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RESUMEN
En la presente investigacion se evalué el efecto de la sustitucion parcial del Hipulo por
harina de coca en 20% y 30% p/p sobre los valores fisicos, quimicos y las caracteristicas
sensoriales de sabor, aroma y color, utilizando un 3% y 5% v/v de inéculo,
encontrandose que el porcentaje de sustitucién no tiene influencia significativa sobre la
concentracidn final de etanol, contrariamente al porcentaje de inoculo, obteniéndose
valores promedio de contenido de etanol 5,395%. con 3% de inéculo y de  4.975%
con 5% de indculo; en cuanto a la concentracion de acidez fija y volatil, el porcentaje
de sustitucion tiene una ligera influencia que se da de manera inversa respecto al
porcentaje de sustitucion , hallandose valores de 1.440 g/L y 1.438 g/L con 20 % y de
1.335 g/L con 30 % de sustitucion, respecto al pH tiene la misma incidencia que en la
acidez; respecto al peso especifico y acido fosférico no se encuentra una incidencia
significativa en relacién al porcentaje de sustitucion ni del porcentaje de inéculo
encontrandose valores de 1.0088 g/L y 1.0079 g/L para peso especifico de 0.036% y

0.037% para el acido fosférico.

A cerca del contenido de proteina, la sustitucion no present6 influencia, encontrandose
valores entre 0.94 g/L. y 1.0g/L. Contrariamente, st presentd una influencia significativa
sobre el contenido de calcio, la cual aumenta de manera proporcional al incremento de
sustitucion, encontrandose valores de 141.42mg/L con sustitucion de 20% y valores de
196.98mg/L. con 30% de sustitucion, debido a que la harina de coca presenta un

contenido elevado de calcio.

De la misma forma se evalud la influencia de la sustitucion sobre las caracteristicas de

sabor, aroma y color, los analisis estadisticos demostraron que el porcentaje de
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sustitucion, tienen incidencia significativa sobre los sabores y aromas amargos y a
coca en la cerveza, lo cual se da de manera inversamente proporcional. No se encontrd
una incidencia marcada sobre las otras caracteristicas de sabor. Asimismo, los andlisis
estadisticos demostraron que no tienen influencia marcada sobre el color final de la

cerveza.

PALABRAS CLAVE: sustitucion, in6culo, fermentacion.
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ABSTRAC
in the present study evaluated the effect of partial substitution of coca flour hops by
20% and 30% p / p on vthe physical, chemical and sensory characteristics of flavor,
aroma and color, using a 3% and 5 % v / v of inoculum and found that the replacement
rate has no significant influence on the final ethanol concentration, contrary to the
percentage of inoculum, yielding average values of 5.395% ethanol content. with 3%
inoculum and 4,975% with 5% inoculum, in terms of concentration of volatile acidity
and the replacement rate is a slight given inversely to the percentage of substitution,
being values of 1,440 g / L and 1,438 g / L with 20% of 1,335 g / L with 30%
substitution with respect to the pH has the same effect that the acidity with respect to
specific weight and phosphoric acid is not a significant impact on the replacement rate
or the percentage of inoculum finding values of 1.0088 g/ L and 1.0079 g/ L for weight

0.036% and 0.037% for phosphoric acid.

About the protein, the replacement had no influence, finding values between 0.84 g/ L
and 1.0g / L. Conversely, if presented a significant influence on the content of calcium,
which increases in proportion to the increase of substitution, finding values of
141.42mg / L with 20% replacement value of 196.98mg / L with 30% substitution,

because to coca flour has a high calcium content.

In the same way we studied the effect of substitution on the characteristics of flavor,
aroma and color, statistical analysis showed that the replacement rate, have a
significant impact on the flavors and bitter flavors in beer and coca, which is given
inversely proportional. We found no strong impact on other flavor characteristics.
Furthermore, statistical analysis showed no marked influence on the final color of the

beer.

KEY WORDS: replacement, inoculum, fermentation.
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L. INTRODUCCION

La cerveza es una bebida natural obtenida por fermentacion alcohdlica de un
extracto acuoso de cebada malteada. Las materias primas necesarias para la
fabricacion de cerveza son cuatro: malta de cebada, agua, levadura y lipulo,
aunque la mayoria de 1as cervezas comerciales utilizan ademas otra fuente de
hidratos de carbono (habitualmente un cereal no malteado), un antioxidante y un

estabilizante de espuma (Lewis y Young, 1995).

La cebada aporta el aroma especifico de la cerveza. Los saborizantes amargos
proceden de las flores femeninas de la planta del lupulo. Estos compuestos
amargos también tienen importancia tecnoldgica: precipitan proteinas, estabilizan
la espuma y actian como conservantes (Gonzales y col, 2000) en ocasiones
también se aromatizan las cervezas con frutas o algunas yerbas, las cuales también

contribuyen de manera directa al flavor final de la cerveza.

No obstante cualquier cerveza contiene mas de 400 componentes, muchos de
estos componentes proceden de las materias primas y no han sufrido
modificaciones en el proceso de elaboracion; otros constituyentes, entre los que se
encuentran el anhidrido carbonico y el alcohol etilico, son consecuencia de la
transformacion experimentada por las materias primas. Los componentes de
ambos grupos se encuentran siempre presentes en la cerveza y confieren las

propiedades nutritivas y funcionales de esta bebida (Williams y Philpott, 1996)
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La fabricacion de cerveza implica procesos que determinan su calidad final, como

son: maceracion, filtracidn, ebullicion, fermentacion y maduracion.

Los objetivos de la investigacion fueron los siguientes:

Objetivo general:
Elaborar una cerveza con caracteristicas d calidad adecuadas sustituyendo
parcialmente lupulo (Humulus lupulus) por harina de coca (Erythoroxylum coca),

utilizando una cepa nativa de Saccharomyces sp. Para la fermentacion alcoholica.

Objetivos especificos:
e Evaluar la relacion de sustitucion de lipulo (Humulus lupulus) por harina de
coca (Erythoroxylum coca) para obtener una cerveza con caracteristicas de

calidad adecuadas.

¢ Evaluar la concentracion de indculo durante la fermentacion alcohdlica en las

caracteristicas sensoriales de la cerveza.

e Evaluar las caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales de la cerveza
elaborada con sustitucion parcial de lpulo (Humulus lupulus) por harina de

coca (Erythoroxylum coca).
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II. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades sobre la cerveza

La cerveza es una bebida de bajo grado alcohdlico, obtenida de la fermentacion
alcohodlica de un extracto acuoso de cebada malteada. Sus constituyentes
provienen de cuatro materias primas principales: malta, lapulo, agua y agregados.
Los agregados son fuentes de carbohidratos tales como arroz, maiz, trigo y otros
cereales. El componente mas abundante de la cerveza es el agua, que se acompaiia
de otros compuestos como el etanol, 4acidos, compuestos nitrogenados,
carbohidratos, sales minerales, vitaminas, sustancias espumantes, sustancias
aromaticas y compuestos fenolicos (Gonzales y col, 2001; Castafie, 1997 y Lewis

y Young, 1995).

Con el empleo de la microscopia de barrido electronico, se ha demostrado que
algunos granos habian germinado antes de ser triturados y usados en la
produccidn de la cerveza; los granos de almidon de tales muestras recuperados
mostraron los signos caracteristicos causados por el ataque enzimatico. Los
granos sin germinar también fueron utilizados y parecian haber sido cocidos con
agua caliente antes de ser fermentados. De la misma forma, existe evidencia de
haberse utilizado granos tostados, supuestamente para impartir color y aroma
(flavor) al producto. La abundancia de lactobacilos en algunos de los nichos
cerveceros, indican que estos microorganismos intervinieron o participaron en la

fermentacion junto con la levadura (Hornsey, 2003).
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Las practicas de elaboracion de cerveza florecio en Egipto hasta final del ciclo
octavo después de Cristo, en que los drabes musulmanes conquistaron la region
(el Corén prohibe la fabricacion, venta y consumo de bebidas alcohélicas), aunque
el arte de la elaboracion de la cerveza se habia difundido mas all4 de los confines
del Oriente Medio; los comerciantes hacia y desde la region, heredaron los
fundamentos esenciales de la fabricacion de la cerveza, extendiéndose asi las

técnicas (Hornsey, 2003).

Durante la época medieval, la actividad cervecera quedé mas o menos confinada a
los monasterios, tanto en las Islas Britanicas como en la Europa continental.
Muchos de nuestros estilos de cerveza actuales datan de aquellos tiempos

(cervezas de fermentacion baja y alta) (Hornsey, 2003 y Barbados, 2003).

Los lapulos fueron usados por primera vez en el afio 736 d.C. por los frailes
cerveceros de la region Hallertau de Baviera y su uso fue generalizdndose
gradualmente por el Norte de Europa continental, aunque no alcanzo las Islas

Britanicas hasta 1524, via los colonos flamencos de Kent (Hornsey, 2003).

En el siglo XIV surgen grandes fabricas de cerveza en Alemania de gran
reputacion por su calidad y con un producto muy exportable. En 1376, en el
mayor centro cervecero del mundo en esta época, Hamburgo. Hacia finales del
siglo XVI se produjo una cierta recesion de la produccion cervecera alemana, que
coincidio con el auge de la briténica. Asi, las cervezas de las islas llegaron a

imponerse en el mercado francés (Barbados, 2003).
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En 1516, las autoridades bavaras introdujeron las leyes de pureza de la cerveza
(Reinheitsgebot) que restringieron las materias primas aptas para su elaboracion a
cebada malteada, agua y lupulo. Faltaba un pequefio detalle que seria descubierto

recién mas de tres siglos después: la levadura (Barbados, 2003).

En el siglo XX y actualmente la cerveza es conocida en todo el mundo: Europa,

América, Africa y en China y Japon (Barbados, 2003).

2.2. Materias primas utilizados en la elaboracion de cerveza

Para la elaboracion de la cerveza se utilizan diversas materias primas como la
cebada, el arroz, el mijo, etc. cada una de las cuales tienen una importancia
imprescindible en el proceso y ademas le brinda las propiedades nutricionales y

organolépticas caracteristicas, estas se detallan a continuacion:

2.2.1. Malta

Se entiende por malta a la cebada seleccionada que se sometié a un proceso de
germinacion y secado para activar los procesos enzimaticos del grano que ocurren
durante la germinacion, para luego utilizarlo en el proceso de elaboracion de la

cerveza (Barbado, 2003).

2.2.1.1. Malteado
El objetivo del malteado es preparar y transformar las reservas nutritivas del grano

a sustratos apropiados para macerar, en el proceso de elaboracion de cerveza

(Hornsey, 2003).
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En este proceso el embriéon pasa del estado de vida latente a un estado de
actividad, induciéndose la secrecion de diversas enzimas que difunden por todo el
endospermo. Este comienzo de la germinacion es el malteado y a la cebada

germinada y tostada se la denomina malta (Moralejo, 1993).

2.2.1.2. Proceso de malteado
El proceso de malteado comprende varias etapas para asegurar la transformacion
del almiddn de la cebada en azucares mas simples que sean facilmente asimilables

por las levaduras, estas etapas comprenden:

a. Remojo

Para comenzar el malteado los granos se remojan con agua para aumentar su
contenido de humedad, hasta el que necesite la germinacién, normalmente 42-
46%. Para entonces, es probable que el grano haya comenzado a germinar

(revelar raicillas) (Hough, 1990 y Hornsey 2003).

En el remojo, el contenido en agua de los granos aumenta rapidamente a partir
de la inmersion, pero la velocidad de incremento del contenido de agua
desciende luego de un modo progresivo. La velocidad de la rehumidificacion es
funcion de las condiciones de culivo de la cebada, de la variedad de esta, del
tamafio de los granos y de la temperatura del agua. Estd también
considerablemente influida por el dafio mecanico que hayan podido sufrir los

granos antes del remojo (Hough, 1990).
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Los granos no solamente se remojan en agua estdtica, sino que se someten a
periodos intensivos de drenaje (llamadas paradas de aireacion), en los que se
hace pasar aire a través de la cuba de remojo. Esto permite dispersar el didxido
de carbono, favoreciendo asi la germinacion. Los ciclos de remojo dependen de

la efciencia del equipo disponible, aunque un ciclo habitual podria ser: (Hornsey,

2003)

o 8 horas de remojo (humedad hasta 32-34%)
¢ 14 horas de drenado
e 8 horas de remojo (humedad hasta 38-42%)
e 10 horas de drenado

¢ 8 horas de remojo (humedad hasta 44-46%)

Los granos cuando muestran los primeros signos de germinacion, en forma de un
pequefio brote, se transfieren entonces a la zona de germinacion. Si el agua es
muy escasa en la fase de remojo, los granos desarrollan un germen o embrion
débil (raicillas largas) y deficiente degradacion y finalmente poco extracto
cervecero. El remojo excesivo, produce super degradacion y altas perdidas en el

malteado e incluso la muerte del germen (Homnsey, 2003).

b. Germinacion
La germinacion se realiza tradicionalmente, con una capa de grano de un grosor
de unos 20-25 cm. A medida que transcurre la germinacion, se genera calor a

causa del metabolismo, que se disipa mediante un rastrilio o volteo regular con
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palas (Horssey, 2003 y Hough, 1990). Esta accion permite eliminar el dioxido
de carbono producido por respiracion; proporciona aire fresco a los embriones;
iguala las temperaturas, que tienden a elevarse en virtud de la respiracion y evita
el enraizamiento, es decir que las raicillas se entrelacen y formen una red. La
velocidad de crecimiento de las raicillas, una vez que han comenzado a salir de

la vaina de la raiz es grande (Hornsey, 2003).

La temperatura se mantiene en torno a los 15 — 19°C, el tiempo de germinacién
puede realizarse de 4 dias hasta 6 dias (Hough, 1990). Si la temperatura sube
demasiado, la capa debe esparcirse para que sea mas delgada y, por el contrario,
si la temperatura ambiental desciende, la capa debera amontonarse y hacerse

mas gruesa (Hornsey, 2003).

El control de la humedad es importante, al objeto de evitar la desecacion
excesiva de los granos para lo cual se hace pasar de abajo a arriba una corriente
de aire saturado de agua a unos 15°C con lo que se asegura la disponibilidad de
oxigeno por parte de los embriones, la eliminacion del dioxido de carbono y el

mantenimiento de una temperatura constante en todo el lecho (Hough, 1990).

El primer signo de la germinacion propiamente dicha, es la protuberancia de la
coleoriza o camisa de la raiz. Este es el indicador del maltero, que se encuentra
en la base del grano, posteriormente producird raicillas o brotes. En este
momento el coleoptilo, conteniendo la primera hoja, crece hasta el apice del

grano, entre €l epispermo Yy el pericarpio, a este crecimiento se denomina
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plimula y sirve al maltero para estimar la velocidad de germinacién. Cuando la
plimula alcanza aproximadamente tres cuartos de la longitud del lado dorsal del
grano, el proceso de germinacion se considera completo, debiendo evitarse
entonces todo crecimiento ulterior, lo que se realiza calentaﬁdo en horno

(Hornsey, 2003).

Principales sucesos durante el germinado

Desde el punto de vista fisiolégico, existe una continuidad entre el remojo vy la
germnacion, como las reservas de nutrientes inmediatamente disponibles son
limitadas, resultg necesario movilizar las del endospermo, mucho mas
abundantes, lo que se logra merced a la secrecion por el embrién o el escutelo de
enzimas que degradan las proteinas, el almidon y las paredes celulares del
endospermo (Hough, 1990). El grano de cebada sin maltear contiene cantidades
considerables de B-amilasa latente, en forma tanto soluble como insoluble.

Durante el malteado, la enzima se solubiliza totalmente (Hornsey, 2003).

La a-amilasa se produce durante el malteado como respuesta al acido giberélico
(formacion de a-amilasa influenciada por la giberelina). El acido giberélico, es
producida por el embrién durante la germinacion y es transportado durante el
proceso de malteado a la capa de aleurona, donde realmente estimula la
producciéon de enzimas a partir de precursores complejos o bien de los
aminoécidos (Hornsey, 2003 y Hough, 1990). Ademés de la a-amilasa, el 4cido
giberélico también provoca la activacion de endo -B-glucanasa, pentosanas,

endoproteasas dextrinasa limite. Hacia el final del proceso de malteado, las
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diversas enzimas liticas (degradativas) provocadas por el acido giberélico, han
sido transferidas al endospermo donde causaran la modificacién de la textura del
almidon, de una masa amorfa a un sustrato mas degradable (Hornsey, 2003). La
degradacion enzimatica del endospermo avanza, por tanto, del extremo
embrionario del grano al extremo distal del mismo y de las capas externas a las

mas internas. (Hough, 1990).

Los aspectos practicos mas importantes del malteado son la degradacion de los
B-glucanos de la pared celular del endospermo (por las glucanasas) y la
consiguiente exposicion de las partes proteicas, que rodean a los granulos de
almidon, al ataque de las proteasas. Lo ideal, es que un 75% del B-glucano de las
paredes celulares sea degradado y que alrededor del 40% de la proteina sea

solubilizado (Hornsey, 2003).

Durante el malteado, el almidon de la cebada se degrada fundamentalmente a
una mezcla de moléculas de poliglucosa, algo menos complejas que las
originales. Para los procesos respiratorios y biosintéticos embrionarios, solo se
libera una cantidad limitada de azucares simples. Las enzimas capaces de
degradar en la cebada el almidén no gelatinizado son: fosforilasa, a glucosidasa,
o amilasa,  amilasa y enzimas desrramificadores (Hough, 1990) La excesiva
hidrélisis del almidén durante el malteado determina un excesivo crecimiento

del embridn que proporciona extractos pobres para cerveceria (Homsey, 2003).
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¢. Secado y tostado
El proceso de germinacion es detenido desecando los granos de malta.Se pueden
obtener una malta poco degradada para malta lager; mas desagregada para ale; o
malta muy desagregada para ser usada en las destilerias y en la elaboracion de

vinagre (Hough, 1990).

Son numerosos los factores que afectan a la velocidad de deshidratacion del
grano; cabe citar entre ¢llos: el volumen de aire que pasa a través del lecho de
grano, la profundidad del lecho, el peso del agua a ser eliminado del lecho del
grano, la temperatura del aire utilizado para la deshidratacion, la humedad

relativa del aire y el caracter higroscopico de la malta (Hough, 1990).

Al término de la germinacion, el contenido de humedad es de un 45%. Esta fase
secado tostado puede durar entre 16 y 60 horas (Hornsey, 2003). Las
temperaturas tienen que controlarse muy cuidadosamente, secando la malta
verde lo mas rapido posible, sin destruccion de las enzimas producidas durante
¢l malteado, estas enzimas son muy vulnerables cuando el grano estd humedo y
por lo tanto las temperaturas al comienzo del secado son bastante bajas 50-70°C.
en tal momento, la temperatura real de los granos estara en la region de 25-30°C
(Homsey, 2003 y Hough, 1990). La actividad enzimdtica durante esta fase,
especialmente de proteasa y amilasas se encuentra potenciada, desarrollando
colores como consecuencia de una reacciéon de aminoacidos y azicares, que

producen las llamadas melanoidinas. Cuando la malta haya alcanzado el 15-18
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% de humedad, las proteinas se hacen estables, 1o que se denomina punto de

ruptura (Hornsey, 2003).

En esta etapa, el agua de la cebada se extrae sin restricciones y por razones
economicas se ajusta el flujo de aire de manera que su humedad relativa sea del
90-95% en el aire del extremo de salida. Cuando se ha eliminado
aproximadamente el 60% del agua, la deshidratacion subsiguiente se ve
dificultada por la naturaleza ligada del agua residual. Llegado este punto de
ruptura se sube la temperatura del aire de entrada a 65-75°C y se reduce atin mas
la velocidad de flujo. La extraccion del agua es lenta. Finalmente, a una
humedad de 5-8%, dependiendo de la variedad de la cebada, la temperatura del
aire de entrada se eleva a 80 — 100°C, hasta que se alcance el color y la humedad
requeridos. Las maltas lager tipicas se secan hasta una humedad del 4,5%, pero
las maltas ale se deshidratan hasta un contenido de agua de un 2-3% (Hough,

1990).

2.2.2. Lupulo
El lapulo (Humulus lipulos), es una planta perteneciente a la familia de las
cannabinaceas, es dioica, presentando flores masculinas y femeninas en plantas

diferentes (Hornsey, 2003 y Hough, 1990).
El lupulo se cultiva sélo en climas templados y resiste al invierno como un rizoma

(Hough, 1990). 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

MICAELA BASTIDAS
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las especies dentro del conjunto, muestren considerable variacion (Hornsey,

2003).

La mayoria del amargor propio del lupulo esta concentrada en la fracciéon de
resina blanda, la cual a su vez puede dividirse en dos categorias principales, segin
su reaccion con solucion de acetato de plomo. Se forma un precipitado amarillo,
que representa la fraccion de a-acidos. El sobrenadante, representa la fraccion de

B-acidos (Hornsey, 2003 y Hough, 1990).

Tabla 01: Contenido porcentual de los componentes de lipulos comerciales

% de la

Componente muestra
Agua 10,0
Resinas totales 150
Aceites esenciales 0,5
Taninos 4.0
Pectina 2,0
Lipidos y ceras 3,0
Monosacaridos 2,0
Proteinas (Nx6,25) 15,0
Aminoacidos 0,1
Celulosa y lignina 40,4
contenido de ceniza 8,0

Fuente: Hough, (1990)

Los principales a-4cidos son humulona, cohumulona y adhumulona, mientras que
los B-acidos mas importantes son la lupulona, colupulona y adlupulona (Hornsey,
2003). Los a-acidos humulonas constituyen el principal componente amargo de la
cerveza. Los B-acidos, o lupulonas, forman una familia de compuestos similares,

pero menos importantes (Hough, 1990).

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



MICAELA BASTIDAS

Los realmente importantes para el fabricante de cerveza son los relativos a resinas
y aceites esenciales, las cuales se muestran en la tabla 01. Sin embargo, y aunque
en pequefias cantidades, durante la elaboracion de cerveza se extraen proteinas,

aminoacidos y azicares. (Hough, 1990).

Durante la coccién del lapulo, o sus productos, en el mosto, los a-4cidos se
organizan o isomerizan. Los compuestos generados, iso a-acidos o ishumulonas,
son mucho mds amargos y mucho mas solubles que los a-acidos. Los B-dcidos
tienden, por el contrario, a oxidarse durante la ebullicidn, para dar una serie de

derivados amargos y no amargos (Hough, 1990).

2.2.4. Agua

Para la elaboracion de la cerveza es suficiente que el agua sea potable, es decir,
que no contenga bacterias patogenas que puedan provocar enfermedades al ser
humano. Para la elaboracién de diferentes estilos de cerveza es necesario que el
agua tenga las mismas caracteristicas que el agua de la ciudad de donde procede

este estilo de agua (Barbado, 2003).

El agua, de forma natural, contiene una cierta cantidad de sales que influyen de
manera definitiva en la calidad final de la cerveza. En muchos casos esa influencia
es norme, llegando a determinar las tipicas caracteristicas de cervezas como la

Pilsen, Burton, etc. (Madrid, 2001).
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La dureza del agua es uno de los parametros fundamentales. Las cervezas ligeras
necesitan un agua con bajo contenido en sales carbonatadas. Las cervezas fuertes

y oscuras admiten aguas mas duras (Madrid, 2001).

2.2.6. Levadura
Las levaduras son hongos unicelulares que se reproducen principalmente por

gemacion, son organismos eucarioticos (Adams et al, 1998),

Las levaduras son las causantes principales de la fermentacion de los alimentos, lo
cual puede ser perjudicial (deterioro) o favorable (produccion de cervezas, vinos,

pan, quesos, enzimas, etc.) (Adams et al, 1998).

2.2.6.2. Levadura cervecera
Saccharomyces cerevisiae tiene como caracteristica que al final de la
fermentacion se va al fondo del tanque, se conoce como levaduras de profundidad

y su temperatura Optima de fermentacion es de 10-14 °C (Aguilar, 2003).

Una célula de levadura cervecera tipica tiene, cuando se halla plenamente
desarrollada, entre 8 y 14 um de didmetro y una masa de materia seca de 40 pg.
Por tanto 10" células desecadas pesan unos 40 g., prensadas, €se mismo numero

de células pesan unos 200 g (Hough, 1990).

Tienen gran importancia en el proceso de la fermentacion de la cerveza, ya que

son las responsables de la transformacion del mosto cervecero en cetveza y CO,
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por medio de la asimilaciéon de los azdcares simples que conforman el mosto
cervecero. Muchas veces las levaduras son consideradas como un sub producto
que es recuperable y contribuye a un menor costo de producciéon. (Broderick,

1977).

2.2.7. Otras materias primas utilizadas en la elaboracion de cerveza
(adjuntos)
Cualquier producto distinto a la malta que se use en ¢l proceso cervecero para

producir extracto en la cuba de maceracion (Hornsey, 2003).

Los cereales con altas temperaturas de gelatinizacion del almidon como arroz,
maiz y sorgo, frecuentemente son fragmentados en pequefias particulas llamadas
grits o sémola antes de la cocciéon y la subsiguiente introduccién a la cuba de
mezcla. Técnicamente es posible producir cerveza aceptable con un 5% de sémola
de malta y un 95% de adjuntos, siempre que se incorporen a la cuba de mezcla

enzimas producidas industrialmente (Hornsey, 2003).

2.3. Estudio de Ia levadura

2.3.1. Aislamiento de levaduras

Este es un proceso dindmico, de forma que, al comienzo de la fermentacién van a
ser numerosas las diferentes especies de levaduras presentes en el mosto, para ir
disminuyendo a lo largo del proceso el nimero de las mismas, hasta llegar en la

fase postfermentativa a predominar una/s especie/s. La evolucion que se produce
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en la flora blastomicética es debida a cambios en el medio de desarrollo (Ruiz et

al, 1986).

Los aislamientos que se realizan para llevar a cabo la identificacion de la flora
levaduriforme de un mosto determinado se han de efectuar en tres momentos muy

bien definidos del proceso fermentativo:

El primero de los aislamientos mencionados, se ha de efectuar durante este
periodo de induccion o fase I, cuando el desprendimiento de anhidrido carbénico
no es perceptible. En este momento, las condiciones del medio practicamente no
se modifican para una serie de parametros tales como el pH y los nutrientes. Sin
embargo, y de una forma muy rapida, la concentracion de oxigeno en el mosto
disminuye a causa del consumo celular. El medio anaerobio inhibe el crecimiento
de las especies oxidativas, favoreciéndose por el contrario el de las especies de
menor poder fermentativo. Como especie de alto poder fermentativo mads
representativa que se aisla de forma habitual en esta fase cabe destacar a

Saccharomyces Cerevisiae (Lagos, 1999).

Un segundo analisis del mosto, del contenido levaduriforme de éste, se ha de
realizar cuando se encuentra en fermentacion tumultuosa (fase I) vy el
desprendimiento de CO, es maximo. En este momento la temperatura del mosto
crece de forma considerable, y 1a velocidad fermentativa es maxima. En esta fase
no se suele encontrar un predominio claro entre las especies de alto y bajo poder

fermentativo. Sin embargo, ya a este nivel si se origina una importante
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disminucion de la diversidad de especies que permanecen viables en el mosto
(Lagos, 1999). Generalmente, aparecen en este momento especies de poder
fermentativo intermedio del tipo Saccharohzyces rosei, Saccharomyces uvarum y
Kluyveromyces veronae. De idéntica forma que en la primera fase, la especie de
alto poder fermentativo predominante es Saccharomyces cerevisiae. El desarrollo
del proceso fermentativo hace que la concentracion de alcohol vaya
incrementandose. Este aumento del grado alcohdlico origina una disminucion de
la multiplicacion celular y suprime las levaduras poco tolerantes al mismo

(Sanchez y col, 1985).

Finalmente un tercer aislamiento se ha de realizar en la fase post fermentacion
tumultuosa que se corresponde con el descenso en la intensidad fermentativa
(fermentacion lenta o fase III). La fermentacion se hace lenta, y una fuerte
disminucion en el desprendimiento de CO, nos indica el inicio de esta tercera
fase. En este momento, la concentracion de etanol suele ser muy elevada, los

nutrientes escasos y el pH bastante bajo (Lagos, 1999).

En estas condiciones el nimero de especies que son capaces de sobrevivir en el
mosto es minimo, no resultando extrafio que las especies aisladas en esta fase se
reduzcan a una sola especie predominante, generalmente Saccharomyces
-cé)evz’siae, quien finalmente es la responsable de terminar la fermentacion (Lagos,

1999).
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2.3.2. 1dentificacion de levaduras

La caracterizacion de levaduras hasta el nivel de especie es de relevancia desde el
punto de vista industrial, debido a que muchos grupos forman parte de la
microflora natural de alimentos y bebidas fermentadas y/o participan en el proceso
de obtencion de éstos (Fernandez y col, 2000). De ahi la necesidad de poseer
métodos de identificacion rapidos, precisos y faciles, que puedan ser aplicados al
control de la calidad en la industria, con el fin de asegurar que la cepa de partida,
la que conduce el proceso y la que rinde el producto final, sea la misma
(Fernandez y col, 2000). Las areas de comparacion taxondmica en las cuales se
enmarca la taxonomia de levaduras incluyen la Morfologia, Fisiologia, Genética,

Bioquimica, Ecologia y Biologia Molecular (Boekhout y Kutzman, 1996).

2.3.2.1. Estudio fisiologico de las levaduras

De forma convencional, la identificacion de levaduras se ha basado en criterios
morfologicos o fisiolégicos (Barnett y col, 1990; Kreger-van, 1984). Sin embargo,
estas caracteristicas pueden variar en funcion de las condiciones de cultivo
(Scheda y Yarrow, 1966 y 1968; Yamamoto y col, 1991), y en ocasiones, las
especies estan delimitadas por una unica caracteristica fisiologica controlada por

un solo gen.

La identificacion en base a las caracteristicas morfologicas y fisiologicas requiere
la realizacién de unas 100 pruebas, lo cual es laborioso, complejo y consume

tiempo (Esteve y col, 1999). Se estudia la morfologia del estado asexual y sexual,
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presencia de homo y heterotalismo, etc., caracteristicas que solo permiten la

identificacion hasta el nivel de género (Boekhout y Kutzman, 1996).

Las principales pruebas fisioldgicas utilizadas en identificacion de levaduras son
las de fermentacion, asimilacion de fuentes de carbono, asimilacion de
compuestos nitrogenados, requerimientos vitaminicos, resistencia a cicloheximida
y termotolerancia. Estas no siempre son estables ni reproducibles, debido a que las
fuentes de carbono y nitrégeno pueden metabolizarse por rutas comunes y en
ocasiones su metabolismo es controlado por varios genes (Boekhout y Kutzman,
1996; Loureiro y Querol 1999). La prueba de fermentacion de azucares no es muy
exacta debido a que las levaduras de fermentacion lenta no liberan el CO; de
forma tan inmediata para que sea atrapado en un tubo Durham, lo cual ha
provocado que especies consideradas durante mucho tiempo no fermentativas,

hayan tenido que reclasificarse (Boekhout y Kutzman 1996).

2.3.2.2. Pruebas bioquimicas

Los métodos bioquimicos para la diferenciacion de levaduras, estan basados en el
analisis de proteinas totales de la célula (Vacanneyt y col, 1991; Van Vuuren y
Van der Meer, 1987), patrones de isoenzimas (Duarte y col, 1999) de Resonancia
Magnética Nuclear, el nimero de unidades de isopreno en la coenzima Q
(Boekhout y Kutzman, 1996; Loureiro y Querol, 1999), y analisis de acidos
grasos por cromatografia de gases (Cottrell y col, 1986, Moreira da Silva et al,
1994; Tredoux y col, 1987). Estos métodos son mds rapidos y mas facilmente

estandarizables. Sin embargo, la reproducibilidad de estas técnicas es cuestionable
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ya que depende del estado fisiologico de las levaduras que puede variar segiin las
condiciones de cultivo (Golden et al, 1994, Boekhout y Kutzman, 1996; Loureiro

y Querol, 1999).

2.3.2.3. Meétodos moleculares de identificacion de levaduras

Los métodos moleculares basados en el polimorfismo de los acidos nucleicos
constituyen la mejor alternativa a los métodos tradicionales, ya que al no depender
del estado fisiologico de la célula, son mas reproducibies. Ademas, poseen otras
ventajas como la elevada precision y discriminacion, asi como rapidez y sencillez
en la realizacion de la técnica. Esta técnica permite la identificacion a nivel de

especie y a nivel de cepa (Martorell, 2006).

Los métodos moleculares de identificacion de levaduras y microorganismos en
general, se basan en el estudio de las moléculés de DNA y RNA. En levaduras se
iniciaron con el estudio de complementariedad del DNA nuclear, determinandose
la existencia de relaciones coespecificas entre cepas cuyos caracteres fisiologicos
y morfolégicos considerados determinantes para discernir entre especies eran

diferentes (Kurtzman, 1994).

2.3.3. Morfologia y composicion celular

Saccharomyces cerevisiae tiene forma esférica, elipsoide u ovoide. Su tamafio
varia con la edad de la célula pero generalmente oscila entre 4 y 14 micras. Puede
vivir aislada o formando colonias (Aguilar y Fran Yios, 2003). Presenta ascos con |

hasta 4 ascosporas esféricas o elipsoides y de pared lisa en su interior. Las
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colonias en agar sabouraud son cremosas, blandas, de color crema o blanco, con

apariencia humeda y brillante y con bordes irregulares (White, 1995).

Tabla 02: Composicién de la célula de levadura

COMPONENTE CANTIDAD

P-glucanos

(polisacarido) 40%
Mananos (polisacarido) 40%
Proteinas 8%
Lipidos (grasas) 7%
Sustancias inorganicas 3%
Hexosamina y quitina 2%

Fuente: White, 1995

24. Coca

Es una planta oriunda de Sudamérica cuyo nombre cientifico es Erythroxylum
coca, de la que existen mas de 250 especies. En la actualidad crece principalmente
en Colombia, Perli, Bolivia, norte de Argentina. Contiene altas cantidades de
nutrientes (calcio, hierro, tiamina, caroteno, fésforo, entre otros), ademas de 14
alcaloides (Machado, 1969, Plowman, 1979, Collazos y col, 1965 y Cabieses,

1978).

2.4.1. Valor nutritivo de la harina de coca (Erythroxylum coca)

Uno de los argumentos mas alegados en la defensa del uso de la coca es su valor
nutritivo. Varios estudios lo han confirmado, entre los que sobresalen los de
Collazos, Urquieta y Alvistur (1965), Carter y Mamani (1978), Escobar (1994) y

Serrano (1994), en el Cusco, quiénes analizaron los componentes y las cantidades

22
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de nutrientes que poseen las hojas y desarrollaron productos alimenticios

experimentales como los elaborados por Urrunaga (1994) en el Cusco.

Tabla 03: Valor nutricional de las hojas de coca por cada 100 g.

CONSTITUYENTES UNIDAD VALORES ENCONTRADOS

Proteina
Humedad
Grasa

Ceniza

Fibra cruda
Carbohidratos
Calorias

Alfa caroteno
Beta caroteno
Vit. A

Vit. C

Vit. E
Tiamina
Riboflavina
Niacina
Calcio
fosforo
Potasio
Magnesio
Sodio
Aluminio
Bario

Hierro
Estroncio
Boro

cobre

Zinc
mangancso
Cromo

Total alcaloides

g
%
g
g
g

g
cal

mg
mg
ul
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
g

17.8-22.6
7.2-8.0
3.4-4.6
4.6-8.8
13.8-17.2
41.0-50.8
281.0-315.0
1.7-4.7
5.8-20.0
12,000-35,600
3.2-10.5
15.0-68.4
0.6-0.8
0.8-0.9
6.0-11.0
686.0-2,097.0
206.2-1,114.0
1,545.0-1,985.0
194.0-470.7
39.4-39.6
10.2-32.3
0.3-13.7
13.7-43.2
1.0-16.6
2.8-104
1.0-1.4
1.7-2.7
6.9-12.7
0.1-0.15
0.25-2.25

Fuente: Hurtado, 2006
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Las hojas de coca integrales contienen todos sus componentes naturales: hidratos
de carbono, proteinas, caroteno, tiamina, riboflavina, vitamina C, niacina, calcio,
fosforo, hierro, sodio, potasio y alcaloides naturales entre los que se encuentra la

cocaina (Llosa y col, 2006).

2.4.2. Usos de la coca

Existen referencias que indican que desde épocas preincaicas la planta coca ha
sido utilizada para una sgrie de actividades laborales, sociales, rituales religiosos y
medicinales. Sin embargo, muy pocos saben que hace mas de cien afios existio un
millonario imperio europeo desarrollado con la coca andina. Pero el auge
comercial e industrial de la coca y su internacionalizaciéon comenzé en Europa
después de 1860 en que se aislo su alcaloide cocaina, con la cual se prepararon
decenas de medicinas, cremas, bebidas infusiones, lociones, pastas, harinas,
alimentos, energizantes, pomadas y anestésicos que hicieron aun més famosa a la
descubierta cocaina hasta que se evidenciaron reacciones toxicas y adictivas por
su mal uso o por su uso exagerado o inadecuado, por lo que la cocaina se retir6 de

los mercados farmacéuticos. (Llosa y col, 2006).

Decenas de productos a base de hojas de coca se vendian libremente y una gran
industria y un variado e internacional comercio fue desarrollado por muchas
personas, cuyas maximas expresiones fueron el famoso Vino Mariani y 1a bebida
no alcohoélica Coca Cola, que es la tinica sobreviviente de aquella época de oro. A
mas de 100 afios de esa historia que parece cuento de hadas, s6lo existe una timida

industria, en gran parte artesanal y limitadamente moderna industrial en Bolivia
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(Coincoca), Colombia (Coca Sek) y Pertl, especialmente en la linea de mates y
mixturas aromaticas, emolientes, galletas y golosinas diversas como caramelos y
toffees, chocolates, licor de coca, cremas, jabones, lociones, bebidas energizantes
harina de coca, capsulas energizantes de coca conteniendo harina de coca
micropulverizada, multicereales reportenciados con harina de coca, y Gltimamente
un desarrollo de productos fundamentalmente a base de harina de‘ coca. A ello hay
que afiadir la artesania de joyas que utiliza hojas de coca decorativas y la industria

bibliografica sobre la coca y sus derivados (Llosa y col, 2006).

2.5. Biorreactores

Un biorreactor es un equipo en el que se pueden realizar reacciones bioquimicas
para convertir cualquier sustrato en un producto de utilidad por la accién de
biocatalizadores (enzimas, células o estructuras subcelulares) (Chisti y Moo-
Young, 2002), proporcionando un medio controlado que permite €l crecimiento
eficaz de las células y la formaciéon de un producto (Ward, 1991). Los
biorreactores se emplean en la manufactura de productos comerciales como
metabolitos primarios (acido acético, acetona, alcohol, acidos orgéanicos,
aminoacidos, vitaminas y polisacaridos), metabolitos secundarios (antibidticos);
enzimas industriales, cultivo de células (biomasa) y tratamiento de aguas

residuales (Chisti, 1989; Smith, 1996).

2.5.1. Tipos de biorreactores
Existen distintos tipos de biorreactores, basicamente tres (McNeil y Harvey,

1990):
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00227

» Fermentadores bucle agitado por aire (air-lift)
+ Fermentadores de torre

 Fermentadores con agitacion mecanica

El tipo de fermentacion a emplear condiciona el disefio de los fermentadores en
donde va temer lugar la fermentacidon, sin embargo, el uso creciente de
fermentadores cilindrocénicos y similares hace que la diferencia en funcion al
cumplimiento de la levadura sea cada vez menos determinante (Varnam y

Sutherland, 1996).

Las cervezas tipo ale, se fermentan tradicionalmente en depdsitos circulares o
rectangulares relativamente poco profundos, de los cuales se elimina la levadura
de la superficie mediante desnatado. El uso de una fermentaciéon baja en la
elaboracion de cervezas lager soslaya la necesidad del desnatado pero se utiliza

depdsitos similares, si bien son muy profundos (Varnam y Sutherland, 1996).

Con fermentadores cilindroconicos se puedén elaborar cervezas ale como lager y
presenta una serie de ventajas derivadas de su estructura geométrica. Entre estas
ventajas se encuentra la alta capacidad de fermentacion referida a su volumen, la
utilizacion de lapulo debido a la ausencia de la tela de levadura superficial que
absorbe las resinas del lapulo, baja pérdida de cerveza, eficaz control de la
temperatura y facilidad de limpieza. El manejo de la levadura se simplifica por la

sedimentacion y esta como una masa compacta en el extremo cénico del

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



MICAELA BASTIDAS

fermentador y también esta facilitado la aplicacion de CO, a presion (Varnam y

Sutherland, 1996).

2.6.  Proceso tecnologico de elaboracion de la cerveza

La cerveza, al igual que otras bebidas similares producidas con cereales, es
sometida a fermentacion pero no a destilacion. Las materias primas que
intervienen en el proceso son agua, lupulo y cebada, suplida a veces por el maiz,

el arroz o el aztcar (Hough, 1990).

2.6.1. Molienda

Tanto la malta como los cereales sin maltear (trigo, avena, centeno, maiz, arroz),
tienen que pasar por el molino para romper el grano, dando lugar a la harina y
otras partes fijas (Hornsey, 2003). Las cascaras serviran posteriormente como

lecho filtrante para la separacion del mosto (Madrid, 2001).

La molienda consiste en destruir el grano, respetando la ciscara o envoltura y
provocando la pulverizacion de la harina. La malta es comprimida entre dos
cilindros pero evitando destruir la cascara lo menos posible, pues ésta serviré de
lecho filtrante en la operacion de filtracion del mosto; a su vez el interior del
grano en una harina lo mds fina posible. Estas dos condiciones, cdscara entera y
harina fina no podréﬂ respetarse si el grano no estd seco (excepcion molienda
hiimeda) y muy bien desagregado, una tercera exigencia es un buen calibrado de
la malta. La molienda debe ser también regulada segin el cocimiento posterior

(Hornsey, 2003).
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2.6,2, Maceracion

Consiste en la adicion de la harina o sémola de malta (y opcionalmente adjuntos,
generalmente en forma de medianos de arroz y maiz como sémola, y jarabes de
sacarosa/glucosa) en agua de calidad cervecera para producir soluciones o
suspensiones que se procesaran mas adelante. El objetivo de la maceracion es
obtener un alto rendimiento de extracto, de la mayor calidad posible (Canales y

col, 2003).

El proceso consiste en agregar a la malta un volumen determinado de agua a una
temperatura de 40 °C, con el fin de extraer las enzimas y favorecer la protedlisis;
después de esto, la temperatura serd mantenida a 50 °C para la prote6lisis

completa y la peptonizacion (Prescott, 1962).

O O

# i H,O 4"
] ] cator i i
R R (=1 =4

Por su parte, el almidon es degradado por la accion de las amilasas, originando
glucosa, maltosa y dextrinas a una temperatura Optima de 62-65°C para la
obtencion de maltosa y de 70-75"(3 para los otros azucares y la dextrinizacion de
la parte de almidén que quedase sin transformar por accién de las a — amilasa
(Canales y col, 2003). Para obtener un grado de extraccion optimo, se deben
controlar muy cuidadosamente algunos pardmetros, como la temperatura, pH y

tiempo de maceracion, asi como la relacion enzima/substrato (Canales y col,
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2003). En esta operacion, la relacion agua/grano es usualmente de 2,5: 1 y 3:1

(Ward, 1991).

enzimas
(CeHioOs)n + nH)O e n C6H1205
almidon agua glucosa

¢ amiess
Amdass 1

— b
Alraidin T

Ghicosa |

Figura 01: Degradacion enzimitica del almidén. Fuente: Elaboracién propia

Los procesos de malteado y maceracion en la fabricacion de cerveza se llevan a
cabo de tal manera que solo el 60 % del almidon se transforma en azucares
fermentables. El 40 % restante son dextrinas no fermentables que convierten
a la cerveza en una bebida rica en calorias. Estos son los responsables

también de impartir cuerpo o viscosidad a la cerveza (Jagnow, 1991).

2.6.3. Filtraciéon del Mosto

Una vez disueltas las materias solubles por el cocimiento es necesario separar el
mosto de la parte insoluble llamada orujo o afrecho. La operacion se realiza en
dos fases: primero el flujo del mosto y luego la operacién de lavado del extracto

que contiene el afrecho (Verstrepen, 2003).

El mosto y el agua de lavado deben ser claros pues si se aporta durante la
operacion demasiadas sustancias mal disueltas, la clarificacion de la cerveza sera
demasiado dificil. La calidad de la cerveza puede ser también alterada por un

lavado de afrecho con agua alcalina pues los polifenoles y sustancias amargas de
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la cascara de la malta se disuelven muy facilmente en agua alcalina ain mas si se
tiene en cuenta que ¢l lavado se hace en agua a una temperatura maxima de 75 °C;
ésta no puede exceder ese limite, pues se corre el riesgo de disolver almidon
presénte ain en el afrecho, lo que conllevaria a problemas de turbiedad y

fermentacién posteriores (Verstrepen, 2003).

2.6.4., Ebullicion del Mosto

Esta operacion detiene los procesos de degradacion por inactivar las enzimas de la
malta, pasteuriza el mosto, completa interacciones idnicas tales como la
precipitacion del fosfato cdlcico, desnaturaliza y precipita la proteinas y los
taninos que se separan en forma de un material conocido como quiebra caliente o
turbidez caliente (Adams y col, 1998). Ademas se consigue la extraccion de
sustancias amargas derivadas del lapulo por isomerizacion de los 4cidos que dan
a la cerveza su sabor y aroma caracteristico, la produccién del color por la
caramelizarian del azicar, la formacion de melanoidina y la destilacion de

volatiles (Ward, 1991; Madrid, 2001 y Verstrepen, 2003).

HUMULONA ISOHUMULONA

Figura 02: proceso de isomerizacién de la humulona en iso-humulona
Fuente: Fennema (2000).
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La isomerizacion de los acidos del lupulo es incompleta debido principalmente al
pH del mosto (el pH optimo de isomerizacién es de 9). Existen muchas lupulonas
y humulonas en el lupulo; cada uno de estos compuestos donara su isémero
respectivo; el conjunto es conocido como ischumulonas pues son esencialmente

quienes donan el amargor deseado (Verstrepen, 2003).

La destruccion de las enzimas es realizada para evitar que sigan desdoblando a lo
largo de la fermentacion, las amilasas podrian seguir desdoblando las dextrinas y

¢stas se transformarian enteramente en alcohol (Hornsey, 2003).

La coagulacion de proteinas es mucho mas dificil, se realiza por etapas, la primera
es la desnaturalizacion que consiste en la ruptura de puentes de hidrogeno en la
molécula de proteina, pasando del estado hidratado al deshidratado,
manteniéndose en suspensién unicamente por su carga eléctrica; luego de la
desnaturalizacion se produce la coagulacion propiamente dicha por agrupacion de
micelios deshidratados, es aqui donde el pH jusga un papel muy importante, pues

la coagulacidn sera eficiente si se realiza en el punto isoeléctrico, como exixten

muchas proteinas en el mosto el pH maés adecuado es de 5,4 (Homnsey, 2003).

R

Puentes de hidedigeno

Figura03: Ruptura de los puentes de hidrogeno en la estructura de la
proteina. Fuente: adaptado de Wade 2002.
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2.6.5. Enfriamiento del Mosto

Luego de la ebullicién del mosto, los precipitados proteicos son eliminados por
sedimentacion, filtracion o centrifugacion; el mosto es enseguida enfriado a la
temperatura de inoculacion de la levadura, esta temperatura depende del tipo de
levadura empleada y del tipo de cerveza a fabricar entre 6 a 20°C (Hough, 1990).
Durante el enfriamiento un nuevo precipitado de polifenoles-proteinas se forma,
por un lado por enlaces de hidrégeno y también por la falta de solubilidad de las
prolaminas. La presencia de este nuevo precipitado juega un rol esencial sobre la

formacion de H,S por la levadura (Verstrepen, 2003).

La composicién del mosto es muy variable en funcion al tipo de cerveza
fabricada, su densidad puede variar entre 2 a 20 grados Plato (°P), es decir,de 2 a
20g de soluto por 100g de liquido; a su vez puede ser rico 0 no en aminoacidos y
péptidos en funcién de la importancia de la protedlisis y de la proporcion de

adjuntos utilizados (Klimovitz, 2002).

2.6.6. Fermentacion

Inicialmente, se agrega al mosto frio, levadura en una cantidad calculada, para que
quede en el mosto de 8 a 10 millones de células por cc. Para la fermentacién de
mosto concentrado, se usa un millén de células por cc por cada grado plato del
mosto. La cantidad de levadura previamente determinada se diluye en el mosto y
luego se inye'cta a la linea de mosto frio durante el enfriamiento. La cantidad total
de levadura que se inyecta se calcula teniendo en cuenta el volumen de mosto que

va contener la tina de fermentacion (Hornsey, 2003).
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La temperatura inicial de fermentacion puede variar entre 6 a 10 °C. Una vez que
se inicia la fermentacién se aprecian como cambios notorios, el descenso del
extracto, la produccion de gas carbdnico y el desprendimiento de calor; durante la
fermentacion se controla el descenso de la densidad regulando la temperatura con
atemperadores (serpentines o chaquetas), por los cuales circula agua fria o
salmuera o agua glicolada a temperaturas que oscilan entre 1 a 2 °C para el caso
del agua y de -5 a -10 °C para el caso de la salmuera o el agua glicolada (Xiao y

col, 2004).

Cuando se alcanza el extracto limite o sea hasta donde se le va a dejar fermentar
se abre el frib para conseguir enfriar la cerveza (Xiao y col, 2004). Se consigue
enfriar la cerveza hasta 5 °C y se suspende el envio de gas carbénico a la planta,
luego se bombea la cerveza a los tanques de maduracion y se recupera ia levadura

(Hornsey, 2003).

2.6.6.1. Principales transformaciones que tiene lugar durante Ia
fermentacién

Durante la fermentacion, se distinguen dos procesos muy diferentes en el
metabolismo de la levadura. El primero es el proceso de crecimiento o
multiplicacidn celular, el cual es caracterizado por un incremento en el niimero de
células. El segundo es el proceso del extracto, es decir, consumo del extracto y

formacion de alcohol (Klimovitz, 2002).
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Después de que la célula se ha adaptado a la presion osmoética del mosto y los
nutrientes han permeado hacia el interior de ella, comienza el proceso de
crecimiento. La multiplicacion requiere energia, estd es proporcionada por los
azucares que son metabolizados por una larga cadena de reacciones enzimaticas.
Primero que todo, la energia producida por estas reacciones es usada para el

principal propésito de la vida; la multiplicacién (Klimovitz, 2002).
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Figura 04: Ciclo de los 4cidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs). Fuente: Devlin,
2004
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La energia producida a partir de los carbohidratos es acumulada en forma de ATP;
¢ste puede ser utilizado en la formacion de acetil-CoA (Coenzima A) la cual
reacciona de muchas formas diferentes. Durante la etapa de crecimiento la célula
de levadura utiliza este compuesto activo para la sintesis de esteroles y de acidos
grasos insaturados, consumiendo el oxigeno; consecuentemente, la cantidad de
oxigeno proporcionado al mosto con la aireaciébn es decisiva para la
multiplicacién celular. Cuando el oxigeno ha sido consumido, cesa la sintesis de
esteroles y acidos grasos y por lo tanto la acetil-CoA puede ser utilizada en otras

reacciones (Klimovitz, 2002).

Cuando se acaba el oxigeno es cuando empieza la produccion de etanol y CO,
(Madrid, 2001). El pH disminuye aproximadamente una unidad a partir de un
valor inicial de 5,2. Muchos acidos, especialmente el acido acético, formado por

oxidacion del acetaldehido, contribuye a esta caida del pH (Ward, 1991).

Muchos investigadores han asociado la formaciéon de los ésteres con el
metabolismo de los lipidos por las levadura durante la fermentacion, los cuales
constituyen un grupo importante entre los compuestos volatiles de la cerveza

debido a su fuerte y penetrante aroma a frutas (Heggart, 1999).
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Figura 05: Ciclo de Embden-Meyerhof-Parnas. Fuente:
2.6.6.2. Efectos durante la fermentacion

A. Efecto Pasteur

El efecto Pasteur se refiere a la inhibicién de la fermentacién por el oxigeno
(respiracion). Esto se debe a que Saccharomyces cerevisiae puede metabolizar los

azucares tanto en aerobiosis como en anaerobiosis y al permitir la respiracion un

WICAELA BASTIDAS
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mejor rendimiento celular (generacion de energia) se consume menos azucar en
aerobiosis que en anaerobiosis, es decir la aerobiosis conlleva a la disminucion del

consumo de azucar y por ende a la disminucion de la fermentacion (Aycachi,

2009).

B. Efecto Crabtree
Se refiere a que, cuando la concentracion de azicar en el medio es elevada,
Saccharomyces cerevisiae solo metaboliza los azucares por via fermentativa;

incluso en presencia de oxigeno, la respiracion es imposible (Aycachi, 2009).

2,6.7. Maduracion

La maduracion implica una fermentacion secundaria por las levaduras residuales
que pasan a la cerveza desde el fermentador primario. Durante este proceso, se
asimila el diacetilo asi como las pequefias cantidades de maltotriosa residual, y la

concentracion de algunos ésteres aumenta (Ward, 1991).

Los objetivos de la maduracion consisten en acumular o almacenar cerveza, dejar
sedimentar en forma natural la materia amorfa y la levadura que atn tiene la
cerveza, refinacion del sa_bor por eliminaciéon de las sustancias volatiles que
causan el sabor verde, separacion por precipitacion de los compuestos que se
forman al ser enfriada la cerveza, es muy importante considerar que la cerveza se
enturbia al ser enfriada después de haber sido filtrada, otro de los objetivos es
completar la atenuacion limite que no ha sido alcanzada en la fermentacion y

también se busca carbonatar la cerveza (Klimovitz, 2002).
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Si la maduracion es muy larga o prolongada el sabor se suaviza demasiado, pierde
cuerpo, pierde amargor y queda muy simple. Con respecto a la temperatura de la
cerveza en maduracion se especifica entre -2 y 0 °C si se hace segunda
maduracion se pasa a la etapa de reposo de 2 a 3°C y cuando se pasa al acabado se
enfria a -2°C. Si es mayor de 0°C puede presentarse autélisis de la levadura que
pasa a maduracién afectando el sabor, se presentan coagulaciones de las
sustancias que precipitan en frio (proteosas o peptonas - taninos) y por tanto se
obtienen cervezas quimicamente inestables, también por esta temperatura alta no
se obtiene una buena clarificacion y por lo tanto cervezas muy turbias al final de
la maduracion que causan problemas en la filtracion. Al subir la temperatura se

puede aumentar el efecto de la oxidacion (Heggart, 1999).

En referencia al tiempo de la maduracion cuando se hace en una sola etapa se deja
de 2 a 3 semanas. Cuando es en dos etapas el tiempo de la primera etapa dura
comunmente 2 semanas y el tiempo de acabado o segunda etapa dura
aproximadamente una semana. La produccion debe ser programada de tal manera

que la cerveza tenga una maduracién uniforme (Klimovitz, 2002).

2.6.8. Filtracion

Después de la maduracion y antes del embotellamiento, la cerveza pasa de nuevo
por una filtracion con tierra diatomacea que elimina los ltimos restos que puedan
quedar de la fermentacion y también los restos de nitrogeno que durante la
maduracién han formado una especie de mucosa, lo que podria provocar mas

adelante que la cerveza saliera turbia (Hornsey, 2003).
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2.6.9. Envasado
Antes de llevar la cerveza a la maquina de llenado se inyecta CO; en los tanques
hasta conseguir la saturacion deseada, para que la cerveza salga de su recipiente

con una buena capa de espuma (Hornsey, 2003).

Para alargar el tiempo de conservacién de una cerveza, sin que cambie de aspecto,
se esteriliza por medio de la pasteurizacion después del envasado (las botellas
pasan por un tinel con agua a 70°C), o con una pasteurizacion flash antes de
envasar (durante el recorrido del tanque a la cadena de envasado la cerveza se

calienta hasta 65° C) (Hornsey, 2003).

2.7. Tipos de cerveza

En el mundo existen muchas clases de cerveza y cada cual posee un particular
aroma, sabor, color y cuerpo. Si bien todas se fabrican con los mismos
ingredientes, cebada malteada, lapulo, levadura y agua, lo que establece la
diferencia entre una y otra son las vartaciones de esas materias primas y el tipo de

fermentacion experimentada (De Clerck, 1957a).

2.8. Tipos de fermentaciones

La fermentacion es una etapa clave en ¢l proceso productivo, en ella el mosto o
caldo de cerveza se transforma en alcohol gracias a la intervencion de levaduras
especiales. Dependiendo de la clase de levadura usada, las cervezas son
clasificadas internacionalmente en dos categorias basicas: cervezas de alta

fermentacién o Ale, y cervezas de baja fermentacion o Lager (Knudsen, 1977).
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2.8.1. Fermentacion alta o cervezas ale

Esta cerveza es, por tradicion, ¢l producto de la fermentacion de las cepas “de
superficie”, de saccharomyces cerevisiae, denominada asi debido a que una parte
de la levadura sube hasta formar una densa “cabeza de levaduras™ en la superficie
del fermentador (Brown y col, 1989). La fermetacién se da a temperaturas mas

altas utilizadas (20 - 23°C) (Knudsen, 1977).

2.8.2. Fermentacion baja o cervezas Lager
La fermentacion se realiza a bajas temperaturas (10 a 12°C), y en él la levadura se
mantiene al fondo del estanque permitiendo que el lupulo y la cebada malteada

dominen el aroma y sabor del producto (De Clerk, 1957b).

2.9. Control de calidad de la cerveza

2.9.1. Calidad sensorial

El término “flavor” se emplea en el sentido que implica la percepcion global
integrada de todos los sentidos que participan en el (olfato, gusto, vista, tacto y
sonido) en el momento de la ingestion del alimento (fennema, 2000). Si se
considera a la cerveza dentro de este contexto el gusto y el olor son

indudablemente las propiedades mas importantes (Hough y col, 1982).

La calidad de la cerveza se halla en los ojos, nariz, boca y mente del consumidor.
Sin embargo, aquello que se ve, huele, saborea y piensa es a veces imposible de

descubrir. La investigacion del consumidor puede dar cierta informacion, pero a

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



MICAELA BASTIDAS

menudo descansa en la responsabilidad del personal técnico de interpretar los

deseos del segmento del mercado al cual se dirige el producto (Vicente, 1999).

Comparado con otras bebidas alcoholicas la cerveza muestra una pobre
estabilidad del “flavor”. La aplicacion de sistemas mas rapidos, equipo de escala
sobredimensionado, largas distancias de distribucion, almacenamiento extendido
bajo condiciones indeseables, y la tendencia a cerveza de baja gravedad estan
incrementando este problema. Ciertas tipos de cervezas son mds o menos
susceptibles a cambios en aroma y “flavor” durante la fermentacion,
almacenamiento y envejecimiento. El contenido de oxigeno durante el empacado
y la temperatura durante la distribucién y almacenamiento son pardmetros
importantes que afectan la estabilidad del “flavor” en la cerveza (Charalambous,
1980). Dentro de los defectos de “flavor” en la cerveza se pueden citar los
siguientes: granoso, cascaroso, astringente, diacetilo, mohocidad, medicinal,
azorrillada, sulfuro de dimetilo, éster, vinoso, caracter de casa y oxidacion (Master

Brewing Association of the Americas, 2002).

En defecto de oxidacion se puede decir con seguridad que todas las cervezas son
susceptibles a la degradacion de su “flavor” debido a la edad. Es casi imposible,
detener el cambio de “flavor” que se da en la cerveza empacada mientras envejece

(Master Brewing Association of the Americas, 2002).

El control de los niveles de oxigeno en el producto y los ciclos de temperatura que

experimenta la cerveza desde el momento en que es envasada y consumida, son
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factores importantes para asegurarse de que la cerveza mantenga su “flavor” con
el tiempo. Compuestos de “flavor” activos tales como trans-2-nonenal,
acetaldehido y otros productos oxidativos de los constituyentes normales de la
cerveza, son los responsables de impartir “flavors” a carton, papel o paja en la

cerveza vieja (Master Brewing Association of the Americas, 2002).

Meilgaard er al, (1991) desarrollo una rueda de sabor en un esfuerzo por
regularizar el idioma de andlisis de sabor. La rueda de sabor se adopto
conjuntamente en los afios setenta por la Convencion de la Cerveceria Europea, la
Sociedad Americana de Quimicos Cervecefos y la Asociacion de Maestros
Cerveceros de las Américas (EBC, ASBC y MBAA, por sus siglas en inglés
respectivamente). La rueda de sabor de cerveza es la herramienta de andlisis
sensorial estandar en la industria. Se empieza explorando los cuatro sabores
basicos, pasando luego a través de los malos sabores y de los productos de
fermentacion (Vicente, 1999).La rueda de “flavor” es presentada para facilitar la
ubicacion de los términos dentro del sistema (Master Brewing Association of the

Americas, 2002).

2.9.2. Calidad microbiolégica de la cerveza
La cerveza no es un buen medio de cultivo para el crecimiento de

microorganismos, lo que se refleja en el escaso numero de microorganismos

capaces de crecer en ella. La cerveza es ademas un alimento seguro desde el punto

de vista de la ausencia de microorganismos patégenos (Sendra y Carbonell, 1999).

Ademas utiliza materia primas muy sencillas (agua, cebada y levadura) y
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faciimente controlables. El agua y la cebada sufren un intenso tratamiento térmico

en el proceso de fabricacion (Baxter, 1996).

Existen cinco factores en la cerveza que limitan el crecimiento microbiano

(Vamam y Sutherland, 1994):

1. El bajo pH

2. El bajo potencial de oxido-reduccién

3. El relativamente bajo contenido de nutrientes, agotados en su mayor parte por
la levadura cervecera.

4. La presencia de alcohol etilico

5. La presencia de las isohumulonas del lapulo, de marcado efecto

antimicrobiano.

Estos cinco factores actian como barreras sucesivas frente al desarrollo
microbiano. Asi, la capacidad para crecer en un medio con pH bajo es una
caracteristica de Lactobacillus, pero la tolerancia a las isohumulonas estd
restringida a las cepas cerveceras de este género. El crecimiento de las bacterias
acidolacticas se ve limitado por el bajo contenido de aminoacidos de la cerveza
(que actian como factores de crecimiento), mientras que el bajo potencial redox
limita el crecimiento de las bacterias acéticas. También la elevada concentracion
de anhidrido carbonico disuelto tiene un cierto efecto antiséptico (Sendra y

Carbonell, 1999).

MICAELA BASTIDAS
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2.9.3. Calidad nutricional
La caracteristica diferencial de la cerveza es el extracto primitivo, de la que se
derivan el contenido de agua, alcohol, extracto y calorias. En cantidades absolutas,

el agua es el componente mayoritario de este producto (Piendl, 1998).

Globalmente se suelen alcanzar una concentracion de 0,5 a 2 g/l. de compuestos
inorganicos. Los compuestos minerales influyen sobre el sabor de la cerveza. Los
cloruros dan sensacion de plenitud de sabor (fullness), los sulfatos sequedad
(dryness), los carbonatos producen efectos muy variados en el sabor, el sodio
tiene un efecto importante sobre el sabor global, mientras que el magnesio puede
conferir un sabor desagradable. Por otra parte, el hierro, plomo, cobre, zinc y

estafio puede producir turbidez en cervezas (Sendra y Carbonell, 1999).

Las cervezas contienen un 2,5 a 4% de carbohidratos, en forma de mono, di, y
trisacaridos, dextrinas, y -glucanos. El 78-80% de esta cantidad, ademas contiene
habitualmente entre 1,9 a 6,3 g/l. de componentes nitrogenados, que incluyen
aminoacidos, péptidos polipéptidos, proteinas, acidos nucleicos y sus productos de
degradacion. No obstante algunos tipos de cerveza de alto extracto original llegan
hasta 11,5 g de sustanciaa nitrogenadas (Hough y col., 1982). Proceden
fundamentalmente de los cereales y se modifican cualitativamente en el proceso

de elaboracion (Sendra y Carbonell, 1999).

Después del agua el constituyente mas abundante en la cerveza es el alcohol

etilico. Se produce junto con el anhidrido carbdnico, en la fermentacion, a razon
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de un gramo de alcohol por cada 1,6 g de sustrato hidrocarbonado transformado.
Participa de forma importante en ¢l sabor de la cerveza (Sendra y Carbonell,
1999). La mayoria de las tablas de composicion de cervezas dan valores proximos

al 5% (Bulinski y col, 1986).

La cerveza contiene pequefias cantidades de vitaminas del grupo B: tiamina,
riboflavina, acido pantoténico, piridoxina, biotina, mesoinisitol, cianocobalamina
y niacina (Sendray carbonell, 1999) También contiene acido folico y sus
derivados (folatos) procedentes de la malta, incrementandose en la germinacion de
la cebada y sobreviviendo al tostado La cerveza contiene cantidades apreciables
de compuestos fenolicos que contribuyen a la capacidad antioxidante del

producto. (Piend, 1999 y Ghiselli y col, 2000).

Ademas la cerveza contiene una pequefia proporcion de lipidos, procedentes de la
malta, adjuntos y lupulo, asi como resultantes del metabolismo de las levaduras en
el proceso de fermentacion. Son fundamentalmente acidos grasos ((0,33-0,76
mg/l), mono, di y triglicéridos (en conjunto hasta (0,4 mg/l), junto a trazas de
esteroles y fosfolipidos. La cerveza también contiene pequefias cantidades de
acidos organicos (citrico, fumarico, lactico, malico, piravico, succinico, glutarico,
oxalico, tartarico), que afectan al sabor y la estabilidad de la cerveza. Proceden de

la malta y la actividad metabolica de la levadura (Sendra y Carbonell, 1999).

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



MICAELA BASTIDAS

2.9.4. Calidad funcional

El valor caldrico de la cerveza se debe a su contenido en alcohol (5% v/v), que
aporta7 Kcal/g, densidad 0,91g/l y su extracto seco residual, aporta 4 Kcal/g.
Asi, una cerveza tipo que contenga un extracto original de 11 y un grado

alcoholico de 5 aporta las calorias que se muestran en el cuadro 01 (Sendra y

Carbonell, 1999).

CUADRO 01: Aporte calorico por 100 g de cerveza

Alcohol: 5x0.91x7 31,85 Kcal (68%)

Extracto residual (11 -5 x 0,91 x 1,6) x 4 14,88 Kcal (32%)

Total 46,73 Kcal (100%)
Fuente: (Sendra y Carbonell, 1999),

Un litro de cerveza aporta pues al dia 467Kcal. El metabolismo basal supone unas
1850 Kcal/dia en hombres de 75 kg de peso y 1600 Kcal/dia en mujeres de 65 kg.
Los requerimientos energeticos diarios, con una actividad fisica normal, se pueden
estimar respectivamente en 2800 Kcal/dia y 2100 Kcal/dia para los dos casos
citados. Un litro de cerveza supondria una aportacion del 17% de las necesidades
energéticas diarias de un individuo de estas caracteristicas y un 22% en el caso de

la muyjer (Sendra y Carbonell, 1999).
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L PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Produccion de cerveza con sustitucion parcial de lipulo por harina de
coca

La produccion de cerveza con sustitucion de lapulo por harina de coca esta dada

por las siguientes etapas:

3.1.1. Preparacion de inéculo

Para la preparacion del indculo se utilizé la cepa Sc BA-IA-2009-11. Para la
fermentacidén se cultivo en mosto de malta como medio de cultivo diluyendo la
concentracion de azicar hasta 2% p/v y ajustando el pH a 5,6. La propagacion del
cultivo se llevé a cabo en un agitador orbital a 100 rpm a 29°C £1°C  durante 48
horas (ver apéndice 4.2). La cantidad de indéculo utilizado para realizar la

fermentacion fue de Sy3 % v/v con respecto al volumen de fermentacion.

3.1.2. Fermentacion en biorreactor

Esta parte de la investigacion corresponde al disefio experimental propuesto, es
aqui donde se manipularon las variables independientes (factores de entrada)
como la sustitucion de lupulo por harina de coca en proporciones de 20 y 30 %p/p
y, la concentracién de indculo para la fermentacion alcohdlica en 3 y 5% v/iv

respectivamente.

El proceso de elaboracién de la cerveza comenzé con la molienda de la malta
con un 25% de cascara, 30% grano grueso, 15% grano fino y 30% harina,

determinado mediante tamices ASTM E11 con mallas N° 10 (2 mm), 20 (850
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pm) y 35 (500 pm) respectivamente. La maceracién se realizd por coccién
durante 150 mim. a temperaturas de 40, 52, y 72°C cada uno por un tiempo de 30
min., y a temperaturas de 62 - 65°C por un periodo de 60 mim., con una relacién
de malta y agua de (1:4). Una vez concluido el proceso de coccion se realizo el
filtrado a 75°C, utilizando como medio filtrante el bagazo de malta. La coccién
del mosto dulce se realizo a 85 °C, al cual se le agrego lupulo y se dejo hervir
durante 15 min., luego se agregé la harina de coca la cual se dejo hervir por 15
min. en una relacion de lapulo/harina de coca de 80%/20% p/p y 70%/30% p/p,
seguidamente se realizé6 la filtracion del mosto con una franela a 75°C,

seguidamente se dejo enfriar hasta 20°C.

Los ensayos de fermentacion se realizaron en un biorreactor estandar de acero
inoxidable de 25L con un volumen de trabajo de 1/5 del volumen total, construido

para este fin (ver apéndice 6.3).

Se realiz6 la inoculacion con levaduras en proporciones de 3% y 5% v/v respecto
al volumen de fermentacién. Al inicio de la fermentaciéon el medio se aired a
razén de 68 L/hr durante 1 minuto y con una agitacién de 156 rpm; luego se dejo6
fermentar el mosto a 20°C £1°C por 72 horas. El pH inicial del mosto se ajusto a
5,6. Los controles de pH, peso especifico, acidez y produccion de etanol en el
transcurso de la fermentacién se realizaron cada 12 horas. La cerveza verde
obtenida se maduro6 por un periodo de 14 dias a una temperatura de -2 a2°C +1°C
en frascos de vidrio de 4 L. Finalmente, el proceso de clarificacion de la cerveza

se realizd por sedimentacion.
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Seleccion de malta

«

Molienda de maita

A

Maceracion (mosto duice)

Filtrado

Coccion del mosto dulce junto
con el lapulo y harina de hojas de
coca {mosto lupulado)

Filtrado v enfriado

Fermentacion del mosto lupulado
(cerveza verde)

A

Maduracion de la cerveza

y

Filtrado (cerveza madura)

A

_Envasado

En la figura 06: Se detalla el flujo de elaboracion de la cerveza utilizado en la
investigacion.

25% cascara

30% grano grueso
15% grano fino
30%harina

40°C 30 minutos
52°C 30 minutos
62°C - 85°C 60 minutos
72°C 30 minutos

Temperatura; 75 °C

Relacién lipulofharina de hojas de coca
(80/20, 70/30)

Tiempo de coccién:

Lapulo : 30 minutos

Harina de hojas de coca: 15 minutos
Temperatura: 85 °C

Temperatura de filtrado: 75°C
Temperatura de enfriado: 20°C

Temperaturas: 20 °C £ 1°C
Tiempo: 72 horas
pH: 5,6

Temperatura: -2 a 2°C
Tiempo: 14 dias

Temperatura: 60°C
Tiempo: 10 minutos

Figura 06: Diagrama de flujo de la elaboracion de cerveza sustituyendo
parcialmente lipulo con harina de coca.
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3.2. Evaluacién de la calidad de la cerveza
En esta parte de la investigacion se determind la calidad fisicogimica, sensorial y

nutricional de la cerveza elaborada.

3.2.1. Evaluacion fisico y quimico

La evaluacién fisico y quimico de la cerveza incluyeron; proteina mediante la
técnica micro Kjendhal (AOAC 920.53), 4cido fésforico (AOAC 10.036), calcio
por la técnica de complexometria, acidez total (950.07) acidez volatil (945.10),
concentracion de etanol mediante la técnica de densiometria, pH (945.10) y la
densidad. La acidez total, porcentaje de etanol, densidad y el pH se evaluaron
cada 12 horas durante la fermentacion. Todos los analisis se realizaron en el
laboratorio de biotecnologia y quimica de la carrera profesional de Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac. De la
misma forma se evaluaron las caracteristicas fisicas y quimicas a la cerveza

madura, utilizando las mismas técnicas mencionadas anteriormente.

3.2.2. [Evaluacion sensorial

Para evaluar la calidad sensorial de la cerveza se utilizd pruebas hedonicas de
aceptabilidad asi como la prueba descriptiva cuantitativa para atributos de color,
aroma y sabor de la cerveza de acuerdo al método internacional del la Sociedad

Americana de Quimicos Cerveceros.

Los paneles de juzgamiento estuvieron conformados por jueces semientrenados.

Para la seleccion de los jueces se tomé en cuenta la edad, el sexo y el habito de

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



MICAELA BASTIDAS

beber cerveza, se formdé un panel integrado por 4 hombres y 3 mujeres, se
prefirieron aquellos de edad entre 20 a 30 afios que no presentaban hdbitos de
beber en lo posible, esto con la finalidad que no haya sesgos en el momento de la
evaluacion. Cabe resaltar que la evaluacion sensorial se hizo con la finalidad de
evaluar la aceptabilidad de la cerveza y no compararla con alguna cerveza
comercial especifica. Antes del juzgamiento los jueces recibieron un
entrenamiento basico para evaluar aromas y sabores especificos encontrados en la
cerveza, entre ellos; acetaldehido, metdlico, diacetilo, coca, alcohdlico y
levadura. Se utilizaron cartillas de respuesta para recolectar las puntuaciones
obtenidas por cada juez (ver anexo modelo de cartilla) y posteriormente se

evaluaron estadisticamente.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El proceso de produccion de cerveza se describe en detalle en la seccion 3.1.2.
Para la fermentacion se utilizé un biorreactor estandar con agitacion mecanica
(ver fig. 07). Al término de la fermentacién se obtuvé una cerveza clara de

apariencia agradable tal como se muestra en la fig. 08.

Figura 07: Biorreactor utilizado durante la fermentaciéon de cerveza tipo ale
con sustitucion parcial de lipulo por harina de coca.

” 20%cocal3%indculo 20%coca/5%inéeulo 30%coca/3%inéculo | 20%coca/3%indculo

Figura 08: Cerveza tipo ale obtenidas con sustitucién parcial de lapulo por
harina de coca.
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Una vez obtenida las cervezas se realizaron los analisis de control de calidad, los

analisis incluyeron; analisis fisicos, quimicos y sensoriales.

4.1. Analisis fisicos y quimicos de la cerveza durante la fermentacion
Los anilisis fisicos y quimicos incluyeron la determinacién del pH, acidez total,,
contenido de etanol y densidad. Los valores promedios se reportan en los graficos

en cada caso.

En lo referente al pH y la acidez de las cervezas los valores obtenidos se muestran
en la fig. 09. El rango de pH de las cervezas estuvo entre 4,3 y 4,5. Estos valores
coinciden con lo sefialado por Kunze (1996), el cual indica que el pH se sitia

entre 4,2 y 4,4.

" 6.0 - _— A

5 20% coca/33% indculopH %
&8 20% cocal3% indeulo Acidez (g1 ;
£ 20% cocal/5% inéeuto pH ;

E20% cocalS%e indoto Acidez (g/L)

=30% cocal 3% indutopH.

®30%. cocal M indouto Anider (gfl)
]

" 30% cocal 5% indculopH

I 30% cocal5¥ indeuloficider (/L) -

1
|

b
I
{
]
‘l i

Figura 09: Progreso de la disminucién del pH y aumento de la acidez (g/L)
respecto al tiempo de fermentacion.
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Los valores de pH de las cervezas disminuyeron en promedio 1.23 unidades en
todos los ensayos. Como se observa en los resultados mostrados en la fig. 09 a
medida que la concentracién del indculo es mayor el valor del pH es mayor y
como consecuencia el valor de la acidez es menor, esta anotacion es importante ya
que la concentracion del indculo juega un importante rol en el valor final del pH y
la acidez. Por otro lado, la concentracion de lupulo parece no tener efecto en el
valor final del pH y la acidez ya que los 4cidos constituyentes permanecen hasta el
final de la fermentaciéon. Segin Manfred y Jean (1991), ¢l pH tiene un efecto
considerable en la calidad de la cerveza y manifiesta que un pH menor que 4.4
acelera la precipitacion de complejos coloidales inestables (proteinas y
polifenoles), produce una maduracién mas rapida, refina el sabor de la cerveza y

es un requerimiento esencial para una buena estabilidad biologica de la cerveza.

Con respecto al contenido de etanol de las cervezas los resultados se muestran en

la fig. 10. Se encontr6 que el contenido promedio de etanol fue de 5,20% v/v.

o 20% coca/3% indculo
®20% coca/s% indculo
0 30% coca/3% indculo

Etanol (%)

® 30% coca/5% indeulo

b —

Figura 10: progreso de la produccion de etanol durante la fermentacion
con sustitucién parcial de lipulo por harina de coca.
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Los resultados mostraron ademas que el contenido minimo y maximo de etanol en
las cervezas fueron 4,79y 5.47% respectivamente. Por otro lado, se encontrd que a
mayor concentracion de inoculo la produccion de etanol fue menor esto es
interesante de notar. Este fenémeno se deberia al hecho que a mayor
concentracion inicial de inoculo hay un agotamiento prematuro de nutrientes y
entre ellos factores de crecimiento principalmente. Los resultados encontrados en
este sentido corroboran lo aseverado por Hornsey (2003). Segiin Moctezuma y
Roman (2008) al utilizar 1.5 g/L de inoculo el rendimiento de la fermentacion es
deficiente, mientras que al utilizar 3g/L de causa en el producto sabores y olores
indeseables y ademas de un grado de acidez bajo. En cambio, al utilizar una
concentracion de inoculacion de 2.5 g/L,, se garantiza un adecuado crecimiento de
la levadura durante el proceso de fermentacion. Por otro lado, la concentracion de
harina de coca no mostro6 tener efecto significativo sobre la produccion de etanol.

Otro parametro importante en la fermentacion es el contenido de oxigeno disuelto
en el medio de fermentacion. Como menciona Aycachi (2009), el oxigeno juega
un rol importante en la multiplicacién celular, sin embargo en presencia de
concentraciones elevadas de glucosa las levaduras manifiestan el efecto Crabtree

en el cual fermentan el azicar a condiciones acrobias.

El dendidad final de la cerveza es otro parametro que determina su calidad. El
valor promedio de la densidad encontrado en las cervezas fue 1.0099g/L, este
valor es corroborado con lo encontrado por Hough y Burgos (1990) entre 1.008-
1.010 g/L. Los resultados de variacion de densidad del mosto se muestran en la

fig. 11.
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1.045
1.04
1.035
1.03
1.025
1.02
1.015
1.01
1.005

(&L)

H 20% coca/3% indculo

& 20% coca/5% indculo

Densidad

0 30% coca/3% indculo

® 30% coca/5% indeulo

0.995
0.99

Figura 11: variacion de los valores de la densidad del mosto durante el

proceso de fermentacién de cerveza.
El contenido de azlicares fermentables en el mosto de malta define 1a cantidad de
etanol que ser4 producida por la levadura durante la fermentacion. El contenido de
azhcares iniciales del mosto se obtiene macerando el mosto a temperaturas
variables que no sobrepasan los 75°C, el valor de la temperatura seleccionada
depende de la actividad de las enzimas envueltas en este proceso tales como las o
y B amilasas. Para los ensayos de fermentacion las densidades iniciales del mosto
estuvieron en el rango de 1.0374 y 1.0382 g/L. El proceso de maceracion se
detalla en la seccién 3.4.2.2. De los resultados mostrados en la fig. 11, se infiere
que a menor concentracién de inoculo (3%v/v) utilizada para la fermentacion
presentd una tasa mayor de utilizacion de azucares, estos resultados estan

relacionados con la produccién de etanol discutido previamente.
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4.2. Analisis fisicos y quimicos de la cerveza madura

Ls analisis realizados a la cerveza madura, elaborada con sustitucion del lapulo
por harina de coca en porcentajes de 20 y 30 % p/p y utilizando in6culo como
iniciador del proceso fermentativo en un 3 y 5% v/v respecto al volumen total de

fermentacion, se muestran en la tabla 04:

TABLA 04: analisis fisicoquimico de la cerveza madura

3% inéculo/ 3% indculo/ 5% inéeulo/ 5% inéculo/
20 % de 30 % de 20 % de 30 % de
sustitucion  sustitucion  sustitucion  sustitucion

Acidez total (g/L) 1.440 1.445 1,424 1,435
Acidez volatil (g/L) 0.360 0.342 0.341 0.335
pH 4,5 4,5 4,5 44
Densidad (g/ml) 1,0085 1,0083 1,0088 1,0079
Etanol (%) 5,30 5,49 4.80 5,15
Acido fosforico (%) 0,036 0,038 0,036 0,037

Como se observa en la tabla 04 los valores de pH aumentarén y los valores de
acidez disminuyeron con respecto a los valores obtenidos al finalizar la primera
fermentacion, esto debido a que durante la maduracién el valor de pH y acidez
varian puesto que se forman nuevos productos a partir de la reaccion de los acidos
organicos con alcoholes lo que hace que el pH se incremente hacia la neutralidad.
La relacion inversa que se encontré entre el valor de pH y la acidez se corrobora
con los resultados encontrados por Manfred y Jean (1991). De la misma forma se
observa que la densidad disminuye en la cerveza madura, esto debido a que en
esta etapa, las proteinas de bajo peso molecular y algunos carbohidratos como las
maltotriosas floculan y precipitan y ademas que algunos azucares y aminoacidos y

péptidos todavia son asimilados por las levaduras que se encuentran en suspension
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el el medio. Con respecto a la concentracion de etanol, se observa que la
concentracién se mantiene sin mucha variacion, aunque en esta etapa de
maduracion continua el proceso fermentativo, pero también agunos alcoholes
forman otros compuestos con los azicares y los acidos, de ahi que la

concentracion de este metabolito primario no sufra variaciones significativas.

La concentracion de acido fosforico se encuentra en una concentracion promedio
de 0.03675 %, valor que se encuentra dentro de los requisitos miminos de la
cerveza seglin la NPT N° 213.014-Febrero de 1973, la cual estipula un minimo de
0.03% de acido fosforico en peso. Como se observa en la tabla04 no existe una
variacion significativa entre los diversos tratamientos realizados puesto que en su
mayoria el 4cido fosforico proviene de los granos de la cebada, las cuales son
degradados a partir del acido fitico por la fitasa durante el germinado para ser

utilizado por el embrion como menciona Hough (1990).

4.2.1. Analisis del contenido de proteina y calcio

Estos analisis se consideraron debido a que la harina de coca aporta al valor
nutricional con calcio y proteina. Sin embargo, la cerveza normalmente contiene
concentraciones considerables de algunos nutrientes que no son considerados en
esta investigacion. Los procedimientos para cada analisis se detallan en la seccion

32.1
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El contenido de proteina encontrado en las cervezas fue en promedio 0.96 g/L.
Los valores limites estuvieron entre 0.94 y 1.00 g/L de proteina. En la fig. 12 se

muestra el contenido final de proteina de cuatro cervezas.

Proteina (g/L)

20% coca 3% 20% coca 5% 30% coca 3% 30% coca 5%
inéeulo Andculo indeudo inbeulo

Figura 12: contenido de proteina de las cervezas
obtenidas con sustitucién parcial de lipulo por harina
de coca.

Como se observa en los resultados mostrados en la fig. 12, el mayor contenido de
proteina se obtuvo en el proceso donde se utilizé 30% p/p de harina de coca 'y 5%
v/v de inoculo. Este valor difiere mucho de los resultados encontrados por Piendl,

1999, quien encontraro valores entre 3 y 5g/L de proteina total o cruda.

El contenido de proteina en la cerveza esta influenciado principalmente peor la
cantidad de proteina presente en la cebada. De acuerdo a los resultados obtenidos
¢s de pensar que la cebada utilizada en el proceso presentd un contenido bajo de
nitrégeno y esto seria debido a la variedad, al manejo de cultivo y abonamiento

precario. Sin embargo, el proceso fermentativo de la cerveza no mostrd
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inconvenientes debido a las limitaciones de fuente de nitrégeno en el mosto de
malta. Por otro lado, los constituyentes nitrogenados influyen en las caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales de la cerveza tal como lo mencionan Sendra y
Carbonell, 1999, La formacion y estabilidad de la espuma dependen en gran
medida del tipo y cantidad de proteina presente en la cerveza. Poca concentracion
de formacion de espuma estaria relacionada con concentraciones limitantes de

compuestos nitrogenados.

En la fig. 13, se muestra la influencia del porcentaje de harina de coca y
concentracion de indculo en el contenido final de proteina en la cerveza. Los
resultados muestran que tanto la concentracion de sustitucion de lupulo y la

concentracion de inoculo no tienen incidencia significativa en el contenido de

proteina de las cervezas.
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Figura 13: (a) Diagrama de Pareto estandarizada para proteina, (b) Efectos
principales para proteina.

Resultados luego de utilizar el analisis estadistico de Durbin-Watson (DW) para

determinar el nivel de autocorrelacion a un valor de significancia de 5%, se
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encontrd que no existe correlacion significativa entre la proporcion de harina de
coca sustituida o la concentracién de inoéculo utilizado con respecto a la
concentracion de proteina de la cerveza. Esto confirma una vez mas que la
concentraciéon global de proteina de la cerveza depende del contenido de proteina
de la variedad de cebada utilizado en el proceso de elaboracion. Para verificar esta
hipétesis se sugiere estudios adicionales de contenido de proteina de cervezas

elaboradas a partir de otras variedades de cebada.

En lo referente al contenido de calcio de las cervezas, el valor promedio
encontrado fue 169.20mg/L y los valores minimo y maximo 14142 y 196.98
mg/L respectivamente. En la fig. 14 se muestra los resultados del contenido de

calcio en cuatro cervezas.
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Figura 14: contenido de calcio de las cervezas
obtenidas sustituyendo parcialmente lipulo por
harina de coca.

En los resultados se puede observar que el contenido de calcio en las cervezas esta

relacionado con el porcentaje de sustitucién de harina de coca. Esta observacion
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es de esperarse desde que el contenido de calcio en la coca es considerablemente
alto (1.798 g Ca/100 g de hojas de coca). La adicién de calcio en este sentido
resulta beneficiosa al valor nutricional de la cerveza comparado con las cetvezas
comerciales que normalmente contienen entre 40 y 140mg/] segin lo reportado
potr Bamforth (2002). En lo referente a la concentracién de indculo los resultados
muestran que no hay una influencia determinante en el contenido final de calcio

de las cervezas.
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Figura 15: (a) Diagrama de Pareto estandarizada para calcio, (b) Efectos
principales para calcio.

Los resultados de la fig. 15 se muestra que hay una relacion directa entre €l
porcentaje de harina de coca adicionado al mosto durante el proceso y el
contenido de calcio en la cerveza. Esto es de esperarse desde que la harina de coca
aporta con concentraciones considerables de calcio a mayor proporciéon de
sustitucion. Por el contrario no se observa alguna relacion significante entre la

proporcion de inoculo utilizado y la concentracion de calcio en la cerveza.
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La utilizacion del analisis estadistico de Durbin-Watson (DW) para evaluar
autocorrelacion a un nivel de significancia de 5%, demuestra una correlacion
positiva entre la proporcion de harina de coca sustituida y el contenido de calcio

en la cerveza.

La concentracion de calcio durante la fermentacion es de mucha importancia ya
que puede inhibir la actividad fermentativa de la levadura cuando esta presente en
concentraciones superiores de 1g/L. Sin embargo, su presencia puede estimular el
crecimiento de la levadura sin ser un factor de crecimiento. La participacion del
calcio es principalmente a nivel extracelular, participa en el mantenimiento de la
membrana ¢ integridad de la pared celular de la levadura, favoreciendo asi la tasa

de fermentacion.

Ademas, por otra parte los iones de calcio juegan un importante papel en el
proceso de floculacion al termino de la fermentacion (Hornsey, 2003), debido a
que elevadas concentraciones de iones calcio (por encima de 1000 ppm) demora
en la captacion de maltosa y maltotriosa y por consiguiente se dan periodos

prolongados de atenuacion.

4.3.  Analisis sensorial de la cerveza con sustituciéon parcial de lupulo por
harina de coca
4.3.1. Sabor y aroma
El sabor y el aroma de la cerveza esta influenciada por los compuestos sensoriales

que provienen de las materias primas que se utilizan en su elaboracion, por los
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compuestos que se originan durante la fermentacion y por las condiciones de
maduracion. Los principales atributos que se evaluaron fueron; amargo, metilico,
alcohdlico, a coca, levadura, diacetilo, acetaldehido y cuero, estos atributos
determinan caracteristicas sensoriales negativas cuando el grado de percepcion es
muy alto, por el contrario el aroma frutal o rosal tiene influencia positiva. El
procedimiento para realizar la evaluacion sensorial se describe en detalle en la
seccion 3.2.2. Las evaluaciones han sido realizadas por un panel conformado por
siete jueces y el promedio de los resultados de sus apreciaciones se muestran en

la tabla 05.

Tabla 05: Promedio de puntuaciones obtenidas durante la evaluacion
sensorial de sabor y aroma en las cervezas elaboradas.

PUNTUACIONES

20% coca 30% coca 20% coca 30% coca

ATRIBUTO  joiingeulo  3%in6eulo  5%inéeulo  5%inéeulo

7 Escala 0-5 Escala 0-5 Escala0-5  Escala 0-5
Amargo 1.65 1.51 .69 150
Metalico 0.15 0.08 0.11 0.10
Alcoholico 1.36 1.37 1.29 1.27
Coca 1.37 1.47 1.40 1.49
Levadura 0.56 0.55 0.61 0.64
Diacetilo 0.18 0.12 0.16 0.16
Acetaldehido 0.44 0.41 0.44 0.43
Cuero 0.06 0.09 0.07 0.06
Frutal o rosal 3.90 3.55 3.78 3.31

El sabor amargo es una caracteristica distintiva de las cervezas, su intensidad
depende de la proporcion de lupulo adicionado durante la elaboracion y del
tiempo de extraccion de los acidos durante la coccion. En la tabla 05 se observa

que la percepcion del amargor de las cervezas disminuye con respecto a la
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proporcion de lupulo sustituido, a menor sustitucion el amargor es mayor, es decir
que existe una relacion inversa, y esto se demuestra mediante el estadistico de
Durbin-Watson (DW). Esta es una importante notacion desde que la
concentracion de harina de coca no jugaria un importante rol sobre el grado de
amargor de la cerveza. Sin embargo estudios complementarios son necesarios
realizar para determinar cual es la participacion de la harina de coca en el grado de

amargor de la cerveza.

La percepcion a sabor alcoholico en la cerveza esta relacionado con la
concentracion de etanol producido por las levaduras y ademas con la presencia de
otros componentes sensoriales que disminuyen su impacto en el paladar.
Generalmente este atributo se relaciona con cervezas sin bouquet debido a la baja
concentracion de otros componentes sensoriales importantes. En la tabla 05 se
observa que la percepcion a alcohdlico de las cervezas disminuye a medida que la
concentracion de indculo disminuye. Este resultado es importante de notar ya que
sugiere que cervezas cuya produccion de etanol durante la fermentacion es lenta
involucra la producciéon de otros componentes sensoriales que intervienen en el

enmascaramiento de la percepcion de este atributo.

Por otro lado, el sabor a coca en las cervezas esta relacionado en forma directa
con la concentracion de sustitucion. Los resultados muestran que a mayor
concentracion de sustitucion de lapulo, mayor percepcion de sabor a coca. Asi
mismo los resultados de la tabla 05 muestran que en promedio el maximo valor de

percepcion a coca en la cerveza es 1.49 de una escala de cero a cinco, este valor
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nos da una idea que su grado de percepcion es bajo y no influye de manera
negativa en las caracteristicas sensoriales de la cerveza. Cabe mencionar que uno
de los objetivos de la investigacién es encontrar la concentracién adecuada de
harina de coca que no tenga efecto significativamente negativo en el valor
sensorial del producto final. Por lo cual segin el panel de catadores la sustitucién

adecuada es de 20% p/p en relacién al lapulo.

El sabor a “levadura” de la cerveza esta relacionado con la cantidad de inoculo
utilizado durante la fermentacién asi mismo con procesos de maduracién donde
no se ha separado adecuadamente las levaduras. Es una caracteristica sensorial
negativa y los valores umbrales debe disminuirse al maximo. Los resultados de la
tabla 05 muestran que la percepcion a “levadura™ en las cervezas aumenta a
medida que la concentracién de inoculo aumenta, sin embargo en forma general,
sus valores de percepcion son bajos (0.64 como maximo) por lo cual no inﬂuyen

significativamente en el perfil sensorial global del producto.

El acetaldehido y diacetilo son componentes producidos durante la fermentacion
de levaduras, ellos contribuyen sensorialmente en la cerveza. Generalmente estan
presentes en concentraciones muy bajas, debajo de su valor de percepcion.
Concentraciones que excedan grandemente a su valor de percepcion contribuyen
negativamente al valor sensorial de la cerveza. En la tabla 05 se muestra los
resultados de percepcion obtenido por el panel utilizado en el juzgamiento, los
valores de 0.44 para el acetaldehido y 0.18 para el diacetilo son concentraciones

bajas de estos componentes en las cervezas. Sin embargo, es necesario realizar
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investigaciones complementarias para determinar cuantitativamente estos

componentes y su interrelacion con otros componentes en las cervezas.

Respecto a los atributos “metalico” y a “cuero”, términos utilizados para la
evaluacion sensorial de cervezas podemos observar en los resultados mostrados
que los valores de percepcidon son muy bajos 0.15 para el “metalico” y 0.09 para
el “cuero”. Estas caracteristicas no serian de importancia significativa en la
calidad sensorial de las cervezas. Cabe mencionar el atributo “metalico” se refiere
a un sabor como a laton, similar a la de la sangre y el atributo “cuero” esta
relacionado con a un sabor a cuero fresco de animales, en ambos casos tienen

influencia negativa en la calidad sensorial de las cervezas.

El aroma frutal o rosal es una caracteristica positiva en las cervezas, se dg:be a.la
presencia de esteres de acidos grasos y acidos organicos. Los ésteres son
producidos mayormente por levaduras durante la fermentacion alcohdlica y otros
durante el proceso de maduracion. Los resultados en la tabla 05 muestran que la
percepcion frutal o rosal en las cervezas alcanzo valores mayores a tres de una
escala de intensidad de cero a cinco. Por otro lado, se observa que la
concentracion del indculo influye en la percepcion frutal o rosal, a medida que la
concentracion de inoculo es menor la percepcion es mayor referido con este

atributo.

En la figura 16 se presenta en un grafico de tela de arafia la variacion de los

atributos evaluados.
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Figura 16: Atributos sensoriales evaluados en las cervezas tipo ale con sustitucién parcial de lipulo por harina de coca.
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En la figura 16, se observa la interrelacion que existe entre los diversos atributos
analizados, de lo cual se puede destacar que en todos los tratamientos los
panelistas encontraron mayor niveles de percepcion en lo que respecta a floral o
rosal, amargor, coca y alcoholico y por el contrario niveles relativamente bajos en

los demds atributos analizados.

4.3.2. Color

El color de las cervezas esta influenciado por los componentes formados durante
el secado y curado de la malta y la interaccion de estos con los componentes
producidos durante la fermentacion. La temperatura de secado de la malta y el
tiempo de exposicion son factores importantes que influencian en la coloracion de
la cerveza. La evaluacion del color se realiz con la finalidad de verificar si la
sustitucion de lapulo por harina de coca influye significantemente en la
percepcion de color en las cervezas. Los resultados de la evaluacion de color se

muestran en la tabla 06.

TABLA 06: Promedio de los valores de percepcion de color realizado en las
cervezas con sustitucién parcial de lapulo por harina de coca.

PUNTUACIONES
Atribut 20% coca 30% coca 20% coca 30% coca
ributo 3%inoculo 3%indculo 5%inéculo 5%inéculo
Escala 0-5 Escala 0-5 Escala 0-5 Escala 0-5
Intensidad de
color para 2.79 2.74 3.09 2.96

cerveza clara
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Los resultados de la tabla 06 muestran que hay una ligera variacion del color de la
cerveza a niveles de sustitucion de harina de coca de 20y 30%, sin embargo estos
valores no resultan ser significativos sensorialmente. Esta informacion es 1til para
manifestar que la harina de coca no influye sustancialmente en la variacion del

color en las cervezas.

4.3.3. Aceptabilidad

La preferencia que tienen los catadores por una u otra muestra de cerveza
elaborada con sustitucion parcial de lupulo por harina de coca, esta influenciado
por los diversos aspectos sociales y culturales, de ahi que la aceptabilidad por las

muestras presentadas varia como se muestra en la tabla 07.

Tabla 07: Aceptabilidad por el consumidor de las diversas muestras de
cerveza elaborada cen sustitucion parcial de lipulo per harina de coca.

20%coca/ 20%coca/ 30%coca/ 30%coca/
3%indculo 5%inodculo 3%indculo 5%indculo

Escalas de evaluacion
Cant. % Cant. % Cant. Y% Cant. Yo

Me gusta mucho 1 167 1 167 2 333 1 1.67
Me gusta moderadamente 5 833 4 6.67 1 167 3 500
Me gusta levemente 4 4.67 4 6.67 3 5.00 4 6.67
No me gusta ni me disgusta 3 5.00 3 5.00 6 10.00 3 5.00
Me disgusta levemente 2 333 1 167 1 167 3 500
Me disgusta

moderadamente 0 000 1 167 2 333 1 167
Me disgusta mucho 0 0.00 1 167 0 000 0O 0.00

La prueba de aceptabilidad se realizd con la finalidad de determinar cual de ios
tratamientos tiene mayor aceptabilidad en el publico consumidor de cerveza.
Como se observa en la tabla 07, los resultados se encuentran dispersos, teniendo

como muestras de mayor aceptabilidad las elaboradas con sustitucion parcial de
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lapulo por harina de coca de 20%, en los cuales los puntos de evaluacion
muestran que la cerveza les ha gustado moderada y levemente en un porcentaje
mayoritario y también mostraron un porcentaje significativo en el punto no me
gusta ni me disgusta; mientras que las muestras elaboradas con 30% de liapulo por
harina de coca, la mayor concentracion se encuentra en los puntos no me gusta ni
me disgusta en las muestra elaborada con 3% de in6culo y entre me disgusta
levemente hasta me gusta moderadamente en la muestra elaborada con 5% de
indculo. Aunque también se observa que a un pequefio porcentaje de los catadores

las muestras les agrado mucho.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones
e De los resultados de analisis fisicoquimico, nutricional y sensorial se propone
el siguiente proceso de elaboracion de cerveza con sustitucion parcial de

Hipulo por harina de coca:

1. 20% de sustitucion de lupulo por harina de coca
2. 3% de indculo
3. Temperatura de fermentacion de 20 + 1 °C

4. Por un tiempo de 72 horas

¢ Los valores de Ph, acidez total y acidez volatil de las cervezas producidas se
encuentran dentro de los valores estandares encontrados en las cervezas
comerciales (4,2-4,5 de pH), ello significa que tanto la cepa seleccionada asi
como el disefio del proceso son adecuados. Una importante conclusion es que
los valores del pH y acidez de las cervezas estan correlacionados
inversamente con la concentracion del inoculo. A mayor concentracion de

inoculo los valores de acidez son menores.

* El contenido de etanol de las cervezas se encuentra entre los valores de 4,80 y
5,49% v/v que estdn dentro de los rangos de las cervezas comerciales. Una
importante conclusiéon al respecto es que la produccion de etanol esta
relacionado inversamente con la concentracion de indculo. A mayor

concentracion de inoculo la tasa de produccion de etanol es lenta y el
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contenido final de etanol es menor comprado a si se utiliza concentraciones
de indculo menores. Esto es de utilidad en la produccion de cerveza debido a
que la tasa de fermentacion influye en la sintesis de productos de importancia

sensorial y por otro lado se alcanza rapidamente el valor de etanol deseado.

El contenido de acido fosforico se encuentra dentro de los rangos establecidos
por las normativas, también cabe mencionar que su concentracion en la
cerveza esta estrechamente ligada al contenido en la cebada de fosfatos y
exclusivamente al 4cido fitico y no asi al grado de sustitucion del lapulo por

harina de coca.

El contenido de proteina de la cerveza depende del contenido de proteina de
la cebada utilizada en el proceso y mas no de la concentracion del inoculo. La
harina de coca no contribuye significantemente al incremento de la proteina

total en la cerveza.

El contenido de calcio en la cerveza es una caracteristica importante que
incrementa su valor nutricional. La adicién de harina de coca incrementa el
contenido de calcio a concentraciones que sobrepasan los limites estandares
encontrados en cervezas comerciales. Sin embargo, en la sustitucion de
lipulo por harina de coca debe tenerse en cuenta el posible efecto inhibitorio

del calcio en la actividad fermentativa de levaduras.
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e [as caracteristicas sensoriales de la cerveza estan estrechamente relacionada a

las materias primas utilizadas en su elaboraciéon como la malta, lipulo, y en
este caso de la harina de coca, y ademas de los productos formados durante la

fermentacion y la interaccion de estas.

5.2. Recomendaciones

e Desde el punto de vista tecnologico y cientifico se sugiere desarrollar

estudios complementarios en los siguientes aspectos:

1. Identificacion de la especie a la cual pertenece la cepa S¢ BA-IA-2009-11

2. Efecto de la temperatura y concentracién de oxigeno en la sintesis de
compuestos sensoriales,

3. Capacidad fermentativa de la cepa Sc BA-IA-2009-I1 a bajas

temperaturas.

Se recomienda realizar estudios cuantitativos de los atributos sensoriales

como acetaldehido, diacetilo, esteres y alcoholes superiores.

Puesto que la coca no presenta compuestos acidos en niveles elevados se
sugiere realizar estudios complementarios sobre la participacion en el grado

de amargor de la cerveza.
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Apéndice 1: Hoja de Evaluacion de Panel Sensorial

Hoja de Evaluacion de Panel Sensorial

TEST DE CONTROL PARA DIFERENCIAR

Nombre: Fecha: Ne de panelista:

Muestra patrén: Cerveza cristal (tipo ale)

Atributo: COLOR

Instrucciones:
1. Ud. recibird 12 muestras de prueba rotuladas con un cédigo de 3 digitos y una
muestra patrén.

2. Evalte de izquierda a derecha, comparando cada muestra con la muestra
patrén. Determine la intensidad en color y marque con una linea vertical sobre la
escala lineal mostrada abajo. indique el cédigo sobre la linea vertical.

0 1 2 3 4 5
1 ISR |

Escala Lineal —t—
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Hoja de evaluacion para analisis descriptivo

ANALISIS DESCRIPTIVO CUANTITATIVO

Nombre: Fecha: Ne de panelista:
Tipo de muestra;: CERVEZA

Instrucciones:
Por favor coloque una linea vertical sobre la escala lineal en el punto donde mejor
describa ese atributo en la muestra.

Escala de intensidad

Amargo 0 1 2 3 4 5
Minimo ' ! ! ' ' Méximo
0 1 2 3 4 5
Frutal o rosal | i } l i J
Minimo Miaximo
0 1 2 3 4 5
Metilico 5 % f ' 1 |
Minimo Maximo
0 1 2 3 4 5
. | i ] | |
Alcohdélico I I T T 1 1
Minimo Maximo
0 1 2 3 4 5
Coca } = } ' { |
Minimo Maximo
0 1 2 3 4 5
Levadura - } 3
Minimo Maximo
0 1 2 3 4 5
Cuero : | } ] } |
Minimo Maéaximo
0 1 2 3 4 5
R i | i i | i
Acetaldehido ! J I T 1 i
Minimo Miéximo
0 1 2 3 4 5
. . i | 1 | { |
Diacetilo I | i t t {

comentaﬁo:"--".-nnn-nu"---"uu (L L ey R R E T L R R R R Rt eIty
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Apéndice 2: Resultados anélisis fisico y quimico

Resultados de la acidezy pH

20% coca/3% 20% coca/5% 30% coca/3%  30% coca/5%

Tiempo ____ indculo _inéeulo ~~~ inéculo  indeulo
(Hrs) Acidez Acidez Acidez Acidez
pH (@) pH (gl) pH (g1) pH _ (gl)
0 5.6 0.60 5.6 060 . 56 0.60 5.6 0.60
12 53 0.88 53 0.78 5.3 0.79 54 0.82
24 4.9 1.26 5.0 1.12 4.9 1.39 5.1 1.05
36 46 1.61 4.7 1.48 45 1.94 48 1.62
48 44 2.04 4.6 1.68 44 2.00 45 1.86
60 43 2.09 4.5 1.74 44 2.06 44 1.90
72 43 2.09 4.5 1.74 43 2.08 4.4 1.90
Resultados de etanol

Tiempo 20% coca/3% 20% coca/5% 30% coca/3% 30% coca/5%

(Hrs) inéculo indculo inéculo inéculo
0 0.00 0.00 0.00 0.00
12 0.71 0.91 1.14 0.71
24 2.08 2.52 2.86 1.89
36 3.22 3.43 3.75 2.50
48 3.77 3.99 438 3.52
60 4.82 4.42 5.21 425
72 5.26 4.79 5.47 5.10

Resultados de la densidad

30%

Tiempo (Hrs) 20‘,’@ c’oca/3% 20‘!@ coca/S% cocal3% 30‘1@ coca/5%
inéculo inéculo . , inéculo
in6culo

0 1.0374 1.0374 1.0382 1.0380
12 1.0352 1.0343 1.0358 1.0344
24 1.0249 1.0244 1.0250 1.0246
36 1.0165 1.0172 1.0169 1.0174
48 1.0132 1.0141 1.0135 1.0144
60 1.0103 1.0116 1.0108 1.0117
72 1.0092 1.0105 1.0096 1.0102
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Resultados de proteina

Proteina (g/L)
20% coca 3% 20% coca 5% 30% coca3%  30% coca 5%
inoculo inoculo indculo inoculo
1.00 0.80 0.80 1.00
0.80 1.00 1.00 1.00
1.00 1.00 1.00 1.00
Resultados de calcio
Calcio mg/L
20% coca 3% 20% coca 5% 30% coca 3% 30% coca 5%
inoculo inoculo indculo indculo
136.35 151.50 196.95 181.80
151.50 151.50 181.80 196.95
136.35 151.50 181.80 212.10

Apéndice 3: Resultados de an:lisis de varianza

Apéndice 3.1: Analisis de Varianza para Proteina

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

A:Coca  0.0008333 1 0.0008333 0.33 0.5847
B:Inéculo  0.0008333 1 0.0008333 0.33 0.5847
AB 0.0008333 1 0.0008333 0.33 0.5847
bloques 0.005 2 0.0025 1 0.4219
Error total 0.015 6 0.0025

Total 0.0225 11

(corr.)
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Apéndice 3.2: Analisis de Varianza para Calcio

Fuente  Suma de Gl Cuadrado  Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:Coca 6197.11 1 6197.11 51.16 0.0004
B:Inéculo 306.03 1 306.03 2.53 0.1631
AB 0 1 0 0 1
bloques 38.2537 2 19.1269 0.16 0.8574
Error total 726.821 6 121.137
Total 726821 11
(corr.)

Apéndice 3.3.: Analisis de Varianza para “flavor” Acetaldehido

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio
A:Coca 0.001805 1 0.001805 0.61 0.4487
B:In6culo  0.000245 1 0.000245 0.08 0.7779
AB 0.000605 1 0.000605 0.21 0.6584
bloques 0.01188 4 0.00297 1.01 0.4407
Error total 0.03532 12 0.0029433
Total 0.049855 19
(corr.)
Apéndice 3.4: Analisis de Varianza para “flavor” Amargo
Fuente  Sumade Gl Cuadrado  Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
A:Coca 0.136125 1 0.1361250 57.78 0.0000
B:Inéculo 0.001805 1 0.0018050 0.77 0.3986
AB 0.003125 1 0.0031250 1.33 0.2719
bloques 0.02737 4 0.0068425 2.90 0.0680
Error total 0.02827 12 0.0023558
Total 0.196695 19
(corr.)
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Apéndice 3.5: Analisis de Varianza para “flavor” Metalico

Fuente Suma de Gi Cuadrado  Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio v
A:Coca 0.000405 1 0.000405 0.15 0.7045
B:Inoculo  0.004205 1 0.004205 1.57 0.2346
AB 0.009245 1 0.009245 3.44 0.0882
bloques 0.10182 4 0.025455 9.48 0.0011
Error total 0.03222 12 0.002685
Total 0.147895 19
(corr.)
Apéndice 3.6: Analisis de Varianza para “flavor” Cuero
Fuente Suma de Gl Cuadrado  Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
A:Coca 0.000125 1 0.000125 0.14 0.7196
B:Inéculo  0.000405 1 0.000405 0.44 0.5207
AB 0.002645 1 0.002645 2.86 0.1166
bloques 0.09822 4 0.024555 26.55 0.0000
Error total 0.0111 12 0.000925
Total 0.112495 19
(corr.)

Apéndice 3.7: Analisis de Varianza para “flavor” frutal o rosal

Fuente  Sumade G/ Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:Coca 0.86528 1 0.86528 187.53 0.0000
B:Indculo 0.15488 1 0.15488 33.57 0.0001
AB 0.01922 1 0.01922 4.17 0.0639
bloques 0.03355 4 0.0083875 1.82 0.1903
Error total 0.05537 12 0.0046142
Total 1.1283 19
(corr.)
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Apéndice 3.8: Analisis de Varianza para “flavor” Alcohdlico

Fuente Suma de Gl Cuadrado  Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:Coca 0.000045 1 0.000045 0.07 0.7930
B:Inoéculo  0.036125 1 0.036125 57.8 0.0000
AB 0.000605 1 0.600605 0.97 0.3446
bloques 0.03658 4 0.009145 14.63 0.0001
Error total 0.0075 12 0.000625

Total 0.080855 19

(corr.)

Apéndice 3.9: Analisis de Varianza para “flavor” Coca

Fuente Suma de Gl Cuadrado  Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:Coca 0.05408 1 0.05408 31.55 0.0001
B:Inécula 0.00098 1 0.00098 0.57 0.4642
AB 0.00072 1 0.00072 0.42 0.5291
bloques 0.11367 4 0.0284175 16.58 0.0001
Error total 0.02057 12 0.0017142
Total 0.19002 19
(corr.)

Apéndice 3.10: Analisis de Varianza para “flavor” Diacetilo

Fuente  Sumade Gl Cuadrado Razén-F  Valor-P
Cuadrados Medio

A:Coca 0.00032 1 0.00032 0.03 0.8574
B:Inoculo 0.00392 1 0.00392 0.41 0.5326
AB 0.00512 1 0.00512 0.54 0.4769
bloques 0.01178 4 0.002945 0.31 0.8657
Error total 0.11394 12 0.009495
Total 0.13508 19
(corr.)
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Apéndice 3.11: Analisis de Varianza para “flavor” Levadura

Fuente  Suma de Gl Cuadrado  Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:Coca 0.00032 1 0.00032 0.35 0.5661
B:In6culo 0.02312 1 0.02312 25.15 0.0003
AB 0.00128 1 0.00128 1.39 0.2608
bloques 0.30917 4 0.0772925 84.09 0.0000
Error total 0.01103 12 0.0009192
Total 0.34492 19
(corr.)

Apéndice 3.2: Anélisis de Varianza para Color

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P

, Cuadrados __Medio 7 _ -
A:Coca 0.0405 1 0.0405 17.39 0.0013
B:Inéculo 0.34322 1 0.34322 147.36 0.0000
AB 0.01058 1 0.01058 4.54 0.0544
bloques 0.04405 4 00110125 4.73 0.0160
Error total 0.02795 12 0.0023292
Total 0.4663 19
(corr.)
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Apéndice 4: Levaduras

3.1. Aislamiento e identificacion de levaduras

En la investigacion se utilizé cepas de levaduras nativas, las cuales se aislaron de
nichos naturales, las muestras utilizadas para el aislamiento de levaduras fueron
tomadas de nichos naturales, a partir de chicha de jora, de la chicheria estancia —
Andahuaylas, asi mismo de mosto de cafia de azicar de la destileria Espinoza, del
valle Pachachaca, Abancay, ambas muestras procedentes de la Region Apurimac
— Pert. Las muestras que se recolectaron proceden de practicas cotidianas de

elaboracion de chicha de jora y elaboracion de cafiazo.

3.1.1. Aislamiento de levaduras

Se tomo 5 ml de muestra y se llevo a un tubo de ensayo, luego se adicioné 10 ml
de solu<l:ién Rauling y posteriormente se dejé en reposo a 20 °C, durante 24 horas.
El principio se basa en la actividad isoténica que produce la solucion Rauling

frente a la pared celular de bacterias.

Después de 24 horas se realizaron diluciones de 107, 10 y 10” en agua
peptonada estéril al 1% a partir de 1a muestra que contiene solucion Rauling. De
las diluciones se tomaron asépticamente 0,5 ml que fueron sembradas en
profundidad en agar Saboreaud al cual se le adicioné 300 mg/L. de metabisulfito
de sodio, a pH 3,5 como agente inhibidor de levaduras no Saccharomyces. Luego
de ello se llevo a incubacion durante 48 horas, a 26°C £2°C. Las colonias crecidas
en el agar se resembraron en tubos con agar inclinado de igual composicion, sola

que en este caso el pH se ajustd a 5,6. Luego de ello, los tubos se incubaron
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durante 48 horas a 26°C +2°C. De esta manera se realizo el aislamiento de cepas

de levaduras nativas.

Composicion quimica para 100 ml de solucién Rauling
e Peptona 050¢g
e NaCl 085¢g
e Na,HPO; 12H,0 090¢g
e KH,PO, 0.15¢g
e Agua destilada (enrasara 100 ml)

e pH 7.6

3.1.2. Mantenimiento de cepas aisladas
Las cepas aisladas en agar inclinado se conservaron a 6°C con la finalidad de
disminuir la variabilidad genética. Asi mismo, cada cepa se resembrd en agar

nuevo de igual composicion cada 3 meses.

3.1.3. Identificacion de cepas de levadura aisladas

La identificacién de géneros se realizé mediante microscopia electrénica y estudio
fisiologico. Para la determinacién morfologica se utilizd un microscopio
electronico Revelatium 3, USA. Asi mismo, en los ensayos de fisiologia se
utilizaron los siguientes azucares; glucosa, almidon, galactosa, maltosa, lactosa y

Sucrosa.
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3.1.3.1.  Estudio morfolégico de colonias y células aisladas

Las colonias aisladas se observaron directamente en el microscopio a una
resolucidn de 40X, asi se determinaron el color, textura y la forma de las colonias
crectdas sobre agar Sabouraud. Para la observacion de células se prepard una
suspension celular a partir de las colonias aisladas y se observo en el microscopio
a la misma resolucion. Se determind la forma de las células como una herramienta

para la identificacion de géneros de levaduras.

3.1.3.2. Estudio fisioldgico de levaduras

El estudio fisiologico se realizé cultivando las cepas aisladas en un medio de
cultivo liquido con 2 % p/v de fuente de carbono, 1% p/v de peptona, 0.5% p/v de
extracto de levadura ajustando el pH a 5,6. Se utilizo la técnica de fermentacién
en tubos de ensayo conteniendo tubos Durham, para ello se tomé una porcion de
cada colonia crecida en agar Saboraud y se inoculd directamente en los tubos de
ensayo, luego se llevé a incubacion por 48 horas a 29°C + 1°C, realizando el

control de produccioén de CO; y pelicula a las 24 horas y 48 horas.

3.1.4. Estudio de la tolerancia al etanol y dcido acético

Se estudio de tolerancia al etanol y acido acético se realizé con la finalidad de
determinar la capacidad fermentativa de las cepas de levadura disladas en
presencia de acido acético y etanol, metabolitos que normalmente producen

durante la fermentacion alcohélica.
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3.1.4.1. Tolerancia al etanol

La tolerancia de las cepas aisladas al etanol exdgeno se determiné evaluando su
capacidad fermentativa. Se utiliz6 la técnica de cultivo en tubos de ensayo
conteniendo tubos Durham en un medio liquido con 2 %p/v de fuente de carbono,
1% p/v de peptona, 0.5% p/v de extracto de levadura ajustando el pH a 5,6, al
cual se le afiadié etanol a 97% v/v hasta alcanzar concentraciones en los tubos de
2.5,5,7.5y 10 % v/v respectivamente. La temperatura de fermentacion fue 29°C
+1°C y se realizo el control de los resultados a las 24 y 48 horas a través de la

observacion de la retencion de CO; en los tubos Durham.

3.1.4.2. Tolerancia al acido acético

La tolerancia de las cepas aisladas al 4cido acético se realizé evaluando su
capacidad fermentativa, para lo cual se utiliz6 la técnica de cultivo en tubos de
ensayo conteniendo tubos Durham en un medio liquido con 2% p/v de fuente de
carbono, 1% p/v de peptona, 0.5% p/v de extracto de levadura ajustando el pH a
5.6, al cual se agregd acido acético 98% v/v, hasta alcanzar concentraciones de
100, 200, 300, 400 y 500 mg/L respectivamente, la fermenftaci(')n se realizo a 29°C
+1°C durante 48 horas, y los resultados se tomaron a las 24 horas y 48 horas

observando el nivel de CO; atrapado en los tubos Dirham.

3.1.5. Estudio de produccion de etanol
El estudio de produccion de etanol se realizé con la finalidad de determinar la
capacidad fermentativa de las cepas de levadura aisladas utilizando un medio de

cultivo de composicion similar al medio que normalmente se utiliza en la
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fermentacion de cerveza. Asi mismo se determind la tolerancia al etanol

producido por cada cepa durante la fermentacion alcohdlica.

3.1.5.1. Preparacion de inoculo

El inéculo para los ensayos de fermentacién se obtuvo cultivando las cepas
aisladas en frascos Erlenmeyer de 250 ml, conteniendo 100 ml de mosto de malta
de cebada al 2% p/v como medio de cultivo, el pH se ajusté a 5,6. La
propagacion del indculo se realizé a 29°C +£1°C a 100 rpm de agitacion, durante

48 horas en un agitador orbital.

3.1.5.2. Fermentacion de mosto de cebada

Para determinar el volumen de etanol que las cepas seleccionadas son capaces de
producir, se utilizd mosto de malta como medio de fermentacion. El mosto de
malta obtenido se diluy6 hasta obtener 16% de solidos totales. Las fermentaciones
se realizaron a 29°C +1°C y el pH del medio se ajusté a 5,6. Las fermentaciones
se realizaron en matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 200 ml de medio de
fermentacion estéril. A los matracez se acondictonaron gargantas de cisne
conteniendo glicerol para asegurar la esterilidad del medio. Las lecturas se
realizaron cada 12 horas y se determinaron la concentracion de etanol, acido
acético, peso especifico y el CO, disipado durante la fermentacion. La
fermentacion se consideré terminada cuando el peso del medio de cultivo fue
constante y no se observo produccion de CO,. Ademas, la concentracion de
etanol producido se determiné mediante la técnica de sensitometria, y con la

ayuda de una tabla de la relacion de densidad y porcentaje de etanol se determiné
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la concentracion de etanol del medio de fermentacion, y el pH (concentracién de

acido acético) se realiz6 mediante la técnica de valoracion potenciométrica.

4.2. Resultados del aislamiento e identificacion de levaduras
El aislamiento de levaduras es importante porque permitié trabajar con cepas
puras y asi evaluar la contribuciéon de la levadura en la definicion de las

caracteristicas generales del producto final.

El procedimiento del aislamiento e identificacion de levaduras esta descrita en el
apéndice 04. La adicion de metabisulfito de sodio esta relacionada con el pH del
medio. El pH define el grado de disociacion del metabisulfito de sodio y la
fraccion activa antimicrobiana esta conformada por SO, libre desde que otra parte
de esta reacciona con compuestos como azucares e intermediarios del
metabolismo de levaduras como piruvato. El metabisulfito de sodio es un agente
inhibidor del crecimiento y desarrollo de levaduras excepto en especies de los

géneros Saccharomyces y Saccharomycodes (Estela, 2004).

Las cepas aisladas se conservaron en agar Saboreaud extracto de malta a 6 °C
durante 3 meses. Las cepas aisladas pertenecientes al género Saccharomyces se
rotularon para facilitar su identificacion y fueron las siguientes:

Cepas aisladas de Saccharomyces sp.

Cepas Género Simbolo
I Saccharomyces sp.  Sc BA-1A-2009-1
II Saccharomyces sp.  Sc BA-1A-2009-11
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Las cepas de levadura aisladas se utilizaron posteriormente en los ensayos de
tolerancia a etanol, acido acético y produccion de etanol. De las cepas aisladas se
selecciond la mdas adecuada de acuerdo a las caracteristicas del proceso de

elaboracion de cerveza.

4.2.1. Identificacién de cepas de levadura aisladas

La evaluacion microscopica de apariencia de las colonias y el estudio fisiologico
de fermentacion de azucares son técnicas basicas que permiten identificar grupos
de levaduras y acercarse al género; sin embargo para la definicion de especies y

cepas es necesario métodos mas complejos y técnicas biologicas moleculares.

4.2.1.1. Estudio morfolégico de levaduras
. Los aspectos que se evaluaron fueron: textura, color, apariencia y forma de la

colonia.

Las colonias aisladas en agar sabouraud presentaron textura blanda, color crema,
apariencia himeda y brillante, de forma circular con bordes irfegulares y sin
anillos, estas caracteristicas coinciden con lo sefialado por Withe, 1995 y, Aguilar
y FranYios, 2003. En la figura, se muestra las imagenes de las colonias de

levadura aisladas.
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Apariencia de las colonias de levaduras aisladas sobre agar Saboraud e imagen
de una colonia.

4.2.1.2, Estudio fisiolégico de levaduras

El estudié fisiologico para la identificacion de levaduras, incluye pruebas de
fermentacion aerobia, anaerobia y semi-anaerobia de mas de 20 azicares, pruebas
de utilizacion aerobia y crecimiento en mas 30 aziicares, y pruebas de utilizaciéon
y crecimiento en fuentes de nitrégeno. El estudio fisiolégico de fermentacién de
azucares csta detallado en la seccion 3.1.3.2, y los resultados obtenidos se muestra

en la tabla.

Los resultados de la tabla muestran que las dos cepas aisladas son capaces de
fermentar intensamente glucosa, maltosa y sacarosa a comparacion de lactosa y
almidon, los resultados concuerdan con Lagos (1999), quien manifiesta que
levaduras Saccharomyces cerevisiae fermentan glucosa y sacarosa y son
variables en cuanto a la fermentacién de maltosa y galactosa y no fermentan
lactosa respectivamente. Estos resultados son importantes ya que contribuyen a
confirmar el género de las cepas aisladas (Saccharomyces). Por otro lado, la
fermentacion de maltosa, glucosa y sacarosa ayuda a predecir la performance que

tendran las cepas aisladas en la fermentacion del mosto.
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Evaluacion de la capacidad fermentativa de aziicares por levaduras aisladas.

Cepas Sc¢ BA-IA-2009-1 Se BA-IA-2009-11
Fuentes de Formacion Formacién Formacion Formaci6én
Carbono deCO, depelicula deCO, de pelicula
24 h +++ - Tt -
Glucosa 48 h et - +4++ -
24 h +++ - b -
Maltosa 48 h . - . -
... 24h “ - - -
Almidon 43 h ) . . -
24 h +++ - +++ -
Sacarosa 48 h it R 4+ -

Gala 24h
alactosa 48 h A ) ) )

24 h - - - -
48 h - - - -
+ = Dé¢bil, ++ = Moderado, +++ = Intenso

Lactosa

La formacion de pelicula en la parte superior del medio de cultivo esta
generalmente asociado al requerimiento de oxigeno por parte de las levaduras.
Levaduras altamente reductoras tienden a formar gruesas capas de pelicula. Las
levaduras formadoras de pelicula pertenecen cominmente a los géneros
Kloeckera, Pichia, Hansenula y algunas especies del genero Saccharomyces

(Estela 2004).

En los resultados de la tabla 05 se observa que las dos cepas aisladas no producen
pelicula, esto da la idea que las levaduras no tienen cardcter reductor por lo cual
“desde el punto de vista tecnoldgico es favorable ya que el requerimiento de

oxigeno para su desarroilo adecuado es reducido.
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4.2.2. Estudio de la tolerancia al etanol y dcido acético

El etanol y 4cido acético son los principales componentes producidos durante la
fermentacion alcohdlica, ellos tienen efectos inhibitorios en la fermentacion de
azucares a medida que su concentracion se incrementa durante la fermentacion.
En la produccién de cerveza se utilizan habitualmente cepas de levadura que

puedan tolerar concentraciones de etanol sobre el 5% v/v.

4.2,2.1. Tolerancia al etanol

La tolerancia al etanol por levaduras estd relacionado con la composicion de los
lipidos de su membrana celular. Las levaduras que toleran concentraciones altas
de etanol son aquellas capaces de mantener la estabilidad de su membrana celular
en el transcurso de la fermentacion. Los resultados se muestran en la tabla.

Evaluacién de la tolerancia al etanol exégeno por levaduras aisiadas.

Sc BA-IA-2009-1 Sc BA-JIA-2009-11

Formacion Formaciéon Formacién Formacion

flj: leltcz;nol de CO, de pelicula de CO, de pelicula
O
SO en e L
7.50% 42‘: E +++ : 4:_ :
10.00% i:ﬁ ' : ‘ :r : ;

+ = Débil, ++ = Moderado, +++ = Intenso

La tolerancia al etanol se determind indirectamente observando la produccion de

CO, a 24 y 48h de cultivo. La produccion de CO; es un indicador de la capacidad
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que tienen las cepas aisladas para fermentar aziicares en presencia de una
determinada concentracion de etanol exdgeno. Los resultados de la tabla muestran
que ambas cepas de levadura fermentan intensamente aiin con una concentracion
de 5%v/v de etanol exdgeno y moderadamente atiin con una concentracion de
7.5%v/v de etanol adicionado externamente al medio. Estos resultados son
favorables para nuestro proposito, da una idea que ambas cepas podrian utilizarse
en la produccion de la cerveza desde que el contenido alcohdlico esperado de la
cerveza serd de 5% v/v. Es necesario indicar que, el efecto inhibitorio del etanol
exégeno es menor al efecto inhibitorio del etanol enddgeno, aquél etanol
producido por las levaduras durante la fermentacion de azucares internamente, sin
embargo, los resultados muestran un punto de partida para entender la habilidad
fermentativa de ambas cepas aisladas y seleccionar la mas adecuada para el
proceso de elaboracion de cerveza. Explicaciones sobre el efecto inhibitorio del
etanol fueron mencionados ya en su momento por Jiménez (1986) quien
manifiesta que el etanol ejerce una inhibicién no competitiva en multitud de
funciones. Asi mismo, contribﬁciones para explicar el efecto del etanol sobre la
membrana celular fueron previamente discernidos por Alexandre et al., (1994),

Leao y Van Unden, (1980,1984) respectivamente.

Una diferencia importante en los resultados esta en la fermentacion a las 24horas
de ambas cepas a una concentracién de etanol exdgeno de 5%v/v. La cepa Sc
BA-IA-2009-I disminuyo la produccion de CO, a comparacion de la cepa Sc BA-
IA-2009-1I, esto podria deberse a una extension de la fase de adaptacion en

respuesta a la concentracién de etanol exdgeno. Este fenomeno no seria
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conventente para los propositos ya que se necesita cepas que tengan una rapida
adaptacion a concentraciones elevadas de etanol para completar la fermentacién

alcoholica.

En lo referente a la produccion de pelicula, los resultados muestran que las cepas
aun en condiciones de estrés no producen pelicula, esto es favorable ya que una
vez mas confirma que las cepas aisladas no podrian ser cepas del género

Kloeckera, Hansenula o Pichia quienes son levaduras reductoras por excelencia.

4.2.2,2. Tolerancia al acido acético

Las levaduras durante la fermentacion de azucares producen normalmente acido
acético, se producen concentraciones que no sobrepasan 1g/L, sin embargo estas
concentraciones son suficientes para inhibir el crecimiento de las levaduras y
detener la fermentacion alcohdlica en concordancia con lo manifestado por
Acevedo et al,( 2003). Los resultados se presentan en la tabla 07. El acido acético
y el etanol en conjunto en el medio ejercen un efecto sinérgico inhibitorio a
medida que sus concentraciones se incrementan durante la fermentacion

alcoholica.

La evaluacion de tolerancia al acido acético exdgeno por las cepas seleccionadas
se determiné indirectamente mediante la observacion de produccion de CO,. De
los resultados mostrados en la tabla se infieren que ambas cepas fermentaron
vigorosamente inclusive a concentraciones de 500 mg/L de acido acético exdgeno.

La produccion de acido acético por levaduras estd relacionada principalmente con

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



MICAELA BASTIDAS
—

Por otro lado, respecto a la formacion de pelicula, en los resultados de la tabla, se
observa que solo la cepa Sc BA-IA-2009-I1 produjo pelicula durante el cultivo.
Esto se deberia al hecho de que la cepa necesita oxigeno para convertir €l acido
acético en componentes intermediarios menos toxicos y mantener un equilibrio de
pH al interior de la célula, en este caso este fenomeno representaria un mecanismo

de respuesta al efecto inhibitorio del acido acético.

4.2.3. Estudio de produccion de etanol

Las levadufas producen etanol a condiciones anaerobias en presencia de azicares
fermentables. A condiciones naturales, la sintesis de etanol continia hasta el final
de la fermentacion y se detiene cuando la fuente de carbono se agota o hasta que
el efecto inhibitorio de alguno de los compuestos producidos durante la
fermentacion afecte el metabolismo fermentativo de la célula. En procesos de
fermentacion controlados como en el caso de la elaboracion de cerveza es posible

detener la fermentacién cuando se haya obtenido el volumen deseado de etanol.

Produccion de etanol y CO; por las cepas S¢ BA-1A-2009-1 y Sc BA-1A-2009-
I, durante la fermentacién de mosto de mailta a 20 £ 1°C.

Tiempo pH CO; (g/L) Etanol (mVl/L)
(h)  ScBA-IA- ScBA-IA- ScBA-JA- ScBA-JA-  ScBA-JA-  Sc BA-IA-
2009-1  2009-II 2009-1 2009-11 2009-1 2009-11
0 56 56 0 7 0 0 0
12 4.6 4.6 10 13 14 18
24 4.2 4.1 57 62 36 43
36 43 42 68 69 50 52
48 43 472 71 71 56 56
60 43 4.2 72 72 57 57
72 43 42 72 73 68 70
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la naturaleza en st de la cepa, la temperatura de fermentacion y la composicién del
medio de fermentacion como lo manifestado por Bellisimi y Ingledew, (2004).
Los resultados indican que las cepas podrian producir hasta 500mg/L. de 4cido
acético debido a que toleran dichas concentraciones, sin embargo, el control de la
temperatura influye en la disminucion de su produccion y este factor se tomo en
cuenta en el proceso de fermentacion de la cerveza. Es necesario mencionar que la
presencia de acido acético en concentraciones superiores a 500mg/L tiene
influencia negativa en las caracteristicas sensoriales de bebidas alcohélicas y mas
aun en el caso de las cervezas. Segiin Abad (2006) a la hora de seleccionar cepas
de levadura en funcion de la acidez volatil el limite es de 0.5 g/L de acido acético,
aunque frecuentemente y en funcion de los valores obtenidos, se reduce a 0.3 g/L.

como valor maximo.

Efecto del acido acético exogeno en la fermentacion de levaduras aisladas.

Sc BA-1A-2009-1 Sc BA-IA-2009-11

Conc. de

-4 . Formacion Formacién Formacion Formacién
acido acetico

de CO, de pelicula de CO; de pelicula

100ppm 24h o ] o N

48 h +4+ - HH+ +
200ppm Z;‘ E :: :: :
300ppm Z: E :: i :t :
a00ppm  Gar o : o N
Sppm et . f s :

+ = Débil, ++ = Moderado, +++ = Intenso
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Los resultados de la tabla muestran la produccion de etanol por las cepas aisladas
de levadura. Se puede observar que la cepa Sc BA-IA-2009-I1 produce
ligeramente mayor cantidad de etanol (70 ml/L) a las 72 hotas de fermentacion
comparada con la cepa Sc BA-TA-2009-1 (68ml/L), esta diferencia no es
realmente relevante desde que el contenido de etanol requerido para la cerveza es
de 5%v/v (50 ml/L), es decir, ambas cepas son capaces de completar la
fermentacion a condiciones controladas. La caracteristica mas resaltante es la
velocidad de fermentacion tal como se muestra en las figuras; se puede observar
que la cepa Sc BA-IA-2009-1II presenta la mayor tasa de produccion de etanol. La
tasa de produccion de etanol o tasa de fermentacion influye en el tiempo de
fermentacion y principalmente en la sintesis de componentes sensoriales

resultados de la actividad fermentativa de las levaduras.

CO2 (g'L)

Etaunol (nl'L) PH

b T r— e 5,8’

20 b AR S

60 1 54

60 Yo 152  wwenCO2{g/L)
40 ] i,s s Etaol (mi/t)
30 Lag e pH

20 44

10 =~ 42

¢ a4

Transcurso de la fermentacion con la cepa Sc¢ BA-IA-2009-1 en mosto de
malta a 20+1 °C.
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La produccion de etanol esta relacionada con la produccion de CO,, desde que la
fermentacion de los azucares fermentables conduce a la formacion de etanol, CO,
y otros componentés en menor proporcion. La produccion de CO, puede
controlarse indirectamente, midiendo la perdida en peso del medio de
fermentacion; mediante esta téenica puede obtenerse la tasa de produccion de CO;
y asi saber en qué momento la fermentacion ha concluido. En los resultados se
puede observar que la fermentacion concluyo a las 72 horas cuando no se observo

variabilidad en los pesos de los medios de fermentacion.

CO2 (g/L)

Etanel (ml-L) pH
70 -+
60 -
50
40
30
20

wanesin CO2 {g/1)

= Eta 0! (ML)

Huras

1 v e ; el ; : o

Transcurso de la fermentacién con la cepa Sc BA-IA-2009-11 en mosto de
malta a 20+1 °C.

Al comparar los resultados de la tabla, se confirma una vez mas que el efecto
inhibitorio del etanol endégeno es mayor que el efecto inhibitorio del etanol
exogeno, esto es debido a que el etanol producido por la levadura actia
directamente en ¢l aparato enzimatico expuesto en ¢l citoplasma y asi mismo en la

membrana citoplasmatica, esta aseveracion se confirma con los resultados
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encontrados por Calderon (2007) y Suarez, (1997), quienes manifiestan que el
alcohol producido a partir del metabolismo de Saccharomyces cerevisiae puede en
alglin momento ser inhibitorio € incluso toxico para si misma pues afecta la
traslocacion de tones como Ca2+ y Mg2+, que afecta la funcion y estabilidad de
enzimas citoplasmaticas e incluso la funcién de los transportadores afectando el
reconocimiento del sustrato, sin embargo la resistencia de algunas cepas a altas

concentraciones depende de la composicion lipidica de su membrana.

Referente a la variacion del pH en las figuras se observan que durante las primeras
24 horas hay una disminucion marcada del pH hasta alcanzar valores de 4.1 y 4.2.
La disminucion del pH se debe a la sintesis de acido acético y acido piravico
principalmente, los resultados corroboran las conclusiones de Abad (2006) quien
manifiesta que la mayor parte de los acidos volatiles se forman en los primeros

estadios de la fermentacion alcoholica.

Apéndice 5: Malta

S.1. Procedimiento para la obtenciéon de malta

Para la elaboracion de la malta se utilizd cebada de la variedad seis hileras, El
proceso de germinacion de la cebada se realizé en un germinador construido para
este fin (ver apéndice 4.1), donde se controld el flujo de aire (0.4 m/s), la
humedad del grano y la temperatura durante el remojo, drenado, germinacion,
secado y curado. En la Figura 05 se detalla el flujo de obtencion de la malta. La

humedad se ha mantenido constante durante el tiempo de germinacion.
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Seleccion de la cebada Tipo: seis hilera
v Humedad final: 45%
R N Remojo: 20 horas
€mojo Drenaje: 16 horas
* ‘ Temperatura: 18-21°C

Tiempo: 48 horas

Germinado
Temperatura: 18-20°C
" Humedad final: 4%
Secado y curado Temperatura de secado: 28-30°C

Temperatura de curado: 100 °C
FIGURA 05: Método de obtencion de malta. Acondicionado de

(Horsney 2003).
5.2. Resultados de obtencién de la malta
La elaboracion de la cerveza comienza con la obtencion de la malta. La
germinacion de la cebada se lleva a cabo a condiciones controladas de humedad
(de 42 a 46%) y drenaje permanente durante el periodo de remojo para facilitar la
dispersién del CO, liberado (Hough y, 1990 y Hornsey 2003). La figura muestra

el transcurso del proceso de germinacion.
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% de humedad del grano

Tiempo ()

Transcurso del incremento de humedad durante el remojo de la cebada
“seis hileras” a temperatura de 19°C £1°C.

Durante la germinacion los granos alcanzaron una humedad de 43.7% a las 20

horas de remojo y 16 horas de drenado (ver figura). Cabe resaltar que la
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absorcion de agua esta en funcion a la variedad, dafios mecanicos sufridos antes
del remojo, condiciones de cultivo, temperatura y tamafio del grano de cebada. El
proceso de germinacion se llevé a cabo a 19°C +1°C por 48 horas en un
germinador construido para este fin provisto de mallas para facilitar el drenado y
aireacion de los granos, ademas un sistema de ventilacion y un sistema de goteo
para mantener la humedad necesaria para la germinacion. Todo el proceso de
germinacion se realioo tomando en cuenta los procesos estandares utilizados en la
obtencion de malta manifestado por Hornsey (2003). Luego del proceso de
germinacion se determind el porcentaje de granos germinados alcanzando un

97%, valor aceptado por la norma NMX-FF-043-SCF1-2003.

Segin Hough (1990) la temperatura de germinacion debe mantenerse en torno a
los 15 °C por un periodo de 4 a 6 dias, sin embargo los resultados obtenidos
demuestran que la germinacion puede realizarse de manera optima a temperaturas

de 18°C a 20°C y asi reducir el tiempo a 2 dias y obtener un germinado uniforme.

La germinacion se detuvo sometiendo los granos de malta a desecacion a 35°C
+2°C por 92.13 horas. La humedad en este caso se redujo de 44.30% a 26.39%.
Finalmente, se realizo el curado de la malta de 80°C a 100 °C por un periodo de 1
hora, obteniéndose una malta palida de calidad cervecera con un contenido de
humedad de 4.6%. Hough (1990), manifiesta que de acuerdo a la temperatura de
secado se puede obtener una malta clara con gran parte de su contenido
enzimatico intacto, en tanto que la deshidratacion rapida y a temperaturas altas

rinde maltas oscuras, deficitarias en actividad enzimatica.
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Apéndice 6: Fotografias del germinador, agitador orbital y biorreactor

Apéndice 6.1: fotografia del germinador

Apéndice 4.3: fotografia del biorreactor
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