecen
inalterados durante la fermentacion. En general los factores que afectan la formacion de
congenéricos son: la cepa de levadura, la temperatura de fermentacion, el tipo y
concentracion de azlcares fermentables (Garcia, 2004).

Los compuestos congenéricos son esenciales en el aroma y sabor de la cerveza
dependiendo de su concentracién pueden otorgarle caracteristicas organolépticas desde

muy agradables hasta desagradables (Heredia, 2015).

1.1.6.3.1. Metabolismo de las levaduras y precursores de los compuestos

congeneéricos.

Los principales compuestos congenéricos se forman durante la fermentacion, ya que
son compuestos producto de transformaciones bioquimicas de los compuestos de la
materia prima, mediados por el metabolismo de la levadura a ciertas condiciones bajo
las cuales se lleva a cabo la fermentacién. Existen evidencias que demuestran que los
carbohidratos influyen en la formacién de ciertos congenéricos como son los alcoholes
superiores y ésteres (Estela et al., 2014).
Tanto el aroma como el sabor son dos de las caracteristicas organolépticas mas
importantes que definen la calidad de una cerveza. El aroma viene determinado por
compuestos de naturaleza volatil, como son; alcoholes, ésteres, aldehidos, cetonas e
hidrocarburos. Por el contrario, en el sabor influyen compuestos no volatiles tales como:
azucares, acidos organicos, sustancias minerales, entre otros (Casas et al., 2015). En
general los compuestos volatiles pueden ser percibidos a concentraciones mucho mas
bajas ya que sus umbrales de percepcion varian entre 0.07-14000 g/L
Al igual que en otras bebidas alcohdlicas, el aroma de una cerveza esta determinado
por varios cientos compuestos volatiles de diversa naturaleza quimica. Hasta la fecha,
se ha identificado mas de 1000 compuestos volatiles, que manifiesta su gran
complejidad, lo que contribuye a las caracteristicas de otras bebidas alcohdlicas.
La concentracion de estos compuestos en el producto final depende de los factores
asociados al tipo lupulo, malta, asi como de las numerosas variables del proceso de
fermentacion (pH, temperatura y nutrientes) y de las operaciones que involucran la
elaboracion de la cerveza, como la filtracion y clarificacién entre otros. El aroma final
deriva del balance y la interaccibn de todos estos compuestos, ya que pequefias
variaciones en su concentracion pueden marcar la diferencia entre una cerveza de otra.
El aroma fermentativo de la cerveza es el que se atribuye a los compuestos generados,
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durante la fermentacién alcoholica, los cuales son liberados y/o transformados
bioguimicamente de los compuestos de la materia prima, mediados por el metabolismo
de las levadura Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces uvarum a ciertas
condiciones bajo las cuales se lleva a cabo la fermentacion (Garcia, 2009), aportandole
a la cerveza un perfil aromatico mas complejo que el mosto amargo (mosto IUpulado) del
que procede. Durante la fermentacion alcohdlica las levaduras no solo convierten los
azucares en etanol y dioxido de carbono, sino que también producen una serie de
metabolitos volatiles detallados en la figura 4 y 5, que determinan el caracter aromatico
propio de una cerveza. El perfil aromético de este tipo de producto tan complejo no es
atribuible a un solo compuesto de impacto, sino que es el resultado de la combinacién e
interacciones entre los distintos compuestos aromaticos (véase tablas 6 a 9). A pesar de
ello, su aroma genérico de fondo se atribuye mayoritariamente a alcoholes y ésteres,
que le otorgan su calidad e intensidad aromética (Viana, 2011).

NH/* I* AMINOACIDO

MOSTO
CELULA
ADP + P OACIDO

HAO-dayN

GLUTAMATO

AMINOACIDO AL COHOLES

SUPERIORES
AMINOACIDO

POLIAMINAS
VITAMINAS

PROTEINAS

ACIDOS NUCLEICOS

Figura 5. Esquema de la captacién y metabolismo de los compuestos nitrogenados.

Fuente: Carrascosa et al. (2005).
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> Esteres

Los ésteres forman parte de los componentes mas numerosos de la cerveza. De estos
componentes, lo mas importantes para los cerveceros son al acetato de etilo y el
llamado acetato de isoamilo que es de hecho una mezcla de los acetatos de 2 y 3-
metilbutilo. Estos compuestos son producidos intercelularmente como resultado de la
condensacién se la Coenzima A (Co A) de acidos grasos con un alcohol, posteriormente
estos difunden de la célula al caldo de fermentacion. La reaccion es catalizada por la
enzima alcohol aciltransferasa (AAT) (Ibafiez, 2013).

La acetil CoA es el centro de muchos aspectos metabdlicos de la levadura y junto con
otros ésteres de CoA de acidos grasos, es un intermediario clave en la biosintesis de
lipidos. Asi algunos factores que gobiernan la produccién y consumo de lipidos tienen
un efecto en la sintesis de ésteres (Ojeda, 2012).

Cierto numero de factores influyen sobre los niveles de estos compuestos, composicion
del mosto, gravedad especifica del mosto, la cantidad de oxigeno a la que se expone la
levadura y niveles de &cidos grasos insaturados (Baxter y Hughes, 2004).

Diferentes temperaturas de fermentacién genera diferencias importantes en el perfil de
sabor, influenciado por la formacién de acetato de etilo y 2- fenil-etil acetato a
temperaturas altas. El aumento de alcoholes superiores contribuye a la formacién de
acetato de isoamilo debida a la alta concentracién de alcohol isoamilico (Ibafiez, 2013).
No obstante el principal factor que afecta la cantidad de ésteres producidos, es la propia
cepa de levadura, pues algunas cepas generan estrés mas facilmente que otras (Baxter
y Hughes, 2004).

En la tabla 6 se muestran algunos ésteres presentes en cerveza.

Tabla 6. Esteres con significativa actividad flavolizante presente en cerveza.
Niveles tipicos ~ Umbral de flavor

Compuesto (mg/L) (mg/L) Descriptor del flavor

Acetato de etilo 10.0-60.0 30 A disolvente, dulce

Acetato de isoamilo 0.5-5.0 1 Banana, esteres. Disolvente
Hexanoato de etilo 0.1-05 0.2 Manzana, frutal, dulce
Octanoato de etilo 0.1-1.5 0.5 Manzana, frutal tropical , dulce
Acetato 2-feniletilo 0.05-2 3 Rosas, miel, manzana
Nicotinamato de etilo  1-1.5 2 Cereal, perfume

Fuente: Baxter y Hughes (2004).
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» Carbonilos (Aldehidos y cetonas)

Entre los compuestos carbonilos mas importantes se encentran los aldehidos y cetonas.
Ambos grupos se encuentran en la cerveza a bajas concentraciones, pero solamente los
aldehidos son producidos en cierta cantidad durante la fermentacién (Ibafiez, 2013).
Aldehidos: EIl aldehido mas importante en la cerveza es el acetaldehido ya que se
encuentra en mas alta concentracion, lo que es de esperar puesto que el etanol se
forma durante la fermentacién por la reduccién de este compuesto. La formacion de
todos los aldehidos sigue el mismo principio, siendo sintetizado cada uno de ellos por
descarboxilacion enzimatica del a-cetoacido correspondiente. Por consiguiente, el
acetaldehido se origina por descarboxilacion del acido pirtvico (piruvato) por la piruvato
descarboxilasa (Kobayashi et al., 2008).

Cada una de las conversiones de los a-cetoacidos a aldehidos requiere una enzima
descarboxilasa especifica, aunque la reduccién de los aldehidos a sus respectos
alcoholes (un proceso que oxida al NADH a NAD+) emplea una Unica alcohol
deshidrogenasa no especifica. Una pequefia cantidad de aldehidos surgen a partir de la
subsiguiente oxidacién del alcohol durante la fermentacion secundaria y maduracion
(Viana, 2011).

Dicetonas vecinales; Son sustancias fuertemente aromaticas, las principales dicetonas
vecinales (DCV) es la 2,3-butandiona (diacetilo), pero existen cantidades significativas
de 2,3-pentanodiona producida durante la fermentacion (tabla 8). Estos compuestos se
forman por descarboxilacion oxidativa de acetohidroxiacidos que son excretadas por la
levadura. Son producto del metabolismo de los aminoacidos (Ojeda, 2012; lbafiez,
2013).

Estas sustancias se derivan del piruvato y su homdélogo a-oxobutirato (figura 6). Se cree
gue el precursor de a-acetolactato, intermediario de la biosintesis de valina y leucina, se
fuga, de la levadura y se degrada espontaneamente por DCVs. Sin embargo, las
levaduras captan DCVs del medio que las rodea si la levadura permanece en contacto
con la cerveza y esta sana. El diacetilo se reduce secuencialmente primero acetoina y
después a btano-2,3-diol; la pentano-2,3-diona sufre una reaccion de redaccién analoga.
Tanto la acetoina como el btano-2,3-diona tienen una actividad flavorizante mucho

menor que sus precursores DCVs (Baxter y Hughes, 2004).
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Tabla 7. Dicetonas vecinales y sus componentes reducidos hallados en cerveza.

Niveles tipicos

Compuesto Umbral de flavor (mg/L) Descriptor del flavor

(mg/L)
2,3-butanodiona 0.01-0.4 0.07-0.15 Galleta de mantequilla
3-Hidroxy-2-butanona 1.0-10 17 Frutal, mohoso, a madera
2,3-butanodiol 50-150 4500 Goma, dulce, calido
2,3-Pentanodiona 0.01-0.15 0.9 Galleta de mantequilla,

frutal

3'H|dr0Xy-2' 0.05-0.07 = eeeeem
pentanoma

Fuente: Baxter y Hughes (2004).
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Figura 6. Rutas para la formacion y subsiguiente degradacién de dicetonas vecinales en
cerveza.
Fuente: Baxter y Hughes (2004)
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» Alcoholes superiores

También conocidos como aceite de fusel. Estos hacen referencia a todos aquellos
alcoholes que poseen mas de dos &tomos de carbono, un peso molecular y punto de
ebullicion superior al etanol (Viana, 2011). Los precursores de los alcoholes son los
aminoacidos (ver figura 5), que para su formacion, ocurre primero la desaminaciéon que
da origen a un a-cetoacido que posteriormente es descarboxilado y convertido en n n-
aldehido que a través de una reduccién produce al alcohol. La desaminacion
corresponde para la formacion de alcoholes, se lleva a cabo mediante una enzima
especifica (lecindesaminasa, isoleucindesaminasa, valindesaminasa) (Ojeda, 2012).

Los alcoholes superiores son muy importantes como precursores inmediatos de ésteres
mas activos, de tal manera que el control de la formacién de alcoholes superiores debe
ser reglado para que a su vez controle la produccion de ésteres. Basta decir que la
produccion de alcoholes superiores aumenta tanto a niveles excesivamente altos como
a suficientemente bajos de nitrégeno asimilable de que dispone la levadura del mosto.
El tipo de cepa de levadura es el factor mas importante, siendo cepas Ale las que
producen mas alcoholes superiores que las Lager (Baxter y Hughes, 2004).

En la figura 7 y tabla 8 se muestra un esquema generalizado de la produccion de

alcoholes superiores y los alcoholes cominmente hallados en cerveza.

Tabla 8. Alcoholes comUnmente hallados en cerveza.

Niveles tipicos

Compuesto (mg/L) Umbral de flavor (mg/L) Descriptor del flavor
Metanol 0.5-3 10000 alcohdlico, disolvente
Etanol 20000-80000 14000 Alcohdlico, fuerte
1-Propanol 3.0-16.0 700 Alcohdlico

2-Propanol 3.0-6.0 1500 Alcohdlico

2-Metilbutanol 8.0-30.0 65 alcohdlico, vinoso, banana
3-Metilbutanol 30-70 70 alcohdlico, vinoso, banana
2-Feniletanoll 8.0-35.0 125 Rosas, amargo, perfumado
1-Octen-3-ol 0.03 0.2 Hierba recién cortada, perfume
2-Decenol 0.005 0.015 Coco, anisado

Glicerol 1200-2000 Dulzén, viscoso

Tirosol 3-40.0 200 Amargo, sustancia quimica

Baxter y Hughes (2004)
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Figura 7. Formacién de 2-metilpropan-1-ol y 3-metilbutan-1-ol a partir del metabolismo de los
carbohidratos y la biosintesis de valina y leucina.

Fuente: Baxter y Hughes (2004).
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> Acidos Orgéanicos

Durante la fermentacion se producen una amplia variedad de acidos orgéanicos,
existiendo dos grupos principales: a) acidos organicos volatiles, donde se encuentra
principalmente el acido acético, propidnico y butirico. EI primero se produce por la
hidrélisis de la Acetil Ca A. b) Acidos organicos no volatiles, que incluye oxoacidos como
acido piravico y productos del ciclo de Krebs, tales como acidos succinico y que estan
estrechamente relacionados con la composicion de los aminoacidos del mosto
(Hornsey,2003).

Tabla 9. Acidos organicos presentes en cerveza.

Acido Umbral del flavor Descriptores de flavor-

(mg/L)-

Acético 175 acido, vinagre
Propanoico 150 Acido, vinagre, leche
Butanoico 2.2 Mantequilla, Queso, sudor

2-Metilpropanoico 30 Sudor, amargo, agrio
Pentanoico 8 Sudor, olor corporal

2-Metilbutanoico 2 Queso, lapulo viejo, sudor

3-Metilbutanoico i5s e
Octanoico 15 Caprilico, caprino

Léactico 400 Acido

Piravico 300 Acido, sal, forraje
Succinico  seemeem e

Fuente: Baxter y Hughes (2004) y Hughes (2003)
1.1.6.4. Lupulo

El lipulo empleado en cerveceria, Humulus lupulus se sitia botanicamente en la familia
de las Cannabinaceas, pero a pesar con su parentesco con el Cannabis, el lGpulo no
tiene sustancias alucinégenas. Esté relacionada con las ortigas irritantes, olmos, arrayan
de ciénaga y cafaga, siendo el ultimo el parentesco més proximo (Ibafiez, 2013).

El lpulo en una planta perene trepadora capaz de alcanzar una altura de 6 m. Los tallos
ascienden trepando, enrollandose en sentido contrario al de las agujas del reloj. La
especie es dioica (las flores femeninas se desarrollan en plantas distintas de las que se

producen las flores masculinas) siendo el tamafio de la inflorescencia, la diferencia
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morfolégica mas evidente entre la planta macho y hembra (Lépez, 2016). La cabeza de
flor macho estd muy ramificada y tiene unos 5 mm de didmetro, mientras que las flores
hembras estan arracimadas (frecuentemente llamados “conos”) y tienen el orden de 15-
10 mm de didmetro. Como fruto el cono hembra alcanza 5 cm de diametro. El periodo
de florecimiento es durante julio y agosto, siendo la planta un seto nativo y matorral,
extendido atreves de Europa y Asia occidental.
Sin embargo para satisfacer las necesidades de la industria cervecera, ahora el lapulo
se cultiva en todas las regiones templadas del mundo y a ello se debe, que las especies
dentro del conjunto, muestren considerables variaciones (Hornsey, 2003).
Los lupulos tienen una serie de propiedades: proporcionan el amargor que compensa el
dulzor de la malta, propiedades antibacterianas conservando la cerveza, contribuyen a
la formacion y retencion de la espuma, los polifenoles que contienen reaccionan con las
proteinas indeseadas de la malta y las hacen insolubles lo que permite su filtrado o
sedimentacion. Segun las clases de lupulo y el momento del proceso en que se afiaden,
pueden contribuir en el sabor y aroma de forma muy variada y tienen propiedades
benéficas para la salud (Suarez, 2013).
De los componentes del lupulo, los mas interesantes para la cerveza son las resinas,
aceites esenciales y los taninos o polifenoles, que estan contenidos en la lupulina, un
polvo aceitoso y resinoso que hay dentro del cono. Proporciona los taninos pirogalol y
catecol, resinas y aceites esenciales y otros constituyentes con el objeto de precipitar
las proteinas inestables durante la ebullicibn del mosto y originar el agradable y
caracteristico sabor amargo (a-acidos) de la cerveza y contribuye, entre otras
propiedades, a la estabilidad del sabor y a la retencion de la espuma (Baxter y Hughes,
2004).
Los aceites esenciales de los conos del lapulo son una mezcla compleja de varios
cientos de componentes, entre los cuales se encentran hidrocarburos terpenoides,
aldehidos, cetonas, acidos y alcoholes. Estos influyen tanto en el sabor como aroma de
la cerveza. Algunos de los componentes del lipulo mas importantes, son los alfa acidos,
debido a que durante la ebullicion del mosto se isomerizan y de esta forma imparten el
peculiar amargor en la cerveza (Ibafiez, 2013). De igual manera estos influyen tanto en
el sabor como en el aroma de la cerveza, aunque la mayor parte del aceite afiadido a la
cerveza durante la coccion se pierde por destilacion. Si el aceite mejora 0 empeora la
calidad de la cerveza, depende de la proporcién entre sus numerosos componentes. Los
aceites esenciales se oxidan y se hacen menos atractivos durante su almacenamiento,
ademas aceleran la oxidacion de resinas.
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En la tabla 10 se muestran alguno de los compuestos derivados del aceite esencial del

[Gpulo.

Tabla 10. Algunos compuestos derivados del aceite esencial de ltupulo hallados en cerveza.

INTERVALO DE LOS UMBRAL DE FLAVOR EN LA

COMPUESTO NIVELES HALLADOS CERVEZA (ug/L)
(Ho/L)*

Linalool 1-470 27.8
Oxidos de linalool nd-49 -
Citronelol 1.0-90 -
Geraniol 1.0-90 36
acetato de geranilo 35 -
a-Terpineol 1.0-75 200
Humeleno epdxido | nd-125 10*
Humeleno epdxido i 1.9-270 450
a-Eudesmol 1-100 -
T-Cadinol nd-200 -
Hmulenol 1.0-1.5 500-2500
Humuladienona nd-43 -
Humulol nd-220 -
Clovanodiol 51-677 -

*nd= no detectable. #= umbral determinado en agua.
Fuente: Baxter y Hughes (2004)

1.1.7. Proceso de elaboracion

El proceso de elaboracién de la cerveza convierte el almidon de la malta primero en
azucares solubles y luego utiliza levadura para fermentar estos, dando lugar a alcohol.
Al mismo tiempo las proteinas se rompen dando lugar a aminoacidos que pueden ser
utilizados por las levaduras como nutrientes, produciendo a su vez compuestos

caracteristicos del flavor (Baxter y Hughes, 2004).
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1.1.7.1. Proceso de elaboracién de cervezatipo Ale

En la figura 8 se muestra el diagrama de elaboracion de cerveza artesanal.

Malta —>

Malta molida

Agua 25°C
Lipulo —>
Levaduras—>

Molienda

Macerado

J

Filtrado

J

Mosto d

Coccion

J

Mosto

~\

Filtrado 2

y

Enfriamiento

Fermentacion

J

<
Maduracion

J

Cerveza

N

Filtracion 3

), Masao papilla

T=62-67°C
t=1-15h
——> Bagazo
ulce
T=100°C
t=1h
amargo

—> Proteinas coaguladas

T=20°C
t=12 dias

Cerveza verde

T=5°C
t=12 dias

Levaduras y proteinas

Pasteurizacion

T=60°C

Figura 8. Diagrama de proceso de elaboracién de cerveza tipo Ale.

Molienda

La molienda tiene por objetivo triturar la malta. Es necesario que la cascarilla

permanezca tan entera como sea posible y que, en cambio, el endospermo se muela
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hasta un tamafio de particula que permita la facil liberacién del extracto. Si se desintegra
mucho, la cascarilla no puede formar un filtro lo suficientemente eficaz y permeable
durante la maceracion del mosto. En cuanto a la trituracion del endospermo, es preciso
que las particulas del mismo se hidraten bien y liberan facilmente sus enzimas y otros

constituyentes celulares para que puedan degradarse rapidamente (Gongora, 2014).

Maceracion

Es el proceso en el que la malta molida, o sémola se mezcla con agua agitando
lentamente, para producir un extracto fermentable, que permita el crecimiento de la
levadura, con la consiguiente produccion de cerveza (Ibafiez, 2013).
La malta molida es mezclada con el agua caliente, la temperatura de esta mezcla en
esta etapa es critica siendo muy dificil modificar sin diluirla con mucha agua. La
temperatura mas adecuada para esta atapa es de 62-67°C y se opera de ordinario a
65°C; para logarlo se debe utilizar agua de 4-5°C mas caliente. A medida que las
particulas de endospermo se van hidratando las diferentes enzimas presentes en la
malta se activan degradando el almidon a azucares fermentables y dextrinas no
fermentables (Baxter y Hughes, 2004).
El almidén de los cereales consta aproximadamente de un 75% de amilopectina y un
25% de amilosa. La amilopectina es una molécula muy grande y ramificada compuesta
por unidades de glucosa unidas por enlaces a 1-4 (que dan lugar a cadenas lineales) y
enlaces a 1-6 (que constituyen los puntos de ramificacion. Como media cada rama
contiene alrededor de 25 unidades de glucosa. La amilosa por otro lado, es una
molécula lineal formada por hasta 2000 unidades de glucosa unidas por enlaces a 1-4)
(figura 9) (Lopez, 2016).
Tanto la a-amilasa como la B-amilasa pueden hidrolizar los enlaces a 1-4. La B-amilasa
ataca desde los extremos reductores exteriores de las moléculas de amilosa y
amilopectina, liberando maltosa (compuesta por dos unidades de glucosa), pero se
detiene cuando alcanza los enlaces a 1-6. Esta enzima no menos termoresistente que
a-amilasa y suele ser mas eficiente a pH de 4.7. Por el contrario la a-amilasa ataca la
cadena lineal de enlaces a 1-4 entre los puntos de ramificacion, liberando dextrinas mas
pequefias y ramificadas con largas cadenas lineales laterales. Esta enzima es mas
termoresistente, por lo que a temperaturas altas, por ejemplo a 67°C favorece su accion,
del mismo modo a un pH de 5.7 (Baxter y Hughes, 2004; Escobedo, 2010).
Las amilasa a y B actuan juntas reduciendo la amilosa a maltosa, maltotriosa y glucosa,
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pero la amilopectina da lugar a un aumento de numerosas dextrinas pequefias
ramificadas que no pueden degradarse mas durante la extraccion. De este modo, tras la
etapa de conversion (extraccién) se obtiene un liquido dulce similar a un jarabe y
conocido como mosto cervecero, este liquido contiene principalmente maltosa y
glucosa, que son fermentables, junto con cantidades importantes de pequefias dextrinas

ramificadas que no son fermentables (Reyes, 2010).
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Figura 9. Estructura de la amilosa y amilopectina.
Fuente: Baxter y Hughes (2004)

Filtracion o Lautering

Durante este proceso el mosto es separado del bagazo de la caldera de empastado
mediante un proceso que facilita que el mosto se filtre a través del lecho del bagazo
hacia un reciente inferior. Se pulveriza agua caliente (normalmente a 70°C) sobre la
superficie del lecho de los granos con el fin de extraer y lavar los componentes solubles.
A este proceso se le conoce como rociado o sparging (Baxter y Hughes, 2004; Reyes,
2010).
1. La separacion se la mezcla obtenida tras la maceracion es importante por tres

razones (Hornsey, 2003):

Conseguir la maxima extraccion de azucares fermentables posibles.

Obtener mostos brillantes con minima cantidad de solidos suspendidos.

Reducir el minimo la concentracién de oxigeno disoluto (O?) en el mosto.
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Coccién

Una vez filtrado, el mosto se lleva a una caldera, donde se hierve junto con el lapulo,
que le dard el amargor y aroma tipico de la cerveza. Es ésta la caldera tradicional de
cobre que puede verse todavia en muchas instalaciones de cerveza. Dependiendo de la
cantidad y de la variedad de lapulo que se utilice, la cerveza tendra un mayor o menor
amargor y aroma. Normalmente no se adiciona todo el lUpulo al principio, sino que se
afaden distintas variedades de Iupulo en diferentes momentos de la ebullicion (Reyes,
2010; Géngora, 2014).

1. Los tiempos de ebullicion en la planta cervecera varian entre 45 a 120 minutos,
dependiendo del equipo que se use, el método de utilizacion del ltpulo y el tipo
de cerveza a producir. Independientemente del tiempo, la ebullicion del mosto
tiene los siguientes propdsitos.

Esterilizacion del mosto,
Cese de toda actividad enzimatica derivada de la malta,

Concentracion del mosto,

a M 0N

Fin de las reacciones quimicas que comienzan en la maceracion, con la

reduccién resultante del pH,

»

Coagulacion de proteinas y taninos

7. Descomposicion y eliminacion de compuestos volatiles indeseables,

8. Aportar el sabor amargo al mosto, debido a la isomerizacién de las resinas del
lGpulo

9. Intensificacion del color del mosto.

10. Extraccion de aceites esenciales y polifenoles del lUpulo

Filtracion 2 (Clarificacién) y Enfriamiento

Tras la coccion de las proteinas coaguladas o turbias, junto con el lUpulo agotado,
deben ser eliminados. En las cervecerias modernas la mayor parte del ltpulo se utiliza
en formas de granulos o extractos, los cuales forman una menor cantidad de materia de
desechos que pueda construir un filtro, por ello en su lugar se utiliza un reciente cénico
conocido como Whirlpool o tanque remolino. El mosto amargo caliente es bombeado de
moda tangencial al tanque remolino. Este movimiento en remolino tiene como
consecuencia que los “turbios” recojan en el centro del recipiente en forma de un
montén conico. El mosto clarificado puede retirarse a través de una tuberia de salida
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gue se encentra situada en un lado del reciente. Posteriormente el mosto amargo es
enfriado antes hasta la temperatura de fermentacion para asi depositarlos en los
tanques de fermentacion, haciéndolos pasar a través de un intercambiador de calor de
flujo paralelo (Escobedo, 2010).

La temperatura final del mosto varia de acuerdo con el tipo de cerveza a producir. Para
las cervezas Lager, el mosto pasan los enfriados a 10-15°C, mientras que para las

cervezas Ales se necesitan temperaturas de 16-20°C (Hornsey, 2003).

Fermentacion

La fermentacién del mosto lupulado a cerveza es afectada mediante la fermentacion; la
operacion se realiza en tanques de fermentacion provistos con equipos de refrigeracion
adecuados (ej. Camisa de enfriamiento). El equipo tradicionalmente es de acero
inoxidable de 3.5 m de altura con base circular o cuadrada que tiene una capacidad de
sellarse herméticamente. El mosto se inocula con 1.5-2.5 g de levadura comprimida/L.
Durante el proceso de fermentacion primaria el proceso de fermentacion primaria, la
levadura se multiplica por gemacién por un factor de 4-5 veces. Las propiedades
organolépticas y el caracter de la cerveza dependen en gran parte del tipo de levadura y
de la manera en que se conduce la fermentacion. Esta es considerada una de las

operaciones mas criticas de la cerveza (Gongora, 2014).

Maderacién o Guarda

Tras la fermentacién se obtiene “la cerveza verde” que aun contienen componentes del
favor que no son deseables y que deben eliminarse mediante un acondicionamiento
para su atenuacion.
La maduracion es denomina da una fermentacion secundaria se lleva a cabo en tanques
cerrados que pueden durar de 2-6 semanas adicionales a la fermentacion. Donde la
concentracion de oxigeno es menor de 0.2 ppm.
o El objetivo principal de este proceso es (Reyes, 2010; Archundia, 2014):
Permitir la precipitacion lenta de proteinas y complejos de proteinas, taninos, asi
como levaduras residuales confiriéndole a la cerveza claridad. Permitir
reacciones de maduracion del sabor, siendo aqui donde la cerveza obtiene su
bouquet y aroma, principalmente debido a una serie de procesos bioquimicos
gue dan origen a la obtenciébn moderada de compuestos congenéricos.
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Filtracién 3

Mediante una centrifuga la levadura, proteinas y complejos de proteinas son
recuperados por centrifugacion continla. La cerveza muestra turbidez debido a factores
biol6gicos y no bioldgicos. El primer paso de esta filtracion es la remocion de levadura
por centrifugacion y filtracion a través de lechos de celulosa, carbon activado y/o tierras
diatomeas (Géngora, 2014).

Envasado

La cerveza es enfriada, filtrada y pasteurizada en flujo continuo, puede transferirse a
grandes tanques estériles. Los barriles pueden ser de acero inoxidable. Las botellas
usadas pueden ser de dos tipos; retornables o de un solo uso. La retornables exigen,
para posteriores usos, el lavado, el aclarado y el escurrimiento antes de su relleno, se
someten a un proceso de limpieza con una disolucién caliente de NaOH al 1 0 2 %, para
el caso de las latas, solo se requieren ser sometidas a un chorro, primero de aire estéril

a presién y luego de agua esterilizada (Escobedo, 2010; Géngora, 2014).

Pasteurizacion

La cerveza que se envasa no es totalmente estéril, posee una pequefia cantidad de
microorganismos que puede producir el deterioro del producto envasado. Para evitarlo y
asi alargar su vida util, la cerveza envasada se pasteuriza. Existen grandes tuneles de
pasteurizacion que lanzan chorros de agua a diferentes temperaturas. Al pasar por el
tunel la cerveza embotellada se va calentando hasta llegar a los 60°C y se enfria hasta
la temperatura ambiente. La cerveza de barril no es pasteurizada y es por eso que el
sabor es mas fresco pero la estabilidad es menor. La cerveza de barril tiene una vida (til

de un mes y la pasteurizada de hasta 6 meses (Baxter y Hughes, 2004).

1.2. Cerveza artesanal

Aquellas cervezas con sabores mas complejos, aromas intensos y cargados de matices

por la adicion de adjuntos como; frutos, hierbas, especias y/o condimentos son
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denominadas cerveza gourmet, cerveza de especialidad o cerveza artesanal (Sweet,
2014; Coriat, 2014).

1.2.1. Cerveza artesanal fermentada con Levaduras no-Saccharomyces

En México existe una limitada cantidad de cepas de levaduras para su aplicacion en la
elaboracion de cerveza, siendo Saccharomyces cerevisiae la levadura de excelencia.
Paradojicamente existe una gran biodiversidad de cepas de levaduras nativas en frutos
como, lo es en las uvas vitivinicolas. Existen investigaciones dedicadas a estudiar el
aporte de las levaduras nativas, en su gran mayoria no-Saccharomyces sobre las
caracteristicas organolépticas de los vinos, ya que estas producen una serie de
metabolitos secundarios volatiles (ésteres apolares que se asocian al aroma frutal, floral y
fresco) y acidos grasos que aportan atributos sensoriales beneficiosos al vino. Por otra
parte, las fermentaciones espontaneas se asocian con la produccion de mayor cuerpo,
aromay sabores inusuales, textura cremosa una mayor complejidad.

La seleccion de una cepa de levaduras nativas asegura el mantenimiento de las

propiedades sensoriales tipicas de los vinos producidos en una regién dada.

1.3. Origen de las levaduras no-Saccharomyces

1.3.1. Uvavinicola

El grano de uva o baya consta de hollejo, pulpa y pepitas, en proporciones muy variables
segun la cepa y las condiciones de clima y cultivo. Un grano de uva tiene por terminado
medio el 89% de pulpa, el 7% de hollejo y el 4% de pepitas.
La piel u hollejos de los granos de uva maduros contienen entre un 40 y un 80% de agua,
pero también muchas sustancias importantes para la vinificacién, como la pruina que
reviste su exterior, en la que, por su consistencia cerosa, se adhieren muchos
microorganismos entre ellos las levaduras que han de producir la fermentacion
espontanea de los mostos (levaduras no-Saccharomyces). Contienen importante
cantidades de celulosa, de acido tartarico y malico y sus sales (sobre todo bitartrato de
potasio), de compuestos nitrogenados y de sales minerales como fosfatos, sulfatos,
carbonatos, etc. Siendo especialmente rica en potasio. Los compuestos mas importantes
en hollejos son los responsables del color; los flavonoides del color amarillo y las
antocinos del color rojo. Los primeros son propios de las uvas blancas y ambos estan en
34



ANTECEDENTES

las uvas tintas. También se encuentran el hollejo cierta cantidad de taninos (0.2-1% en la
piel de uvas blancas y 1-3% de las uvas tintas) y la mayoria de los terpenoles y de los
precursores aromaticos de las uvas.

El componente mayoritario del grano de uva es la pulpa. La pulpa esta casi por completo
formada por el mosto, y entre sus componentes se encuentran la practica total de los
azucares, polisacaridos, acidos organicos, compuestos nitrogenados, vitaminas y un
importante porcentaje de terpenoles libres, como el linalol y de 4cidos grasos precursores
de aromas. La pulpa contiene compuestos fendlicos no flavonoides, pero no contienen
compuestos flavonoides como taninos o antocianos, que existen en los mostos y vinos
procedentes de raspon, hollejos y pepitas.

Las pepitas estan formadas por 2 capas envolventes, a modo de corteza, la testa y el
tugmen, que son muy duras y lefiosas y ricas en taninos. En el interior de esta cepas esta
el albumen, que contienen hacia el pico dela semilla el germen o embrién de la nueva
planta. El albumen, del que se alimentara el embrion el empezara germinar, contienen un
aceite especial que se enrancia ripiadamente al contacto con el aire y que si pasa al vivo
elaborado, le comunica malos olores y sabores desagradables. En la vinificacion solo se
extraen de las pepitas los taninos de las capas externas, que suponen el 10-12% del peso

total de la pepita (Aleixandre y Alvarez, 2003).

EL GRANC
PECIOLO

LA PULPA

GALLO PULPA

PINCEL PRUINA 3~
PEPITAS

PULPA
PELICULA

PELICULA

Figura 10. Partes del grano y pulpa de una uva vitivinicola.
Fuente: Aleixandre y Alvarez (2003).

1.3.2. Levaduras en las uvas.

Numerosos estudios enolégicos se han realizados a lo largo de los afios para conocer la
dindmica, cuantificacion y composicién de la microflora responsable de las fermentaciones
espontaneas del mosto (Carrau, 2005).

La fermentacion del mosto de uva es un proceso microbioldgico y bioquimico muy
complejo, en el que intervienen e interaccionan levaduras, bacterias y otros

microorganismos. Entre todos ellos, las levaduras son los microorganismos clave en la
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vinificacidon, ya que son los responsables de la fermentacion alcohdlica, la principal
reacciéon en la conversion del mosto en vino (Torija, 2002).

La trasformacion del mosto en vino se lleva a cabo de la manera tradicional, es decir sin
emplear cultivos iniciadores, utilizando las cepas de levaduras procedentes de la
superficie de las uvas y del ambiente de las bodegas (prensas, tanques, fermentadores,
bombas, etc), dando como resultado de la acciébn combinada de varias especies de
levaduras la fermentacion de esté (Carrascosa et al, 2005).

Las levaduras alcanzan las uvas por el efecto de desimanacion del viento y de los
insectos y estan presentes en las vifias desde el inicio de la maduracion del fruto
(Carrascosa et al., 2005). La levaduras se localizan sobre todo en los estomas y lugares
donde existen micro fisuras, que pueden exudar hacia el exterior sustancias azucaradas,
y en mucha menor cantidad sobre la purina que cubre el resto del hollejo (Bernardi, 2013).
La especies predominantes (en un 50-75%) en la superficie de la uva corresponde al
género Kloeckera y Hanseniaspora. En menor proporcion es posible encontrar otras
especies oxidativas o débilmente fermentativas y poco tolerantes a etanol, pertenecientes
a Metschnikowia, Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Pichia. Kluyveromyces vy
Hansenula, a este tipo de levaduras se les conoce como levaduras no- Saccharomyces.
Existe una presencia reducida de las especies fermentativas de Saccharomyces
cerevisiae y S.bayanus.

La levaduras no-Saccharomyces aparecen durante los primeros dias de fermentacion del
vino originando una fermentacién espontanea, a pesar de crecer durante los primeros
dias de la fermentacion, estas producen gran cantidad de compuestos que pueden tener
influencia sobre la calidad organoléptica del vino (Carrascosa et al., 2005).

Su contribucién a la calidad del vino ocurre de diversas formas, como en la produccion de
glicerol por Candeda stellata, o de esteres por C. pulcherrima Otras también son
ampliamente reconocidas por producir enzimas glicosidicas; las cuales al hidrolizar este
tipo de enlace, son capaces de liberar compuestos volatiles ligados a azucares, dando
mayor complejidad al perfil aromético del vino. Por el contrario, otras como Kloeckera
apiculada esta asociada a la produccién de acido acético, que disminuye la calidad del
vino. Debido a que las levaduras no son eficientes en la conversion azlcares ya que estas
solo llegan a producir de 4 a 5° Alcohol Volumen, la aplicacion de estas con fines
enologicos suele llevarse a cabo en cultivos mixtos con Saccharomyces, para que esta
ultima realice el proceso fermentativo y las no-Saccharomyces contribuyan positivamente

al perfil sensorial (Ortiz et al., 2015). Por otra parte, las fermentaciones espontaneas se
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asocian con la produccion de mayor cuerpo del vino, aroma y sabores inusuales, textura

cremosa y una mayor complejidad (Ortiz, 2013).

1.4. Orujo o bagazo de uva.

El orujo de uva se define como un residuo sdlido que es generado de la extraccion del
zumo de la uva y constituye el principal subproducto de la industria vitivinicola (Diaz,
2009).

Esta constituido por una mezcla de tallos, semillas y hollejos en proporciones variables y
constituye de un 10 a 20% en peso del total de la uva. En general el orujo es llevado a las
destilerias donde se realiza la extraccion del alcohol remanente, acido tartarico y aceite, a
partir de las semillas, originando un segundo subproducto denominado “orujo agotado”
gue es utilizado como enmienda organica en cultivos ya que actia como mejorador de
suelos (Venenzi, 2014).

En los dltimos, los residuos solidos de vinificacion han atraido una atencién considerable
ya que este orujo o bagazo mantiene algunas de las caracteristicas propias de la uva, ya
que tienen un riqueza cualitativa y cuantitativa en constituyentes fendlicos y contenido de
fibra dietaria, los que no fueron extraidos en tu totalidad durante la vinificacion quedando
todavia presentes en altas concentraciones (Salinas, 2013; Zufiga, 2005). En la tabla 11

se muestra la composicion quimica tipica del orujo de uva.

Tabla 11. Composiciéon quimica del orejo de uva.

Hollejo Semillas

Compuesto % %
Agua 78-80 25-45
Ac. Organicos 0.8-1.6
Compuestos glucidos 34-36
Taninos 0.4-3 4-10.0
Antocianos 0-0.5
Compuestos nitrogenados 1.5-2 4-6.5
Minerales 1.5-2 2-4.0
Ceras 1-2.0
Lipidos 13-20

Fuente: Zdhiga (2005).

Este bagazo, actualmente posee algunos usos alternativos como, por ejemplo, sustrato

para la obtenciébn de proteina unicelular, alimentacién animal, para la extraccion de
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pigmentos rojos, para la extraccion de taninos, acidos o proteinas y también uso como

compostaje o como biomasa para produccién de biogas (Salinas, 2013).

En la tabla 12, se muestran algunos de los trabajos donde se ha llevado a cabo el estudio

de las levaduras no-Saccharomyces.

Tabla 12. Investigaciones realizadas sobre levaduras no Saccharomyces.

NOMBRE DEL PROYECTO AUTOR RESUMEN
. : . e Obtencion de cultivos puros mediante una
Aislamiento e identificacion de . g o P
levaduras vinicas de vifiedos Lucio et al., _selec_c_lon,_, caracterizacion  taxondmica e
(2009) identificacién por PCR, para una posterior

ecolégicos

Aislamiento, seleccion e
identificacibn  de  levaduras
enoldgicas nativas no-
Saccharomyces en vifiedos

establecidos en Querétaro

Ecologia de levaduras:
seleccion 'y adaptacion a

fermentaciones vinicas

Identificacion de una cepa de
levadura con potencial de
reiniciar fermentaciones vinicas
estancadas: una caracterizacion
cinética.

Levaduras nativas para enologia
de minima intervencion,
seleccion y caracterizacion.

Levaduras no-Saccharomyces
para  modular el aroma
secundario de los vinos;
incremento del acetato de 2-
feniletilo mediante cultivos
iniciadores mixtos.

Micro vinificaciones con
levaduras nativas y uvas

Isabella cultivadas en misiones

Potencial enoldgico de
levaduras no Saccharomyces
nativas de vifiedos establecidos
en Querétaro.

Ortiz (2013)

Torija (2002)

Rodriguez, et al.
(2014)

Carrau (2005)

Viana (2011)

Mifio et al.
(2011)

Ortiz et al.
(2015).

aplicacién a nivel industrial.

Aislamiento, seleccién e identificacion por
PCR de levaduras no-Saccharomyces
nativas.

Seleccidn de levaduras para uso como cultivos
iniciadores durante la fermentacién vinica.

Seleccion de levaduras reiniciadoras en
fermentacién estancada, mediante
caracterizacion cinética.

Potencial que existe en la flora nativa presente
en vifledos y métodos de seleccion para la
obtencién de cepas que pueden aportan mayor
complejidad aromatica a los vinos.

Capacidad de las levaduras no
Saccharomyces para producir esteres de
acetato y su inclusiéon en cultivos iniciadores
mixtos a fin de introducir caracteristicas
aromaticas de diferenciacion en los vinos.

Evaluacién del desempefio de las levaduras
indigenas para conocer los pardmetros
indicadores de proceso de vinificacion.

Aislamiento de levaduras de fermentaciones
espontaneas de mosto de uva para obtencion
de cepas con potencial enoldgico a nivel
industrial.
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¢ Saccharomyces 0 no-
Saccharomyces? Biodiversidad
para incrementar complejidad
sensorial.

Seleccién de levaduras vinicas
en la denominacion de origen
calificada rioja

Importancia de las levaduras no-

Saccharomyces durante la
fermentacion de bebidas
alcohdlicas

Diversidad de levaduras no-
Saccharomyces en diferentes
ecosistemas vitivinicolas.

Giorello et al.,
(2014)

Gutiérrez et al.

(1995)

Casas et al.
(2015)

Ocobn (2015)

Busqueda de nuevos fenotipos del sabor en la
flora, mediante la integracion de conocimientos
sobre andlisis
sensorial y biodiversidad natural de cepas no-
Saccharomyces para su aplicacion enolégica a
nivel industrial.

Seleccién de levadura de vinificacion de
autoctona capaz de mantener la tipica de los
vinos de esta regién, capaz de mantener la
tipicidad de los vinos de esta region.

No-Saccharomyces, durante la fermentacion
producen produccion de congenéricos,
enzimas y proteinas pueden enriquecer
organoléptica y nutricionalmente las bebidas a
satisfacer el paladar de los consumidores méas
alcohdlicas, lo que ayudaria a satisfacer el
paladar de los consumidores mas
exigentes.

Brindar los conocimientos para llevar a cabo
una seleccién de levaduras no-
Saccharomyces de interés para vinificacion
controlada.

Fuente: Elaboracion propia.
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2. OBJETIVOS

Objetivo General

Obtener cepas de levaduras enolégicas nativas no-Saccharomyces mediantes técnicas
microbioloégicas para su uso como agentes fermentativos en la elaboracion de cerveza
artesanal: asi como su efecto en la calidad organoléptica cuantificando sus compuestos

congenéricos y evaluacion sensorial.

Objetivo Particular 1
Caracterizar cervezas artesanales usando como agente fermentativo Saccharomyces
cerevisiae durante su elaboracion, mediante la determinacion de parametros quimicos y

fisicoquimicos, a fin de establecer parametros de calidad.

Objetivo Particular 2

Realizar el aislamiento, purificacion, diferenciacion e identificacion de levaduras
enoldgicas nativas no-Saccharomyces obtenidas de orujos y hoja de uva vitivinicola,
mediante criterios de seleccién (caracteristicas de diferenciaciébn) para su uso como

agentes fermentativos en la elaboracion de cerveza artesanal.

Objetivo Particular 3

Seleccionar levaduras enolégicas nativas no-Saccharomyces obtenidas del orujos y hoja
de uva vitivinicola mediante criterios de seleccién de levaduras enoldgicas (caracteristicas
cualitativas) y evaluacion sensorial, para su uso como agentes fermentativos en la

elaboracion de cerveza artesanal.

Objetivo Particular 4
Determinar las caracteristicas tecnologicas, los parametros quimicos y fisicoquimicos de
las levaduras no-Saccharomyces, para su uso como agentes fermentativos en la

elaboraciéon de cerveza artesanal.
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MATERIALES Y METODOS

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Secuencia metodoldgica

Para poder realizar los objetivos planteados se llevo a cabo la secuencia metodologica

gue se muestra en la figura 11.
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3.2. Material de estudio

3.2.1. Material Biolégico

Las levaduras no-Saccharomyces se obtuvieron de los residuos generados por las
industrias vitivinicolas; orujo de una mezcla de uvas Sauvignon / Malbec y hoja de uva
provenientes de los municipios de Tequisquiapan y Ezequiel Montes ubicados en el
estado de Querétaro, México. Orujos de Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc y
Tempranillo provenientes del estado de Baja California Norte.

Una vez obtenidas las muestras, fueron almacenadas en bolsas de polietileno a -20°C,
posteriormente una parte se almacend en congelacion (-20°C) y a otra se le aplico un
proceso de secado a 40°C por 24 horas almacenandolo en bolsas metalicas a
temperatura de 20-25°C, en un ambiente seco. Para las hojas de la vid se realizé un
muestreo aleatorio de los racimos y se descartd aquellas que no contaran con las
condiciones sanitarias adecuadas, almacenadas en bolsa metalicas a 20-25°C, ver tabla
13.

Como referencia se utilizo la cepa Saccharomyces cerevisiae.

Tabla 13. Muestras de desecho de industrias vitivinicolas.

Muestra Imagen Muestra Imagen

Hoja de Uva Cabernet Sauvignon

Cabernet Franc ’

Orejo deshidratado

Sauvignon y Melbec Tempanillo
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3.2.2. Caracterizacion de cervezas artesanales

Para la caracterizacion de cervezas, se analizaron 3 cervezas artesanales de alta
fermentacion procedente de Bélgica. Las muestras seleccionadas se escogieron con base
al tipo de fermentacion (Fermentacion Alta). En la tabla 14 se muestran las cervezas
utilizadas en el presente proyecto.

Tabla 14. Cervezas artesanales analizadas.

Tipo de Cerveza Nombre Imagen

Golden Ale Duvel A

Lambic Leffe

Tripell Delirium Nucturnum ‘

Fuente: Elaboracién propia.

La cervezas analizadas fueron adquiridas en distintos centros de comercializacion de la
zona metropolitana, y fueron conservados a temperatura ambiente antes de ser abiertos,
una vez abiertos se guardaron en frascos de vidrio &mbar y almacenaron en refrigeracion

a 6°C para evitar la volatilizacion del alcohol.
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3.3.  Evaluacién de los parametros quimicos y Fisicoquimicos de la cerveza.

La determinacién de los parametros Quimicos (Aldehidos) y Fisicoquimicos (pH, °Brix,
Acidez, % Alc. Volumen, Alcoholes Superiores y Esteres) se hizo por triplicado, cuyas
técnicas analiticas se describen en el apartado 3.5.

3.4. Aislamiento, purificacion, diferenciacion e identificacién de levaduras no-
Saccharomyces.

Segun Carrascosa et al. (2005), indica que para poder hacer uso del potencial de las
levaduras no-Saccharomyces y entender su contribucion sobre la calidad del vino, es
necesario disponer tanto de técnicas de aislamiento y su correcta identificacion, en
general se emplean medios complejos nutricionalmente ricos en: fuente de energia,
hidrolizado proteico y suplemento vitaminico, asi como antibiéticos que inhiben el
crecimiento bacteriano y fungico (Tabla 15).

Tabla 15. Nutrientes de Agares para el aislamiento de levaduras no Saccharomyces.

Glucosa

Fuente de energia Fructosa

Sacarosa
Peptona
Hidrolizado Proteico Triptona

Casitona

) o Extracto de levaduras
Suplente vitaminico

Extracto de malta
Oxitetraciclina
Antibi6ticos

- _ . Crorotretraciclina
(Inhibir crecimiento bacteriano)

Cloranfenicol

. . L Rosa de bengala
Inhibir crecimiento fungico

Diclorano
Fuente: Carrascosa et al. (2005).

Para discriminar entre cepas Saccharomyces spp. Yy no-Saccharomyces spp. la
bibliografia recomienda el uso de un medio selectivo con L-lisina como Unica fuente de
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nitrégeno. Por este método solo dos especies del género Saccharomyces (S. kluyveriy S.
unisporus) son capaces de crecer pero ellas no se encuentran en entornos enolégicos, el
resto de las cepas del género no logran desarrollarse en un medio que contiene dicho
aminoacido como Unica fuente de nitrégeno, las cepas no -Saccharomyces, en cambio
colonizan en este medio sin mayores dificultades (Bernardi, 2013).

Con base en ello se realizé una adaptacion de Bernardi (2013) y Ortiz (2013), formulando
tres medios de cultivo con diferente fuente de nitrdgeno; peptona, lisina (CsH14N,O,HCI) y
amonio ((NH,)3:P0,), siendo este ultimo medio donde se realiz6 un reajuste de trazas
minerales en cuento a la fuente de Fosforo, para el uso de medios de cultivos selectivos,
en el aislamiento de levaduras vinicas, a continuacion se muestra la formulacion de cada
uno de ellos (Tablas 16, 17, 18 y 19).

Tabla 16. Agar Extracto de Levadura

Peptona Dextrosa. Tabla 17. Agar Lisina.
Agar-YEPD Agar-Lisina
Compuesto g/L Compuesto g/L
Dextrosa 20 Dextrosa 20
Peptona 20 Lisina 0.6129
Agar bacteriolégico 20 Agar bacterioldgico 20
Extracto de Levadura 10 Extracto de Levadura 10
MgSO, 0.5 MgSO, 0.5
KH2PO, 1 KH2PO, 1
Ampicilina 0.1 Ampicilina 0.1
Rosa de bengala 0.06 Rosa de bengala 0.06
Total 71.66 Total 52.2729
Tabla 18. Agar Amonio. Tabla 19. Agar Mosto Malta.
Agar-Amonio Agar-Mosto Malta
Compuesto g/L Compuesto g/L
Dextrosa 20 Dextrosa 20
(NH4);P0, 1.38 Agar bacteriolégico 20
Agar bacteriolégico 20 Extracto de Levadura 10
Extracto de Levadura 10 MgSO, 0.5
MgSO, 0.5 KH2PO, 1
KH2PO, 0.3 Ampicilina 0.1
Ampicilina 0.1 Rosa de bengala 0.06
Rosa de bengala 0.06 Total 51.66
Total 51.66 *Se us6 1000 mL de mosto de

cebada 2H de 10°BRIX
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Para la seleccion de las levaduras no-Saccharomyces se llevo a cabo la identificacion de
los aislados con equipamiento basico y mediante técnicas simples. Los criterios de
seleccion aplicados fueron descriptos por Rainier y Pretorius (2000) quienes los dividen
en: caracteristicas de diferenciacién; evaluando pureza del cultivo sobre un medio
especifico, tecnoldgicos; los que establecen la eficiencia del proceso de fermentacion y
cualitativos que ayudan a determinar la composicion quimica y la participacion en las

cualidades sensoriales de los vinos, ver tabla 20 (Bernardi ,2013).

Tabla 20. Criterios de seleccion de levaduras enoldgicas segun Rainier y Pretorius (2000).

Caracteristicas de diferenciacién Caracteristicas macro y microscépicas

Poder de Fermentacion
Caracteristicas tecnoldgicas Cinética de Fermentacién
Fermentacion de Azlcares (Glucosa y Fructosa)

_ . Formacion de &cidos a partir de glucosa
Caracteristicas Cualitativas . i
Actividad B-glucosidasa

Fuente: Bernardi (2013) y Rainier y Pretorius (2000)

3.4.1. Aislamiento de levaduras no-Saccharomyces

El aislamiento se llevé a cabo mediante un sembrado en placa en medios de cultivos
selectivos Agar-Extracto de Levadura Peptona Dextrosa (YEPD), Agar-Lisina, Agar-
Amonio y Agar-Mosto Malta (Bernardi, 2013; Ortiz, 2013), aislando solo aquellas colonias
gue crecieron sobre estos medios de cultivo que presentaron caracteristicas morfolégicas
macroscopicas tipicas de levaduras (redondas, colores claros y textura cremosa) y

homogeneidad, se purificaron, diferenciaron e identificaron.

3.4.2. Purificacion, diferenciacion e identificacion de levaduras no-Saccharomyces

La purificacion se realizé por medio de sembrado en placa mediante transferencia de
placa en medio Agar Lisina, realizando resiembras consecutivas incubadas a 25 ° C por 4
dias. Considerando NS (no-Saccharomyces) aquellas levaduras capaces de desarrollarse
después de dos siembras consecutivas sobre este medio.

La diferenciacion e identificacion se realiz6 mediante la adaptacion de los métodos
descriptos por Rainier y Pretorius (2000) puntualizado en el apartado 4.4, donde se
evaluaron las caracteristicas de diferenciacion mediante el andlisis de pureza del cultivo,
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macroscépicamente; corroborando morfologia tipica de levadura, microscopicamente;
mediante una tincién de Gram y tincion de capsula.

Para la identificacion de levaduras se evaluaron las caracteristicas cualitativas; evaluando
la actividad enzimatica de las levaduras NS mediante microfermentaciones, considerando
presencia de actividad B—glucosidasa al mostrar una diferenciacién notable de liberacion
de compuestos arométicos al finalizar la fermentacion con respecto a Saccharomyces
cerevisiae y cuantificacibn de pardmetros Quimicos (aldehidos, alcoholes superiores,
ésteres y contenido alcohdlico) Yy fisicoquimicos (acidez , pH , SST , gravedad especifica
(GE) ), en mosto de cebada malteada lupulado de 12°Brix, gravedad especifica inicial de
1.054 y pH inicial de 5.4 fermentados por 6 dias.

3.4.3. Seleccién de Levaduras no-Saccharomyces

Tras finalizar las microfermentaciones se seleccion6 mediante evaluacién sensorial
aquellas levaduras que presentaron atributos positivos favorables para la obtencién de
cervezas con notas florales y/o frutales y posteriormente se evaluaron sus parametros
quimicos vy fisicoquimicos.

Finalmente se realiz6 la caracterizacion tecnoldgica de las levaduras mediante cinética,
realizando fermentaciones aireadas a temperatura de 30°C y agitacién constante en
matraces Erlenmeyer de 2L y una capacidad de mosto lipulado de 1.8 L. En cada uno
de los matraces se inocularon las levaduras NS a analizar con 6X106 ufc/mL, realizando
12 muestreos por un periodo de 5 dias. Durante ese lapso se determiné el crecimiento de
colonias de levaduras NS mediante conteo en placa PDA, determinacion de &cido
acético, pH, consumo de azucares (Glucosa y Fructosa) a través de la determinacién de
so6lidos solubles totales (°Brix), gravedad especifica y produccién de alcohol y contenido

alcohdlico. Cuyas técnicas analiticas se describen en el apartado 3.5.

3.5. Técnicas Analiticas

3.5.1. Técnicas para evaluar parametros fisicoquimicos.

pH. La técnica se basa en la medicion electrométrica de la actividad de los iones
hidrégeno presentes en una muestra del producto mediante un aparato medidor de pH
(potenciémetro) (NMX-F-317-S-1978).
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Para la determinacién se usé un potenciometro marca HANNA y los resultados se
obtuvieron por lectura directa de pH, sumergiendo el electrodo directamente en la
cerveza utilizando 50 mL de muestra.

Solidos Solubles. La técnica se basa en la propiedad de los liquidos de refractar la luz
en proporcion a su contenido de sélidos solubles totales (NMX-F-103-1982).

La determinacién se realiz6 por medio de un refractometro digital de bolsillo (Marca
Atagon) cubriendo el lente con unas gotas de cerveza. Los resultados se expresaron en
°Brix.

Gravedad Especifica. Esta técnica se basa en la determinacion del porcentaje de alcohol
en bebidas alcohdlicas a través de su densidad. El hidrometro flota verticalmente en el
liquido en donde se sumerge por medio del principio de Arquimedes, la densidad del
liquido es la lectura de la marca en la escala justo en la superficie del liquido (Lépez et al.,
2013).

La determinacioén se realiz6 sumergiendo el hidrémetro en 100 mL de cerveza a 15°C, de
acorde a la escala se obteniendo la lectura directa.

Acidez Total: Esta técnica consiste en determinar la acidez por medio de una titulacién
acido-base con una solucién de alcali estandarizada (NMX-V-015-NORMEX-2014). La
determinacion se realiz6 mediante una valoracion &cido-base en presencia de
fenolftaleina como indicador de la valoracién acido-base. Los resultados se expresaron en

g/L de acido lactico y Acético.

3.5.2. Técnicas para evaluar parametros quimicos.

Contenido alcohélico (%Alc. Vol.) Esta técnica se basa en la determinacion de la
cantidad de alcohol etilico en 100 volumenes de una mezcla alcohdlica. En el cual se
determina en la medicién del contenido alcohdlico a una temperatura estable en una
mezcla hidroalcohdlica, a través de un alcoholimetro y un termémetro (NMX-V-013-
NORMEX-2005).

Para realizar la determinacién se des gasificO la muestra con agitaciébn constante y se
tap6 con el fin de evitar vaporizacion de alcohol que se mezcle con la humedad del aire,
una vez des gasificada se procedié a realizar una destilacion de 250 mL de cerveza
adicionada con 125 mL de agua, se homogenizo, es importante evitar una ebullicion
violenta. El destilado obtenido se le realizo la lectura directa con el contenido alcohdlico.

Expresando los resultados en % Alc. Vol a 15°C (Véase figura 12).
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Figura 12. Material y equipo para la determinacién de contenido alcohélico en donde a)
Equipo de destilacién y b) Lectura de la muestra con el alcoholimetro.

Alcoholes superiores. Se basa en la coloracién producida cuando se somete los
alcoholes superiores al calor y a la presencia de 4cido sulfarico concentrado, la reaccion
se sensibiliza con la adicion del p-dimetilamino benzaldehido. El color producido se lee en
el espectrofotometro a 453 nm (NMX-V-015-NORMEX-2014).

La determinacion se realizé por via humeda, realizando una curva patron a diferentes
concentraciones, para lo cual se prepararon soluciones estandar a partir de una solucion
madre de aceite de fusel (0.1 %m/v), se tom6 500 mL de cerveza destilada y se pusieron
en una serie de tubos de ensaye, se preparé un blanco con 500 pL de agua destilada y
un testigo para la comprobacién de la curva patron. Los tubos se colocaron en bafio con
hielo y se le adicion6é a la curva patréon, al blanco, muestra y testigo 250 uL de p-
dimetilamino benzaldehido dejando enfriar por 3 minutos, seguido de la adicion de 2.5 mL
de H,SO,4 concentrado, se agitaron los tubos individualmente, colocandolos de nuevo en
el bafio con hielo por 3 minutos, se pasaron a un bafio con agua en ebullicién durante 20
minutos, para posteriormente colocarlos nuevamente en un bafio con hielo por 5 minutos
y atemperarlos por 15 minutos. Una vez atemperados se midio la absorbancias a 453 nm
en un espectrofotometro (marca Genesys 10). Expresandose los resultados en mg de

aceite de fusel /100 mL de alcohol anhidro (véase figura 13).
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i M
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Figura 13. Determinacion de alcoholes superiores (curva patréon).

Ecuacién 2: Dénde:

AS = Alcoholes superiores
_ P X FD x 100 fusel

%Al vol P = mgac. 100 ml de muestra

Vol. total de dilucion
Vol. de la muestra empleaa

en disolucion
%Al. Vol = contenido de alcohol

FD =

Esteres. La técnica se basa en una titulacion de neutralizacion con solucion de acido
clorhidrico al hidréxido de sodio adicionado a un volumen de muestra después de una
saponificacion (NMX-V-015-NORMEX-2014).

La determinacion de ésteres se llevd a cabo mediante una titulacion, tomando como
alicuota 50 mL de destilado, usando fenolftaleina como indicador, se neutralizé con NaOH
(0.1N), posteriormente se agreg6 un exceso de 5 mL de NaOH (0.1N). Las muestras se
conectaron a un condensador de reflujo y se calentaron a ebullicion durante 2 horas,
transcurrido el tiempo se dejo enfriar y se atempero por 15 minutos. Posteriormente se
titulé con HCI (0.1N). Se hizo el mismo tratamiento para el blanco con 50 mL de agua
destilada. Expresandose los resultados en mg de acetato de etilo /100 mL de alcohol

anhidro (Véase figura 14).
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Figura 14. Equipo para la determinacion de ésteres.

Ecuacion 3:

= (ViN; — V,N,) — (V3N; — V,N,) X 88 X 100 100
%4 %Alc.Vol
Donde:
E= ésteres mg acetato de etilo/ 100 ml de alcohol anhidro.
V1=Vol. De NaOH utilizados para saponificar la muestra
V,= Vol. De solucién de Acido Clorhidrico utilizados para titular la muestra.
N;=Normalidad de NaOH valorada
N,= Normalidad de Acido Clorhidrico valorada.
V3=Vol en ml de solucion de NaOH usada para saponificar el blanco.
V4= Vol. De solucién de Acido Clorhidrico utilizados para titular el blanco
N3= Normalidad de la solucién valorada de NaOH utilizada en el blanco
N4= Normalidad valorada del Acido Clorhidrico utilizada en el blanco.
88= Mili equivalentes del acetato de etilo expresados en mg
V=n Volumen en ml de la muestra analizada
%Alc. Vol; Contenido Alcohdlico expresado en porcentaje de alcohol volumen de la
muestra a 20°C.

100= Factor de ajuste de unidades
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Aldehidos. La técnica se basa en el aprovechamiento de la reactividad quimica del grupo
carbonilo del acetaldehido para combinarse facilmente con un exceso de agentes
sulfatados y formar el 4cido etanol sulfurico, el contenido de aldehidos se determina por el
procedimiento indirecto de bisulfito de sodio, el cual se valora mediante una titulacion del
exceso de yodo con bisulfito de sodio (NMX-V-015-NORMEX-2014).

Para realizar la determinacion de aldehidos, primero se procedié a realizar la destilacion
de las muestras, posteriormente se llevé a cabo una titulacion colocando 10 mL de
muestra en un matraz mezclando con 10 mL de agua y 2 mL de bisulfito de sodio 0.05 N.
Esperar 30 minutos y agregarle 2.5 mL de yodo Yy titular con tiosulfato de sodio, usando
como indicador 5 gotas de almidon. Los resultados se expresaron en mg de
acetaldehido/100 mL de alcohol anhidro (a.a.) (ver imagen 15).

Ecuacion 4:

(V; — V,)N X 22 X 100 100

A= X
M %Alc . Vol

Donde:
V,= gasto de solucion de tiosulfato 0.05 N por la muestra
V2= gasto de solucion de tiosulfato 0.05 N por el blanco
N= Normalidad de la solucion de tiosulfato.
M=Volumen de la muestra utilizada en la prueba
% Alc. Vol= Contenido Alcohdlico expresado en por ciento en alcohol volumen a
20°C
A= mg de acetaldehido por 100 mL de alcohol anhidro
22=mili equivalentes del acetaldehido expresados en mg

100= factor de ajuste de unidades

Figura 15. Determinacién de aldehidos.
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3.5.3. Técnicas para evaluar pardmetros microbiolégicos

Tincién de Gram. Esta técnica se basan en las diferencias entre las paredes celulares de
las bacterias Gram positivas y Gram negativas, a través de la fijacion de colorantes
(Santambrosio et al., 2009).

Para evaluar la pureza del cultivo, A) primero se coloc6é en el porta objetos una gota de
agua, se tomo6 una muestra de cultivo con la asa bacterioldgica previamente flameada al
rojo vivo y se realizé un frotis, B) se fij6 la muestra al fuego, C) posteriormente se cubrid
con cristal violeta y dejo reposar 1 minuto, enjuago con agua destilada, D) se cubrié con
lugol y se dejé reposar 1 minuto, se enjuagado con agua destilada, E) se decoloro la
muestra con alcohol etilico 96% G.L., se enjuago nuevamente con agua destilada, se
colocé safranina dejando reposar 1 minuto y se enjuago con agua destilada , F) se dej6
escurrir el porta objetos sobre una toalla absorbente y se observé la muestra en un

microscopio a 100X (ver figura 16).

A) B) C)

Figura 16. Proceso para Tincién de Gram.
Fuente: Blogger (2014).

Tincion de capsula. Esta técnica se basa en la coloracion del medio que rodea la

muestra, permitiendo que la capsula desplace a las particulas de carbono coloidal de la
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tinta china, apareciendo un halo claro alrededor del microorganismo (Reynoso et al.,
2015).

Para llevar a cabo esta prueba, A) primero se colocdé una gota de agua en un porta
objetos, segundo de la adicién de una gota de tinta china marca Pelikan India, se tomo
una muestra del cultivo y se mezclé sobre las gotas, B) se colocé sobré las gotas u
extremo de otro porta objetos inclinado a 45°, C) deslizo en un solo movimiento, D) Fijar la

muestra al fuego y observar la muestra en un microscopio a 40X(ver figura 17).

A)

Imagen 17. Proceso para Tincion de capsula.
Fuente: Blogger (2014).

Sembrado en Placa. Poner en contacto la muestra en los medios de cultivo, extiendo el
in6culo uniformemente por la superficie del medio de cultivo. Las células diseminadas
sobre la superficie formaran colonias aisladas.

Todo se realiz6 en una campana de flujo laminar para garantizar la esterilidad del medio.
La muestra se mezcl6é en agua estéril destilada, se homogenizo la muestra y se tomé 100
UL de esta solucién para en el medio de cultivo, dispersando la muestra con una asa
bacteriolégica previamente flameada, donde el extendido del inoculo se realiz6 en forma

de zig-zag sobre toda la caja Petri (ver figura 18).
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Figura 18. Técnica de Sembrado en Placa
Fuente: Blogger (2014).
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Agotamiento por estria. Se basa en una sola inoculacion de una seccion de la placa
Petri y a continuacion disminuir la colonia arrastrando microorganismos de la seccion
inicial de dos a tres secciones adicionales, diluyendo eficazmente la poblacion de
microorganismos (Garcia, 2014).

Para purificar la muestra mediante este método todo se realizé en una campana de flujo
laminar para garantizar la esterilidad del medio. Se flameo la asa bacteriolégica al rojo
vivo y enfrié sobre el medio de cultivo, se tomé cuidadosamente con el asa un poco de
muestra de la levadura a aislar, se inoculo en la nueva caja de PDA disminuyendo la
colonia arrastrando microorganismos de la seccion inicial a tres secciones adicionales,

achicando eficazmente la poblacién de microorganismos (ver figura 19).

Figura 19.Técnica de agotamiento por estria.
Fuente: Blogger (2014).

Conteo en placa. Se basa en la preparacion de diluciones primarias, para obtener una
distribucion lo mas uniforme posible de los microorganismos presentes en la porcion de
muestra (NOM-110-SSA1-1994).

Esta prueba se realiz6 en cajas Petri de PDA estériles, se prepar6 una dilucion primaria
donde se le agreg6 10 mL de muestra a 90 mL de agua destilada estéril, se homogenizé y
se procedio a realizar las diluciones decimales adicionales (10" a 10™°), se tom6 100 pL
de cada dilucién y se inoculo sobre el medio con la pipeta, se utilizé una pipeta estéril por
cada dilucién y se sembré por duplicado cada una de ellas. Posteriormente se distribuye
lo mas uniformemente posible utilizando un asa microbiolégica previamente flameada ¢
entre una muestra y otra. Se permite que el medio absorba la muestra y se voltean las

cajas, rotulan e ingresan a incubacion.
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3.5.4. Técnicas para evaluar parametros bioquimicos

Actividad enzimética. Hidrolisis de polisacéridos a través de via enzimatica, enzimas que
pertenecen a la familia de las B-gluconasa, responsables del catabolismo de una amplia
gama de hidratos de carbono y liberacién de compuestos arométicos (Belda et al., 2016;
Arévalo, 2005).

La actividad enzimética de las 14 cepas de levaduras NS se evalu6 mediante
microfermentaciones aireadas incubadas a 30°C con agitacion constante en matraces
Erlenmeyer de 500 mL, inoculando cada matraz 6X10° ufc/mL, en mosto de cebada
malteada lupulado de 12°Brix, gravedad especifica inicial de 1.054 y pH inicial de 5.4 y un
control con Saccharomyces cerevisiae en ausencia de oxigeno, dejandolos fermentar 6
dias. Tras la fermentacién se realiz6 una evaluacion sensorial considerando presencia de
actividad p—glucosidasa al mostrar una diferenciacion notable de liberacién y sabor de
compuestos aromaticos con respecto a Saccharomyces cerevisiae. Seleccionado aquellas
levaduras con atributos positivos favorables para la obtencion de cervezas con notas

frutales y florales perceptibles y agradables al consumir.

Cinética de fermentaciones. La cinética de fermentacion alcohdlica se basa en la
cuantificacion del crecimiento de biomasa (curva de crecimiento), formacién de producto
0 metabolitos asociados a su metabolismo (CO,, alcohol, ésteres, aldehidos, acidos
organicos entre otros componentes) y consumo de sustrato (Shirai et al., 2013).

La cinética se realiz6, mediante fermentaciones aireadas incubadas a 30°C con agitacion
constante en matraces Erlenmeyer de 2L adaptados con una llave para muestreo y una
capacidad de mosto lupulado de 12°Brix, gravedad especifica inicial de 1.054 y pH inicial
de 5.4 con una capacidad de 1.8 L. En cada uno de los matraces se inocularon las
levaduras NS y control con 6x10° ufc/mL y realizaron 12 muestreos durante 5 dias.

Para el control Saccharomyces cerevisiae se realizé la fermentaciéon en ausencia de

oxigeno.

3.5.5. Prueba de Evaluacion Sensorial

Evaluacién Sensorial. Para la seleccion de las cepas de levaduras NS con perfiles
frutales y florales, se requiere de jueces analiticos quienes posean una sensibilidad
sensorial especifica y deseada para este estudio. Por lo que se emplearon 10 jueces

Beer Sommelier certificados, la cerveza se present6 en vasos de vidrio tipo cafia (pinta).
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Las distintas cerveza fermentadas con las levaduras NS se presentaron en la siguiente
orden: 1) Saccharomyces cerevisiae, 2) NS008, 3) NS010, 4) NS011 y 5) NS014.
Se evaluaron las cervezas en los aspectos de aroma, sabor y sensacion en boca.

Evaluando los descriptores que se muestran en la Figura 20.

Fecha Edad Sexo

A CONTINUACION SE TE PROPRCIONARA CINCO MUESTRAS DE CERVEZAS, POR
FAVOR MARQUE CON UNA X SOBRE EL DESCRIPTOR MENCIONADO SI MANIFIESTAN
LAS CARACTEFRISTICA DE SABOR Y/O AROMA EN LA MUESTRA.

Muestra

Descriptor 1 2 3 4 5

Warming

Sweet

Frutal

Picante/Clavo

Floral

Astringente

Esmalte

Amargo

Manzana Verde

Maltoso

Cuerpo
OFF-Flavors 1 2 3 4 5
Vegetal

Butterscotch

Lactico

Acético

Malico

Terroso

Plastico

Comentarios

Figura 20. Prueba de evaluacion sensorial para la seleccién de levaduras NS para uso como
agentes fermentativos en cerveza artesanal.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluacion de los parametros quimicos y fisicoquimicos de cervezas artesanales.

El aroma y el sabor de las bebidas alcohdlicas (cerveza, vino, tequila y mezcal) son el
resultado de numerosos compuestos volatiles y no volétiles, cuya mezcla compleja define los
atributos sensoriales y la aceptacion por el consumidor (Vera et al., 2009).

Durante la fermentacion de bebidas alcohdlicas intervienen principales levaduras del género
Saccharomyces. Sin embargo, existen otros géneros de levaduras que también participan
en el proceso de fermentacion y rara vez son tomadas en cuenta, estas levaduras son
llamadas no-Saccharomyces, las cuales se caracterizan por producir una variedad de
compuestos volatiles y no volatiles que tienen influencia decisiva sobre la calidad
organoléptica de las bebidas alcohdlicas (Suéarez et al., 2016).

Los aromas y sabores son el resultado de los diferentes metabolitos de desecho que
produce cada cepa; dentro de estos metabolitos se encuentran compuestos azufrados,
ésteres, acidos organicos, carbonilos, alcoholes entre otros.

A los compuestos quimicos relacionados con el aroma y sabor de las bebidas se les
denominada congenéricos y tienen la peculiaridad de encontrase en pequefias

concentraciones (Casas et al., 2015).

4.1.1. Parametros quimicos.

> Aldehidos

Los aldehidos son uno de los compuestos que se generan durante la fermentacién de las
cervezas y aproximadamente se han encontrado 30 compuestos, siendo el Acetaldehido el
compuesto que se encuentra en mayor concentracion 4-15 mg/L, el cual imparte un sabor a
manzana verde o hierbas recién cortadas a la cerveza (Galindo, 2004; Hornsey, 2003). Un
exceso de este compuesto contribuye a un sabor desagradable en la cerveza, impartiendo
un sabor graso y con notas intensas a manzana (Ibafiez, 2013).

En la figura 21 se observa que la cerveza Leffe fue la que presentd mayor contenido de
Acetaldehido, seguida de Delirium y Duvel con 48.89, 20.62 y 19.41 mg/ 100 mL Alc.
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Anhidro, respectivamente. Los resultados estadisticos obtenidos mostraron que las cervezas
Delirium y Duvel no presentaron diferencia significativa (p=0.05).
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Figura 21. Contenido de Aldehidos en cervezas artesanales.

Leffe presentd una concentracién excesiva de este compuesto, sobrepasando los valores
permitidos para bebidas alcohdlicas 40 mg/ 100 mL Alc. Anhidro (NOM-142-SSA1/SCFI-
2014). Ibafiez (2013) menciona que las condiciones de proceso es una de los factores que
influye en la produccion de este compuesto, como temperatura, la aeracién, asi como la
cepa usada; en este caso se sabe que la levadura que se utilizada para su elaboracion es

S. cerevisiae de origen Belga.

> Esteres

Dentro de los parametros quimicos, los volatiles determinan la calidad organoléptica de la
cervezay se encuentran los ésteres, alcoholes superiores y acidos organicos.

Los ésteres son de primera importancia en la influencia del flavor de la cerveza, el perfil de
ésteres y sus concentraciones dependen de la cepa de levadura empleada para la
elaboracion de cerveza (Ibéafez, 2013), asi como una excesiva cantidad de estos conduce a
aromas desagradables (Hornsey, 2003).

Cierto numero de ésteres contribuye al flavor de la cerveza. Los componentes mas
importantes para el cervecero son el acetato de etilo y el llamado acetato de isoamilo que es

de hecho una mezcla de los acetatos 2 y 3-metilbutilo (Baxter y Hughes, 2004).
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El Acetato de etilo se encuentra en cerveza en niveles tipicos de 10-60 mg/L, con un umbral
de percepcion de flavor de 30 mg/L; el cual imparte un sabor a disolvente y/o dulce (figura
22A). En cuanto al Acetato de isoamilo se encuentran en niveles tipicos de 0.5-5.0 mg/L,
umbral de percepcién de sabor es de 1 mg/L presentando un descriptor de flavor asociado a
Banana, éster y/o disolvente (Baxter y Hughes, 2004).

» Alcoholes Superiores

Un amplio grupo de alcoholes afectan al flavor de la cerveza. Siendo los alcoholes
superiores los de mayor importancia en cerveza, como el alcohol isoamilico que se
encuentra en niveles tipicos de 30-70 mg/L, con un umbral de percepcion de 70 mg/L dando
como descriptor de sabor alcohdlico, vinoso y/o banana y el alcohol iso butano con un
umbral de percepcién de 100 mg/L (Figura 22B). Es importante mencionar que los alcoholes
superiores son precursor es inmediatos de los ésteres, por lo tanto el control de alcoholes
superiores debe ser controlado para que a su vez controle la produccién de ésteres (Baxter y
Hughes, 2004).
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Figura 22 Contenido de Esteres A)y de Alcoholes Superiores B) en cervezas artesanales.

La determinacion de Acetato de etilo y Alcoholes Superiores (A.S.) presentaron un
comportamiento directamente proporcional en las cervezas analizadas, observando mayor
contenido de Acetato de etilo y A.S. en la cerveza Duvel con 271.33 mg/ 100 mL Alc.
Anhidro y 0.2337 mg/ 100 mL Alc. Anhidro A.S. respectivamente y con una menor cantidad
Leffe con 94.519 mg/ 100 mL Alc. Anhidro y 0.1196 mg/ 100 mL Alc. Anhidro. Por lo tanto
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los resultados obtenidos para las muestras sobre los pardmetros de Alcoholes Superiores y
Esteres mostraron diferencia significativa (p<0.05).

De igual manera las cervezas analizadas resultaron dentro de los limites de AS permitidos
para bebidas alcohélicas 500 mg/100 mL Alc. Anhidro (NOM-142-SSA1/SCFI-2014). Baxter
y Hughes (2004) mencionan que los alcoholes superiores son precursores inmediatos de
estrés, por lo que al presentar concentracion muy baja de AS, generd una produccion

minima de Acetato de etilo.

> %Alcohol Volumen

En la figura 23 se muestran los resultados obtenidos de la determinacion del grado
alcohdlico de las cervezas artesanales analizadas, siendo Leffe la cerveza que presenté una
diferencia de 0.5 %Alc. Vol. en cuanto a la reportado en la etiqueta equivalente al 5% Alc.
Vol. Esta variacion se puede atribuir a factores como la cepa usada, las condiciones de
proceso como; correcta extraccion de los azucares fermentables durante la maceracion; ya
gque durante esta etapa se recomienda una temperatura de maceracion dentro de un margen
de 64 a 65°C denominada temperatura de “choque, es la temperatura a la cual el almidon de
la malta es transformado por las enzimas amilasas en azuUcares fermentables, la a-amilasa
actua eficazmente en un margen de temperatura de 64 a 68°C°C y B-amilasa entre 60 a 65
°C. Cuando se supera la temperatura de “choque” esta puede ser nociva para las enzimas
de las maltas inactivandolas y en consecuencia se produce una baja degradacién del
almidon, por lo tanto se obtienen una extraccion de azlcares deficiente que se ve reflejado
en la gravedad especifica del mosto dulce obtenido y en consecuencia se genera una
produccion mas baja de alcohol, para el caso cuando es inferior la temperatura de “choque”
solo se obtienen los azucares degradados por la B-amilasa siendo deficiente la extraccion.
Otro de los factores es la oxigenacién del mosto, si no se realiza una dosificacién controlada
de oxigeno antes de fermentarlo, si esta es baja retarda el desarrollo de la levadura y en

consecuencia la produccién de alcohol (Hornsey, 2003; Rodriguez, 2003).
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Figura 23. Determinacion % Alc. Vol en cervezas artesanales.

En cuanto a las cervezas Duvel y Delirium se confirmd lo estipulado en la etiqueta 8.5 % y
8% Alc. Vol, respectivamente.
Las cervezas Delirium y Duvel no presentaron diferencia significativa (p =0.05) en cuanto a

la cerveza Leffe

4.1.2. Parametros Fisicoquimicos

> Acidez Total y pH.

La influencia de los &cidos organicos presentes en cerveza, son parte de los metabolitos que
se generan durante la fermentacion alcohdlica, los cuales contribuyen de forma importante
en el sabor de ésta. El acido organico volatil de interés es el &cido acético con niveles tipicos
en cerveza de 0.03 a 0.200 g /L y un umbral de percepcion de sabor de 0.175 g/L dando
notas de sabor &cido y/o vinagre (Baxter y Hughes, 2004).

En la figura 24 la cerveza marca Leffe 0.3203 g/L Ac. Acético y 3.65 pH, mientras que
Delirium 0.2302 g/L Ac. Acético y 4.39 pH por Ultimo la cerveza Duvel present6 una acidez
de 0.1872g/L Ac. Acético y pH 3.65, que la cerveza. El andlisis estadistico demostré que la
acidez de las marcas de cervezas Delirium y Duvel no presentaron diferencia significativa
(p=0.05) en comparacion con la cerveza Leffe, esta variacion se le atribuye al tipo de cepa
usada para la elaboracion de la cerveza, ya que el acido acético es un metabolito que se
genera en la levadura. A partir del acetil- CoA procedente de la descarboxilacion oxidativa
del piruvato (Carrascosa et al., 2005).
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Figura 24. Determinacién de Acidez Total expresada en Ac, Acético A)y pH B) en cervezas
artesanales.

Tedricamente la acidez presente en las cervezas Leffe y Delirium sobre pasaron los niveles
tipicos encontrados de &cido acético en este tipo de producto, siendo Duvel la cerveza
dentro de los niveles tipicos, en cuanto a normatividad las cervezas mostraron valores dentro
del intervalo de acidez total permitida en bebidas alcohdlicas que es de 10g/L (PROY NOM-
199-SCFI-2015) .

Es importante mencionar que el pH de una cerveza depende de muchos factores entre ellos;
la dureza del agua, ya que juega un papel muy critico durante el proceso de maceracion
(Hornsey, 2003), el tipo de maltas usadas (Baxter y Hughes, 2004), adjuntos y cepa de
levadura (Ibafiez, 2013).

Baxter y Hughes (2004), indican que en las cervezas tipicas el pH varia entre 3.9- 4.4y la
normatividad sefiala que el pH para bebidas alcohdlicas debe estar en un intervalo de 2.5 a 5
(PROY NOM-199-SCFI-2015).

Los resultados estadistico mostraron que la cerveza Delirum si presenté diferencia
significativa (p<0.05) en comparacion con las otras cervezas analizada, esto indica que uno
de los factores que influyé sobre este valor para el caso de la cerveza Leffe fueron los
ingrediente con los que esta hecha, dicha cerveza presenté un valor tedérico inferior a 3.9,
debido a que esta cerveza tiene como adjunto frutos rojos; fresa, frambuesa y/o cereza,
modificando con ello el pH y acidificando la cerveza. Suarez y Ifiigo (1992) menciona que la
concentracion de iones H* en la cerveza provienen de la disociacion de los acidos que entran
en su composicion, por lo tanto al tener como adjuntos frutos rojos, la concentracion de
hidrogeniones se debe en gran parte a los acidos que provienen de las frutos como el citrico
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y ascérbico. Para el caso de la cerveza Duvel el pH que presenté se puede atribuir en gran
parte al tipo de cepa usada durante la fermentacion de la cerveza. En general por norma los

valores obtenidos para todas las cervezas analizadas son permitidos en cerveza.

» SST (°Brix) y Gravedad Especifica

El contenido de azucares fermentables obtenidos durante la maceracion es el extracto total
gue determina el limite de atenuacion, que establece el alcohol que contendré la cerveza
final (Rodriguez, 2003).

Los mostos contienen azucares disueltos, entre otros compuestos que durante la
fermentacion la levadura va degradado el sustrato fermentables (azlcares reportados en
°Brix) y disminuyendo la concentracibn de estos paulatinamente hasta estabilizarse, la
densidad (Gravedad especifica) es un pardmetro que esta en funcién de la concentraciéon
de azlcares y a medida que transcurra la fermentacién estos disminuiran, haciendo el medio
menos denso que el agua, ya que los azucares han sido total o parcialmente consumidos y
transformados en alcohol. Cuando una bebida contiene alcohol genera que la densidad de la
cerveza esté por debajo del agua (Aleixandre y Alvarez, 2003; Rodriguez, 2003).

En la figura 25A se observa que la determinacion de °Brix en las cervezas analizadas fue
diferente significativamente (p<0.05), esto indica que tanto la cepa usada, materias primas y
condiciones de proceso influyen significativamente sobre este valor.

En el caso de la Gravedad Especifica (figura 25B) la cerveza Leffe presentd diferencia
significativa (p< 0.05) en comparacion con las otras cervezas, esta variacion puede deberse
a la densidad inicial que poseia el mosto de cerveza antes de ser fermentada, como se
menciona anteriormente existe una relaciéon entre el consumo de azlcares, densidad y
produccion de alcohol, que al finalizar dicha fermentacion atenué hasta una densidad de
1.023, siendo un valor mas elevado en comparacion con otras dos cervezas estudiadas
debido a que esta contienen un grado de alcohol menor equivalente a 4.5% (véase figura
18).
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Figura 25. Determinacién de Solidos Solubles Totales (°Brix) A) y Gravedad Especifica (GE) B)
en cervezas artesanales.

4.2. Aislamiento, purificacién e identificacion de levaduras enolégicas nativas no-
Saccharomyces.

4.2.1. Aislamiento de levaduras no-Saccharomyces

El aislamiento se llevo a cabo en los cuatro medios de cultivos selectivos; Agar-EYPD, Agar-
Lisina, Agar-Amonio y Agar-Mosto Malta, presentando resultados favorables.

Los medios de cultivo usados estaban compuestos de nutrientes de cadenas simples e
hidrolizadas contenian como fuente energia; dextrosa, fuente proteica; peptona, lisina y
amonio y como suplemento vitaminico; extracto de levadura, asi como minerales, segun el
caso del medio usado, para el caso del medio Agar Mosto Malta éste estaba compuestos de
vitaminas, minerales, glucosa, fructosa, proteinas y aminoacidos provenientes de la malta

(Carrascosa et al., 2005).

4.2.1. Hoja de Uva

Los cultivos inoculados con la muestra hoja de uva, mostraron la presencia de crecimiento
diverso de colonias de levaduras y mohos. Presentando colonias de levaduras con texturas
lisas, cremosas de color rosa y blanco, asi como la presencia de crecimiento fungico de color
naranjas, verde, amarillo, blanco y negro. Las levaduras son capaces de alcanzar las uvas
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por el efecto de diseminacién del vino y de los insectos ya que estan presentes en las vifias
desde el inicio de la maduracion del fruto (Santos, 2016).

Con base en la disponibilidad de nutrientes de los medios de cada medio de cultivo, se
permitié la reproduccion favorable de gran variedad de microorganismos especialmente
Mohos en el medio Mosto Malta

En el caso de los medios Agar Lisina y Amonio estos medios contenian una fuente de
nitrdgeno mas compleja, pero esto no impidid el desarrollo de microorganismos en particular
crecimiento fangico. De forma general para esta muestra se obtuvo un crecimiento excesivo
de colonias fangicas, debido a que este tipo de muestra se encontré en contacto directo con
la desimanacion del viento, tierra e insectos de la regién (ver figura 26 y tabla 21)
(Carrascosa et al., 2005; Suéarez,2004).

4.2.2. Orujo de uva deshidratado

Las muestras de orujo deshidratado mostraron un crecimiento moderado de colonias de
levaduras en los medios EYPD, Amonio y Mosto Malta y un crecimiento favorable de
levaduras en el medio con Lisina.

En este caso las pocas colonias de microorganismos que crecieron sobre los medios de
cultivo se pudieron ver afectado debido a que el orujo fresco al momento de ser recolectado
fue almacenado a una temperatura de -20°C y posteriormente la muestra fue sometida a un
proceso de secado por un lapso de 24 hrs a 40°C. Es importe mencionar que aun cuando un
organismo posee mecanismos para adaptarse a los cambios en el medio que afectan su
crecimiento y reproduccién, si estos son demasiado severos pueden ser letales. Pero, si un
organismo se expone de manera abrupta a un choque térmico de 20 a 25°C por encima de
su temperatura de Gptima de crecimiento, éste morira (Folch et al., 2004). Sin embargo no
todos los microorganismos logran morir durante el tratamiento térmico, ya que unos
adquieren la capacidad de sobrevivir a la temperatura letal, debido a que unos logran
sobrevivir por diversos factores intrinsecos como; esporulacion o estado vegetativo y
factores ambientales que actian durante el tratamiento térmico tales como aw, pH,
minerales, etc. Este fendmeno se conoce como induccién de la tolerancia (Folch et al.,
2004).

Dicho esto es por ello que se presenta un crecimiento microbiolégico moderado, en especial

levaduras sobre los medios de cultivo (ver figura 26 y tabla 21).
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Figura 26. Muestra el crecimiento de microorganismos en los medios Agar YEPD A), Agar
Lisina B), Agar Amonio C) y Agar Mosto Malta D) inoculadas con las muestras hojade uvay
orujo deshidratado

Cabe mencionar que se presentd un crecimiento positivo fangico en los medios Agar Lisina 'y
Amonio, a este comportamiento se le atribuyd que el crecimiento de microorganismos es
mas selectivo por la fuente proteica de la cual estos medios estan hechos, al no presentar
indicios de crecimiento de microorganismos sobre los medios, estos quedaron con nutrientes
disponibles para su uso. Es importante mencionar que en el mismo medio de cultivo se
inocularon 2 muestras diferentes (hoja de uva y Orujo deshidratado), lo que favoreci6 la
expansioén del crecimiento de las colonias de Mohos que crecieron en la muestra de hoja de

uva, ocasionando una contaminacion en los medios de cultivo.

4.2.3. Orujo Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Sauvignon/Melbec y Tempranillo

Las muestras de orujo Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Sauvignon/Melbec y
Tempranillo, lo que solo origino la inactivacion de los microorganismos, que posteriormente

fueron activados al colocarlos en las condiciones de crecimiento adecuadas (Medios de
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cultivos selectivos) con los nutrientes disponibles. Estas muestras presentaron crecimiento
diverso de colonias en el medio Mosto Malta, desde colonias de levaduras con texturas lisas
y rugosas, de colores rosas fuerte, blancas y naranjas, asi como crecimiento de mohos
verdes y amarillos.

Bien, en los medios Agar lisina y Agar Amonio se observd poco crecimiento de
microorganismos, ya que estos medios contienen una fuente de nitrégeno mas compleja y
selectiva. Siendo los medios de Lisina los que presentaron crecimiento positivo de levaduras,
ya que solo las levaduras no-Saccharomyces pueden metabolizarlas y coloniza en estos
medios sin dificultades, ya que reconoce como Unica fuente de nitrégeno la Lisina, ver
imagenes de la 27 a la 30 y tabla 21 (Bernardi, 2013).

Todas aquellas colonias que crecieron sobre estos medios de cultivo que presentaron
caracteristicas morfolégicas macroscopicas semejantes a colonias de levaduras (redondas,
colores claros y textura cremosa) y homogeneidad, fueron purificadas por el método

agotamiento por estria en placa en medios Agar lisina, logrando aislar 30 cepas de levadura.

Figura 27. Muestra el crecimiento de microorganismos en los medios Agar YEPD A), Agar
Lisina B), Agar Amonio C) y Agar Mosto Malta D) inoculadas con las muestras Cabernet
Sauvignon.
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Figura 28. Muestra el crecimiento de microorganismos en los medios Agar YEPD A), Agar
Lisina B), Agar Amonio C) y Agar Mosto Malta D) inoculadas con las muestras Cabernet Franc.

Figura 29. Muestra el crecimiento de microorganismos en los medios Agar YEPD A), Agar
Lisina B), Agar Amonio C) y Agar Mosto Malta D) inoculadas con las muestras
Sauvignon/Melbec.
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Figura 30. Muestra el crecimiento de microorganismos en los medios Agar YEPD A), Agar
Lisina B), Agar Amonio C) y Agar Mosto Malta D) inoculadas con las muestras Tempranillo.
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Tabla 21. Descripcién de crecimiento de colonias de microorganismos presentes en los medios de cultivos selectivos.

Muestra/Medio YEPD A-Lisina A-Amonio A-Mosto Malta
Colonas lisas, naranja y  Crecimiento excesivo Crecimiento fdngico de colonias
Orujo rosas fuerte, redondas, flingico con presencia de Crecimiento excesivo amarillo intenso, blanco, verde y
deshidratado cremosas Colonias rugosas, colonias de levaduras fungico negras. Colonias lisas, blanca,
rosa claro, cremosas lisas, rosas y cremosas. redonda y cremosa
Colonias lisa, rosas crema,
redondas, cremosas. Colonas  Crecimiento excesivo
Hoja de Uva lisas, blancas, ovoides, fungiqo con presencia de Qrec_imiento excesivo Colonias fungica naranja, blanco
cremosas. colonias de levaduras fungico y nego.
Colonias fungica color verde lisas, rosas y cremosas
con amarillo
Colonias fangicas amarillas vy
verde olivo.
. — Colonias lisas, rosa fuerte  Colonias lisas, rosa Colonas lisas, rosa claro,
Cabernet Colonias fungicas color verde, | dond fuert n blan narani blan redondas
Sauvignon amarillas y blanco con verde. con  blanco,  redonda, uerte  co anco, aranjas, ancas, '
cremosa. redondas y cremosas cremosas.
Colonias rugosas, rosas Yy beige,
extendidas y cremosas
Colonias rugosas, rosa claro, Colonia fungica color Colonias lisas, rosas Colonias rugosas, rosas con
Cabernet extendidas, cremosas. crema. Colonias lisas, con blanco, redondas y blanco, redondas y cremosas.
Franc Colonias rugosas, blancas, amarillas, redondas y cremosas. Colonia  Colonias rugosas, blancas vy
pequefias, secas. cremosas. fangica color crema secas.
Colonias rugosas, rosas,
Sauvignon/ Colonia rugosa, rosa con Colonias, lisas, amarillas, Colonia lisa, amarilla, extendidas y cremosas.
Malbec blanco, extendida, cremosa. redondas y cremosas. redonda y cremosa. Colonias lisas, naranja, amarillas
y blancas, redondas y cremosas
. L . Colonias rugosas, blancas vy
Colonias fungicas amarillas. Cremosas
Tempranillo Colonias rugosas, rosa con  Sin crecimiento de MO Sin crecimiento de MO '

blanco, extendida, cremosa

Colonias lisas, blancas, beige y
rosa claro, redondas y cremosas.
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4.3. Diferenciacion e ldentificacion de levaduras

La diferenciacion le levaduras se realiz6 en un medio especifico Agar —Lisina, lo que
permiti6 la identificacion de las cepas de levaduras no-Saccharomyces, resultaron
positivas aquellas que crecieron en dos resiembras consecutivas sobre este medio, a
partir de ese momento se le asigharon las letras NS por pertenecer al género no-
Sacaromyces, seguido de un numero para poder identificarlas entre ellas, identificando
14 cepas no-Saccharomyces represando el 46.7% del total de aislamiento.

Posteriormente se evalué la pureza del cultivo, macroscépicamente; observando el color,
textura y crecimiento de colonias, presentando homogeneidad en todos los cultivos (ver
figura 31). Se confirmé la pureza, microscopicamente mediante tincion de Gram y tincion
de cépsula, en donde todas las cepas se comportaron como Gram positivas, debido a la
composicion de la pared celular de la levadura, ya que sus principales componentes son
polisacéridos (80-90%), esencialmente manano-proteinas y (- glucanos, que no son
afectados por la decoloracién con alcohol y/o acetona, reteniendo el colorante inicial
(Suérez et al., 2016; Rodriguez et al., 2008).

Se logré observar con claridad la capsula que envuelve a la levadura, todas las
muestras presentaban la forma caracteristica de levaduras donde algunas presentaron
morfologia ovoide (NS002, NS004, NS005, NS008, NS009 y NS0014),esférica (NS001,
NS003, NS006, NS007, NS010), apiculada (NSO1l y NSO012) y eliptico alargada
(NSO13),incluso se observé algunas células en fase reproductiva (gemacion), el tamafio
de cada una ellas oscilaba ente 0.4-1 um (ver figuras 32 ala 34).

La prueba de actividad enzimatica mediante microfermentaciones permitié identificar con
actividad positiva a 11 levaduras de las 14 cepas seleccionadas como NS, tras finalizar la
fermentacion se procedio a realizar una evaluacion sensorial para diferenciar la presencia
de compuestos aromaticos producidos, obteniendo actividad positiva de produccion de
acido sulfarico, acidos organicos, alcoholes superiores, ésteres y aldehidos, ver tabla 22.
Se obtuvieron 7 levaduras con los atributos buscados: notas frutales y florales (NS002,
NS004, NS006, NS008, NS010, NS011 y NS014), de las cuales se seleccionaron solo
aquella levadura que sensorialmente gustaron mas en cuanto a sabor y olor, eligiendo las
cepas NS008, NS010, NS011 y NS014, a las cuales se les realizo analisis quimico y fisico

guimico.
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Figura 32. Morfologia de tincién de capsula A) y tincion de Gram y tamafio celular B) de
Saccharomyces cerevisiae.

Figura 33. Morfologia de tincién de capsula de levaduras no-Saccharomyces.

73



RESULTADO Y DISCUSION

[ ’
‘. \ ‘s“*. 5
ol 3
- . 7' ..d
NS001 NS002 NS004 NS007
0.5 um 0.6 pum 0.5 um 0.6 um
VoW gy
-.“‘ ’n‘ \ ",
) L)
8, \
T
| LT b .. ‘ ‘
NS008 NS009 NSO11 NS012 NS013 NS014
0.6 pm 0.5 um 0.6 um 0.5 pm 1pm 0.4 um

Figura 34. Morfologia en tincién de Gram y tamafio celular de levaduras no-Saccharomyces.

Tabla 22. Descriptores de Flavor detectables en las muestras de levadura.

Levadura Descriptor de Flavor.

SC Floral y frutal

NS001 Acido lactico, Sulfhidrico, a h huevo podridos.
NS002 Frutal, platano, dulce, viscoso.
NS003 Acida, Amarga, sudor.

NS004 Manzana verde, ligeramente acida.
NSO005 Sulfhidrico, a huevo podridos
NSO006 Manzana verde, ligeramente acida.
NSO007 Floral, ligeramente acida.

NSO008 Clavo, dulce, frutal.

NSO009 Sulfhidrico, a h huevo podridos
NS010 Acido, frutal.

NSO011 Floral y frutal.

NS012 Sulfhidrico, a huevo podridos
NSO013 Sulfhidrico, a huevo podridos
NS014 Manzana verde, ligeramente acida.

*SC: Saccharomyces cerevisiae
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4.4. Evaluacion de los parametros Quimicos y Fisicoquimicos de levaduras no-

Saccharomyces seleccionadas.

4.4.1. Pardmetros quimicos

> Aldehidos

En la figura 35 se muestra los resultados obtenidos de la determinacion de aldehidos en
las levaduras seleccionas, asi como el control “Saccharomyces cerevisiae” tras las micro
fermentaciones, manifestando que el control fue la que presenté un menor contenido de
Acetaldehido en comparacion con las levaduras no-Sacharomyces, mostrando un valor
de 18.3 mg/100 mL de Alc. Anhidro una cantidad sumamente menor a las obtenidas por
NS, siendo la NS008 fue la que produjo mayor concentracion de Acetaldehido con 183.3
mg/100 mL de Alc. Anhidro.
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Figura 35. Determinacién de Aldehidos en levaduras no-Saccharomyces y el control (SC:
Saccharomyces cerevisiae).

Las cepas de levaduras SC y NSO008 registrando diferencia significativa (p<0.05) en
comparacion con el resto de las cepas, uno de los factores mas importante en la
produccion de este compuesto es la oxigenacion del mosto. Carroscosa et al. (2005)
indica que aeracion excesiva puede llevar a la produccion indeseable de acetaldehido y
una menor produccion de ésteres, como se puede ver en las figuras 35 y 36B, esta
produjo la concentracion mayor de Acetaldehido pero la una concentracion mucho menor

de Acetato de etilo.
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> Esteres y Alcoholes Superiores

En la figura 36 se exponen los resultados de Acetato de Etilo y AS, en este caso los
resultados no presentaron un comportamiento proporcional en cuanto la produccién de
estos compuestos, siendo muy variado los resultados en consecuencia de diversos

factores que intervinieron para su produccion.
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Figura 36. Determinacién de Alcoholes Superiores A) y Esteres B) de las levaduras no-
Saccharomyces y el control (SC: Saccharomyces cerevisiae).
Saccharomyces cerevisiae mostré menor concentraciéon de Acetato de Etilo con 0.013
mg/100 mL de Alc. Anhidro en comparacién con las levaduras NS y un valor mayor de
Alcoholes Superiores equivalente a 39.62 mg AS /100 mL de Alc. Anhidro y la levadura
NS010 fue la que presenté mayor produccion de Acetato de Etilo con 0.182 mg/100 mL

de Alc. Anhidroy 72.78 mg AS /100 mL de Alc. Anhidro,

Las pruebas estadisticas realizadas mostraron que los Alcoholes Superiores producidos
por las cepas Saccharomyces cerevisiae (SC) y NS011 no presentaron diferencia
significativa (p=0.05) y para el caso del Acetato de Etilo las cepas SC, NS010 y NS011 si
presentaron diferencia significativa (p<0.05) en su produccion, lo que nos indica que en
este caso los alcoholes superiores producidos durante la fermentacion no fueron
precursores inmediatos de estrés, Baxter y Hughes (2004) menciona que el control de la
formacion de alcoholes superiores debe ser regulado para que a su vez controle la
produccion de estrés y que cierto numero de factores influyen sobre los niveles de estos

compuestos como; la aireacion del mosto asi como la cepa de levaduras, que en este
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caso se estudiaron 15 cepas de levaduras. De igual manera si existe un crecimiento
intenso de levaduras esta relacionado con una excesiva produccion de alcoholes

superiores y la oxigenacién del medio promueve su produccion (Folch et al., 2004).

> %Alcohol Volumen

En la figura 37 se observa que las cepas SC y NSO008 no presentaron diferencia
significativa (p >0.05), registrdndose una produccion de alcohol de 4.5%, comportandose
muy similares al degradar el azicar, mostrando una relacion directamente proporcional
con el parametro de GE, debido a que existe una relacion entre el consumo de azucares

sobre la densidad y a su vez con la produccién de alcohol.

%Alc. Vol
(@] = N w N (6] (o)} ~

SC NSO008 NS010 NSO011 NSO014

Figura 37. Determinacién del % Alc. Vol. de las levaduras no-Saccharomyces y el control
(SC: Saccharomyces cerevisiae).

En general las cepas produjeron de 4.5 a 6 % Alc. Vol. atenuando tras la fermentacion

hasta una gravedad especifica de 1.032.
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4.4.2. Parametros fisicoquimicos

> Acidos Orgénicos y pH

A la vista de la figura 38A se muestran que Saccharomyces Cerevisiae alcanzé un valor
acidez total de 0.18 g/L y para las no-Saccharomyces los valores oscilan entre 0.15 a
0.25 g/L Ac. Acético.

Ortiz (2015) notifica valores de acidez total en cepas Saccharomyces Cerevisiae de
0.155-0.16 g/L Acido Acético, por el contrario Comitini et al. (2011) consigna valores
superiores de acidez total para Saccharomyces Cerevisiae de 0.33 a 0.52 g/L Acido
Acético. Con base a lo anterior se deduce que el valor obtenido para el control SC se
encuentra dentro de estos intervalos de Acidez.

SC NSO008 NS010 NS011 NS014 SC NSO008 NS010 NSO011 NS014

Figura 38. Determinacion de Acidez Total A) y pH B) de las levaduras no-Saccharomyces y el
control (SC: Saccharomyces cerevisiae).

Las cepas SC, NS008 y NS010 no presentaron diferencia significativa (p=0.05) en la
produccion de Acidez Total con respecto a las otras cepas analizadas, esto se debe a la
capacidad que tienen la cepa de levadura usada durante la fermentacioén, ya que el acido
acético es un metabolito que se produce dentro de la levadura por la hidrélisis de Acetil
CoA (Hornsey, 2003).

En la figura 38B se percat6 que la levadura SC obtuvo un valor de pH de 4.3, valor que
se encuentra dentro del intervalo de pH tipico de las cerveza que varia entre 3.9- 4.4
(Baxter y Hughes, 2004). Las levaduras no-Saccharomyces mostraron valores de pH mas
bajos que fluctuaron entre 3.53 a 3.83, esto se debe a que las levaduras no-
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Saccharomyces tienen la ventaja de soportar medios mas acidos ya que las
fermentaciones alcohdlicas vinicas se efectlan en condiciones con bajo valores de pH
con niveles tipico de 2.75 a 4.2 (Suaréz et al., 2016; Mifio et al., 2011; Carrascosa et al.,
2005).

Las cepas que mostraron diferencia significativa de pH fueron SC, NS008 y NSO1lesta
variacion de pH no suponen ningdn problema, simplemente las levaduras no-
Saccharomyces se desarrollan bajo condiciones de pH mas severas. Por lo que se
deduce que el uso de estas levaduras no incrementara los niveles de produccion de
acido acético en la cerveza.

A la vista de la figura 39A se observa que la determinacién de °Brix en las cepas
analizadas fue diferente significativamente (p<0.05), indicando con ello que la cepa
usada, influyen significativamente sobre este valor. En general se obtuvo valores que
fluctuaron en un intervalo de 8 a 10°.

En el caso del parametro de GE (figura 39B) para las cepas de levaduras SC y NS008
no presentaron diferencia significativa (p=0.05), lo que indica que durante la fermentacion
estas cepas se comportaron de manera similar sobe el consumo del sustrato. Debido a
gque existe una relacién entre el consumo de azucares, densidad y produccién de alcohol,

ambas cepas mostraron dicha relacién apreciandolo en la figura 36 y 38B.
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Figura 39. Determinacién SST (°Brix) A) y Gravedad Especifica (GE) B) de las levaduras no-
Saccharomyces y el control (SC: Saccharomyces cerevisiae).
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4.5. Cinética de fermentacion de levaduras no-Saccharomyces; NS008, NS010,
NSO11y NS014.

Una vez seleccionadas las cepas se procedi6 a realizar una cinética de fermentacién, con
el objetivo de determinar su poder fermentativo, consumo de sustrato y producciéon de
biomasa.

Se realizaron 3 fermentaciones evaluando la cepas individualmente y una fermentacion
mixta; Saccharomyces cerevisiae (control), NS008 y NS014 individuales y fermentacion
mixta con las cepas NS010/NS011 a fin de evaluar si en conjunto potencializan el sabor.
La levadura SC presenté una cinética fermentativa correcta, mostrando las 7 fases de
Bacha-nan de un cultivo microbiano, curva de; 1) Latencia, es el periodo de adaptacion de
los microorganismos al medio ambiente, durante el cual el nimero de células sembradas
no sufre modificaciones o incluso disminuye. 2) Fase de aceleraciéon del desarrollo,
durante una o dos horas la multiplicacion de los microorganismos se va haciendo cada
vez mas rapida, asi como mas intensa su actividad metabdlica. 3) Fase logaritmica de
desarrollo, en el cual el numero de divisiones crecen durante unas horas con progresion
geométrica. 4) Fase de desarrollo ralentizado, también llamada de aceleracién negativa.
Suele ser corta y en el microorganismo empieza a alargar el tiempo de generacion. 5)
Fase de poblacibn maxima estacionaria, aqui se establece un cierto equilibrio entre
division y muerte celular, de forma que el nimero de individuos vivos permanece
constante. 6) Fase de mortalidad acelerada, en el que le nimero de microorganismos que
mueren aumenta a velocidad acelerada, siguiendo un curso muy diferente segun la
especie, hasta la completa degeneracién de las células vivas (Suarez e lfiigo, 2004).
Alcanz6 una poblaciéon méaxima de 8x10° UFC/mL a las 24 horas.

Por otra parte la levadura NS008 mostré6 una cinética con problemas de arranque
presentando una fase de latencia mas prolongada, a los 2 dias la levadura alcanzoé la fase
logaritmica de desarrollo y el crecimiento fue muy rapido logrando una poblacién maxima
de 9x10° UFC/MI. En cuanto NS010/NS011 al entrar en contacto con el mosto la poblacion
disminuyd, pese a ello se recupero6 a las 6 horas respondiendo favorablemente al medio,
alcanzando una poblacion maxima de 8.7X10° UFC/ml, NS014 fue la cepa que se adaptd
con mayor facilidad al medio, la cual alcanzo una poblaciéon méaxima de 8.7X10° (Figura
40), siendo esta la cepa con mayor arranque de fermentacién, pero con problemas de

finalizacion (Bernardi; 2013).
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El estadistico realizado mostr6 que el control SC y la cepa NS008 no registraron
diferencia significativa durante las primeras 12 horas de adaptacion (p=0.05), sin embargo
a las 48 horas en la fase estacionaria estas cepas son las que mostraron diferencia
significativa (p<0.05) mostrando una diferencia gradual en la poblacion méaxima de
crecimiento, finalmente en la etapa de mortalidad a las 120 horas la cepas SC, NS008 y
NS014 no presentaron diferencia significativa (p=0.05).

Como era de esperar el comportamiento de consumo de azuUcares y produccion de
alcohol en las levaduras estudiadas fue satisfactoria, donde los valores de Gravedad
Especifica (GE) y °Brix del mosto estadn directamente relacionados con la cantidad de
azucar, estos parametros fueron disminuyendo a la par del consumo sustrato fermentable.

Ver figuras de la 40 a la 42.
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Figura 40. Cinética de crecimiento de levaduras no-Saccharomyces y el control (SC:
Saccharomyces cerevisiae)
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Figura 41. Cinética de consumo de azlcares de levaduras no-Saccharomyces y el control
(SC: saccharomyces cerevisiae).

En la figura 41 se muestra el comportamiento de las cepas sobre el consumo de los
azucares fermentables presentes en el mosto de cebada. En general la conducta de
cada cepa durante toda la fermentacién fue muy variable, siendo la cepa de levaduras y
las condiciones de proceso los factores principales sobre las tendencias del consumo de
sustrato fermentable.

En condiciones anaerobias la levadura SC presentdé un metabolismo mas rapido de
consumo de azlcar, con un consumo mayor de sustrato durante las primeras 30 horas
obteniendo un valor final de 3 °Brix., en comparacion con las cepas NS que presentaron
un menor consumo de azUcar en condiciones aerobias, en especial le cepa NS008
mostrando un consumo lento hasta las primera 30 horas.

Mifio et al. (2011) reporta comportamientos de consumé de sustrato fermentable
similares a los obtenidos experimentalmente.

El estadistico realizado mostré que la cepa de SC a las 12 horas de la fermentacion
presento diferencia significativa (p<0.05),las levaduras NS008 y NS010/NS011 mostraron
a las 48 y a las 120 horas un comportamiento de consumo de sustrato constante por lo
tanto no presentaron diferencia significativa (p=0.05).

La densidad y los °Brix del mosto estan directamente relacionados con la cantidad de
azucar e indican el grado de avance de la fermentacion. Como era de esperar la
densidad fueron disminuyendo durante el proceso de fermentacion; los cuales fueron

disminuyendo por el consumo de azucar fermentable (Mifio et al., 2011).
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A la vista de la figura 42 las tendencias de la atenuacion de las cepas tras la fermentacion
no fueron tan variables, observando que SC y NS014 muestran un comportamiento
similar después de las 24 horas de fermentacion. La cepa NS008 de las 12 a las 30 horas
la atenuacion presentada fue lenta, comportamiento que se relaciona con consumo de

sustrato (°Brix) y %Alc. Vol.
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Figura 42. Cinética de atenuaciéon como gravedad especifica de levaduras no-
Saccharomyces y el control (SC: Saccharomyces cerevisiae).

Durante las primeras 12 horas de a ver transcurrido la fermentacion todas las cepas
analizadas presentaron diferencia significativa (p<0.05) sobre los valores de gravedad
especifica obtenidos , mientras que a las 48 y 120 horas las cepas SC y NS008
mostraron las misma tendencia de atenuacion por lo tanto no presentaron diferencia
significativa (p=0.05).

El porcentaje de alcohol volumen generados durante la fermentacion fluctuaron de 5.5 a 6
% Alc. Vol. Las cepas de SC y NS014 se comportaron de manera similar hasta las 48
horas de haber transcurrido la fermentacion, las cepas mixtas NS010/NS011 mostraron
un metabolismo de produccion del alcohol muy rapido durante las 18 a las 42 horas. La
cepa NS008 mostr6 un comportamiento de produccion de alcohol lento, este
comportamiento esta relacionado con el consumo lento de azlcar y gravedad especifica

gue presento antes de las 36 horas de fermentacion (ver figura 41y 42).
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Figura 43. Cinética de % Alcohol Volumen de levaduras no-Saccharomyces y control (SC:
Saccharomyces cerevisiae).

Para el caso de las levaduras no-Saccharomyces este comportamiento se encontrd
asociado a la etapa de crecimiento de la levadura (Fase logaritmica de desarrollo),
generando el aumento de la produccién de alcohol, determinado con ello que un
metabolito asociado al crecimiento (Hornsey, 2003; Mifio et al.; 2011).

Durante las primeras 12 horas de a ver transcurrido la fermentacién todas las cepas
analizadas no presentaron diferencia significativa (p=0.05) en la produccion de alcohol,
tras las 48 horas la cepa NS008 mostro diferencia significativa (p<0.05) con respecto a
las demas y al finalizar la fermentacion (120 horas) la NS014 mostro diferencia

significativa (p<0.05).
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Figura 44. Cinética de produccion de acidez total de levaduras no-Saccharomyces y el
control (SC: Saccharomyces cerevisiae).

5.4
@i SC
5.2 e=g==NS008
\ e NS010/NS011
5 ele»NS014
- 4.8
o
4.6
4.4
4.2
4
0 20 40 60 80 100 120
t (Horas)

Figura 45. Cinética de cambio de pH de levaduras no-Saccharomyces y el control (SC:
Saccharomyces cerevisiae).

Retomando el hecho que existe una relacion inversamente proporcional entre la
produccion de acidez total y pH, las tendencias de la produccién de &cido acético y pH
fueron muy variables. La cepa SC presento en general una concentracion baja de acidez
total durante la fermentacion, lo cual era de esperarse ya que las cepas del género
Saccharomyces cerevisiae producen una concentracion minima de acido acético durante la
fermentacion (Baxter y Hughes, 2004), obteniendo una acidez final de 0.18 g/L Ac.
Acético y un pH 4.22, en cuanto a la cepa NS008 esta presento una la mayor
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concentracion de Acidez Total durante toda la fermentacion y un acidez 0.48 g/L Ac.
Acético, con un pH de 4.07.

En general el desempefio de las levaduras cubrio las expectativas, los valores de acidez
obtenidos por las levaduras son similares a los reportados por Comitini (2011) en cultivos
mixtos de cepas de Candida zemplinina, Tolrulaspora delbrueckii, Metshnicowia
pulquérrima. Por lo contrario a Ortiz et al. (2015), el cual notifica valores de acidez total
menores (0.1 a 0.210 g/L g/L Acido Acético) en cultivos mixtos de levaduras no-
Saccharomyces y Saccharomyces cerevisiae, al igual que Jolly et al. (2003) declara
valores semejantes de acidez total en cultivos mixtos con: Candida
colliculosa/Saccharomyces cerevisiae, Candida stellata/Saccharomyces cerevisiae,
Klockera apiculada/Saccharomyces cerevisiae.

Los andlisis estadisticos arrojaron que la produccion de Acidez y pH mostraron diferencia

significativa (p<0.05) entra las cepas durante todo el proceso.
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CONCLUSIONES

Con base en lo resultados anteriores se concluye lo siguiente:

e Los pardmetros quimicos como; ésteres, aldehidos, Alcoholes Superiores, % Alc.
Vol. y los parametros fisicoquimicos como: pH, Acidez, °Brix y GE, cuyos valores
hasta el dia de hoy no han sido reportados para cervezas artesanales mexicanas
cumplen con las Normas de calidad establecidas (NOM-142-SSA1/SCFI-2015 y
PROY NOM-199-SCFI-2015), sin embargo el contenido de aldehidos y % Alc. Vol.
en la cerveza Leffe presentaron ligeras variaciones con respecto a las otras
cervezas analizadas, por lo que es sumamente importante conocer y controlar las
condiciones de proceso, adjuntos y cepa a usar para su elaboracion.

e La calidad de las cervezas esta en funciobn del control de determinados
parametros durante su elaboracion como; temperatura, aeracion y la cepa usada.

e La adicién de adjuntos durante la elaboracién de la cerveza como frutos rojos,
presentd un efecto significativo en la determinacion de pH incrementado la
concentracion de iones H* que provienen de los acidos que aportaron dichos frutos
(4cido citrico y ascorbico) , generando de igual forma la acidificacion de la
cerveza. Mostrando la cerveza Leffe valores de pH y Acidez dentro de la
normatividad (PROY NOM-199-SCFI-2015).

o Eltipo de muestra usada para el aislamiento de las cepas de levaduras mostré un
crecimiento variable de colonias desde flingicas, bacterias y levaduras, logrando
aislar 30 cepas de las cuales 14 pertenecen al género no-Saccharomyces.

e Las cepas identificadas como NS mostraron la capsula envolvente caracteristica
de las levaduras y comportamiento como Gram  positivas, debido a la
composicion de la pared celular de la levadura, dichas levaduras presentaron
morfologias variables; ovoide, esférica, apiculada y eliptico alargada que oscilaban
de tamafio de 0.4-1 pym.

e La seleccion de las levaduras no-Saccharomyces para uso como agentes
fermentativos en la elaboracion de cerveza se eligieron en base a los atributos
buscados: notas frutales vy florales obtenidos tras microfementaciones
seleccionaron solo aquella levadura que sensorialmente gustaron mas en cuanto
a sabor y olor; NS008, NS010, NSO11 y NS014.
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e En general la cepas estudiadas SC y NS manifestaron una tasa de crecimiento
logistico, a medida que trascurrio la cinética de fermentacion, la tasa de
crecimiento se redujo conforme al tamafio poblacional alcanza su maximo tamafo.

e La determinacion de % Alcohol Volumen y °Brix de levaduras no-Saccharomyces
seleccionadas, presentaron una variacion significativa respecto al control,
manifestando un comportamiento cinético de fermentacion que podria indicar un
comportamiento similar al modelo de Monod, siendo la cepa SC que present6
una mayor velocidad de consumo de substrato y produccién de alcohol y la cepas
NSO014 la que presentd valores similares a ésta.

e Levaduras no-Saccharomyces tienen la ventaja de soportar medios 4cidos con
bajo valores de pH con niveles tipico de 2.75 a 4.2, es adecuado para la

produccién de cerveza artesanal.

Como era de esperar el comportamiento de cinético de consumo de substrato y
produccion de alcohol en las levaduras estudiadas fue satisfactorio. En general el
desempenio de las levaduras cubri6 las expectativas en cinética de consumo de substrato,
produccion de alcohol y productos volatiles (estrés y aldehidos), siendo la cepa NS014 la
gue se comporté durante la cinética similar a la cepa control y la cepa NS008 en
produccion de compuestos volatiles . De acuerdo a la clasificacion de Gaden podria
indicarnos un comportamiento tipo 2 para la Saccharomyces cerevisiae y un

comportamiento tipo 1 para levaduras no Saccharomyces.
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RECOMENDACIONES

RECOMENDACIONES

Para poder complementar el presente trabajo se recomienda:
Realizar una evaluacion sensorial (prueba de preferencia) con la aplicacion de las
levaduras no Saccharomyces en cerveza artesanal, con el objetivo es determinar

si las cervezas fermentadas con estas cepas son del agrada del consumidor.

Realizar una caracterizacion molecular mediante PCR (reaccién en cadena de la

polimerasa) de las levaduras no Saccharomyces seleccionas.

Realizar pruebas mas especificas fermentativas a las levaduras no

Saccharomyces seccionadas que ayuden a las caracterizaciones genéticas.
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