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GLOSARIO

AISLAMIENTO: es la separacion de un determinado microorganismo del resto de
microorganismos que le acompaifan. El método més usual es la siembra por estria
sobre un medio de cultivo sélido adecuado dispuesto en una placa de petri?.

ALE: estilo de cerveza de origen inglés. Para su elaboracion se utiliza levadura ale
gue fermenta en la parte superior del fermentador y a una temperatura entre los 18
y 24 grados centigrados?.

ALFA ACIDOS: es una de las resinas que se encuentran en el lGpulo utilizado para
la elaboracion de la cerveza. Su mayor aporte es el amargor, de modo que, a mayor
porcentaje de alfa acidos, mayor amargor?.

ANALISIS SENSORIAL: es el examen de los atributos de la cerveza mediante los
sentidos (vista, olfato, gusto y tacto), obteniendo datos cuantificables y objetivos,
siendo util para medir atributos en cerveza artesanal®.

CERVEZA: liguido resultante de la fermentacion alcohélica de un mosto rico en
azucares obtenido a partir de cereales malteados®.

DESAMINACION: el AA pierde el grupo amino y pasa a a-cetoacido. Esta reaccion
reversible puede convertir el GLU en a-cetoglutarato para su degradacion, pero
también puede sintetizar GLUS.

1 AILSMIENTO. En: Introduccién. [sitio web]. [consultado: 21 julio 2019]. Disponible en:
https://www.ugr.es/~pomif/pom-bac/pb-iv/pb-iv-2-introduccion.htm.

2 BAVARIA. Su cata cervecera. En: cata cervecera bavaria. (consultado 28 octubre 2019) Archivo
pdf. Disponible en: https://www.bavaria.co/sites/default/files/201709/cata-cervecera-bavaria.pdf

3 AGUDELO, Luisa y VARGAS. Miller. EVALUACION DE LA PRODUCCION DE CERVEZA
ARTESANAL “TAWALA” USANDO KIWI COMO FRUTA ADICIONAL. Trabajo de grado. Fundacién
Universidad de América, 2018. P. 17 [Consultado: 15 septiembre 2019]. Disponible en:
http://repository.uamerica.edu.co/bitstream/20.500.11839/6835/1/6132130-2018-1Q.pdf.

4 PEREZ, Carolina. Evaluacion Sensorial de Cerveza. En: B.A. Malt S.A. [sitio web]. [Consultado 13
julio 2019]. Archivo pdf. Disponible en: http://somoscerveceros.com/wp-
content/plugins/downloadsmanager/upload/3_evaluacion_sensorial_santafe2008.pdf.

5 BAVARIA, Op., cit. p.71.

6 REACCIONES GENERALES DE AMINOACIDOS. En: metabolismo de compuestos nitrogenados.
[sitit web].2011. [Consultado 18 agosto 2019]. Disponible en:
http://www3.uah.es/bioquimica/Tejedor/bioquimica_quimica/R-T20-1-Rgenerales.pdf.
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DESCARBOXILACION: conocido propiamente como lisina descarboxilasa, siendo
inducida a una elevada acidez extracelular, baja tensién oxigeno y concentraciones
elevadas de aminoacido en cuestion’.

DIACETILO: este compuesto es producido por la levadura durante la fermentacion
y posteriormente es absorbido por ellaé.

DNS: el &cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) es el encargado de calcular la
concentracion de azucares reductores en distintos materiales®.

ESTERES: compuestos aromaticos formados a partir de alcoholes por accion de la
levadura, tipicamente huele a afrutado?®.

FERMENTACION: la fermentacion alcohdlica es un proceso anaerobio realizado
por las levaduras y algunas clases de bacterias, estos microorganismos transforman
el azlcar en alcohol etilico y diéxido de carbono??.

IBU: acrénimo de International Bitterness Unit. Unidad norteamericana usada para
medir el amargor de la cerveza. Un IBU es igual a un miligramo de alfa-acido por
cada litro de cerveza??.

7 REVELLES. Olga. Catabolismo de lisina en bacterias. En: Caracterizacién de las rutas de
catabolismo del L- Lisina en Pseudomonas putida KT2440. Trabajo de grado. Universidad de
granada, 2005. p. 20. [Consultado: 22 septiembre  2019]. Disponible  en:
https://hera.ugr.es/tesisugr/15437346.pdf

8 CHAMORRO. David. Elaboracion de un plan de negocios para la produccion de cerveza
artsanal.Trabajo de titulacion. Universidad Austral de chile. Chile. 2012.p.5.(consultado: 28
octubre 2019).Disponible en:
http://cybertesis.uach.cl/tesis/uach/2012/bpmfcic448e/doc/bpmfcic448e.pdf

9 BELLO, Daniel, CARRERA, Emilia y DIAZ, Yuset. Determinacién de azlcares reductores totales
en jugos mezclados de cafia de azucar utilizando el método del &cido 3,5 dinitrosalicilico. [en linea].
En: ICIDCA. Sobre los Derivados de la Cafia de Azlcar, mayo-agosto, 2006, vol. XL .p. 45-50.
[Consultado 22 septiembre 2019]. ISSN. 0138-6204. Diponible en:
http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=223120664006.

1 CAHMORRO, Op., cit. p. 5.

11 BRINEZ. Sebastian, FORERO.Andres. Plan de negocio para la produccion de cerveza artesanal r
ubia en el municipio de cogua - Cundinamarca. Trabajo de tesis. Universidad catdlica de Colombia.
Colombia. 2017. P. 8. (consultado: 28 octubre 2019). Disponible en: https://repository.ucatolica.edu.
co/bitstream/10983/15601/1/PLAN%20DE%20NEGOCIO%20PARA%20LA%20PRODUCCI%C3%
93N%20DE%20CERVEZA%20ARTESANAL%20RUBIA%20EN%20EL%20MUNICIPIO%20DE%2
0COGUA%20-%20CUNDINAMARCA.pdf

12 REVELLES, Op., cit. p. 17.
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INOCULAR: introducir artificialmente una porcién de muestra (indculo) en un medio
adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano, para su desarrollo y
multiplicacion. Una vez sembrado, el medio de cultivo se incuba a una temperatura
adecuada para el crecimiento?3,

MACERACION: proceso de extraccion entre materias de diferentes estados fisicos
de solido-liquido, en el cual los compuestos quimicos de interés se encuentran en
la materia sélido, y que estos poseen solubilidad; se usa un liquido que permita su
extraccion!4,

MOLIENDA: operacion unitaria que reduce el volumen promedio de las particulas
de una muestra soélida®.

NO SACCHAROMYCES: forman parte de un consorcio fundamental en la
fermentacidn de bebidas alcohdlicas, ya que son estas las responsables de aportar
la mayoria de las caracteristicas organolépticas a los fermentos, los cuales en la
mayoria de los casos enriquecen el aroma y/o sabor de las bebidas alcohélicas?®.

13 SANTAMBROSIO, Eduardo. ORTEGA, Marta y GARIBALDI, Pablo. Siembra y recuento de
microorganismos. En: Catedra de biotecnologia. [sitio web]. [Consultado: 23 junio 2019]. Archivo pdf.
Disponible en:
https://www.frro.utn.edu.ar/repositorio/catedras/quimica/5_anio/biotecnologia/practicolll.pdf

1“4 BRINEZ, Op., cit. p. 8.
15 |bid. p. 8.

16 ACEVEDO, Aaron. Et al. Importancia de las levaduras no- Saccharomyces durante la fermentacién
de bebidas alcohdlicas. [en linea]. En: Investigacién y Ciencia, mayo- agosto, 2015, Vol. 23. P. 73-
79. [Consultado 28 septiembre 2019]. ISSN. 1665-4412. Disponible en:
https://lwww.redalyc.org/pdf/674/67443217010.pdf
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RESUMEN

El consumo de cervezas artesanales cada vez toma mayor fuerza, puesto que el
mercado se enfrenta a un consumidor que desea nuevas experiencias y sabores a
los tradicionalmente ofrecidos por la industria cervecera, por lo anterior es de interés
la busqueda de nuevas materias primas (maltas) e incluso microorganismos
fermentadores que puedan ofrecer otras caracteristicas organolépticas, a partir de
ello se realiz6 el aislamiento y estudio de levaduras que pudieran ofrecer otras
caracteristicas sensoriales a la cerveza tradicional tipo ale de una de las principales
cerveceria artesanales de Bogota.

Los aislamientos se concentraron en levaduras nativas, las cuales son las
encargadas de metabolizar los azUcares contenidos en el mosto para convertirlos
en etanol. Para esto, se seleccionaron tres frutos maduros (maracuya, ciruela y
guayaba) los cuales tendian un alto contenido de microbiota, que fue aislada en
medios selectivos para eucariotas, luego se realizd una seleccion de cepas de
levaduras, las cuales se diferenciaron en Saccharomyces y No Saccharomyces, en
agar lisina y posteriormente en agar Sabouraud con cicloheximida (antibiético). Por
altimo, se aplicaron pruebas APl 20C AUX las cuales permiten determinar el género
de las levaduras, en donde se obtuvo como resultado, el aislamiento de cepas
correspondientes al género Candida tropicalis.

Para la determinacion de la cepa con mejor perfil fermentativo se llevé a cabo un
andlisis estadistico, que determiné cual de las cepas P, N (aisladas del maracuyd)
y D (aislada de ciruela), podria describir una mejor concentracion de glucosa como
azucar reductor presente en el mosto, siendo el pardmetro a analizar (variable
respuesta); dicha concentracién de glucosa fue determinada por la técnica de
cuantificacion de azucares reductores DNS. Las fermentaciones del mosto estandar
se realizaron por las tres cepas en un tiempo total de 96 horas. Una vez
seleccionada la cepa de mejor perfil fermentativo se elabor6 una cerveza artesanal
tipo Ale con caracteristicas organolépticas propias generadas por estas cepas.

Finalmente se llevd a cabo la determinacion de compuestos aroméaticos de manera
cualitativa presentes en el producto final por medio de una evaluacion sensorial
guiada por el programa de certificacion de Beer Judge Certification Program (BJCP);
en donde cuatro catadores certificados evaluaron las caracteristicas organolépticas
de la cerveza obtenida empleando la cepa seleccionada y de la cerveza obtenida
empleando una cepa patron (tipo Saccharomyces), que es la levadura utilizada
actualmente por la cerveceria artesanal, con el objetivo de determinar los nuevos
perfiles sensoriales encontrados.

Palabras claves: perfiles fermentativos, cerveza artesanal, levaduras nativas.
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INTRODUCCION

Una de las razones que motivaron a la creacion de esta Cerveceria Artesanal, en el
afio 2011, fue la necesidad de generar una cerveza tipo gourmet que invitaba a
experimentar nuevos sabores, marcando un equilibrio entre un producto
gastronémico y una bebida alcohdlica. Teniendo en cuenta la gran diversidad que
posee Colombia, y la oportunidad tangible de ser aprovechada, en cuanto a frutos
se refiere, se busca, la obtencion de levaduras aptas en el proceso de fermentacion
para la elaboracion de una cerveza artesanal diferente a las ya ofrecidas al
consumidor, ya que esto permite conservar la esencia de esta bebida, la cual se
elabora como su nombre lo dice de manera artesanal, manteniendo un mayor
control desde el inicio hasta el fin, diferenciandola en muchos aspectos de una
cerveza elaborada industrialmente teniendo en cuenta que su proceso de
elaboracion es estandarizado, haciendo que se pierda la oportunidad de innovar
ampliamente en caracteristicas organolépticas.

De esta manera a partir de los microorganismos provenientes de tres frutos
(Maracuya, guayaba y ciruela) implementando la técnica de aislamiento de
levaduras nativas, se podra generar un lado distintivo en la cerveza a elaborar, de
manera que se aprovechen las mudltiples propiedades que brindan los frutos
colombianos y asi lograr el uso de los recursos naturales para generar una
oportunidad de negocio.

Por lo tanto, hemos desarrollado el estudio de los perfiles fermentativos de dichos

microorganismos, a partir del proyecto titulado: “Evaluaciéon de perfiles
fermentativos para la elaboracién de cerveza artesanal por levaduras nativas”.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar perfiles fermentativos para la elaboracion de cerveza artesanal por levaduras
nativas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Aislar las levaduras con perfiles fermentativos a partir de tres frutos
(maracuya, ciruela y guayaba) a través de medios de cultivos selectivos.

v" Analizar los perfiles de fermentacion de las cepas seleccionadas bajo pruebas
preliminares de fermentacion.

v Establecer el desempefio de la cepa seleccionada con el mejor perfil
fermentativo para la preparacion de una cerveza artesanal tipo ale.
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1. MARCO TEORICO
1.1 FERMENTACION

La fermentacion se conoce como un proceso de oxidacion y reduccion donde la
energia se produce por fosforilacion del sustrato empleado a través de diversas
transformaciones moleculares donde el producto obtenido es un compuesto
organico mas energia'’.

De acuerdo con la literatura existen dos tipos de fermentacion, la fermentacion
oxidativa que se clasifica en: acética, oxalica, citrica y fumarica entre otras, en la
cual actia la presencia del oxigeno y fermentacién anoxidativa que se clasifica en:
alcohdlica, lactica, propidnica y butirica en la cual no hay presencia de éste y en su
lugar actiian compuestos organicos como los aldehidos®®.

Por otro lado, el producto obtenido del proceso de fermentacion depende del
sustrato que se emplee en ésta, de si se lleva a cabo en condiciones aerobias o
anaerobias, es decir con o sin la presencia del oxigeno y de otros factores externos
involucrados a lo largo de dicho proceso.®

1.1.1 Fermentacidn alcohdlica. En el caso de la elaboracion de cerveza el tipo de
fermentacion involucrada se denomina fermentacion alcohdlica en la cual, ocurre un
proceso de transformacién bioquimica para la obtencion de energia (ATP), dicho
proceso se lleva a cabo en ausencia de oxigeno, esto hace referencia a condiciones
anaerobias, empleando como sustrato azlcares que se puedan fermentar con
facilidad, es decir azUcares de cadenas cortas y simples llamados monosacaridos
ya que las levaduras carecen de la enzima diastasa (amilasa) y por esto no podrian
llegar a fermentar moléculas de alta complejidad como por ejemplo los almidones
los cuales se deben reducir para ser metabolizados por estas, es por esta razén que
en el proceso de elaboracién de cerveza es utilizada la malta, también llamada

17 ESPITIA, Lady Carolina. Determinacién de la concentracion de alfa y beta amilasas comerciales
en la produccién de etanol a partir de almidén de cebada empleando Saccharomyces cerevisiae.
Trabajo de grado Microbidloga Industrial. Bogota D.C. Pontificia Universidad Javeriana.2009. p.36.
[Consultado 15 junio 2018]. Disponible en: https://javeriana.edu.co/biblos/tesis/ciencias/tesis206.pdf

18 JORGENSEN Alfred. Algunas nociones de la fisiologia de los microorganismos. En: Microbiologia
de las fermentaciones industriales. 7 ed. Barcelona, Buenos Aires, México: Hansen Albert 1959. p
80.

19 MULLER, Ludwig. Fermentacion alcohdlica. Manual de laboratorio de fisiologia vegetal. [En linea].
En: Manual de laboratorio de fisiologia vegetal. 1 ed. Turrialba, Costa Rica. 1964.p 92. [Consultado
20 junio 2018]. Disponible en:
https://books.google.com.co/books?id=9I8gAQAAIAAJ&printsec=frontcover&dg=manual+de+labora
torio+de+fisiologia+vegetal+muller&hl=es&sa=X&ved=0ahUKEwiA7Knlwt3kAhXCzVKKHbHfC5UQ6
AEIKDAA#v=0nepage&q=manual%20de%20laboratorio%20de%?20fisiologia%20vegetal%20muller
&f=false
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https://books.google.com.co/books?id=9I8gAQAAIAAJ&printsec=frontcover&dq=manual+de+laboratorio+de+fisiologia+vegetal+muller&hl=es&sa=X&ved=0ahUKEwiA7KnIwt3kAhXCzVkKHbHfC5UQ6AEIKDAA#v=onepage&q=manual%20de%20laboratorio%20de%20fisiologia%20vegetal%20muller&f=false

cebada germinada, ya que durante la etapa de germinacion produce almidon, el
cual debe ser reducido en azlcares fermentables facilitando asi su metabolismo. 2°
Luego de la obtencion de azlcares fermentables se llega a la etapa de fermentacion
alcohdlica, donde los productos de mayor importancia a obtener son el etanol, y el
diéxido de carbono C0,. Cabe resaltar que en el proceso se llega a un punto donde
la proporcion de etanol en la bebida impide que el microorganismo siga actuando,
sin importar que el azucar haya sido consumido y transformado en su totalidad, y
es hasta ese punto donde el microorganismo cumple con su labor sin tener en
cuenta si la cantidad de etanol producida es maxima o minima; por otro lado una de
las caracteristicas mas comunes que se debe tener en cuenta al seleccionar la
levadura que se va a utilizar, es el nivel de alcohol tolerado, el cual generalmente
no excede del 15% al 18% aproximadamente.?!

Para la obtencion de etanol en el proceso de fermentacion alcohdlica se debe
obtener en primera medida el piruvato, el cual es transformado en aldehido por
medio de una descarboxilacion generando una pérdida de €0, (anhidrido de
carbono), una vez generado el aldehido este se convierte en etanol por medio de
una reaccion de reduccion de la coenzima NADH a NAD catalizada por el alcohol
deshidrogenasa para finalmente producir etanol o alcohol etilico?> como se muestra
en la ilustracion 1.

20 MULLER. Op. cit., p 92.
21 |bid., p 92.
22 ESPITIA. Op. cit., p. 36.
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llustracion 1. Transformacién de piruvato a etanol

NADH
O H+ + H+ NAD+ H OH
) H>‘/
H Plruvato Alcohol CH
3 descarboxilasa deshidrogenasa ' =
Piruvato Acetaldehido Etanol

Fuente: BERG. Jeremy. TYMOCZKO,Jhon y STRYER, Lubert. Enzima: conceptos basicos y
cinetica. En: Bioquimica.Espafa: Reverté S.A. 2008. p.216. [Consultado: 18 septiembre 2018].
Disponible en:
https://books.google.com.co/books?id=HRrdMNH2YssC&pg=PR1&hl=es&source=gbs_selecte
d_pages&cad=3#v=onepage&qg&f=false. ISBN. 978-84-291-7600-1.

Para dar inicio a la produccion del etanol se debe obtener el piruvato o acido piravico
y para esto es necesario metabolizar los hidratos de carbono también llamados
hexosas. Dentro de estos hidratos se encuentra la glucosa, la cual es metabolizada
a través de mdltiples reacciones quimicas por medio de un proceso denominado
glucdlisis o glicolisis anaerobia, esta via metabdlica tiene como objetivo principal
almacenar la energia obtenida de los hidratos de carbono en forma de ATP y NADH
para ser utilizada en el proceso de transformacion y asi obtener el producto
deseado, etanol.?

Como se observa en la ilustracidén 2 las reacciones involucradas en este proceso
inician con la reduccion de moléculas como la glucosa-6-fosfato (G6P) o fructosa-
6-fosfato (F6P) a partir de glucosa, hasta obtener el piruvato dentro de las rutas
“Embden-Meyerhof-Parnas” (EMP) y la via fosfato-pentosa (PP).2* Estas reacciones
de oxidacién y reduccion que se generan a lo largo del proceso de glucdlisis se
presentan de manera secuencial por medio de procesos como la Fosforilacion,
isomerizacion, division y oxidacion.?®

23 BERG, Jeremy. STRYER, Lubert y TYMOCZKO, John. Transduccién y almacenamiento de la
energia. [En linea] En: Bioguimica con aplicaciones clinicas. 7 ed. Barcelona, Espafia.
Reverté, 2008. p  447. [ Consultado 18  julio  2018]. Disponible  en:
http://www.libreriaherrero.es/pdf/REVE/9788429176025.pdf. ISBN: 978-84-291-7602-5.

24 ACOSTA, Carolina. Evaluacion de la fermentacion alcohdlica para la producciéon de hidromiel.
Tesis de investigacion Magister en Ingenieria Quimica. Bogota D.C. Universidad Nacional de
Colombia. 2012. p 5. [ Consultado 25  julio 2018]. Disponible en:
http://www.bdigital.unal.edu.co/9933/1/300060.2012.pdf.

25 CAMPBELL, Mary. FARRELL, Shawn. La Glucolisis. [ En linea]. En: Bioquimica. 4 ed. México.
Thomson 2004. p 466. [ Consultado 1 agosto 2018]. ISBN: 970-686-335-4.
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llustracion 2. Reacciones en el proceso del glucolisis
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Fuente: ACOSTA, Carolina. Evaluacion de la fermentacion alcohélica para la produccién de
hidromiel. Tesis de investigacion Magister en Ingenieria Quimica. Bogota D.C. Universidad
Nacional de Colombia. 2012. p 6. [Consultado 25 julio 2018]. Disponible en:
http://www.bdigital.unal.edu.co/9933/1/300060.2012.pdf.

Por dltimo, cabe resaltar que en el proceso de obtencién de etanol también se
podrian llegar a generar metabolitos secundarios por medio del piruvato ya que éste
puede tomar vias alternas. Estas situaciones son estudiadas en la actualidad con el
objetivo de obtener caracteristicas distintas en un producto final.?®

1.1.2 Fermentaciones espontaneas. Las cepas de levaduras convencionales y no
convencionales tienen la capacidad de producir etanol bajo distintas condiciones
operativas y nutricionales durante el proceso de fermentacion, mostrando distintos
rendimientos en la produccion de biomasa y etanol. Se puede determinar que las
fermentaciones espontaneas son las que se producen de forma natural, en donde
los procesos no son producto de una sola especie sino de una sucesion de especies
y cepas de levaduras diferentes a medida que avanza la fermentacién?’, ésta se
produce por accion de levaduras salvajes.

26 ACOSTA. Op. cit.,p.7.

2T PEREZ, et al. Caracterizacién fermentativa de las levaduras productoras de etanol a partir de jugo
de Agave cupreata en la elaboracion de mezcal. [ En linea]. En: Revista Mexicana de Ingenieria
Quimica. Diciembre,2013. Vol. 12, No. 3. Pag. 452. [ Consultado 15 abril 2019] ISSN. 1665-2738.
Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=62029966008
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Los procesos de fermentacion espontanea estan mediados principalmente por
levaduras No Saccharomyces, y la especie de levadura que interviene en éste
proceso depende de la concentracion etandlica del fermento y de la compaosicion
del sustrato?®. Por otro lado, se demuestra que los métodos y efectos de la
fermentacion espontanea han aumentado de una manera considerable, se
determinan diferentes investigaciones frente a las interacciones levadura- levadura,
levadura- bacteria, y las necesidades nutricionales de las fermentaciones en
colonias mixtas. Se encuentra la probabilidad de que las fermentaciones
espontaneas produzcan mayores caracteristicas sensoriales que las que se pueden
encontrar por lo general en fermentaciones inoculadas, esos procesos pueden ser
encontrados en vifiedos y bodegas en donde la micro flora va variando segun la
region en donde se encuentre.?®

En épocas anteriores la fermentacion espontanea era el Unico tipo de fermentacion
gue se conocia, ésta ocurre naturalmente cuando se estimula la propagacién de la
levadura salvaje y los microorganismos que las uvas traian en ellas desde el
vifiedo.3°

Se puede evidenciar que una levadura salvaje puede generar subproductos ya sea
en sus olores o sabores inusuales, se ha encontrado que los aromas y estrés
imprescindibles generados por la levadura salvaje es lo que puede agregar a su
complejidad, donde se genera una naturaleza interesante y sofisticada siendo
otorgado por la fermentacidon espontanea, por lo general este tipo de fermentacion
se observa en el proceso de vinificacion. En este proceso no se pueden predecir
los resultados, pero si requiere de mayor cuidado y atencion frente a la fermentacion
inoculada.3?

28 CASAS, Aaron. et al. Importancia de las levaduras no Saccharomyces durante la fermentacion de
bebidas alcohdlicas [ En linea]. En: Investigacion y ciencia de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes. Mayo- agosto. 2015. Vol. 23. p.75. [Consultado 18 octubre 2018]. ISSN 1665-4412.
Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=67443217010.

29 MANSFIELD, Anna y TAHIM, Camila. Spontaneous Fermentations [En linea]. En: Wines Vines
Analytics.  April. 2016, p 1-2. [Consultado 5 agosto 2019]. Disponible en:
https://winesvinesanalytics.com/features/article/168028/Spontaneous-Fermentations.

30 DIETER, Simon. Spontaneous Fermentation — What'’s It All About? [En linea]. En: Weinjournal mit
Weinfuihrer. Octubre, 2011. P 1-2. [ Consultado 12 agosto 2019]. Disponible en:
https://www.bonvinitas.com/en/.

31 CHORNIAK, Jeff. Wild Yeast: The Pros and Cons of Spontaneous Fermentation. [En linea]. En:

Wine marker creating you own great wines. Manchester, 2019. P. 1. [Consultado 17 agosto 2019]
Disponible en: https://winemakermag.com/contact.
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1.1.3 Microorganismos fermentadores en industria de alimentos. En la industria
de los alimentos fermentados existen microorganismos encargados de transformar
materias primas para brindar productos al consumidor con caracteristicas
sensoriales distintas como el sabor, el aroma, aspecto visual entre otras.3? Con la
particularidad de que estos productos en un inicio eran elaborados de manera
artesanal, pero con el paso del tiempo han ido incursionando en la industria, gracias
a sus caracteristicas propias que poseen y por ende la rentabilidad que generan.

Entre los alimentos fermentados que se pueden elaborar desde la antigiedad se
encuentran el pan, las bebidas a base de leche como el yogurt, el koumiss, el queso,
entre otros, por otro lado se tienen las bebidas alcohdlicas como la cerveza y el
vino®3, tema que sera abordado en este escrito.

En la industria de los alimentos fermentados mas especificamente de las bebidas
alcoholicas existen microorganismos que cumplen la funcion de metabolizar los
azucares también conocidos como glicidos en alcohol o 4cidos organicos como los
aldehidos y las cetonas, en ocasiones produciendo dioxido de carbono u otros
gases.

Por medio de la funcion que cumplen estos microorganismos se logra la obtencion
de alcoholes como el etanol y acidos como el acético y el lactico, bebidas
fermentadas como la cerveza, el vino, la sidra entre otras; no todos los
microorganismos en la naturaleza pueden desempefiar esta funcién, los
encargados de ésta principalmente son las levaduras, pero también existen
microorganismos como los hongos filamentosos y las bacterias acido lacticas
(produccién de acido lactico) que pueden hacerlo.3*

La mayoria de microorganismos que se encuentran en la literatura se usan en la
produccion de etanol a escala laboratorio, pero muy pocos se estiman a nivel
industrial. Las cepas silvestres por sus diversas caracteristicas adoptan diferentes
compuestos los cuales transforman en etanol, generan distintos rendimientos y
subproductos con un estrecho rango de asimilacion lo cual hace que tengan poca
aplicabilidad a escala piloto y a nivel industrial. Las cepas Saccharomyces utilizan

32 RAMIREZ José. et al. Bacterias lacticas importancia: en alimentos y sus efectos en la salud. Unidad
académica de medicina veterinaria y zootecnia. [en linea]. En: Universidad Auténoma de Nayarit.
Abril-junio, 2011.p. 2. [consultado 14 noviembre 2018]. ISSN. 2007-0713. Disponible en:
http://fuente.uan.edu.mx/publicaciones/03-07/1.pdf

33 GARIBAY, Mariano. RAMIREZ, Rodolfo y LOPEZ Agustin. Alimentos y bebidas fermentados
tradicionales. [en linea]. En: biotecnologia alimentaria. 5 ed. México: Limusa S.A. 2004. p 313.
[consultado 15 diciembre 208]. Disponible en:
http://sgpwe.izt.uam.mx/files/users/uami/tvolke/Biotecnologia Alimentaria-Libro.pdf. ISBN.968-16-
4522-6.

3 JORGENSEN. Op. cit., p. 2.
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sustratos fermentables tales como glucosa, fructosa, sacarosa, maltosa,
maltotriosa, galactosa y manosa en condiciones anaerobias a temperaturas de 30
a 37°C, mientras que Kluyveromyces marxianus, Candida shehatae, Clostridium
thermocellum utilizan otros sustratos fermentables.3®

Las bacterias 4cido lacticas se presentan como microorganismos que degradan
carbohidratos en ausencia de oxigeno como la lactosa.®® En diferentes ambientes
se encuentran muchas de estas bacterias, ya sea en productos lacteos, vegetales,
plantas, cereales o carnes donde se emplean para la conservacion y manufactura.
Este grupo de microorganismos esta conformado por diferentes géneros
incluyendo: Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc
y Pediococcus.?” Estas bacterias son utilizadas por su habilidad de acidificar y
preservar los alimentos de las esporas (microrganismos contaminantes), siendo
implicadas en el olor, sabor, textura y aroma desarrollando un papel importante en
la fermentacion. La funcion principal de este grupo de bacterias esta en la formacion
de &cidos organicos, principalmente de acido lactico a una velocidad adecuada
asegurando que el proceso de fermentacion sea consistente y exitoso.3®

1.2 CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS LEVADURAS

Las levaduras se encuentran clasificadas como hongos unicelulares, eucariotas los
cuales no poseen una taxonomia especifica, se pueden encontrar en distintos
tamarios, formas (ovaladas, esféricas, cilindricas o elipticas) y colores®°. Por otro
lado, su crecimiento es viable a temperaturas entre 0°C y 50°C, pero generalmente
ocurre entre 25°C y 30°C ya que este es un rango 6ptimo para su crecimiento. Su
reproduccion es asexual y se lleva a cabo por gemacion también conocida como
fisibn binaria, donde una pequefia célula se desprende de la célula adulta para
convertirse en levadura por si misma o por reproduccién sexual a través de la
formacién de esporas que en su proceso de crecimiento tienden a formar colonias

35 MARISCAL, Juan. Evaluacioén y selecciéon de microorganismos para la produccion de etanol a nivel
industrial. Magister en ingenieria quimica. Universidad Nacional de Colombia. 2011. p.9. [Consultado
15 abril 2019]. Disponible en: http://bdigital.unal.edu.co/4791/1/8108502.2011.pdf.

3 VEGA, Melvys. Bacterias del Acido Léactico un Potencial para la Produccion de Alimentos
Probiéticos Fermentados en la Industria Lactea de Panama. [En linea]. En: Science and Technology
Conference . Febrero, 2018. p. 38-47. [Consultado 8 mayo 2019]. Disponible en:
https://knepublishing.com/index.php/KnE-Engineering/article/view/1411/3426.

87 PARRA. Ricardo. Bacterias acido lacticas: papel funcional en los alimentos. [ En linea]. En:
Facultad de ciencias agropecuarias. Enero-junio, 2010, vol. 8, p. 93. [ Consultado 10 julio 2019].
Disponible en: http://www.scielo.org.co/pdf/bsaa/v8nl/v8nlal2.pdf.

38 |bid., p. 96.

3 SUAREZ, Caridad. GARRIDO, Antonio y GUEVARA, Carmen. Levadura Saccharomyces
Cerevisiae y la produccién de alcohol. [ en linea]. En: Instituto cubano de investigaciones sobre los
derivados de la cafia de azucar ICIDCA. Enero-abril, 2016, vol. 50. p. 21. [ consultado 22 enero

2019]. ISSN. 0138-6204. Disponible en: https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=223148420004.
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en el medio en el que se encuentran®® y a su vez, tienen la capacidad de
desarrollarse y reproducirse en medios acidos, es por esto que un rango optimo de
pH para las levaduras se encuentra entre 4.5 y 6.5 aproximadamente, pero cabe
aclarar que en su mayoria las levaduras resisten un pH entre 3y 10.%! Las levaduras
se encuentras principalmente en habitats donde hay azlcares ya sea en frutas,
flores o corteza de arboles.*?

En la naturaleza existen levaduras aptas para el consumo humano utilizadas en el
procesamiento de alimentos, bebidas fermentadas y para la produccién de
antibiéticos.** Estos microorganismos son comunmente requeridos en industrias
como la cervecera, alli los estudian y adquieren ya que pueden ser aprovechables
por sus caracteristicas como la capacidad de ser anaerobios facultativos, es decir
gue al no tener oxigeno en el medio en el que se encuentran estos fermentan los
azUcares para producir etanol y diéxido de carbono,** pero, al crecer en medios que
contengan oxigeno estos metabolizan los azlUcares por medio de una respiracion
aerdbica para producir dioxido de carbono y agua y a su vez, son capaces de
competir por el sustrato con bacterias como la Streptococcus bovis, principal
generador de acido lactico el cual es un gran contaminante en bebidas como la
cerveza. Las levaduras generan un interés en las industrias por la rentabilidad que
generan y porgue no son patdgenas, es decir aptas para consumo humano o GRAS
(Generally Recognized As Safe).*®

1.2.1 Levadura de género Saccharomyces cerevisiae. Como se mencion6
anteriormente las levaduras poseen caracteristicas que son aprovechadas por la
industria de los alimentos, entre muchas otras. Dentro de la industria de los
alimentos se encuentra la industria cervecera la cual utiliza la levadura del género
Saccharomyces (azucar de hongos),46 este género en especial ya que se
caracteriza por actuar de manera 6ptima en el proceso de fermentacion en la

40 ARTIGAS Florencia y MACHADO Virginia. Aislamiento, Seleccién e identificaciéon de levaduras
nativas con propiedades enolégicas en uvas Tannat. Titulo de Licenciado en Biotecnologia.
Universidad ORT Uruguay. 2017. p. 17. [ consultado 25 febrero 2019]. Disponible en:
https://bibliotecas.ort.edu.uy/bibid/86672/file/4521.

41 SUAREZ. Op. Cit., p. 21

42 URIBE, Liz. Caracterizacion fisiolégica de levaduras aisladas de la filosfera de mora. Trabajo de
grado. Pontificia Universidad Javeriana. 2007.p. 37. [Consultado 25 septiembre 2019]. Disponible
en: https://javeriana.edu.co/biblos/tesis/ciencias/tesis276.pdf.

43 JORGENSEN. Op. cit., p.

4 ARTIGAS. Op. Cit., p. 17
45 SUAREZ. Op. Cit., p. 21

46 VARGAS Jorge. Aislamiento de una cepa nativa Saccharomyces sp. y determinacion de los
parametros en la fermentacién de la chica de jora. Tesis para titulo de ingeniero agroindustrial.
Abancay. Escuela académico profesional de ingenieria agroindustrial. 2010. 39 p. [consultado 13
noviembre 2018]. Disponible en: http://repositorio.unamba.edu.pe/handle/UNAMBA/330.
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elaboracion de cerveza, Saccharomyces en union con la especie Cerevisiae brinda
grandes rentabilidades al producir la cerveza ya que es capaz de producir etanol de
manera eficiente por medio de multiples sustratos de cadena simple como lo son la
glucosa, la maltosa, la fructosa, entre otros. Otra de las razones por la cual esta
tiene gran uso en esta industria es porque este es un microorganismo no patégeno
0 GRASY,

Saccharomyces cerevisiae es una levadura que crece en medios de cultivos
nutritivos como el agar Sabouraud, en este medio se puede visualizar con ayuda de
caracterizaciones macroscopicas de colores como el beige o el blanco de textura
cremosa y apariencia humeda con bordes irregulares, con la capacidad de
desarrollarse en colonias y en su caracterizacion macroscopica se puede describir
como redonda, ovoide, elipsoide, cilindricas o filamentosas.*?

En cuanto a su reproduccién estas la llevan a cabo por un proceso de gemacion y
son asexuales como la mayoria de su género o también logran reproducirse
sexualmente produciendo esporas. Entre los requerimientos que necesita para
desarrollarse y reproducirse se encuentran macronutrientes, vitaminas, fuentes de
carbono como la glucosa y fuentes de nitrdgeno, las cuales provienen de los
aminoacidos y de los péptidos (di- y tri-) del medio en el que se encuentren como lo
puede ser el mosto, los cuales son aportados por la malta al inicio del proceso de
elaboracion de la cerveza.*® Saccharomyces cerevisiae es industrialmente la mas
utilizada por sus rendimientos, rapido crecimiento, resistencia a etanol y es
modificable genéticamente.

1.2.2 Levaduras No Saccharomyces. Los estudios realizados han demostrado
que algunas especies de levaduras No-Saccharomyces también contribuyen
durante la fermentacién, ya que sobreviven mas de lo que inicialmente se suponia,
pudiendo alcanzar crecimientos significativos que influyen en la composicién
organoléptica de las bebidas alcohdlicas®. Las levaduras No Saccharomyces son
importantes ya que estas sintetizan una gran variedad de compuestos volatiles,
estas levaduras no convencionales se reproducen en la primera etapa de
fermentacién, siendo una poblacién drasticamente reducida debido a una supuesta
intolerancia al etanol. Sin embargo, se ha determinado que estas levaduras tienen
rendimientos entre 25 y 49 g/L de etanol llegando a producir concentraciones de

47 ROMERO, Carolina. Evaluacion de la fermentacion alcohdlica para la produccion de hidromiel.
Tesis de investigacion Magister en Ingenieria Quimica. Universidad Nacional de Colombia. 2012. 31
p. [consultado 15 diciembre 2018]. Disponible en:
http://www.bdigital.unal.edu.co/9933/1/300060.2012.pdf

48 VARGAS. Op. cit., p.40.
49 ROCHA. Op. cit., p.32.
50 PEREZ. Op. cit., p.452.
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etanol incluso semejantes a las del genero Saccharomyces, siempre y cuando las
condiciones en donde se cultive sean las 6ptimas para su desarrollo®.

Las principales caracteristicas que aportan las levaduras No Saccharomyces frente
cualquier tipo de fermentacion son el aroma y sabor, siendo relacionados con la
materia prima a fermentar, los aromas y sabores son el resultado de los diferentes
metabolitos de desecho que produce cada cepa. Las levaduras No Saccharomyces
aportan la mayoria de las caracteristicas organolépticas a los fermentos®?. Las
levaduras que se encuentran presentes de manera significativa en algunos frutos y
en el mosto, que intervienen en procesos fermentativos estan representadas en algo
mas de quince géneros, entre ellos se pueden encontrar: Hanseniaspora/Kloeckera,
Candida, Pichia, Hansenula, Torulaspora, Rhodotorula, Metschnikowia,
Debarymyces, Kluyveromyces, Cryoticoccus, Dekkera.53

1.2.3 Requerimientos ambientales y nutricionales para el crecimiento y
desarrollo 6ptimo de la levadura. El crecimiento, desarrollo y reproduccién de un
microorganismo como la levadura, se ven influenciados por diversos factores que
se encuentran en el entorno, (actividad vital) entre ellos estan:

Velocidad de crecimiento: este se encuentra definido por la curva de crecimiento
de un microorganismo, la cual representa el comportamiento del crecimiento de
dicho microorganismo en el tiempo. Con el objetivo de determinar cuando se
produce la mayor cantidad de biomasa o de metabolitos primarios o secundarios.>
En la ilustracion 3 se evidenciara la curva de crecimiento.

51 |bid., P. 452.
52CASAS, Op. cit., p. 76.

53 OCON, Maria. Diversidad de levaduras no- Saccharomyces. en diferentes ecosistemas
vitivinicolas. Tesis doctoral. Universidad de la Rioja. 2014. p.8. [consultado 12 julio 2019]. Disponible
en: https://dialnet.unirioja.es » descarga » tesis.

54 HERNANDEZ, Alicia. Las Fermentaciones. [en linea]. En: Microbiologia Industrial. Costa Rica:
EUNED, 2003. p. 47. [Consultado 14  noviembre  2018]. Disponible  en:
https://books.google.com.ec/books?id=KFq40EQQjdEC&sitesec=reviews&rview=1&rf=ns:0&hl=es-
419&Ir=&sa=N&start=20. ISBN: 978-9968-31-255-4.
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llustracion 3. Curva de crecimiento
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Fuente: JAWETS, Ernest. et al. Crecimiento, supervivencia y muerte de microorganismos. [ en linea].
En: Microbiologia médica. 27 ed. New York: McGraw-Hill Medical. 2016. p. 1-850. [Consultado 24
octubre 2019]. Disponible en: https://www.worldcat.org/title/jawetz-melnick-adelbergs-medical-
microbiology/oclc/939866301. ISBN. 9780071824989 0071824987.

Esta curva presenta cuatro fases importantes: la fase de latencia, la logaritmica, la
estacionaria y la de muerte.

Fase de latencia (fase lag): esta es la primera etapa, seguida de la inoculacion de
la levadura, estd definida como el tiempo en el que logra adecuarse el
microorganismo a nuevas condiciones tanto nutricionales como ambientales al
medio en el que se encuentra. EI microorganismo puede o0 no presentar esta fase,
es decir, puede pasar sin ningun problema a la fase siguiente. Es importante resaltar
que durante esta fase no hay un aumento celular ya que la energia es utilizada para
sintetizar las enzimas que necesita para su desarrollo 6ptimo en el medio en el que
se encuentra ahora.>

Fase logaritmica o exponencial: es en ésta fase donde las células se multiplican
o crecen de manera exponencial a la maxima velocidad, hasta que sus fuentes
nutricionales se hayan acabado o por la acumulacion de sus propios compuestos
toxicos, provenientes de su metabolismo.%®

55 Ibid., p.47.

5% GUTIERREZ, José. Alteracion de origen microbiano. [en linea]. En: Ciencia bromatoldgica:
principios generales de los alimentos. Madrid: Diaz de Santos S.A, 2000. p. 355. [Consultado 27
noviembre 2018]. Disponible en: https://es.slideshare.net/DesireSomale/ciencia-bromatologica-
principiosgeneralesdelosalimentosmedilibroscom. ISBN. 978-84-7978-447-8.
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Este crecimiento puede ser cuantificado por el nUmero de células que se producen
o por el aumento de biomasa en un tiempo determinado. La velocidad de
crecimiento durante éste periodo es constante e independiente de la concentracion
de sustrato, estando este en exceso. Esta etapa culmina al producirse algunas de
estas condiciones:

a. Agotamiento de nutrientes.

b. Alteracion de condiciones ambientales.

c. Produccion por parte de la cédula de metabolitos toxicos para ella, afectando su
reproduccion.®’

Fase estacionaria: en esta fase como primera medida se presenta una disminucion
en la velocidad de crecimiento®®, siendo la reproduccién del microorganismo igual a
la velocidad de su muerte. Cabe resaltar que aqui se debe tener en cuenta que se
desea obtener como producto final, para tomar la decision de continuar con la Gltima
fase o llegar hasta ella. En el caso de la fermentacion alcohdlica no seria necesario
continuar con la ultima fase, ya que al alcanzarla se obtiene la méaxima
concentracion de células, haciendo que la produccion de etanol disminuya, lo cual
no seria algo rentable para la industria.>®

Fase de muerte: en esta Ultima fase es donde los requerimientos tanto ambientales
como nutricionales necesarios para la reproduccion del microorganismo son
reducidos, a su vez empieza la produccion de sustancias toxicas que lo atacan a si
mismo impidiendo la multiplicacién de las células.®®

Ecuacion de Monod

La velocidad de crecimiento de los microorganismos se encuentra asociada con la
ecuacion de Monod, la cual relaciona la velocidad especifica de crecimiento (u) del
cultivo y la concentracion del sustrato limitante (S) del mismo, y se representa con
la ecuacion 1.

57 HERNANDEZ. Op. cit., p. 47-48.
58 GUTIERREZ. Op. cit., p. 355.

59 HERNANDEZ. Op. cit., p. 48.

60 |pid., p. 48.
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Ecuacionl. Ecuacion de Monod
5

M= M ®

(Ks + 5)

Fuente: HERNANDEZ, Alicia. Las Fermentaciones. [En linea].
En: Microbiologia Industrial. Costa Rica: EUNED, 2003. p. 49.
[Consultado 14  noviembre  2018]. Disponible  en:
https://books.google.com.ec/books?id=KFq40EQQjdEC&sitesec
=reviews&rview=1&rf=ns:0&hl=es-419&Ir=&sa=N&start=20.
ISBN: 978-9968-31-255-4.

Donde, S corresponde a la concentracion del sustrato limitante como se menciond
anteriormente, uns, hace referencia a la velocidad especifica de crecimiento
maximo y Ks es la constante especifica de cada sustrato.

Temperatura: dependiendo del rango de temperatura adecuada para el crecimiento
del microorganismo, estos se clasifican en: termdfilos, los cuales normalmente
manejan un rango de crecimiento entre los 45°C y 55°C, algunos alcanzando a
crecer hasta en una temperatura de 70°C. Por otro lado, se encuentran los
mesofilos, manejando un rango de crecimiento éptimo a temperaturas entre los
20°C y 45°C. Y por ultimo se encuentran los psicréfilos o también llamados
criofilicos, los cuales manejan temperaturas muy bajas de crecimiento, entre los
10°C y 20°C, algunos alcanzando a crecer en temperaturas de -10°C®,

Para el caso de las levaduras la temperatura de crecimiento se ve influenciada por
los distintos procesos involucrados en la elaboracién de cerveza y por las distintas
materias primas utilizadas, es por esto que su Optimo crecimiento se encuentra
entre 28°C y 30°C clasificando a este microorganismo como mesofilo segun lo
anteriormente explicado®.

Presion osmotica: la presion o tolerancia osmatica hace referencia a la capacidad
de un microorganismo de soportar un medio con osmolaridades variadas. Es decir,
la capacidad de soportar un medio con menor contenido de sales, que el que posee
la célula (medio hipotonico) o la capacidad de sobrevivir en un medio con mayor
contenido de sales, que el que posee la célula (medio hiperténico). Al presentarse

61 MENDEZ José y BRICENO Aleida. Aspectos microbioldgicos. [en linea]. En: Operaciones de
conservacion de alimentos por bajas temperaturas. Caracas, Venezuela: EQUINOCCIO, 2006. p 47.
[Consultado 15 febrero 2019]. Disponible en:
https://books.google.com.co/books?id=r7y3XuFAB8UC&pg=PR2&Ipg=PR2&dg=MENDEZ+BARREI
RO+J0s%C3%A9+A.++Aspectos+microbiol%C3%B3gicos.&source=bl&ots=VPTKpovUqt&sig=ACf
U3U2NMJdBweFGDPsgE FsMBrHC7948A&hl=es&sa=X&ved=2ahUKEw;jl2L3s70ODkKAhW|iOAKH
UAZB kQ6AEWBX0ECAKQAQ#v=0nepage&g=MENDEZ%20BARREIR0%20J0s%C3%A9%20A.
9%20%20Aspectos%20microbiol%C3%B3gicos.&f=false. ISBN. 980-237-210-2.

62 VARGAS. Op. Cit., p. 37.
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alguno de estos la célula se expone a dafios internos o incluso la muerte®3. Las
levaduras poseen la capacidad de soportar concentraciones de soluto (azucares)
aproximadamente del 40%, levaduras clasificadas como osmofilicas pueden
soportar concentraciones mayores y sobrevivir.54

Hidratacion: el microorganismo al perder agua se ve afectado en su crecimiento,
desarrollo y reproduccién 6ptimas como tal afectando su actividad celular habitual®®,
ocasionalmente la célula tiene la capacidad resistir periodos de deshidratacién sin
gue se ve afectada en su interior, estos periodos no se deben exceder ya que el
microorganismo estaria en riesgo de muerte®®,

pH: las levaduras poseen la capacidad de desarrollarse en medios mas acidos, lo
que las clasifica como microorganismos acido-tolerantes soportando rangos de 3.5
a 5.5, lo cual es una ventaja al no tener que competir por el sustrato (glucosa) con
las bacterias las cuales, generan contaminacion en medios como el mosto en el
caso de la elaboracion de cerveza ya que algunos de estos no toleran rangos de pH
tan bajos dejando de ser un problema en el producto final.®’

Medio de cultivo: este debe tener los nutrientes necesarios para un éptimo
crecimiento y desarrollo, alguna alteracién de puede afectar la reproduccién del
microorganismo.%8

Alcohol (etanol): la levadura tiende a soportar niveles de etanol hasta del 8% segun
la literatura consultada, al sobrepasarlo este puede actuar como un inhibidor en el
proceso de fermentacion, y de este modo afectar al producto en dicha etapa. 6

Nutrientes: microorganismos como las levaduras se nutren con el consumo de
sustratos como los azlcares, mas especificamente los de cadenas cortas como la
glucosa para generar o producir etanol. Por otro lado estos microorganismos
también necesitan del oxigeno para su 6ptimo desarrollo, donde este lo obtienen de
las sales de amonio y de las proteinas, al no contar con la disponibilidad de oxigeno

63 HERNANDEZ. Op. cit., p. 48.

64 GONZALEZ Marcos. Ingredientes. En: Principios de Elaboracion de cervezas artesanales.
Morrisville, carolina del norte USA, Lulu Enterprises. — Lulu Press Inc. p 49-97. ISBN 978-1-365-
67284-2

6 SUAREZ. Op. Cit., p. 22.

6 JORGENSEN. Op. Cit., p 298.
67 GONZALEZ G. Op. Cit., p. 68.
68 HERNANDEZ. Op. cit., p. 27.

69 SUAREZ-MACHIN. Op. Cit., p. 22.
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en el medio la levadura se alimenta de sus propias proteinas dandose el proceso
de autolisis en esta, lo que genera la presencia de sulfuro de hidrégeno y se
presentan malos olores en la cerveza, para evitar esto se agregan sales de amonio
en el producto, otro de los nutrientes importantes para este microorganismos es la
vitamina B, la cual contribuye con el crecimiento de este.’®

Es importante mencionar que el exceso 0 escasez de éstos puede afectar el
crecimiento, buen desarrollo y/o cumplimiento de sus funciones del microorganismo,
es por ello que deben ser controlados en gran medida a lo largo del proceso y se
debe tener en cuenta lo que se desea como producto final.

1.2.4 Nichos ecoldgicos de las levaduras. Las levaduras residen normalmente en
la superficie de las frutas azucaradas, en épocas de invierno, hay probabilidad de
que las levaduras sobrevivan en el suelo siempre y cuando se encuentre cerca de
frutos caidos. Es posible que se contemple que la levadura Saccharomyces como
tal no se encuentra en un nicho especifico, ésta levadura tiene la capacidad de
adaptarse en diferentes entornos. Los protocolos de aislamiento de Saccharomyces
se realizan utilizando medios de enriquecimiento ya sea en superficies de plantas,
con altos o bajos contenidos en azucar para la generacién de etanol en medio
aerobio o anaerobio. EI método de enriquecimiento puede generar sobre o
subestimacion de la levadura Saccharomyces en ciertos ambientes. La aparicion de
competidores fuertes en muestras naturales produce una subestimacion de la
presencia de la levadura, pero por otro lado una falta de levaduras competidores
con respecto a la Saccharomyces hace gque esté presente una sobreestimacion; por
ende, la union entre levadura y las frutas o robles es un suceso determinado por los
medios de enriquecimiento haciendo que la levadura crezca mejor en lugares
diferentes. Si se realiza un estudio metddico sobre la abundancia de la levadura
silvestre en un amplio rango de habitats seria una manera mas util para la
identificacion de factores bidticos y abioticos para el desarrollo de la levadura
Saccharomyces.

La levadura Saccharomyces se adapta con facilidad en &mbitos ya sea en habitat
de frutas o en robles, debido a que los habitats ricos en azlcar no cuentan con
disponibilidad en la totalidad del afio, la levadura necesita un lugar donde ésta
pueda permanecer por el tiempo en que no haya presencia de azlcar, siendo la
corteza utilizada como un cobijo del invierno de la levadura. Introdujeron la
“hipotesis del reservorio de la fruta" sugiriendo que S. cerevisiae existe en una etapa
esporulada como un reservorio de baja abundancia difusa en diferentes nichos de
bosques como el suelo y la corteza de los arboles, desde los cuales se dirige a ricos

0 bid., p. 68.
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en azucar frutas por insectos, donde prolifera y al final de la temporada de
fructificacion, una fraccion de esta poblacion regresara al ambiente forestal”’*.

Los estudios realizados para determinar el nicho de la levadura no son tan
frecuentes, ya que no hay procedimientos de muestreo estandarizados, lo que hace
que los estudios se dificulten debido a la utilizacién de diversos métodos y maneras
de proceder para la obtencidon de los resultados Siendo que la levadura
Saccharomyces cerevisiae se encuentra en un amplio rango de habitats, este
organismo se utiliza para determinar si al mezclar los habitats se presenta algun
efecto genéticamente, estos lugares ya sean frutas, flores o insectos son habitats
transitorios para la levadura, determinando que la mezcla genética es alta en
habitats transitorios y baja por parte de la levadura en su estabilidad. S. cerevisiae
es encontrada en habitats silvestres como cortezas de arboles y sus suelos
asociados’?, flores y follaje de hojas.”3Al enumerar estos diferentes habitats frutales
son denominados habitats estacionales manteniendo poblaciones poco continuas
de ésta levadura.

1.3 INDUSTRIA CERVECERA

La obtencién de cerveza se trata de un proceso en el cual los ingredientes y equipos
de produccioén son fundamentales, asi como las técnicas que son utilizadas en la
fabricacion. Se debe tener presente los parametros tanto cualitativos como
cuantitativos para la obtencion del producto, siendo por tal razén indispensable
determinar diferentes protocolos durante la fabricacion, garantizando estabilidad en
todas las propiedades organolépticas.

1.3.1 Proceso de elaboracion de la cerveza. La preparacion de la cerveza es un
proceso en donde intervienen distintas especialidades cientificas y tecnoldgicas. La
cerveza es la bebida alcohdlica mas amplia y de mayor consumo en el mundo,
siendo la tercera bebida mas popular de manera general. Se encuentran cervezas
artesanales las cuales pertenecen a una categoria de productos con un alto valor

"L KNIGHT, Sarah y GODDARD, Matthew. Quantifying separation and similarity in a Saccharomyces
cerevisiae metapopulation. [ en linea]. En: The ISME Journal Multidiscipinary Journal of Microbial
Ecology. July,2014. Vol.9. p. 361-370. [ Consultado 24 marzo 2019]. Disponible en:
https://www.nature.com/articles/ismej2014132. ISSN 1751-7370.

2NAUMOV,G. |; GAZDIEV, D.O and NAUMOVA, E.S. The Finding of the Yeast Species
Saccharomyces bayanus in Far East Asia. [en linea]. En: Translated from Mikrobiologiya .June, 2003.
Vol. 72. p. 834-839. [Consultado 16 abril 2019]. Disponible en:
https://www.researchgate.net/publication/226155700 The Finding_of the Yeast Species Saccha
romyces bayanusin_Far_East Asia.

73 ROBINSON, Heather. The geographic distributions of Saccharomyces cerevisiae and
Saccharomyces paradoxus, and the potential to detect past yeast populations with ancient DNA.
Doctor of Philosophy En: The University of Manchester. 2016.Pag 32-36. [ Consulltado 9 enero
2019]. Disponble en: https://www.research.manchester.ac.uk » portal » files » FULL TEXT
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en el mercado, haciendo formulaciones y procesos de produccion innovadores y
diferentes para dar un sello a nivel industrial. A continuacion, se describe el proceso
de elaboracion de la cerveza en la ilustracion 4.

llustracion 4. Procesos de elaboracion de cerveza tradicional.

FABRICACION DE CERVEZA
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Fuente: SUAREZ, Maria. Cerveza: componentes y propiedades. Master universitario en
biotecnologia alimentaria. Oviedo. Universidad de Oviedo. Julio, 2013. p. 7.[consultado: 3 diciembre
2018] Disponible en:
http://digibuo.uniovi.es/dspace/bitstream/10651/19093/8/TFM %20Maria%20Suarez%20Diaz.pdf.

Para la elaboracion de la cerveza se determina la malta como una de las materias
primas empleadas para su produccion, empleando diferentes granos que podrian
ser malteados, como la cebada ya que poseen caracteristicas aptas para ser
utilizados. En el transcurso del tiempo se han otorgado nuevos aromas de cerveza
a partir de la cebada malteada, ademas de esto la cebada que se ha de utilizar es
rica en almidon lo que genera que se presente un extracto fermentable, conteniendo
proteinas las cuales poseen ciertos aminoacidos necesarios para el crecimiento de
la levadura y la espuma siendo las sustancias nitrogenadas importantes para la
formacion de la misma.

La cebada (Hordeum vulgare) es una planta de origen asiatico. En la industria
maltera la cebada, debe cumplir con caracteristicas organolépticas para un buen
rendimiento. Esta debe poseer granos redondos y gruesos que sean uniformes, su
color se presenta como amarillo claro, con olor fresco y pajoso, la cascarilla de la
cebada debe ser rizada y fina, libre de microorganismos que la puedan infectar.

42


http://digibuo.uniovi.es/dspace/bitstream/10651/19093/8/TFM_%20Maria%20Suarez%20Diaz.pdf

El grano de cebada esta compuesto por la cascara, germen y el endospermo
(almidon insoluble y fuerte). Luego de ser cosechados, los granos se deberan
limpiar, secandolos alcanzando un nivel de humedad de aproximadamente 12%,
después se guardan por un tiempo de seis semanas para que vuelvan a su estado
activo de germinacion recuperando el secado. El grano debera ser pasado en
remojo el cual consiste en tres sesiones de sumersién en agua limpia y tres
expuesto al aire. Al llegar a un nivel de humedad de 35% los granos empezaran a
germinar manteniendo éste proceso a una temperatura aproximadamente de 15°C.
Se necesita una combinacion de agua y aire haciendo que el grano llegue a una
humedad suficiente mas o menos del 46%, para que se pueda presentar la
modificacion que se desean del almidén en el endospermo. Al mantener las
condiciones adecuadas el “embridn libera unas sustancias, principalmente acido
giberélico, que activan las enzimas que degradan las proteinas y el almidén a
formas mas solubles y faciles de metabolizar’’4, por Gltimo el proceso de
germinacion se detiene con calor llevandolo a un horno. Cabe resaltar que se
pueden presentar modificaciones minimas en el proceso, si se quiere obtener otras
tonalidades o sabores en el proceso de la malta.

Otra materia prima implicada en la fabricacion de la cerveza es el Humus Lupulus,
una planta perdurable, tiene habilidades de treparse llegando a tener entre 5 metros
o0 mas de altura, es la responsable de dar aroma y un sabor amargo a la cerveza.

La siguiente materia prima primordial en el proceso es el agua, cada tipo de cerveza
utilizar& diferentes estilos de agua, ya sea de baja mineralizacién, o con mucha cal.
Estos tipos de agua son escogidos dependiendo del cervecero y el uso que desee
dar, ésta materia prima se encuentra entre un 85% y 92% durante el proceso.

Por ultimo, se utilizara la levadura, como ya se ha venido explicando es un hongo
que principalmente consume azucar formando alcohol y anhidrido carbdnico. Se
encuentran muchas especies de levaduras, éstas son clasificadas dependiendo de
sus caracteristicas de forma celular, habitat, reproduccién y también su fisiologia.
La principal levadura utilizada en este proceso es la Saccharomyces cerevisiae la
cual es la encargada en el proceso de alta y baja fermentacion.

El proceso de la cerveza puede ser dividido en operaciones esenciales: molienda
de la malta, maceracién del mosto, filtraje, coccion y adicion del lapulo, refrigeracién,
fermentacion, maduracién y envasado.”

74 SUAREZ, Maria. Cerveza: componentes y propiedades. Master universitario en biotecnologia
alimentaria. Oviedo. Universidad de Oviedo. Julio, 2013. p. 7-21.[consultado: 3 diciembre 2018]
Disponible en:
http://digibuo.uniovi.es/dspace/bitstream/10651/19093/8/TEM_%20Maria%20Suarez%20Diaz.pdf.

> SOMARRIBA, Adner y ROSTRAN, Julio. Estudio comparativo de cervezas de consumo nacional
en relacién a sus parametro fisicoquimicos y sensoriales. Monografia al titulo de licenciado en
guimica. Nicaragua-Le6n. Universidad Nacional Auténoma. 2006. p. 5-13. [consultado: 15 diciembre
2018] Disponible en: http://riul.unanleon.edu.ni:8080/jspui/bitstream/123456789/4449/1/200086.pdf.
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Molienda: en esta operacion se muele o se quiebra el grano del cereal aumentando
las superficies de contacto con las enzimas de la malta favoreciendo la hidrdlisis,
ésta etapa tiene relacion directa con las trasformaciones fisicoquimicas, de
rendimiento, clasificacion y envase final de la cerveza.

Maceracion: en la maceracién, la molienda y el agua son mezcladas entre si
(macerados). Los componentes de la malta entran asi en solucién y, con ayuda de
las enzimas, se los obtienen como extractos.’® En esta etapa se emplea un control
riguroso de los tiempos y las temperaturas para asi poder favorecer las reacciones
bioguimicas necesarias para este proceso.

Filtracion: este proceso tiene como objetivo separar la parte sélida del mosto,
llamada el bagazo de la malta utilizada para el alimento de los animales, mientras
que el liquido es el que contiene todo lo que se ha extraido del grano disolviéndose
en agua.

Coccion y adicion de lupulo: se somete el mosto a una coccién entre una y dos
horas principalmente para eliminar a los microorganismos que hayan podido
introducirse en el mosto. En esta etapa ocurre la adicion del lapulo el cual se hace
al inicio y final de la coccidn, responsable de conceder el amargor caracteristico de
la cerveza.

Enfriamiento: el no lograr incubar la levadura a temperaturas mas altas que 35°C,
el mosto es enfriado para evitar la presencia de cualquier otro microrganismo no
deseado. Luego de esto se introduce el cultivo de la levadura determinado para este
proceso.

Fermentacion: éste proceso se inicid luego de la inoculacion de la levadura con un
mosto ya debidamente frio y aireado, en esta etapa ocurre la liberacién de diéxido
de carbono. Esta etapa es importante ya que se puede ver la espuma y un burbujeo.
Al quedarse sin oxigeno la levadura comenzard a consumir el azucar
transformandolo en alcohol. La duracién de esta etapa esta entre una o tres
semanas.

Maduracién: las cervezas normalmente reciben un tiempo de maduracion para el
desarrollo adecuado de sabores, en esta etapa ocurren importantes reacciones
fisicoquimicas de trasformacion y de aspecto visual de la bebida en la produccion
de aromas y sabores caracteristicos.

76 KUNSE, Wolfgang. Maceracion. [ en linea]. En: Tecnologia para cerveceros y malteros. Berlin,
Alemania. VLB,2006. P. 246. [ Consultado 24 octubre 2019]. Disponible en:
https://es.scribd.com/doc/302896602/Tecnologia-para-cerveceros-y-malteros-Kunze-tomo-2. ISBN.
3921690544.
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Envasado: por ultimo, las cervezas son envasadas conservando todos los
parametros de calidad evitando el ingreso de aire y clasificadas en funcion de la
calidad, proporcion de materias primas y las técnicas utilizadas para la elaboracion
de dicho proceso.

1.3.2 Microorganismos alteradores de la cerveza. Asi como existen bacterias en
la naturaleza que contribuyen al proceso de elaboracién de cerveza como es el caso
de las lactobacterias empleadas para la acidificacion de algunas cervezas’’,
también existen distintos tipos de microorganismos que afectan el proceso dejando
como resultado final una cerveza de calidad deficiente, esto puede ser
consecuencia de la falta de asepsia a lo largo del proceso de produccion, del
proceso de envasado o del almacenamiento del producto terminado causando asi
contaminaciones en la bebida, es claro que ésta se encuentra altamente expuesta
a la contaminacién, si no se tienen los cuidados requeridos,’”® estas
contaminaciones deben ser evitadas ya que pueden alterar las caracteristicas
sensoriales del producto tales como el sabor (presencia de compuestos
secundarios), el aspecto visual, el aroma, entre otras. Es por esta razon que para
obtener de un producto de Optima calidad es necesario tener precauciones al
momento de su elaboracion, teniendo un control en cada una de sus etapas.

Cabe resaltar que los microorganismos capaces de desarrollarse en éste medio son
pocos, ya que a medida que transcurre el proceso se van afadiendo materias
primas como el ldpulo el cual contiene iso-a-acidos, que posee propiedades
antimicrobianas, también cuando se llega al proceso de fermentacién se produce
etanol y dioxido de carbono causando que el medio tenga un pH acido y por altimo
se presenta una limitacién de oxigeno, creando asi un ambiente poco adecuado
para el crecimiento de microorganismos distintos a las levaduras. No obstante a
pesar de todos estos factores inadecuados que tiene el medio para su desarrollo y
reproduccion en ocasiones se presenta el crecimiento de algunos microorganismos
resistentes en la bebida, gracias a elementos genéticos que éste posee y a pesar
de tener que competir por el sustrato ellos encuentran en este medio un ambiente
6ptimo para desarrollarse sin ningtin problema’.

Como fuentes principales de crecimiento de estos microorganismos esta la
inoculacién de levaduras empleadas para el proceso de fermentacion, el proceso
de fermentacién mismo y también el proceso de embotellamiento en la fase final del

7 JORGENSEN. Op. cit., p. 514.

8 GARCIA, Jorge. Distribucién de bacterias contaminantes de cerveza lactobacillus y pediococcus
en el ambiente de elaboracion de cerveza. Doctor en ciencias con orientacién en biotecnologia.
Universidad autonoma de Nuevo Ledn. 2017. p.3. [Consultado: 17 enero 2019]. Disponible en:
http://eprints.uanl.mx/13964/1/1080218472.pdf.

79 Ibid., p. 4-5.
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proceso de produccion. Otras fuentes podrian ser el uso de equipos, instrumentos
o utensilios sin esterilizar previamente a su uso.&

1.3.2.1 Sabores indeseados en la produccién de la cerveza. Los sabores
indeseados son relacionados con el envejecimiento de la cerveza. La disminucion
de sabor fresco de la cerveza se presenta por diferentes factores que interfieren ya
sea en la reaccion del proceso o diferentes condiciones que hacen que prevalezcan
estos sabores no deseados.

A continuacion, se presentara la nota del sabor indeseado, la descripcion y debido
a que factor es producido.

e Acetaldehido: se relaciona con las manzanas verdes, es parecido al pasto. Este
es presentado como un indicador de oxidacidon en una cerveza muy vieja. Su
sabor también se puede presentar por una infeccién bacteriana “(Zymomonas,
Acetobacter, Gluconobacter)”®!

e Acido Caproico: presenta un sabor rancio, desabrido. Este sabor indeseado es
producido conforme a como va envejeciendo la cerveza se asocia con la
descomposicion de acidos grasos.

e DMS (Sulfato de Metilo): posiblemente podria disminuir con el tiempo al
reaccionar con otros, como feniletanol. Los sabores relacionados se encuentran
maiz cocido, sopa de verduras, siendo estos sabores causas de tiempos
insuficientes en el proceso de hervir o también por el exceso de oxigeno.

e Sabor acarne: este sabor indeseado se encuentran en las cervezas fuertes con
presencia de levadura presentando notas saladas parecidas al glutamato mono
sédico, éste es producido por la autdlisis de la levadura.

e Cerveza con sabor a pan: se presenta en la cerveza que es sometida a altas
temperaturas generando sabores oxidados y cocidos.

e Papel: son causados por altos niveles de oxigeno, generado principalmente en
el empaguetamiento derivandose a través de reacciones quimicas.

80 GARCIA. Op. cit., p.7.

81 Guia de buenas practicas de produccion, distribucién y comercializacion para la cerveza artesanal
de calidad. En: Brewers Association. [Sitio web]. [Consulado: 10 noviembre 2018]. Archivo pdf.
Disponible en:
https://s3uswest?2.amazonaws.com/brewersassoc/wpcontent/uploads/2017/04/Best Practices Guid
e To Quality Craft Beer Spanish.pdf.
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e Azorrillado: la cerveza envasada en vidrios verdes o transparentes son
susceptibles a presentar estos sabores indeseados, ya que los acidos de IUpulo
qgue son los compuestos que le dan el sabor amargo a la cerveza, reaccionan
con los compuestos de azufre en presencia de la luz, generando notas
sulfurosas parecidas a el aroma de zorrillo.

e Azufre: su sabor es parecido al de un huevo podrido emergiendo dicho sabor
en la segunda fermentacion de la cerveza acondicionadas en botella.

La ilustracion 5 muestra los cambios sensoriales nombrados anteriormente
presentes en la cerveza a través del tiempo.

llustracion 5. Cambios sensoriales de la cerveza a través del tiempo.
A

Amargor Sabor a grosella

¥ }

Aroma dulce

l s
-—

Intensidad

e Sabor a carton

Tiempo

Fuente: SUAREZ, Maria. Cerveza: componentes y propiedades. Master universitario en
biotecnologia alimentaria. Oviedo. Universidad de Oviedo. Julio, 2013. p. 7-28.[consultado:
3 diciembre 2018] Disponible en:
http://digibuo.uniovi.es/dspace/bitstream/10651/19093/8/TEFM_%20Maria%20Suarez%20Di

az.pdf.

Por lo general la calidad de la cerveza disminuye durante el almacenamiento
generando sabores desagradables y formacion de turbidez.
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1.4 MARCO LEGAL

El decreto 1686 de 2012 tiene por objeto establecer el reglamento técnico a través
del cual se sefalan los requisitos sanitarios que deben cumplir las bebidas
alcohdlicas para consumo humano que se fabriquen, elaboren, hidraten, envasen,
almacenen, distribuyan, transporten, comercialicen, expendan, exporten o importen
en el territorio nacional, con el fin de proteger la vida, la salud y la seguridad humana
Yy, prevenir las practicas que puedan inducir a error o engafio al consumidor.

La cerveza es la bebida obtenida por fermentacion alcohdlica de un mosto
elaborado con cebada germinada y otros cereales o azucares, adicionado de ltpulo
0 su extracto natural, levadura yagua potable, a la cual se le podran adicionar
sabores naturales permitidos por el Ministerio de Salud y Proteccion Social. Esta
bebida esta comprendida entre 2.5 y 12 grados alcoholimétricos. Las cervezas con
una graduacion alcoholimétrica, inferior a 2.5 grados alcoholimétricos, se
denominardn cervezas sin alcohol o cervezas no alcoholicas y se clasificaran como
alimento.

Se presentan practicas en la elaboracion de bebidas alcohdlicas que seran
permitidas para estos procesos entre las que se encuentran:

Afiejamiento.

Centrifugacion.

Decantacion y sedimentacion.
Desodorizacién y decoloracion.
Destilacion continua o discontinua.
Fermentacion controlada.
Filtracion.

Hidratacion.

. Maceracion, extraccion, decolacion.
10. Pasterizacion.

11.Rectificacion.

12.Trasiego.

13. Tratamiento de calor y frio.8?

©CoNoOoO~wWNE

82 COLOMBIA. MINISTERIO DE SALUD Y PROTECCION SOCIAL. DECRETO 1686 de 2012. Por
el cual se establece el reglamento técnico sobre los requisitos sanitarios que se deben cumplir para
la fabricacién, elaboracién, hidratacion, envase, almacenamiento, distribucién, transporte,
comercializaciéon, expendio, exportacion e importaciéon de bebidas alcohdlicas destinadas para
consumo humano. En: Diario Oficial, Agosto, 2012.Nro. 48517. p.6.
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2. AISLAMIENTO DE LAS LEVADURAS CON PERFILES FERMENTATIVOS A
PARTIR DE TRES FRUTOS (MARACUYA, CIRUELA Y GUAYABA) A TRAVES
DE MEDIOS DE CULTIVOS SELECTIVOS

2.1 INTRODUCCION

Se debe llevar a cabo un aislamiento ya que en los frutos seleccionados (maracuya,
ciruela y guayaba) se desarrolla distintas clases de microorganismos como hongos
filamentosos, levaduras y bacterias. Teniendo en cuenta la diversidad de microbiota
que pueden presentar los frutos seleccionados, debido a su alto contenido de
azucares, se realizd un proceso de aislamiento selectivo hacia microorganismos
eucariotas, haciendo énfasis en levaduras. Para este fin se utiliz6 Caldo y agar
Sabouraud logrando una selectividad desde el principio del estudio, ya que contiene
nutrientes como tripteina, peptona y glucosa que promueven un 6ptimo desarrollo
de levaduras y hongos filamentosos, inhibiendo el crecimiento de bacterias por la
presencia de un antibiético de amplio espectro como el cloranfenicol.

Siguiendo con el proceso de aislamientos selectivos, posterior a tener un grupo de
levaduras, se utilizé Agar Lisina para la diferenciacion de levaduras pertenecientes
al género Saccharomyces, basado en la descarboxilacion y desaminacion del
aminoacido lisina por levaduras No- Saccharomyces que se encuentren presentes
en el medio.

Cabe resaltar que estos procesos de aislamiento y seleccién de la levadura
estuvieron asesorados por un profesional en microbiologia.

2.2 MATERIALES Y EQUIPOS
2.2.1 Equipos y materiales utilizados en la experimentacion. En el cuadro 1 se

muestran los equipos y materiales utilizados para realizar cada uno de los
procedimientos de la experimentacion.
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Cuadro 1. Equipos y materiales utilizados en la experimentacion
Materiales y equipos Definicion

Microscopio Instrumento que permite observar
distintos objetos que no son
apreciables al ojo humano, mediante
la amplificacion de la imagen del
objeto observado®:.

Es un instrumento utilizado en el
laboratorio para el aislamiento e
identificacion de microorganismos®4.

8 TP LABORATORIO QUIMICO, Microscopio. [sitio web]. [Consultado 24 octubre 2019]. Disponible
en: ttps://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-
laboratorio-quimico/microscopio.htmi

8 QUIMICOS QUIMIREL, Cajas de Petri. [sitio web]. Bogota. [Consultado 24 octubre 2019].
Disponible en: https://quimirel.com.co/cajas-de-petri/
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Cuadro 1. (Continuacion)

Materiales y equipos

Definiciéon

Autoclave

Equipo utilizado en el laboratorio para
esterilizar material de vidrio o
sustancias quimicas que trabaja a
altas presiones®.

Incubadora agitadora Shaker de

laboratorio

Equipo que se utiliza para mezclar,
homogenizar donde se mantiene un
rango de agitacion y temperatura, se
aplica en suspensiones bacterianas,
cultivos de células, entre otros®®.

Micropipeta
24
1’7 \\
O
Q:\
\

Instrumento  empleado en el
laboratorio para tomar pequefios
volumenes de liquidos, en unidades
de microlitros®”’.

85 EQUIPOS Y LABORATORIO DE COLOMBIA, Autoclaves de laboratorio. [sitio web]. Colombia.

[Consultado

24 octubre

2019]. Disponible en:

https://www.equiposylaboratorio.com/sitio/contenidos mo.php?it=1498

86 FISHER SCIENTIFIC, Thermo Scientific agitadores resistentes el diéxido de carbono. [sitio web].
Madrid. [Consultado 24 octubre 2019]. Disponible en: https://www.fishersci.es/shop/products/co2-
resistant-shaker-31/p-6259022#

87 EQUIPOS Y LABORATORIO DE COLOMBIA, Micropipetas (operacion y manejo). [sitio web].

Colombia.

[Consultado 24

octubre

2019]. Disponible en:

https://www.equiposylaboratorio.com/sitio/contenidos  mo.php?it=1031
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Cuadro 1. (Continuacion)

Materiales y equipos Definicion
Puntas azules para micropipeta Material que es utlizado con la
[l ﬂﬂ micropipeta que ayuda a tomar
o volimenes pequefios de liquidos®.

Tubos de ensayo Recipiente de vidrio utilizado en el
[—r[—rr[‘ laboratorio para deposita muestras
IRIRARIRIR solidas o liquidas®°.

Gradilla Herramienta de laboratorio que
permite apoyar tubos de ensayo®.

88 EQUIPOS Y LABORATORIO DE COLOMBIA, Micropipeta (Operacién y manejo). [sitio web].
Colombia. [Consultado 24 octubre 2019]. Disponible en:
https://www.equiposylaboratorio.com/sitio/contenidos mo.php?it=1031

89 INSTRUMENTOS DE LABORATORIO, Uso de tubos de ensayo [sitio web]. [Consultado 24
octubre 2019]. Disponible en: https://instrumentosdelaboratorio.org/

% TP LABORATORIO QUIMICO, Gradilla. [sitio web]. [Consultado 24 octubre 2019]. Disponible en:
https://www.tplaboratorioguimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-
laboratorio-quimico/gradilla-3.html
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Cuadro 1. (Continuacion)

Materiales y equipos Definicion
Asa bacteriolégica Instrumento utilizado en el laboratorio

para trasladar de un medio a otro, ya
sea liquido o solido un inoculé
determinado®!.

Fuente: elaboracion propia

2.3 METODOLOGIA

2.3.1 Seleccién y preparaciéon de frutos para el proceso de aislamiento. Para
llevar a cabo la seleccion de los frutos los cuales fueron implementados para llevar
a cabo los aislamientos y asi seleccionar la cepa con el mejor perfil fermentativo, se
realiz6 una matriz de decision, la cual permite la toma de decisiones o resolucion de
problemas de manera ordenada fundamentadas en criterios especificos®?. Para este
caso se tuvieron en cuenta criterios como el contenido de pectina en la cascara, su
precio en el mercado, la disponibilidad o cosecha, el tiempo de maduracion y el
contenido de azucares (°Brix), ya que este mide la cantidad aproximada de azucares
en zumo de fruta utilizadndolo para hacer un seguimiento in situ en la evolucion de la
maduracion de los frutos.®® Este criterio fue el que mayor puntuacion se le otorg6
para asi tener una seleccion mas confiable al momento de elegir las frutas. A
continuacion en la tabla 1 se muestra la matriz de decision realizada.

91 LANCETAHG, Asa de nicromo calibrada 10 uL [sitio web]. Mexico. [Consultado 24 octubre 2019].
Disponible en: https://www.lancetahg.com.mx/productos/81/asa-de-nicromo-calibrada-10-ul

92 BHUVAN, Unhelkar. Construction of matrix and eMatrix for mobile development methodologies.
En: Handbook of research in mobile business. p.115. [sitio web]. New york. [ Consultado: 24 octubre
2019] Archivo pdf. Disponible en:
https://books.google.com.co/books?id=JIpFnu8hMK4C&pg=PT150&dg=matriz+de+decision+pugh+
quetes&hl=es-
419&sa=X&ved=0ahUKEwiHg861zsTIAhAWMrVKKHRY5AfwWQ6AEIKDAA#v=0nepage&g=matriz%20
de%20decision%20pugh%20que%20es&f=false

% DOMENE, Miguel. SEGURA, Marili6. Parametros de calidad interna de hortalizas y frutas en la in
dustria agroalimentaria. En: Ficgas de trasferencia. p.1. [sitio web]. Espafia. [ Consultado: 24 octub
re 2019] Archivo pdf. Disponible en: http://chilorg.chil.me/download-doc/86426.
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Tabla 1. Matriz de decisién para la eleccion de los frutos seleccionados para el
proceso de aislamiento

Fruta/ Criterio Valor Maracuyd Mora Ciruela Gulupa Guayaba Melén
Precio 1 + + + + + -
Contenido de pectina 2 + + + + + +

en la cascara

Tiempo de maduracion 2 + 0 + - + -
Contenido de azucares 3 + - + - + +
(Brix)%*
Cosechao 3 + + + + + -
Disponibilidad

Sumatoria

+ 11 6 11 6 11 5

0 1 0 5 0 6

Total 11 5 11 1 11 -1

Fuente: elaboracion propia

Para la matriz de decision se tiene valores del 1 al 3, y calificaciones de (+) positivo,
(-) negativo y (0) neutro, donde:

e 1 Poco importante
e 2 Importante
e 3 Muy importante

Basados en las propiedades investigadas de cada una de las frutas
bibliograficamente y con la matriz de decisién, las frutas que mejores puntajes
obtuvieron en los criterios de seleccion fueron: Maracuya, ciruela y guayaba, siendo
los grados Brix y la cosecha o disponibilidad de conseguir la fruta los criterios de
mayor valor, obteniendo una calificacion de 11 puntos para estos tres frutos, siendo
seleccionados para el posterior proceso de seleccion y preparacion de los frutos. Ya
qgue el maracuyay la ciruela contienen un porcentaje minimo de solidos solubles por
refractometria de 18. 0%, y la guayaba un 12%. Mientras que por otro lado la mora
sumo un total de 5 puntos debido a que el tiempo de maduracion es mas lento que
el de los otros frutos y su porcentaje de grados Brix es de 9%. La Gulupa con un

% RESOLUCUON DE 2011. Ministerio de salud y proteccién social. Disponibles. [Sitio web]. EI MINI
STERIO DE LA PROTECCION SOCIAL. [Consultado 24 octubre 2019]. Disponible en: https://mem
bers.wto.org/crnattachments/2011/tbt/COL/11 2297 00_s.pdf
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puntaje de 1, posee un tiempo de maduracidon mayor que el de los demas y un
porcentaje de grados Brix de 10.2; en ultima instancia encontramos al melén con un
porcentaje considerable de grados Brix de 11, pero con un precio menor y tiempo
de maduracion prolongado obteniendo un puntaje de -1.

De acuerdo con la matriz de seleccion, se determind que los frutos seleccionados
fueron, el maracuy4, la ciruela y la guayaba, estos son clasificados como frutas
climaticas®, es decir que continian madurando después de la cosecha, siendo ésta
asociada con el cambio de composicion. En estas frutas se evidencia
significativamente el cambio de color de la piel externa siendo un indicador practico
del estado de madurez pos cosecha.

Los frutos como el maracuya, el cual es tropical, prospera en lugares semi célidos
y a mayor altura sobre el nivel del mar®, la ciruela es sembrada en zonas
templadas, requiriendo una temperatura Optima de 12 a 22°C, donde también
requiere de suelos sueltos, profundos y drenados, ricos en materia organica®’ y por
altimo la guayaba, se cultiva principalmente en areas calientes de América, se
desarrolla muy bien en aquellos lugares con temperaturas entre 16-34°C.% Estos
frutos fueron comprados en la ciudad de Bogota D.C., en supermercados “la vid”,
ya que son directamente traidos de los cultivos provenientes donde se cosecha
cada fruta para asi evitar que sean blanqueados y se pierda la microbiota
proveniente del campo.

Para la preparacion de los frutos, éstos no fueron blanqueados ya que asi
mantienen la microbiota adquirida en el campo, predominando las levaduras y los

9 ABHISHEK, R. U. et al. Atrtificial ripening of fruits misleading ripe and health risk. [ en linea]. En:
Everyman’s Science. February 16. Vol.6. P4g. 364. [ Consultado: 15 febrero 2019]. Disponible en:
https://www.researchgate.net/profile/Abhishek_Umesh4/publication/326207587_Atrtificial_ripening_
of _fruits-misleading_ripe_and_health_risk/links/5b3e125c0f7e9b0df5f4bac3/Artificial-ripening-of-
fruits-misleading-ripe-and-health-risk.pdf.

9% CASTRO. Julio. Cultivo de maracuya. En: Gerencia Regional Agraria. [sitio web]. Peru.
[Consultado: 30 octubre 2019]. Archivo pdf. Disponible
en:http://www.agrolalibertad.gob.pe/sites/default/files/MANUAL%20DEL%20CULTIVO%20DE%20
MARACUYA 0.pdf

97 CALVO. Ivan. El cultivo del ciruelo. En: proyecto microcuenca Planton. [sitio web]. Costa Rica.
Consultado: 30 octubre 2019]. Archivo pdf. Disponible en: http://www.mag.go.cr/bibliotecavirtual/AV-

0983.pdf.

% GARCIA, Mario. Cultivo de guayaba. En: Guia técnica del cultivo de la guayaba.[sitio web].
[Consultado: 30 octubre 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
http://centa.gob.sv/docs/quias/frutales/GUIA%20CULTIVO%20GUAYABA.pdf
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mohos,®® por esto se optd por cortar los frutos facilitando el crecimiento de
microorganismos suspendidos en el medio de cultivo caldo Sabouraud (anexo A).

En el diagrama 1 se mostrara el procedimiento para el proceso de aislamiento de
microbiota presente en frutos.

Diagrama 1. Aislamiento de microbiota presente en frutos
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Fuente: elaboracién propia
2.4 PRE- ENRIQUECIMEINTO DE MICROBIOTA PRESENTE EN FRUTOS

Para realizar el pre enriquecimiento de la microbiota se utiliz6 como medio de cultivo
Dextrosa Sabouraud (caldo Sabouraud), el cual contiene un antibiético de amplio
espectro que limita el crecimiento de bacterias tanto Gram positivas como Gram
negativas, éste posee los nutrientes necesarios para promover el crecimiento
selectivo de hongos a su vez contiene un pH &cido, lo cual evita el crecimiento de

%  CARRILLO, Leonor y AUDISIO, Carina. Frutas y hortalizas. [en linea]. En: Manual de

Microbiologia de los Alimentos. Argentina: Alberdi.2007. p .76. [Consultado: 15 febrero 2019].

Disponible en: http://www.unsa.edu.ar/biblio/repositorio/malim2007/0%20portada%20manual.pdf.
ISBN 978-987-05-3214-9.
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microorganismos indeseados. De la misma manera para contribuir al crecimiento
tanto de hongos filamentosos como de levaduras en el medio de pre
enriquecimiento fue necesario tener las condiciones ambientales 6ptimas, por esta
razon los caldos mostrados en la ilustracion 6 de las frutas seleccionadas fueron
llevados a incubacion en el shaker (agitador) a una temperatura de 30 °C a 100 rpm
durante 48 horas, estas condiciones fueron tomadas de investigaciones anteriores
y por recomendacion del microbidlogo asesor, los cuales indican que el crecimiento
y desarrollo de estos microorganismos es 6ptimo*®.

llustracién 6. Pre enriquecimiento
de la microbiota

Fuente: elaboracion propia

2.4.1 Aislamiento en medio sdélido Sabouraud, a partir de los caldos de pre
enriguecimiento. Partiendo del pre enriqguecimiento en caldo Sabouraud, el cual
permite el desarrollo de levaduras y hongos filamentosos, se lleva a cabo el
aislamiento en medio de cultivo sélido, agar Sabouraud con cloranfenicol, este
medio de cultivo fue seleccionado dado que la busqueda de microorganismos
capaces de llevar a cabo procesos de fermentacion para este estudio se sesga a
levaduras, por tanto los medios de seleccion desde las primeras fases del estudio
corresponden a medios de cultivo que solo permite el crecimiento de hongos
filamentosos y levaduras (eucariotas), evitando el crecimiento de bacterias®! 102,

100 ZAPATA José, HOYOS Margarita, QUINCHIA Lida. Parametros cineticos de Sccharomyces
cerevisiae en presencia de un campo magnético variable de baja intensidad y alta frcuencia. [En
linea]. En: vitae Revista de la facultadad quimica farmacéutica. 2005. p. 39. [Consultado: 28 octubre
2019].Disponible en: https://www.redalyc.org/pdf/1698/169815869005. pdf

101 BRAVO Carlos, ACEVEDO José, JARAMILLO Carlos. Asilamiento y caracterizacién de una
levadura floculante para productir etanol del banano de rechazo. [En linea]. En: Biotecnilogia en el
sector agropecuario y agroindustrial. Julio — Diciembre. 2014. Vol. 2. p. 153. [Consultado: 28 octubre
2019].Disponible en: https://revistas.unicauca.edu.co/index.php/biotecnologia/article/view/354/547

102 GUIUSIANO G.E., MANGIATERRA M.L. Diferenciacion e identificacion presuntiva rapida de
levaduras con el medio CHROM-agar Candida. [En linea]. En: Revista Argentina de Microbiologia.
1998. p. 101. [Consultado: 28 octubre 2019].Disponible en:
https://www.researchgate.net/profile/Gustavo Giusiano/publication/13541908 Rapid_differentiation
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(anexo B) realizando diluciones seriadas guiadas bajo el criterio del microbiélogo
competente de (1:5, 1:10 y 1:100) de los caldos inoculados, obteniendo un
crecimiento de microrganismos abundantes imposibilitando el conteo de cada cepa,
por ende, se realizaron nuevamente diluciones seriadas de (1:1000, 1:10.000 y
1:100.000) con el fin de realizar el recuento estadisticamente significativo y
aislamiento de colonias individuales que permitan diferenciar la morfologia
macroscopica de los microorganismos.

Se efectuaron replicas (R1 y R2) para cada una de las diluciones y frutos, evaluando
asi, el proceso de crecimiento de los microorganismos. En el diagrama 2 se muestra
el procedimiento para seleccionar la mejor dilucion.

and presumptive identificaiton of yeasts using Candida CHROM-
agar_medium/links/5d017959a6fdccd1309692c0/Rapid-differentiation-and-presumptive-
identificaiton-of-yeasts-using-Candida-CHROM-agar-medium.pdf
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Diagrama 2. Aislamiento a partir de caldos en medio de cultivo solido, Agar

Sabouraud con cloranfenicol
r
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Fuente: elaboracion propia

2.4.1.1 Caracterizacion de los aislamientos en medio sdélido Agar Sabouraud
con cloranfenicol. Para el proceso de seleccion, recuento y caracterizacion de
levaduras adecuada, fue utilizada la dilucién (1:100.000) para cada uno de los
frutos, ya que alli no demostré un crecimiento masivo como en las anteriores

diluciones, posibilitando el recuento y las caracterizaciones de las colonias a
identificar.
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En la descripcion morfoldgica de las colonias se realizaron caracterizaciones
macroscopicas y microscopicas. En las caracterizaciones macroscoépicas se tuvo
en cuenta forma, borde, textura y color, por otro lado en las caracterizaciones
microscoépicas utilizando un microscopio éptico con un aumento de 100X y la técnica
por coloracién tincion de Gram'%, se realiz6 una descripcion morfolégica de las
levaduras presentes en el medio, descritas en el diagrama 3.

Diagrama 3. Caracterizacion morfoldgica de las cepas
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Fuente: elaboracion propia

2.5 DIFERENCIACION DE LEVADURAS EN AGAR LISINA Y AGAR
SABOURAUD CON CICLOHEXIMIDA

Después del aislamiento de las colonias desarrolladas en medio agar Sabouraud y
teniendo en cuenta la morfologia de las cepas encontradas alli, identificadas como
levaduras, se llevé a cabo la diferenciacion de las cepas entre las pertenecientes al
género Saccharomyces y las que no, denominadas No Saccharomyces, para ello
se utilizé agar lisina (Anexo C). Posteriormente se procedi6 a evaluar el crecimiento
de las cepas aisladas en agar Sabouraud con cicloheximida. En el diagrama 4 se
mostrara el procedimiento anteriormente descrito.

103 | OPEZ, Luis. et al. Las tinciones basicas en el laboratorio de microbiologia. [ En linea]. En:
investigacion en discapacidad. Enero-marzo 2014. Vol.3. p.12. [Consultado: 18 abiril
2019].Disponible en: https://www.medigraphic.com/pdfs/invdis/ir-2014/ir141b.pdf.
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Diagrama 4. Diferenciacion de levaduras en agar lisina y agar Sabouraud en

cicloheximida
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Fuente: elaboracion propia

2.5.1 Diferenciacion en medio sélido lisina. La eleccion del medio solido lisina se
realiz6 ya que segun investigaciones realizadas, la morfologia de levaduras
silvestres en este medio se ve afectada por factores como la temperatura de
incubacion, el tiempo de incubacion, entre otros!%4, es por esta razén que este medio
de cultivo permite la diferenciacién de microorganismos del género Saccharomyces
y No Saccharomyces capaces de brindar caracteristicas organolépticas distintas a
bebidas alcohdlicas como la cerveza.l®® La diferenciacion en este agar se

104 FOWELL, R. R. The identification of Wild Yeast Colonies on Lysine Agar [ En linea]. En: Journal
of Applied Bacteriology. Diciembre 1965. Vol.28. p 373. [Consultado: 28 octubre 2019].Disponible
en: https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/j.1365-2672.1965.tb02167.X

105 MAIO Di, et al. A Method to Discriminate Between the Candida stellata and Saccharomyces
cerevisiae in Mixed Fermentation on WLD and Lysine Agar Media. [ en linea]. En:Istituto Regionale
della Vite e del Vino.June- August. 2010.Vol.32. p.35-41. [Consultado: 7 marzo 2019]. Disponible en:
https://www.researchgate.net/publication/220007334 A _method to_discriminate between_the Ca
ndida_stellata_and_Saccharomyces_cerevisiae_species_in_mixed fermentation on WLD and Ly
sine_Agar_media.
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fundamenta en la descarboxilacion y desaminacion del aminoacido lisina como
Unica fuente de nitrogeno, para lo cual se realizaron cuatro siembras o pases
sucesivos, con el fin de asegurar que el crecimiento del microorganismo a partir del
segundo pase se debe a la capacidad de metabolizar el amino&cido lisina.1%

La presencia de microorganismos del género Saccharomyces en este medio de
cultivo se evidencia por un cambio de coloracién en este pasando de una coloracion
purpura a amarilla, ya que en particular este género no posee la capacidad de
metabolizar este aminoacido presente como Unica fuente de nitrogeno, por lo que
su crecimiento se puede llegar a ver inhibido en este medio, es por ello también que
las pocas colonias individuales que logran crecer alli, se atribuyen a este género
demostrando esta incapacidad de crecer alli incluso durante varios dias.'°’ Por otro
lado los microorganismos del género No Saccharomyces utilizan la lisina para su
aislamiento y enumeracion selectiva, manteniendo el medio con su coloracién
original purpura ya que cuentan con la habilidad de utilizar la lisina como fuente de
nitrégeno para metabolizarla y colonizar en este medio sin presentar dificultad
alguna, estas levaduras son capaces de seguir desarrollandose después de realizar
dos siembras consecutivas en el medio*®,

Este medio cuenta como indicador de pH con Purpura de bromocresol el cual vira a
color amarillo a valores de pH 5 o inferiores. La utilizacion de la glucosa provoca la
acidificacion del medio (amarillo), lo cual favorece la actividad enzimatica
descarboxilasa y la metabolizacion de la lisina que resulta en la elevacion del pH,
tornando el medio nuevamente al color purpura.t®®

106 NAGODAWITHANA, Tilak. Recent Developments. [ en linea]. En: Yeast Technology. Copyright.
1991. p. 149. [Consultado 15 junio 2018]. Disponible en:
https://books.google.com.co/books?id=zvrOBgAAQOBAJ&pg=PA141&dg=Lysine+agar+culture+medi
um&hl=es&sa=X&ved=0ahUKEwiGnr-

jANiKAhWStlkKHeTdD gQ6AElaDAIl#v=onepage&q=Lysine%20agar%20culture%20mediumé&f=fals
e. ISBN 978-94-011-9773-1.

107 GONZALES, Magali. Evaluacién de la persistencia de levaduras Saccharomyces en vifiedos de
la zona alta del Rio Mendoza. Licenciatura en Bromatologia. Estacion Experimental Agropecuaria
Mendoza - INTA. 2015. p. 14. |[Consultado: 30 junio 2019]. Disponible en:
http://bdigital.uncu.edu.ar/objetos digitales/6714/tesis-qonzalez-magali.pdf.

108 REZENDIS, Rios, et al. Aprovechamiento de levadura enoldgicas nativas no-Saccharomyces para
su uso como agentes fermentativos en elaboracion de cerveza artesanal. Tesis de licenciatura.
Universidad Nacional Autonoma de México. 2018. P. 10. [Consultado: 23 marzo 2019]. Disponible
en: https://repositorio.unam.mx/contenidos/107764.

109 DELOST, Maria. Identification. [ en linea]. En: Introduction to diagnostic microbiology for the
laboratory sciences. Youngstown: Jones & Bartlett learning. 2015. p. 193. [Consultado 23 mayo
2019]. Disponible en:
https://books.google.com.co/books?id=GS FDAAAQBAJ&pg=PA193&dg=lysine+agar+decarboxyla
tion+and+deamination+of+the+amino+acid+lysine&hl=es&sa=X&ved=0ahUKEwjp7 aa5NjKAhVGw
FkKHZrRBXEQG6AEIKDAA#v=0nepage&qg=lysine%20agar%20decarboxylation%20and%20deamina
tion%200f%20the%20amino%20acid%20lysine&f=false. ISBN. 978-1-284-03231-4.
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Para este proceso de diferenciacion, las doce colonias aisladas en agar Sabouraud
por agotamiento procedentes de los tres frutos: Maracuya (A,B,N,P) Guayaba (
1,J,G,H) Ciruela (L,M,C,D) fueron cultivadas en agar lisina nuevamente por la
técnica de siembra por agotamiento.

Se realizaron cuatro pases o siembras sucesivas a cada una de las cepas
anteriormente nombradas, y a la cepa de referencia, denominada cepa patron, la
cual corresponde a una cepa comercial del genero Saccharomyces utilizada en los
procesos de elaboracion de cerveza por la cerveceria Artesanal, la cual se utilizd
como referencia para realizar caracterizaciones morfoldgicas y de crecimiento con
las cepas seleccionadas anteriormente y determinar su pertenencia al género
Saccharomyces ya que éste microorganismo es un referente comun en la
fermentacion de cervezas. Estos pases se realizaron tomando como referencia
investigaciones anteriores, ya que estas indican que luego de dos pases sucesivos
en este medio y hasta que el microorganismos agote las fuentes de nitrogeno que
puede traer de otros medios de cultivo, toma la lisina como Unica fuente de nitrogeno
y se considera microorganismos del género No Saccharomyces 9.

A continuacién, por medio del diagrama 5 se explicara el proceso de los cuatro
pases realizados a cada una de las cepas incluida la patrén en medio de cultivo
agar lisina.

110 GODOY, Ana. Aislamiento e Identificacion molecular de especie de levaduras No-
Saccharomyces presentes en uvas. Tesis de grado licenciatura en bioguimica. Montevideo.
Universidad de la republica de Uruguay. 2013. p 23-24. [Consultado: 28 octubre 2019]. Disponible
en: https://www.colibri.udelar.edu.uy/jspui/bitstream/20.500.12008/1544/1/uy24-16718.pdf
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Diagrama 5. Pases de las cepas de Maracuya (A, B, N, P), Guayaba (I, J, G, H),
Ciruela (L, M, C, D). y cepa patron en medio de cultivo agar lisina
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Fuente: elaboracion propia

2.5.1.1 Caracterizacién morfolégica de los pases en agar lisina. Con el objetivo
de llevar un seguimiento de la presencia del género Saccharomyces en el medio de
cultivo agar lisina se realizaron caracterizaciones macroscopicas y microscopicas
de los pases realizados anteriormente. Esto se llevo a cabo por medio de la técnica
de tincion de Gram.

2.5.1.2 Comparacién morfoldgica entre las 12 cepas obtenidas en agar lisina
y la cepa control. Posterior a la caracterizacion morfolégica de las 12 cepas
maracuya (A,B,N,P), ciruela ( L,M,C,D), guayaba ( 1,J,G,H) y la cepa patron en
medio de cultivo agar lisina, se elaboré una comparacién para establecer diferencias
y similitudes en cuanto a crecimiento (capacidad de metabolizar Lisina) y morfologia
entre éstas, tomando como referencia la cepa patron, con el fin de diferenciar las
cepas que tuvieran caracteristicas similares a las del genero Saccharomyces y las
que no.
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En el diagrama 6 se determinara el procedimiento para la diferenciacion de cepas.

Diagrama 6. Distincion de cepas del genero
Saccharomyces de No Saccharomyces
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Fuente: elaboracion propia

2.5.1.3 Seleccion de cepas diferenciadas en agar lisina. Teniendo en cuenta la
comparacion anteriormente realizada de las 12 cepas maracuya (A, B, N, P) ciruela
(L, M, C, D) guayaba (I, J, G, H) con la cepa patron, se seleccionaron las cepas
morfolégicamente similares a la patréon y con baja capacidad de crecimiento en lisina
para ser evaluadas en un quinto pase en medio de cultivo agar lisina.

En el diagrama 7 se muestra el procedimiento para la realizacion del quinto pase.
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Diagrama 7. Cepas diferenciadas en agar lisina
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Fuente: elaboracion propia

2.5.1.4 Diferenciacion en agar Sabouraud con cicloheximida. Por lo general, las
cepas Saccharomyces cerevisiae aisladas de la naturaleza, son muy sensibles a
cicloheximida (innibidas). La cicloheximida es un antibiotico que impide el
crecimiento de las células eucariotas por inhibicion de la sistensis de proteinas en
los ribosomas. !t

Por tal razon se escogieron las cepas que morfolégicamente son similares a la
levadura comercial para observar la resistencia a cicloheximida y asi poder
determinar con mayor claridad las que cumplen con las caracteristicas para ser
comparadas con levaduras Saccharomyces, dado que los resultados en Agar lisina
no fueron concluyentes.

Para ello se tomaron las cepas seleccionadas junto con el control negativo que es
la cepa patron y un control positivo que se tomo como referencia guayaba J,
(levadura No Saccharomyces), para ver la resistencia que las cepas presentan
frente a dicho antibiotico, agar Sabouraud con cicloheximida (anexo D),.

111 REGODON, José. Obtencion y caracterizacion de cepas autoctonas de levaduras para la
elaboracién estandarizada de vinos de calidad. Universidad de Extremadura. p .90. [Consultado 4
febrero 2019]. Disponible en: http://biblioteca.unex.es/tesis/8477236496.PDF.
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Se dejaron 48 horas en incubacion para posterioirmente tener los resultados. Esta
experimentacion se realizo con dos concentraciones de cicloheximida primero con
lug/ml (Univeral Beer Agar) y luego con 4ug/ml (WL Nutrient Agar)
concentraciones utilizadas en cerveceria 1*? En el diagrama 8 se daran a conocer
los pasos para el aislamiento con cicloheximida.

Diagrama 8. Aislamientos en agar sabouroud con cicloheximida
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Fuente: elaboracién Propia
2.6 PRUEBAS API

Como soporte al proceso de identificacion de levaduras Saccharomyces y No
Saccharomyces, se emplearon pruebas APl 20C AUX (Prueba Bioquimica) con el
fin de aproximar los distintos géneros de levaduras aislados tipo No
Saccharomyces, esta técnica aporta un 89% (BioMerieux*) de confiabilidad sobre la
identificacion de las cepas.

* “Ficha técnica api® 20C AUX BioMerieux”.

112 SIGMA- ALDRICH. Product information cycloheximide solution ( Actidion solution). [En linea]
[consultado 6 junio 2019]. Disponible en: https://www.sigmaaldrich.com/us-export.html
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Este proceso se realizo inoculando cupulas, que permiten que las levaduras se
reproduzcan utilizando solo un tipo de sustrato correspondiente, siendo posible
Identificar un total de 34 especies diferentes.!3 A esta prueba fueron sometidos las
5 cepas seleccionadas en los procesos de diferenciacion descritos anteriormente
(Lisina /Cicloheximida).

Para la determinacion de estas pruebas se partié de un cultivo joven, utilizando un
tubo falcon de 15 ml agregando 10 ml de solucion salina estéril junto con la levadura
en suspension, luego se leyo la absorbancia en el espectrofotometro de la mezcla
anterior, tomando como blanco la solucion salina. Posterior a la toma del valor de
absorbancia, se transfirié del tubo falcon 100uL de la suspension a una ampolla C
médium homogenizando evitando la formacion de burbujas, llenando las cupulas
con la suspension anterior creando un nivel horizontal para obtener resultados
correctos, seguidamente se incubaron durante 48-72 horas. La composicion de la
galeria APl 20C AUX se puede observar en la siguiente lista de sustratos
consignada en el cuadro 2.

113 | INARES, Maria y SOLIS, Francisco. ldentificacion de levaduras. [en linea]. En: Revista
Iberoamericana de Micologia. Espafia: 2007.Asociacion espafiola de micologia. p. 13. [Consultado
15 julio 2019]. Disponible en: http://www.quia.reviberoammicol.com/Capitulo11.pdf. ISBN: 978-84-
611-8776.
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Cuadro 2. Composiciones de la galeria APl 20AUX

ENSAYOS SUBSTRATOS

0 Ninguno
GLU D-GLUcosa
GLY GLYcerol
2KG 2-ceto-Gluconato calcico
ARA L-ARAbinosa
XYL D-XYLosa
ADO ADOnitol
XLT XyLiTol
GAL D-GALactosa
INO INOsitol
SOR D-SORbitol
MDG Metil-D-Glucopiranosida
NAG N-Acetil-Glucosamina
CEL D-CELIlobiosa
LAC D-LACtosa
MAL D-MALtosa
SAC D-SACarosa
TRE D-TREhalosa
MLZ D-MeleZitosa
RAF D-RAFinosa

Fuente: API 20 C AUX. Sistema de identificacién de levaduras. [En linea] [Consultado: 25 mayo
2019]. Disponible en: http://biotech.spip.ac-rouen.fr/IMG/pdf/API_20C_Aux.pdf.

Por ultimo, se hizo la lectura e interpretacion de los datos mediante el software de
identificacion por parte de BioMerieux*, el cual ofrece soluciones de diagnostico que
mejoran la salud del paciente y garantizan la seguridad del consumidor'4. En el
diagrama 9 se relataran los pasos correspondientes a las pruebas APl 20C AUX.

*Software de identificacion por la marca comercial “BioMerieux”.

114 AP| 20 C AUX. Sistema de identificacion de levaduras. [ En linea]. En: BioMerieux. [Consultado:
24 octubre 2019]. Disponible en: http://biotech.spip.ac-rouen.fr/IMG/pdf/API_20C_Aux.pdf.
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Diagrama 9. Pruebas APl 20 C AUX
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Fuente: elaboracion propia

2.7 AISLAMIENTO DE LEVADURAS A PARTIR DE CALDOS SABOREAUD CON
FRUTOS MADUROS

A partir de cada uno de los caldos incubados con cada uno de los frutos, se realizo
la siembra de estos en medio sélido agar saboreaud con cloranfenicol. Con el fin de
realizar un recuento aproximado de colonias, fue necesario realizar una serie de
diluciones, hasta hallar en la que se pudiera realizar el recuento (anexo E). En el
cuadro 3 se observa la dilucién 1:100.000 la cual fue seleccionada para el recuento

y aislamientos.

v

Lectura e interpretacion de datos

h

softward

FIM
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Cuadro 3. Siembra de la dilucion 1:100.000
1:100.000 :

Fuente: elaboracién propia

Para un mejor conteo de cepas se determind que la mejor dilucién en donde se logra
hacer un recuento significativo estadisticamente es (1:100.000), donde es
recomendable poder cuantificar de 10 a 400 UFC y a su vez caracterizar
morfolégicamente las colonias.

2.7.1 Caracterizacion morfolégica de las colonias en dilucién de 1:100.000. Por
medio de la técnica de Tincién de Gram se realizaron caracterizaciones de las cepas
obtenidas en la dilucion de 1:100.000 en donde se determinaron 12 cepas las cuales
son clasificadas por fruto presentado en el cuadro nimero 3.

En el cuadro 4 se nombraran las colonias que fueron seleccionadas para su
posterior caracterizacion.

Cuadro 4. Denominacion de las cepas
Frutas Nombre de la colonia
Maracuya
Maracuya
Guayaba
Guayaba
Ciruela
Ciruela
Maracuya
Maracuya
Guayaba
Guayaba
Ciruela
Ciruela
Fuente: elaboracion propia

O0IIOn> I r |« —Z20
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La descripcion de las caracterizaciones macroscopicas y microscopicas de las 12
cepas seleccionadas se mostrara a continuacion en el cuadro 5.

Cuadro 5. Morfologia de las colonias

Origen Maracuya P (A. Sabouraud)
1:100.000
UFC/ml 53x1075

Macroscopico

Microscopico

\
%

Forma: Circular y plana
Bordes: Regular
Textura: cremosa

Células apiculares

Color: Beige
Origen Maracuya N (A. Sabouraud)
1:100.000
UFC/ml 53x1075

Macroscopico

Microscopico

P

Forma: Circular y plana
Bordes: Irregular
Textura: cremosa
Color: Beige

Células apiculares
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Cuadro 5. (Continuacion)

Origen

Guayaba | (A. Sabouraud) 1:100.000

UFC/ml

54x10"5

Macroscopico

Forma: Circular y plana
Bordes: Irregular
Textura: Cremosa
Color: Beige

Microscopico

Células aplculares y ovaladas de gran
tamanio.

Origen

Guayaba J (A. Sabouraud) 1:100.000

UFC/ml

54x1075

Macroscopico

MICFOSCOpICO

Forma: Circular y plana
Bordes: Regular
Textura: Cremosa
Color: Beige

Células apiculares con tamafio
reducido.

Origen

Ciruela L (A. Sabouraud) 1:100.000

UFC/ml

257x1075

Macroscopico

Forma: Circular y plana
Bordes: Regular
Textura: Cremosa
Color: Beige

MICI’OSCOpICO

Células aplculares
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Cuadro 5. (Continuacion)

Origen

Ciruela M (A. Sabouraud) 1:100.000

UFC/ml

257x10"5

Macroscopico

Microscopico

=

Forma: circular y plana
Bordes: Irregular
Textura: Cremosa

Células apiculares.

Color: Beige
Origen Maracuya A (A. Sabouraud)
1:100.000
UFC/ml 83x10"5

Macroscopico

Microscoépico

>

Forma: circular y plana
Bordes: Irregular
Textura: Cremosa

Células apiculares de tamafio pequefio

Color: Beige
Origen Maracuya B (A. Sabouraud)
1:100.000
UFC/ml 34x1075

Macroscopico

Microscopico

Forma: circular y plana
Bordes: Regular
Textura: Cremosa
Color: Beige

Células apiculares de tamafio pequefio
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Cuadro 5. (Continuacion)

Origen Guayaba G (A. Sabouraud)
1:100.000
UFC/ml 114x1075
Macroscopico Microscépico
e

S '..r..,\ ™ .

- : v
i M A

Forma: circular y plana
Bordes: Regular
Textura: Cremosa

Células apiculares y ovaladas de
mayor tamano

Color: Beige
Origen Guayaba H (A. Sabouraud)
1:100.000
UFC/ml 58x10"5

Macroscopico

Microscoépico

[ g ‘

Forma: circular y plana
Bordes: Irregular
Textura: Cremosa
Color: Beige

Células apiculares y ovaladas de
mayor tamafio

Origen

Ciruela C (A. Sabouraud) 1:100.000

UFC/ml

165x1075

Macroscopico

Microscoépico

Forma: circular y plana
Bordes: Regular
Textura: Cremosa
Color: Beige
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Cuadro 5. (Continuacion)
Origen Ciruela D (A. Sabouraud) 1:100.000
UFC/ml 180x10"5

Macroscopico Microscopico

[ a—

D

Forma: circular y plana Células apiculares menor tamafio
Bordes: Regular
Textura: Cremosa
Color: Beige

Fuente: elaboracién propia

Las caracterizaciones macroscoépicas de todas las cepas son muy similares entre si
siendo circulares y planas, de color beige, con una textura cremosa, mas en lo Unico
gue se diferencian es en los bordes ya sean regulares o irregulares. Por otra parte,
en las caracteristicas microscépicas se encuentra diferencia entre las frutas siendo
en las aisladas de Guayaba y Maracuya células apiculares y ovaladas de mayor
tamafio a diferencia de las aisladas de Ciruela las cuales son células apiculares de
menor tamafio encontrandose con morfologias tipicas de levaduras salvajes.

2.8 PASES EN MEDIO DE CULTIVO DISTINTIVO AGAR LISINA

Teniendo en cuenta los aislamientos realizados en medio de cultivo agar Sabouraud
de las cepas de maracuya (A, B, N, P) ciruela (L, M, C, D) y guayaba (I, J, G, H), se
realizaron cuatro pases sucesivos, en medio de cultivo agar lisina junto con la cepa
patrén, por medio de la técnica de siembra por agotamiento, con el propésito de
aislar colonias, esto con el fin de diferenciar entre cepas tipo Saccharomyces (bajo
0 ausencia de crecimiento por no poder utilizar la Lisina como Unica fuente de
Nitr6geno) y No Saccharomyces. Por medio de caracterizaciones morfolégicas se
analiz6 cada una de las cepas, para posteriormente realizar una comparacion,
mostrando secuencialmente aislamientos del primer al cuarto pase, para cada una
de las cepas nombradas anteriormente. En el cuadro 6 se evidencian solamente el
primer y el cuarto pase de la cepa L (aislada a partir de ciruela) junto con la cepa
patrén, las once cepas restantes se podran encontrar en el anexo F.
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Cuadro 6. Primer y cuarto pase de la cepa L

Primer pase

CaracterizaciOn macroscopica

Ciruela Cepa L Cepa Patron

Forma: Circular. Forma: Circular.
Bordes: Regular. Bordes: Regular.
Textura: Cremosa. Textura: Cremosa.
Color: Beige. Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

(£

Posee células circulares pequefas Posee células circulares pequefas
homogéneas. homogéneas.
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Cuadro 6. (Continuacion)

Cuarto pase
CaracterizaciOn macroscopica

Forma: Circular. Forma: Circular.
Bordes: Regulares. Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa. Textura: Cremosa.
Color: Beige. Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

;' I
e
Posee células circulares pequefias Posee células circulares pequefias
homogéneas. homogéneas.

Fuente: elaboracion propia

Al tomar como referencia la cepa patron se pueden determinar la morfologia de las
12 cepas tanto macroscopicamente como microscopicamente. Las caracteristicas
macroscopicas son especificadas como borde, forma, textura y color presentandose
en las doce cepas similitud frente a la patrén. Se puede determinar que aun en el
cuarto pase de la cepa patrén correspondiente al género Saccharomyces se
observa un crecimiento a pesar de no contar con las enzimas necesarias para
utilizar la Lisina como fuente de nitr6geno, demostrando que el uso de agar lisina
no es definitivo para determinar la presencia del género Saccharomyces, por tanto
se acude a una prueba aledafa que es la resistencia al antibiético cicloheximida.
En cuanto a las caracteristicas microscopicas se analiz6 que las cepas A, Py N
(obtenidas del fruto de maracuya) y las cepas L y D (provenientes del fruto de
ciruela) presentan una morfologia similar a la del género Saccharomyces al ser
comparadas con la cepa patron, mientras que las cepas I, J, G y H (aisladas de
guayaba), junto con la cepa B (obtenida del fruto de maracuyd) y las cepas Cy M
(obtenidas del fruto de ciruela), presentan una morfologia distinta en comparacion
con la cepa patrén, siendo éstas células alargadas y heterogéneas.
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2.9 CEPAS SELECCIONADAS POR MORFOLOGIA SIMILAR AL GENERO
Saccharomyces

Las cepas seleccionadas se determinaron debido a la similitud que tienen
morfoldégicamente con respecto a la cepa patron Saccharomyces las cuales fueron
maracuya (A, Ny P) y ciruela (D y L). Se realiz6 un quinto pase simultaneo entre las
cinco cepas seleccionadas, la cepa patron y una de las cepas con morfologia
distinta la cual fue seleccionada como control para las cepas tipo No
Saccharomyces, esta fue la cepa J proveniente de la guayaba.

Esto se realizO con el objetivo de hacer una ultima comparacion de las
caracteristicas morfolégicas tomando como referencia la cepa patron, y de esta
manera justificar la seleccion realizada de las cinco cepas anteriormente nombradas
las cuales serian analizadas posteriormente en medio de cultivo Sabouraud con
cicloheximida.

Para evaluar el desarrollo de cada cepa seleccionada en el quinto pase, se
realizaron caracterizaciones macroscépicas y microscopicas tomando como
referencia las dos cepas, Saccharomyces y No Saccharomyces. En el cuadro 7 se
determinara una de las cinco cepas seleccionas y en el (anexo G) se podran
evidenciar las cepas restantes.

Cuadro 7. Quinto Pase de la cepa A junto con las cepas de referencia

Quinto Pase
Cepa control Cepa seleccionada Cepa control (No
(Saccharomyces) Saccharomyces)
Cepa A

Caracterizacibn macroscopica
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Cuadro 7. (Continuacion)

Caracterizacion microscopica

Fuente: elaboracion propia

Se confirmaron que las 5 cepas seleccionadas del fruto de maracuya (A, N, P) y del
fruto de ciruela (L,D) en el quinto pase, son morfolégicamente similares a la cepa
patrén, siendo estas una posible referencia de una levadura Saccharomyces y la
cepa J para evidenciar morfologias No Saccharomyces. Estas cepas seleccionadas
fueron evaluadas en cicloheximida como prueba para la determinacion y
confirmaciéon del género como pruebas no moleculares.

2.10 AISLAMIENTO EN AGAR SABOURAUD CON CICLOHEXIMIDA

Teniendo en cuenta la baja resistencia del género Saccharomyces a la
cicloheximida, se tomaron dos concentraciones de cicloheximida (1 pg/ml / 4pg/ml)
trazadas para determinar el crecimiento de las levaduras se realizé una
comparacion con los dos controles, positivo (No Saccharomyces) y negativo
(Saccharomyces) obteniendo los siguientes resultados mostrados en el cuadro 8.
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Cuadro 8. Asilamiento en agar sabouraud con cicloheximida

Aislamiento en agar sabouraud
con cicloheximida

Cepa control Negativo

., 1
Concentracion de =22
11

., 4
Concentraciéon de —£2
1

Cepa control Positivo

., 1
Concentracién de %

., 4
Concentracién deﬁ

81




Cuadro 8. (Continuacion)

Aislamiento en agar sabouraud
con cicloheximida

Maracuya A

., 1 .,
Concentracion de 22 Concentracion de
n 11

419

Maracuya N
., 1 .,
Concentracion de =22 Concentracién de

4pug
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Cuadro 8. (Continuacion)

Aislamiento en agar sabouraud
con cicloheximida

Maracuya P

., 1 ., 4
Concentracién de ﬁ Concentracién de =22
11

9

Ciruela D

19

., 4
Concentraciéon de —£2

9
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Cuadro 8. (Continuacion)

Aislamiento en agar sabouraud
con cicloheximida
Ciruela L

., 1 ., 1
Concentracion de 22 Concentracién de 222
m 11

Fuente: elaboracién propia

Al ser comparadas las cepas seleccionadas junto con las cepas de control, positivo
y hegativo, en cada uno de las diferentes concentraciones, se logré observar que la
cepa control negativo no presento crecimiento en ninguna de las concentraciones
aplicadas al agar con cicloheximida por lo que posiblemente indica la presencia de
la levadura Saccharomyces, mientras, que en el control positivo, la cepa J,
proveniente del fruto de guayaba, se observd un crecimiento clasificandola como
levadura salvaje. En las cepas identificadas como maracuya A y P se evidencia
crecimiento en las dos concentraciones aplicadas, por otro lado maracuya N y

. L, . 1 . . . .
ciruela D se observd un mayor crecimiento con ﬁ de cicloheximida y disminuyo al

4 St zar .. .
estar en ﬁ de antibidtico. La cepa que no presento crecimiento en ninguna de las

dos concentraciones fue ciruela L, por lo cual es mas cercana al género especificado
como levadura Saccharomyces y posteriormente analizada.

2.11 PRUEBAS API 20C AUX

Los resultados obtenidos al implementar las pruebas APl 20 C AUX permitieron la
identificacion precisa de las levaduras que se encontraron en las cinco cepas
anteriormente seleccionadas. Luego de 72 horas de incubacién se observa el
crecimiento de las levaduras frente a la clupula patrén en la cual se evalud la
levadura Saccharomyces directamente de la cerveceria artesanal. A partir de la
identificacion numérica y con ayuda del catalogo analitico (Programa de
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identificacion) apiweb™ se obtuvieron los siguientes resultados consignados para
la cepa P cuadro 9, cepa D cuadro 10, cepa N cuadro 11, cepa L cuadro 12, cepa
A cuadro 13.

Cuadro 9. Identificacion del género de la cepa P a partir de pruebas APl 20 C AUX
Nombre

APl 20 C AUX V5.0 Instrucciones  Cheguear colores L+
N A N N A I R N N N AN T A N T
O GLU GLY | 2KG ARA X¥L | ADO XLT GAL | INO SOR MDG | MAG CEL LAC | MAL SAC TRE | MLZ RAF HPH®

IDENTIFICACION ACEPTABLE EN EL GENERO

Galeria AP 20 C ALK V3.0

Perfil B5T7T6171

Mota POSIBILIDAD DE Candida tropicalis

Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra

Candida famata 46.6 0.69 (CEL B89%% | RAF 75%

Candida lusitaniae 37.8 066 | XLT 20% | CEL 80% | HYPH 75%
Taxdn siguiente % 1D T Pruebas en contra

Candida guilliermondii 8.7 0.5 ARA T9% | CEL 95% | RAF 95% |
Pruebas complementarias(s) TIAMINA RAMNO SAas ESC (HYD.)
Candida famata + 38% B5%

Candida lusitaniae - 100% 58%

Candida tropicalis + 0% 0%

Fuente: elaboracién propia
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Cuadro 10. Identificacion del género de la cepa D a partir de pruebas API 20 C
AUX
Nombre Ciruela Cepa D

APl 20 C AUX V5.0 Instrucciones  Chequear colores L]

- +| [+ + - + + | - + - +| (+ + | - - +|(+)( + + - -
O GLU GLY | 2KG ARA XYL | ADD XLT GAL | INO SOR MDG | MAG CEL LAC | MAL SAC TRE | MLZ RAF H/PH®
—0 6 6 0 o o o
MUY BUENA IDENTIFICACION EN EL GENERO
Galeria APl 20 C AUX W0
Perfil B556171
Hota POSIBILIDAD DE Candida tropic alis
Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra
Candida lusitaniae 64.1 0.76 | CEL 80% [ HYPH 75%
Candida parapsilosis 21.5 0.57 | ARA 89% [ HYPH 99%
Candida tropicalis 6.9 0.55 | GLY 9% [ HYPH 99%
Candida famata 6.7 0.61 | XLT 75% [ CEL 89% | RAF 75%
Taxon siguiente % 1D T Pruebas en contra
Candida guilliermondii 0.3 0,33 | ARA T9% [ XLT 92% | CEL 95% | RAF 95%
Pruebas complementarias(s) RAMMNO SAas TIAMINA ESC (HYD.)
Candida famata 38% + 65%
Candida lusitaniae 100% - 58%
Candida parapsilosis 0% + 0%
Candida tropicalis 0% + 0%
Candida tropicalis 0% + 0%

Fuente: elaboracién propia
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Cuadro 11. Identificacion del género de la cepa N a partir de pruebas API 20 C
AUX
Nombre | Maracuya Cepa N

API 20 C AUX V5.0 Instrucciones  Cheguear colores Q

R N N S S N S S e Sl I WA S R
O GLU GLY | 2KG ARA XYL | ADD XLT GAL | INO SOR MDG | MAG CEL LAC | MAL SAC TRE | MLZ RAF HPH"

PERFIL INACEPTABLE

Galeria APL20 C ALX VS0

Perfil 45372131

Nota POSIBILIDAD DE Candida tropic alis

Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra

Candida lusitaniae GLU 100% | XLT 20% | CEL 80% | TRE 100%
HYPH 75%

Candida famata GLU 100% | MDG 99% | CEL 89% | TRE 96%
RAF T5%

Candida guilliermondii GLU 100% | ARA 7%% | MDG B88% | CEL 95%
TRE 99% | RAF 95%

Candida albicans 1 GLU 100% | GLY 14% | MDG B85% | TRE 97%
MLZ 5% | HYPH 99%

Candida parapsilosis GLU 100% | ARA 89%% | XLT 3% | MDG 89%
TRE 93% | HYPH 99%

Fuente: elaboracién propia
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Cuadro 12. Identificacion del género de la cepa L a partir de pruebas API 20 C AUX

API120 C AUX V5.0

Instrucciones Cheguear colores

ING S0OR MDG | MAG CEL LAC

U\ WUy Wy e uuy e .

O GLU GLY | 2KG ARA XYL | ADD XLT GAL

MAL SAC TRE | MLZ RAF HPH"

BA.JA DISCRIMINACION

Galeria AP 20 C AUX V5.0

Perfil 6000000

Hota PO SIBILIDAD DE C.lambica O Clipolytica
POSIBILIDAD DE Geotrichum candidum

Taxon significativo e 1D T Pruebas en contra

Candida kruseifinconspicua 33.2 0.87 | HYPH 79%

Candida norvegensis 32.0 0.82 | HYPH 93%

Saprochaete capitata 22,2 0.8 HYPH 95%

Candida glabrata 8.8 0.71 | GLY 20% | TRE 94%

Taxon siguiente % 1D T Pruebas en contra

Prototheca wickerhamii 29 0.65 | TRE 100%

Pruebas complementarias(s) ACTIDIONA GLN TIAMINA GLUCO SAac
Candida glabrata 0% 0% - +
Candida krusei 3% 6% + +
Candida inconspicua 0% 83% - -
Candida lambica 0% 89% - +
Candida lipolytica 100% 3% - -
Candida norvegensis 0% 100% - v
Saprochaete capitata 92% 0% - -
Geotrichum candidum 100% 0% + v

Fuente: elaboracién propia
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Cuadro 13. Identificacion del género de la cepa A a partir de pruebas APl 20 C
AUX.

NOMBRE Maracuya Cepa A

API1 20 C AUX V5.0 Instrucciones  Cheguear colores c

A N I A I N A I N N N N N O N N T T
O GLU GLY | 2KG ARA XYL | ADD XLT GAL | IND SOR MDG | MAG CEL LAC | MAL SAC TRE | MLZ RAF H/PH"

PERFIL INACEPTABLE
Galeria APl 20 C AUX V5.0
Perfil 6640001
Nota POSIBILIDAD DE Geotrichum candidum
Rhodo: PIGMENTATION/POSIBILIDAD DE R glutinis
Rheodetorula: PIGMENTO ROSA ROJIZO O NARANJA
Taxén significativo % 1D T Pruebas en contra
Geotrichum klebahnii ARA 0% | SOR 88% | MLZ 0% | HYPH 92%
Rhodotorula mucilaginosa 2 MAL 98% | SAC 100% | TRE 95% | RAF 98%
Rhodotorula minuta 2KG 99% | GAL 0% | NAG 85% | SAC 95%
TRE 95%
Candida rugosa ARA 1% | SOR 94% | MLZ 0% | HYPH 99%
Taxon siguiente % ID T Pruebas en contra
Candida utilis ARA 0% | GAL 5% | MAL 98% | SAC 96%
RAF 7T3%

Fuente: elaboracion propia

A partir de los datos arrojados por los cuadros de identificacion, se determinaron los
géneros de las levaduras en donde la cepa D proveniente del fruto de ciruela, podria
corresponder a Candida tropicalis, la cepa L de este mismo fruto a Geotrichum
candidum, la cepa P obtenida del fruto de maracuya a Candida tropicalis, la cepa N
también obtenida del fruto de maracuya fue identificada como Candida tropicalis, y
por ultimo la cepa A extraida del fruto de maracuya podria corresponder a
Geotrichum candidum. Segun el resultado anterior se determiné que las cepas N, P
y D seran seleccionadas para ser utilizadas en el posterior proceso de fermentacion
ya que presentan la mejor afinidad para dicho procedimiento, identificadas como
Candida tropicalis.
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En general, las levaduras que no son Saccharomyces representan un gran recurso
de biodiversidad para la produccion de nuevas cervezas teniendo el potencial de
una aplicacion mas amplia a otros campos industriales y de bebidas. Dado el
renovado interés en el uso de levaduras No Saccharomyces para elaborar cervezas
tradicionales y su posible aplicacion para producir cerveza baja en alcohol o libre de
alcohol, las caracteristicas de fermentacion y sabor de diferentes especies de
cultivos puros que no son Saccharomyces fueron examinadas para el potencial de
elaboracion de la cerveza, encontrandose entre ellas la cepa Candida tropicalis, la
cual se puede encontrar en diferentes tipos de alimentos y bebidas fermentadas
autéctonas.'!® Las cepas de Candida tropicalis son en su mayoria capaces de
fermentar glucosa, sacarosa y maltosa, también puede crecer y producir alcohol a
diferentes condiciones de temperatura, pH y agitacion. Cuentan con el potencial de
crecer a concentraciones elevadas de mezcla de azlcares y cofermentar hexosas
y pentosas, ademas de producir alcohol en medio minimo de sales en ausencia de
vitaminas. Este género es capaz de asimilar diferentes fuentes de carbono
individuales o en mezclas tales como: glucosa, sacarosa, fructosa, galactosa, xilosa
y arabinosa siendo los principales azlicares para la produccion de etanol .6

Actualmente Candida tropicalis tambien esta siendo estudiada para ser utilizada en
procesos de fermentacion para producir etanol de segunda generacion o bioetanol,
gracias a sus capacidades fermentativas®’.

115 MAXIMILIAN, Michel. Et al. Pure non- Saccharomyces started cultures for beer fermentation with
a focus on secondary metabolites and practical apllications. [ en linea]. En: Institute of Brewing &
Distiling. September, 2016. p. 569-587. [Consultado 4 septiembre 2019]. ISSN. 122: 569-587.
Disponible en: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/pdf/10.1002/jib.381.

116 URZUA. Evarito. Cepa de Candida tropicalis y su uso en proceso de fermentacion de mezclas de
azlcares para la produccion de alcohol. En: Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y
Disefio del Estado de Jalisco, A.C. [ sitio web]. [Consultado 22 agosto 2019]. Archivo pdf. Disponible
en: https://ciatej. mx/patentes/35%20esp.pdf.

117 HERMANSYAH. Bioethanol production from cellulose by Candida tropicalis, as an alternative
microbial agent to produce etanol from lignocellulosic biomass. En: Sriwijaya journal of enviroment. |
sitio web]. [Consultado 29 octubre 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
http://ojs.pps.unsri.ac.id/index.php/ppsunsri/article/view/7
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3. ANALIZAR LOS PERFILES DE FERMENTACION DE LAS CEPAS
SELECCIONADAS BAJO PRUEBAS PRELIMINARES DE FERMENTACION

3.1 INTRODUCCION

A partir del aislamiento y posterior seleccion de tres cepas de levaduras
(denominadas como cepa P, N y D) en medios selectivos y que tras su identificacion
bioquimica correspondieron a Candida tropicalis (No Saccharomyces), se procedio
a evaluar su capacidad fermentativa en mostos ricos en azucares.

En esta fase experimental se describe como las cepas fueron evaluadas respecto a
su perfil fermentativo con el fin de seleccionar la cepa con mejor perfil, para la
elaboracion de una cerveza artesanal. Para este proceso de seleccion se elaboré
un disefio de experimentos, que permitio identificar los efectos al variar el tiempo y
las cepas sobre la variable respuesta (concentracion de glucosa), también se realizo
un analisis de la estadistica descriptiva de cada una de las cepas, donde se tuvo en
cuenta el menor valor de la media estadistica.

3.2 MATERIALES Y EQUIPOS

3.2.1 Equipos y materiales utilizados en la experimentacién. En el cuadro 14 se
muestran los equipos y materiales utilizados para realizar cada uno de los
procedimientos de la experimentacion.

Cuadro 14. Equipos y materiales utilizados en la experimentacion
Materiales y equipos Definicion

Mecheros Fisher Es un instrumento utilizado en
laboratorios que tiene como objetivo
calentar sustancias y esterilizar'!8.

USMATERIALES DE LABORATORIO, Mechero de fisher [sitio web]. Espafia. [Consultado 24 octubre
2019]. Disponible en: https://materialesdelaboratorio.pro/mechero-de-fisher/
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Cuadro 14. (Continuacion)

Materiales y equipos Definicion

Matraz Erlenmeyer Recipiente de vidrio utilizado en
laboratorios para calentar y conservar
sustancias, resistente a  altas
temperaturas  (limitadas)  durante
periodos de tiempo largos*®.

Tubos falcon Recipientes  utilizados para la
@ separacion (centrifugacion) por medio
] de diferencias de densidades!?.

119 MATRAZ AFORADO, Matraz Erlenmeyer [sitio web]. Madrid. [Consultado 24 octubre 2019].
Disponible en: https://matrazaforado.com/matraz-erlenmeyer/

120 FISHER SCIENTIFIC, Tubos conicos para centrifuga falcon de 15 ml [sitio web]. Madrid.
[Consultado 24 octubre 2019]. Disponible en: https://www.fishersci.es/shop/products/falcon-15ml-
conical-centrifuge-tubes-5/p-193301
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Cuadro 14. (Continuacion)

Materiales y equipos Definicion
Tubos Eppendorf Recipientes utilizados para

procesamiento de muestras, apto para
aplicaciones de cultivo celulart?!,

\

Balanza analitica Equipo utilizado en el laboratorio para
determinar con exactitud peso de
objetos pequefios 0 muestras'??,

Equipo que trabaja con velocidad de
rotacion, permitiendo la separacion de
dos compuestos!?3,

121 AVANTOR, Tubos Eppedorf 5.0 ml [sitio web]. California. [Consultado 24 octubre 2019].
Disponible en: https://es.vwr.com/store/product/11717117/tubos-eppendorf-5-0-ml

122 TP LABORATORIO QUIMICO, Balanza analitica [sitio web]. [Consultado 24 octubre 2019].
Disponible en: https://www.tplaboratorioguimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-
de-un-laboratorio-quimico/balanza-analitica.html

123 INSTRUMENTOS DE LABORATORIO, Centrifuga de laboratorio [sitio web]. [Consultado 24
octubre 2019]. Disponible en: https://instrumentosdelaboratorio.org/centrifuga-de-laboratorio
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Cuadro 14. (Continuacion)
Materiales y equipos Definicion

Espectrofotémetro Instrumento utilizado en el area
quimica para cuantificar sustancias'?*.

Refractdmetro Equipo éptico utilizado para la medida
del indice de refraccion y %°Brix de
una sustancia?®,

124 EQUIPOS Y LABORATORIO DE COLOMBIA, Que es y usos del espectrofotometro. [sitio web].
Colombia. [Consultado 24 octubre 2019]. Disponible en:
https://www.equiposylaboratorio.com/sitio/contenidos_mo.php?it=1311

125 TP LABORATORIO QUIMICO, Refractometro [sitio web]. [Consultado 24 octubre 2019].
Disponible en: https://www.tplaboratorioguimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-
de-un-laboratorio-quimico/refractometro.html
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Cuadro 14. (Continuacion)

Materiales y equipos Definicion
Plancha de agitacion Equipo que permite la mezcla

automética constante de un liquido
promoviendo la disolucién de un solido
en este'?s,

Instrumento de laboratorio volumétrico,

_ el cual permite la medida vy
4 transferencia de un liquido con
F exactitud®?’.
s/
Pipeta Pasteur Material utilizado en el laboratorio que

se utiliza para succionar liquidos?2.

Fuente: elaboracion propia

126 TP LABORATORIO QUIMICO, Agitador magnético. [sitio web]. [Consultado 24 octubre 2019].
Disponible en: https://www.tplaboratorioguimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-
de-un-laboratorio-quimico/agitador-magnetico.html

127 MATERIALES DE LABORATORIO, Pipeta graduada [sitio web]. Espafia. [Consultado 24 octubre
2019]. Disponible en: https://materialesdelaboratorio.pro/pipeta-graduada/

128 | AB BRANDS. Pipeta pasteur en PE 3mI-LB Pro [sitio web]. [Consultado 24 octubre 2019].
Disponible en: http://www.labbrands.com/pasteur-plastica/567-pipeta-pasteur-en-pe-3ml-lb-pro.html

95


https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/agitador-magnetico.html
https://www.tplaboratorioquimico.com/laboratorio-quimico/materiales-e-instrumentos-de-un-laboratorio-quimico/agitador-magnetico.html
https://materialesdelaboratorio.pro/pipeta-graduada/
http://www.labbrands.com/pasteur-plastica/567-pipeta-pasteur-en-pe-3ml-lb-pro.html

3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Disefio de experimentos. A continuacion se muestra el desarrollo del disefio
de experimentos propuesto.

3.3.2 Identificacion de la pregunta de investigacion. Por medio del uso de las
cepas P, N provenientes del fruto de maracuya y D del fruto de ciruela en los
procesos de fermentacion, se busco determinar la cepa con mejor perfil fermentativo
para la elaboracién de una cerveza artesanal tipo Ale, para esto se llevaron a cabo
los andlisis estadisticos.

3.3.3 Eleccion de los factores, los niveles y los rangos. Luego de identificar la
pregunta de investigacion se establecieron los factores o variables para ser
estudiados en la experimentacion. Estas variables se clasifican en variables
dependientes y variables independientes del proceso, las cuales seran mostradas
a continuacion.

3.3.3.1 Identificacion de las variables dependientes. La variable dependiente (Y)
se describe como el resultado del cambio o manipulacién a los valores de una
variable independiente (X), estds se relacionan por medio de una funcion
matematica determinada. Esta variable es tomada como la variable de respuesta
para investigar y medir en el disefio de experimentos propuesto'?°,

Las variables dependientes del proceso de fermentacion se describen a
continuacion:

e Concentracion de etanol: esta variable se refiere a la concentracion de etanol
después del proceso de fermentacion, siendo determinada frente a diferentes
rangos establecidos en el proceso.

e pH: en el proceso de fermentacion el pH es una condicion constante de medir,
presentando una relacion directa con la temperatura dando un rango que
permitird el inicio de la fermentacion y el crecimiento microbiano.

e Concentracion de sustrato final: a medida que pasa el tiempo, luego del inicio
de la fermentacion, la concentracion del sustrato es consumida por el
microorganismo, siendo complejo predecir el consumo.

129 D[AZ, Abel. Principios del disefio de experimentos. [En linea] En: Disefio estadistico de
experimentos. 2 ed. Medellin. Editorial Universidad de Antioquia 2009. p. 6. [Consultado 1 septiembre
2018]. Disponible en:
https://books.google.com.co/books?id=0x0DW6dNiyAC&pg=PA8&dqg=Principios+del+dise%C3%B1
o+de+experimentos.&hl=es&sa=X&ved=0ahUKEwi3w8jMjPLKAhXQTd8KHfQEDAMQG6AEIMzAC#v
=onepage&q=Principios%20del%20dise%C3%B10%20de%20experimentos.&f=false. ISBN 978-
958-714-264-8.
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e Concentracion final de microorganismos: luego de la inoculacién en el medio
de cultivo se hace dificil predecir el crecimiento de los microorganismos, es una
variable que no se puede controlar directamente y depende de factores ideales
para su crecimiento, metabolismo y produccién de etanol*%,

e Concentracion de azucares reductores: esta variable se refiere a la
concentracion de azucares reductores del proceso de fermentacion. Se debe
determinar la mayor concentracion de azucares reductores después de la
fermentacion, modificando diferentes variables, niveles y rangos, como las
cepas seleccionadas y el tiempo de fermentacion.

Teniendo en cuenta las diferentes variables dependientes del proceso de
fermentacion, se seleccion6 como variable respuesta la concentracion de glucosa,
la cual se explicard mas adelante.

3.3.3.2 Identificacion de las variables independientes. Las variables
independientes se presentan como las que el investigador puede maodificar
afectando la variable respuesta del disefio, es decir la(s) variable(s) dependientes
del proceso. A continuacion, se muestran las variables independientes involucradas
en el proceso de fermentaciont3?,

e Tiempo de fermentacion: se determinan tiempos diferentes para ser
directamente involucrados frente al resultado de la variable respuesta
controlando el proceso de fermentacion.

e Cepas seleccionadas: esta variable esta implicada directamente con variable
respuesta, ya que las cepas o levaduras seleccionadas son las que consumen
los azucares presentes en el mosto, lo que indica la produccion de etanol en las
fermentaciones demostrando asi la evolucion del proceso.

e Phinicial: esta variable presenta relacion directa con la temperatura, siendo una
condicién constante en el momento de la fermentacion. Se evidencia un rango
optimo permitiendo el inicio de la fermentacién generando un mejor rendimiento
que influye en el producto final.

130 SALAZAR. Ivan, VILLAMIZAR. Jorge. Evaluacién de la obtencién de bioetanol partiendo de la
fermentacion de los azlcares concentrados en las bebidas gaseosas carbonatadas vencidas por
medio de Saccharomyces cerevisiae. Fundacion Universidad de América. Bogota. 2019. P4g.72.

131 ALAZAR, Ivan y VILLAMIZAR, Jorge. Evaluacion de la obtencién de bioetanol partiendo de la
fermentacion de los azlcares concentrados en las bebidas gaseosas carbonatadas vencidas por
medio de Saccharomyces cerevisiae. Tesis de grado. Fundacion Universidad de América, 2019. P.
72. [Consultado: 14 abril 2019]. Disponible
en: http://repository.uamerica.edu.co/handle/20.500.11839/7404.
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Temperatura: para determinar el estilo de cerveza debe existir un rango optimo
permitiendo el proceso de la fermentacion. Es importante tener en cuenta esta
variable para el crecimiento de los microrganismos ya que si no esta dentro del
rango correcto se puede presentar una inhibicion o muerte del microorganismo.
Esta variable es constante frente al proceso de fermentacion.

Concentracion de sustrato inicial: la fermentacién es una degradacion aerobia
0 anaerobia de sustancias organicas a diversos productos. La cantidad de
sustrato presente en una fermentacién es fundamental para el crecimiento y
metabolismo de los microorganismos. Se pueden presentar inhibiciones en
presencia de altas concentraciones de sustrato, ocasionando alta presion
osmotica evitando el libre movimiento del microorganismo en el medio de
cultivo?®?,

Considerando las variables independientes involucradas en el proceso de

fermentacion para llevar a cabo el disefio de experimentos se seleccionaron los
factores tiempo de fermentacion y cepas seleccionadas, puesto que dependiendo

de estas, se evalla el comportamiento de la concentracion de glucosa, la cual fue
seleccionada como variable respuesta.

Luego de ser seleccionados los factores para el disefio de experimentos, se
determinaron los rangos para este, los cuales se muestran a continuacion.

Tiempo de fermentacion: el tiempo Optimo estipulado para el proceso de
fermentacién se da entre un rango de 24 a 72 horas, tomando 3 niveles 24, 48 y
72 horas. Este tiempo de fermentacién se tomé ya que segun investigaciones
realizadas previamente, es el tiempo promedio al cual ocurre el proceso de
fermentacién y hay un consumo considerable de azucares presentes en el
mosto!33,

Cepas seleccionadas: las cepas seleccionadas para ser utilizadas en el disefio
de experimentos, se determinaron por medio de aislamientos realizados en el
capitulo anterior, los cuales arrojaron 3 cepas Candida tropicalis con
caracteristicas fermentativas las cuales fueron denominadas cepas P, N
provenientes del fruto de maracuya y D del fruto de ciruela, tomando estas como
los 3 niveles.

132 bid., Pag. 73.

133 sjlva Ramirez, M., Huayama Sopla, P. M., & Izquierdo Pacheco, Maria. Elaboracién de bebida
alcohdlica de Inga feuillei “guaba” suplementado con panela y fermentado con Saccharomyces
cerevisiae. [En linea]. En: Conocimiento para el Desarrollo, Revista oficial de investigacion cientifica.
Julio-Diciembre, 2015. Vol. 6,No. 2. Pag. 90. [Consultado 15 junio 2019] ISSN. 2225-0794.
Disponible en: https://revista.usanpedro.edu.pe/index.php/CPD/article/view/83
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En la tabla 2 se muestras las interrelaciones de los rangos y niveles de las variables
independientes que se evaluaran en el disefio de experimentos.

Tabla 2 Interrelacién de los rangos y niveles

Cepa
Tiempo N(1) P(2) D(3)
Y111 Y121 Y131
24 Y112 Y122 Y132
Y113 Y123 Y133
Y211 Y221 Y231
48 Y212 Y222 Y232

Y213 Y223 Y233
Y311 Y321 Y321
72 Y312 Y322 Y322

Y313 Y323 Y333
Fuente: elaboracion propia

3.3.4 Seleccidn de la variable respuesta. La variable respuesta se define como la
variable dependiente que brinda informacion importante al proceso que se esta
estudiando. Una de las caracteristicas mas importantes de esta es que debe ser
medible 134,

La variable de respuesta seleccionada fue la concentracion de glucosa presente en
el mosto. Esta variable proporciona informacion uatil frente al proceso de la
fermentacién, ya que se relaciona con la produccién de etanol y otros alcoholes
presentes en la bebida, del mismo modo esta se seleccioné por la viabilidad de su
medida en la experimentacion.

Esta variable también se considera importante en la investigacion, ya que a partir
de esta se determinaran las condiciones adecuadas para el proceso de
fermentacién en la elaboracién de la cerveza artesanal, por medio de la variacion
de los factores tiempo y cepas seleccionadas a los distintos rangos y niveles
propuestos.

3.3.5 Eleccién del disefio experimental. En el analisis estadistico a desarrollar se
quiere estudiar la varianza del tiempo, las cepas seleccionadas y su interaccion con
la concentracion de glucosa presente en el mosto, para esto se escogio realizar un
analisis de varianzas ANOVA.

134 MONTGOMERY, Douglas. Disefio y analisis de experimentos. 2 ed. México: Limusa Wiley, 2002.
p. 15. ISBN 9681861566.
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Teniendo en cuenta previamente los factores seleccionados, la variable respuesta
y tomando como referencia el objetivo del planteamiento del andlisis estadistico, se
realizé la formulacion de las hipétesis.

En donde:

Factor A: tiempo de fermentacion.
Factor B: cepas seleccionadas.
Variable respuesta: concentracion de glucosa.

Factor A.

H,: a = 0: no hay efecto del tiempo de fermentacion sobre la concentracion de
glucosa.

H;: a # 0: hay efecto del tiempo de fermentacion sobre la concentracion de glucosa.

Factor B.
H,: B = 0: no hay efecto de la cepa seleccionada sobre la concentracion de glucosa.
H;: B # 0: hay efecto de la cepa seleccionada sobre la concentracion de glucosa.

Interaccién de los factores Ay B

H,: B = 0: no hay efecto en la interaccion del tiempo de fermentacion y las cepas
seleccionadas sobre la concentracion de glucosa.

H;: B # 0: hay efecto en la interaccion del tiempo de fermentacion y las cepas
seleccionadas sobre la concentracion de glucosa.

A su vez para el analisis estadistico de los datos, se escogio un disefio factorial
32 haciendo uso de 3 réplicas. Siendo asi, se encuentran dos factores A y B con
niveles a y b respectivamente, por ende, de cada replica se incluyen todas las
combinaciones de tratamiento ab.

Teniendo en cuenta lo anterior se seleccioné el andlisis de varianzas ANOVA para
el analisis de los datos de la pre experimentacién realizada, ya que alli se analizaron
los efectos de cada uno de los factores involucrados y su interaccion, sobre la
variable respuesta. A continuacion, en la tabla 3 se determiné la estructura de la
tabla de analisis de varianza ANOVA.
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Tabla 3 Tabla de andlisis de varianza ANOVA

ANOVA

Fuentes variacion SC Gl CM F
Entre Factores A SCEA a-1 CMEA Fa
Entre factores B SCEB b-1 CMEB Fs
Interaccién AB SCEas (a-1)(b-1) CMEm F8
Dentro de tratamiento SCDer ab(n-1) CMDer
Total SCT N-1 CMT

Fuente: MONTGOMERY, Douglas. Disefio y andlisis de experimentos. 2
ed. México: Limusa Wiley, 2002. p. 15. ISBN 9681861566

Finalmente, para el analisis de varianzas se tomd un nivel de significancia tedrico
de 0.05, éste valor se tomé ya que los datos se consideran confiables puesto que
fueron tomados por las investigadoras.

3.4 PROCESOS DE FERMENTACION CON LAS CEPAS P, N (MARACUYA) y D
(CIRUELA)

La fermentacidn es generada por una serie de reacciones de oxidacion y reduccion
de una sustancia organica llamada sustrato, el cual es consumido por
microorganismos como las levaduras, donde se obtiene como producto final
llamado metabolito. Este proceso puede ocurrir en ausencia o presencia de
oxigeno,

Para que el proceso de fermentacién se lleve a cabo, se deben realizar una serie
de procedimientos previamente como la preparacion del inéculo y la determinacion
de la concentracion de biomasa, ya que de esto depende la eficiencia del
proceso’s.

135 HERNANDEZ. Op.cit., p.37-38.

136 |bid., p. 27-29.

101



Estos procedimientos fueron guiados por manuales de practicas de laboratorio de
microbiologia®3” 138,

Todo esto se realiz6 con el fin de determinar, la cepa de mejor perfil fermentativo y
el tiempo adecuado para llevar a cabo el proceso de fermentacion. El diagrama 10
muestra el procedimiento que se realizé para la elaboracion de las fermentaciones
para el disefio de experimentos propuesto.

137 RAMOS, Maria de los angeles. Métodos de cultivo y descripcion morfoldgica de hongos [en lineal].
En: Manual de préacticas del laboratorio de microbiologia general. Universidad auténoma
metropolitana, unidad lztapalapa. 2004. p. 46. [Consultado 29 octubre 2019]. Disponible en:
uamenlinea.uam.mx/materiales/licenciatura/diversos/AQUIAHUATL_RAMOS_ MARIA DE LOS A
NGELES_Manual_de_practicas_de.pdf ISBN 970-31-0141-0.

138 CERA, Hectro, FERNANDEZ, Maria. Crecimiento microbiano. [en linea]. En: Manual de
microbiologia aplicada a las industrias farmacéutica, cosmética y de productos médicos. Asociacion
argentina de microbiologia. 2013. p. 9. [Consultado 29 octubre 2019]. Disponible en:
https://www.aam.org.ar/descarga-archivos/manual-microbiologia-aplicada.pdf ISBN 978-987-26719-
3-1
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Diagrama 10. Procedimiento para la elaboracion de las
fermentaciones para el disefio de experimental propuesto
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Fuente: elaboracién propia.

3.4.1 Preparaciéon del inéculo. La preparacion del inéculo, se inici6 con la
activacion de las cepas P, N y D, las cuales se encontraban crio preservadas en
una mezcla o suspension de glicerol al 5% y caldo sabouraud; dicha activacion se
realiz6 por medio de siembras en medio de cultivo agar sabouraud y un tiempo de
incubacion de 48 horas a 30°C. Luego de esto se inicid la propagacion con la
inoculacién de cada una de las cepas en 150 ml de caldo sabouraud estéril en
matraces Erlenmeyer de 250ml, esto se llevd a incubacion al shaker por 24 horas a
30°C y 100 rpm. En el diagrama 11 se muestra el proceso para la preparacion del
inoculo.

103



Diagrama 11. Procedimiento para la para la preparacion del

inoculo
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Fuente: elaboracion propia

3.4.2 Determinacién de la concentracion de biomasa. Luego de la preparacion
del in6culo se determind la concentracion de biomasa presente en este, por ende
se aplicé el método directo gravimétrico de peso seco, donde la separacion de la
biomasa se llevé a cabo por centrifugacion, este método busca obtener el peso
constante de los residuos secos de la muestra, por medio de la relacion entre el
peso del recipiente seco vacio y el peso del recipiente seco con los residuos de la
muestra, los resultados se expresan en peso seco de la muestra por unidad de
volumen'3®, Como primer paso se tomaron tubos falcon de 15 ml y se les retiro la
humedad, para esto se llevaron al horno a 50°C por 2 horas, y por ultimo estos
fueron pesados, utilizando una balanza analitica para determinar su peso final,

139 |bid., p. 27.

104



posteriormente se tomé la muestra del cultivo en los tubos falcon previamente
tarados, se centrifugd a 6000 rpm por 10 minutos y se descarté el sobrenadante,
se tomaron los tubos con el precipitado (biomasa) y se enviaron al horno a 50°C
hasta retirar toda la humedad de la biomasa y hallar su peso constante,
aproximadamente luego de 72 horas se determiné el peso de la biomasa obtenida.

En el diagrama 12 se muestra el proceso para la determinacion de la concentracion
de biomasa.
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Diagrama 12. Procedimiento para la determinacién de la
concentracion de biomasa
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Fuente: elaboracién propia
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3.4.3 Procesos de fermentacién. Para iniciar los procesos de fermentacion con
cada una de las cepas se realizaron los montajes en matraces Erlenmeyer de 250
ml, denominados unidades de fermentaciéon. Por cada una de las cepas se
realizaron dos replicas, para la elaboracién del disefio de experimentos propuesto.
Para cada unidad de fermentacion se utilizaron 150 ml de mosto estandar (mosto
para una cerveza con un perfil de maceracion de una cerveza tipo Ale) elaborado
por la cerveceria artesanal, el cual esta compuesto por proteinas 10%, azlcares
como glucosa 15%, maltosa 65% y maltotriosa 10%.

Cada unidad fue esterilizada en autoclave a 15 Ib, 121°C durante 15 min y asi
reducir contaminaciones procedentes de materias primas anteriormente agregadas,
luego cada una de las unidades fue inoculada con una concentracion de biomasa
promedio de 0,002 g/ml. Las fermentaciones se llevaron a cabo durante 72 horas a
30°C. A continuacion, el diagrama 13 muestra el proceso para el montaje de las
unidades de fermentacion.
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3.5 TOMA DE MUESTRAS

Para la toma de muestras se utilizé un volumen de 4 ml de cada una de las unidades
de fermentacion, en los tiempos establecidos para el andlisis de éstas,
posteriormente se centrifugaron a 6000 rpm por 10 minutos para tomar 2 ml del
sobrenadante y conservandolo en tubos Eppendorf para luego ser analizado en el
procesamiento de muestras.

A continuacion, el diagrama 14, se muestra el proceso para la toma de muestras de
las unidades de fermentacion.
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Diagrama 14. Procedimiento para la toma de muestras de
las unidades de fermentacion
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3.6 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Luego de la toma de las muestras de las unidades de fermentacion y realizar su
respectiva preparacion, se conservo el sobrenadante y se les determind la
concentracion de glucosa como azucar reductor presente en estas, luego se aplico
la técnica de DNS'#° y por medio de la lectura de la absorbancia de cada una y
utilizando la ecuacién obtenida del ajuste lineal realizado a la curva de calibracion,
se obtuvo la concentracién final. Cabe resaltar que en el procesamiento de muestras
se determind Unicamente la concentracion de glucosa como uno de los azucares
reductores presente en las muestras.

A continuacion, por medio del diagrama 15 se explicard el procedimiento que se
llevé a cabo para el procesamiento de muestras.

Diagrama 15. Proceso para el procesamiento de
muestras

Fuente: elaboracion propia

140 BELLO, CARRERA, y DIAZ, Yuset. Op. Cit., p. 45-50.
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3.6.1 Determinacion de azucares reductores por aplicacion del método DNS.
Para la determinacién de azucares reductores se aplico la técnica DNS, método
colorimétrico que se encuentra fundamentado en la reaccion de reduccion y
oxidacion en calor que ocurre entre el reactivo acido 3,5- dinitrosalisilico, DNS el
cual se compone de acido 3,5-Dinitrosalicilico (acido 2-hidroxi-3,5-dinitrobenzadico),
como agente oxidante, sal de Rochelle (tartrato sodico-potasico), que evita la
disolucidn de oxigeno en el reactivo e hidréxido de sodio, que promueve la reaccion
de oxidacion- reduccién entre el acido y los azucares reductores presentes en la
muestra a analizar!4!,

A medida que transcurre esta reaccion se adquiere un cambio de tonalidad en la
solucién o muestra de amarillo a rojo, estos cambios se leen con ayuda de un
espectrofotometro a una longitud de onda establecida, donde se obtiene una medida
de absorbancia de la muestra, con esta se puede determinar la concentracion de
azucares que se encuentran en la muestra, por medio de la ecuacion obtenida de
la linea recta realizada a la curva de calibracion que se obtiene a partir de una
solucion patron de glucosa, donde en el eje “X” se encuentra la concentracion de
glucosa presente en la muestra o solucién y en el eje “Y” su absorbancial*2.

3.6.2 Determinacidn de la concentracion de glucosa presente en las muestras.
Para determinar la concentracion de glucosa por las tres cepas P, Ny D en las
fermentaciones realizadas, se desarroll6 el siguiente proceso.

Se inici6 con el procedimiento para la curva de calibracion utilizando una solucion
patrén de glucosa, el cual se describe en el anexo H.

Para la aplicacion del método DNS en cada una de las muestras de las
fermentaciones, fue necesario la preparacion de diluciones en tubos de ensayo
marcados ordenadamente, ya que la concentracion de azlcares era elevada y los
datos no se ajustarian a la curva de calibracién. Las diluciones se iniciaron desde la
mas concentrada 1:5 donde por 1 ml de muestra se agregd 4 ml de agua destilada,
1:10, en la que por 1 ml de muestra tomada de la dilucién de 1:5 se agregaron 9 mi
de agua destilada, hasta la mas diluida en este caso es la dilucion de 1:100, en la
cual por 1 ml de muestra tomada de la dilucién de 1:10 se agreg6é 9 ml de agua
destilada.

141 AVILA, ltzayana. Estudio experimental para la obtencion de azucares reductores a partir de la
vaina de pisum sativum |. (arveja) mediante hidrolisis en agua sUper critica. Trabajo de grado
Ingeniero Ambiental y Sanitario. Bogota D.C.: Universidad de la Salle, 2016. Facultad de Ingenieria.
Programa de ingenieria ambiental y sanitaria. p. 24. [Consultado 20 junio 2018]. Disponible en:
http://repository.lasalle.edu.co/handle/10185/18459.

142 SALAZAR y VILLAMIZAR. Op. Cit., p.55.
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Para realizar la lectura de la absorbancia en las muestras de fermentacion se
preparoé el reactivo DNS, este procedimiento se encuentra descrito en el anexo |.

A continuacion se seleccionaron las 9 muestras de menor concentracion, es decir
la dilucién 1:100, ya que ésta permite obtener valores de absorbancia que se ajustan
a la curva de calibracién entre 0 y 1, se tom6 un volumen de 500 uL tanto para la
muestra como para el reactivo DNS, luego se vertié agua en un vaso de precipitado
y se llevo a ebullicién, se colocaron los 9 tubos dentro del vaso de precipitado por 5
minutos, luego de este tiempo se tomoO un vaso de precipitado de 1000 ml que
contenia agua con hielo y se colocaron los 9 tubos con la muestra alli por 5 minutos
hasta que se enfriaran generando un choque térmico. Para terminar se les
agregaron a los 9 tubos 500 pL de agua destilada para diluir las muestras, y con las
muestras preparadas se realiz0 la lectura de la absorbancia de cada una de ellas a
una longitud de onda de 540 nm en el espectrofotometro.

El diagrama 16 explica el procedimiento para la determinacion de la concentracion
de glucosa aplicando el método DNS.
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Diagrama 16. Procedimiento para la determinacién de la concentracion de glucosa
aplicando el método DNS

IR

Dreterminacion de

ATUCArEE
redutores por
DES Sua deatilada
L . Driluir .
D,:I.Tannﬁ ;II? ' sobrenadante 4/ Pipeta gradada /
AT (muestras)
i 4/ Tubos de ensayvo /
Tomar dilucion
1:100
05 mlde l Muestras en agua
muestra en ebullicidn
[zobrenacarte) F reparacidn de las
muestras
0.5 mloe DMS Muestras en agua
con hielo
b
Leer abzotancia 47/ E spec;;anfﬁtrﬁm it /
b
FIM

Fuente: elaboracion propia

114



3.7 PLANTEAMIENTO DEL DISENO DE EXPERIMENTOS

A continuacioén, se presentan los datos empleados para el andlisis de varianzas
ANOVA, los cuales son la concentracién de glucosa obtenida en cada muestra al
variar los factores cepa seleccionada y tiempo de fermentacion. Los datos
consignados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4.Datos de la concentracion de glucosa

Cepa

Tiempo N(1) P(2) D(3)
(horas)

0,872 1,250 1,106

24 0,974 0,607 1,065

1,182 0,9.53 1,096

1,093 0,839 0,904

48 0,833 0,949 0,817

0,946 1,063 1,018

0,964 0,655 0,630

2 0,803 0,836 0,621

1,059 0,840 0,655

Fuente: elaboracion propia

3.8 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Para realizar el andlisis de varianzas ANOVA, se realizo la prueba de homogeneidad
de varianzas y la prueba de normalidad a los datos obtenidos posterior a la
experimentacion. Ya que estas permiten obtener una validez o soporte estadistico
para realizar dicho analisis, los resultados de estas pruebas se obtuvieron por medio
del uso del software SPSS, los cuales seran mostrados a continuacion.

3.8.1 Prueba de homogeneidad de varianzas. Esta prueba o supuesto de
homogeneidad de varianzas se refiere a la igualdad que existe entre las varianzas
de los datos, lo cual asegura la confiabilidad de los datos obtenidos en la
experimentacion y de los andlisis estadisticos a realizar en el proyecto.

Esta prueba plantea dos hipotesis, la hipotesis nula, la cual representa la igualdad
de las varianzas y la hipétesis alterna, que representa la diferencia de las varianzas
de los datos, estas dos son mostradas a continuacion. 143

143 | AHOZ, Rafael, ORTEGA, J. y FERNANDEZ, C. Métodos estadisticos. [en linea]. En: Métodos
estadisticos en Biologia del comportamiento. Madrid, Espafia: Editorial COMPLUTENSE, 1994. p
101. [Consultado 5 septiembre 2018]. Disponible en:
https://books.google.com.co/books?id=kvXSoAGJIylwCé&printsec=frontcover&dg=M%C3%A9todos+
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Para realizar la prueba de homogeneidad de varianzas se seleccioné el estadistico
de Levene a un nivel de significancia teérico de 0.05 y se comparo, entre el valor F
dado por el software luego de realizar el analisis y valor F obtenido por medio del
uso de las tablas de distribucion F a una significancia de 0.05; estos dos valores
fueron graficados para determinar la aceptacion o rechazo de la hipétesis nula
planteada anteriormente.

Teniendo en cuenta lo anterior, el resultado que se obtuvo de la prueba de
homogeneidad de varianzas analizada por medio del estadistico de Levene fue, un
valor F de tablas de 3,40 y un valor F arrojado por el analisis realizado en el software
de 1,692, lo cual indica que la hipdtesis nula es aceptada, es decir que existe la
homogeneidad de varianzas en los datos. Este resultado se puede evidenciar por
medio del grafica 1, denominado grafico de distribucion F para la homogeneidad de
varianzas.

estad%C3%ADsticos+en+Biolog%C3%ADa+del+comportamiento&hl=es&sa=X&ved=0ahUKEwi30
8PvjfLKAhUBbgOKHdyjBoYQ6AEIKTAA#v=0nepage&q=M%C3%A9todos%20estad%C3%ADsticos
%20en%20Biolog%C3%ADa%20del%20comportamiento&f=false. ISBN 84-7491512-0.

116



Gréafica 1. Distribucion F para la
homogeneidad de varianzas de los datos

|
1,692 3,40

Fuente: elaboracion propia

Otra manera de comprobar la homogeneidad de varianzas de los datos fue por
medio de la comparacion entre el valor de significancia tedrico de 0.05 y el valor de
significancia arrojado por el software, el cual fue de 0.205, siendo este valor mayor
que el nivel de significancia teorico (0,05), se determiné que se acepta la hipotesis
nula, lo que confirma que existe la homogeneidad de varianzas en los datos.

3.8.2 Prueba de normalidad. Otra de las pruebas estadisticas realizadas para
elaborar un analisis de varianza (ANOVA), fue la prueba de normalidad de los datos
obtenidos en la experimentacidn, este se determiné con el fin de tener confiabilidad
de los datos para realizar los calculos estadisticos posteriores44.

Para la prueba de normalidad de los datos obtenidos de la concentracién de glucosa
presente en las fermentaciones, se comparo el nivel de significancia teérico de 0.05
y el nivel de significancia arrojado por el andlisis realizado en el software, donde al
ser mayor este valor de significancia obtenido en el andlisis, se dice que se acepta
la hipotesis nula, es decir existe normalidad en los datos. Los resultados obtenidos
de la prueba de normalidad de los datos para el factor cepa seleccionada con
respecto a la concentracién de glucosa, se muestran en la tabla 5 y para el factor
tiempo con respecto a la concentracion de glucosa se muestran en la tabla 6.

144 MONTGOMERY. Op. cit., p. 64.
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Tabla 5. Resultados de la Prueba de normalidad para el factor
cepa seleccionada

Nivel de
Cepa . .
significancia
Concentracion de 0,848
glucosa
P 0,749
D 0,093

Fuente: elaboracién propia

Tabla 6. Resultados de la Prueba de normalidad para el factor

tiempo
] Nivel de
Tiempo e :
significancia
Concentracion de 24 0,454
glucosa
48 0,437
72 0,209

Fuente: elaboracién propia

Teniendo en cuenta los resultados anteriores se determing, que en todos los niveles
de significancia se evidencia que existe normalidad en los datos, tanto por el factor
tiempo, como por el factor cepa seleccionada, ya que todos los valores son mayores
a 0,05, aceptandose la normalidad en los datos.

Finalmente verificando que en los datos existe la homogeneidad de varianzas y la
normalidad, se confirma que al realizar el andlisis de varianzas ANOVA, los
resultados seran confiables.

3.9 ANALISIS DE VARIANZAS (ANOVA)

A continuacion, se muestran los célculos y el andlisis de varianza ANOVA para
demostrar la significancia estadistica de las variables de tiempo (h) y cepa
seleccionada.

También se realiz6 una base de calculos para el desarrollo del analisis de varianza

ANOVA mostrado en el Anexo J, los resultados condensados del andlisis se
muestran a continuacion.
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Ecuacion 2. Numero de datos para el analisis de varianzas
N =axb* Nyeplicas
N = 3% 3x3=27

Fuente. WALPOLE,Ronald; MYERS,Raymond and MYERS,Sharon. Probabilidad y estadistica para
ingenieros&nbsp; sexta ed. México FC: Pearson Educacion, 1999. 465 p.

Luego de esto se calcul6 la suma de cuadrados totales.

Ecuacion 3. Suma de cuadrados totales
SCT = SCE, + SCEg + SCEAB + SCDgg

2,V

SCT = 0,8156

Fuente. WALPOLE,Ronald; MYERS,Raymond and MYERS,Sharon. Probabilidad y estadistica para
ingenieros&nbsp; sexta ed. México FC: Pearson Educacion, 1999. 465 p.

Ecuacion 4. Suma de cuadrados entre factores A

SCE, = = ZYZ
47 bn L

SCE, =0,2422

Fuente. WALPOLE,Ronald; MYERS,Raymond andMYERS,Sharon. Probabilidad y estadistica para
ingenieros&nbsp; sexta ed. México FC: Pearson Educacién, 1999. 465 p.

Ecuaciéon 5. Suma de cuadrados entre factores B

SCEgp = 1 Y2 y2
B an J N
SCEg = 0,04473

Fuente. WALPOLE,Ronald; MYERS,Raymond and MYERS,Sharon. Probabilidad y estadistica para
ingenieros&nbsp; sexta ed. México FC: Pearson Educacion, 1999. 465 p.

Ecuaciéon 6. Suma de cuadrados entre factores AB

SCE,5 = Z — = _ SCE, — SCEj
SCE,5 = 0,1348

Fuente. WALPOLE,Ronald; MYERS,Raymond and MYERS,Sharon. Probabilidad y estadistica para
ingenieros&nbsp; sexta ed. México FC: Pearson Educacién, 1999. 465 p.
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Ecuacidon 7. Suma de cuadrados dentro de tratamiento
SCDgr = SCT — SCE, — SCEg — SCE 5
SCDER = 0,3938

Fuente. WALPOLE,Ronald; MYERS,Raymond and MYERS,Sharon. Probabilidad y estadistica para
ingenieros&nbsp; sexta ed. México FC: Pearson Educacion, 1999. 465 p.

Después de ser calculada la suma de cuadrados A, By la interaccion presente entre
ellos, en la tabla 7 se muestra la construccion y analisis de varianza ANOVA.

Tabla 7. Analisis de varianza ANOVA

Suma de Gl Cuadrado Raz6n-F
Fuente Cuadrados Medio
A: Tiempo 0.2422 2 0.1211 5,5359
B:Cepas 0,0447 2 0,02236 1,02226
seleccionadas
AB 0,1348 4 0,03371 1,5409
Error residual 0,3938 18 0,02187  -—--
Total 0,8156 26— -

Fuente: elaboracion propia

Teniendo en cuenta el analisis de varianzas ANOVA realizado anteriormente se
elaboré el analisis de los resultados de cada factor y de su interaccién, los cuales
se muestran a continuacion.

Factor A (Tiempo de fermentacién)

Para este factor, la tabla de andlisis de varianzas muestra un valor Fa calculado de
5,536 y un valor F de tablas de 3,55 a un nivel de significancia de 0.05. Con estos
valores se elaboré la grafica 2 para determinar la aceptacién o rechazo de la
hipétesis nula HO.
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Gréafica 2. Distribucion F para el factor A,
efecto del tiempo sobre la concentracién de
glucosa

355 5536

Fuente: elaboracion propia

Como se observa el valor de Fa calculado de 5, 536 queda en la zona de rechazo
de la hipétesis nula, HO, con esto se concluye que hay efecto significativo del tiempo
sobre la concentracion de glucosa.

Factor B (Cepa seleccionada)

Para el factor B, la tabla de analisis de varianza arroja un valor FB calculado de
1,022 y un valor F de tablas de 3,55 a un nivel de significancia de 0.05. Con estos
valores se elabor6 la grafica 3 para determinar la aceptacion o rechazo de la
hip6tesis nula HO.

Grafica 3. Distribucion F para el factor B,
efecto de la cepa seleccionada sobre la
concentracion de glucosa

|
1,022 3,55

Fuente: elaboracién propia
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Como se observa el valor de FB calculado de 1,022 queda en la zona de aceptacion
de la hipétesis nula, HO, con esto se concluye que no hay efecto de la cepa
seleccionada sobre la concentracion de glucosa.

Interaccion de los factores A (Tiempo de fermentacion) y B (Cepa
seleccionada).

Para el factor de interaccion AB, la tabla de analisis de varianzas muestra un valor
FAB calculado de 1,541 y un valor F de tablas de 2,93 a un nivel de significancia de
0.05. Con estos valores se elabord la grafica 4 para determinar la aceptacion o
rechazo de la hipoétesis nula HO.

Gréfica 4. Distribucion F para el factor de
interaccion AB, efecto de la interaccion entre
el tiempo de fermentacion y la cepa
seleccionada sobre la concentracion de
g_]lucosa

1,541 2,83

Fuente: elaboracién propia

Como se observa el valor de FAB calculado de 1,541 queda en la zona de rechazo
de la hipétesis nula, HO, con esto se concluye que no hay efecto de la interaccién
entre el tiempo de fermentacion y la cepa seleccionada sobre la concentracion de
glucosa.

Por medio del andlisis de varianzas ANOVA realizado se obtuvieron una serie de
resultados estadisticos que para el objetivo de la experimentacibn que es
seleccionar la cepa con mejor perfil fermentativo, indican que no hay diferencia entre
la seleccién de la cepa, sino del tiempo de fermentacién, es decir que cualquiera de
las tres cepas darian los resultados esperados, teniendo en cuenta que el tiempo
de fermentacién sea mayor o igual a 72 horas, con lo cual se espera que haya un
consumo de azucares mayor lo que genera una mayor producciéon de alcoholes.

Como el objetivo es seleccionar una de las cepas, dicha seleccion se realizara a
traves del andlisis de la estadistica descriptiva, esta seleccion se hara comparando
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la estadistica descriptiva de cada cepa y sera seleccionada la que tenga un mejor
comportamiento estadistico por medio del menor valor de la media estadistica.

3.10 ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Por medio de la estadistica descriptiva se realiz6 la seleccion de la cepa con el
mejor perfil fermentativo, tomando como indicador el menor valor para la media
estadistica con respecto a la concentracidn de glucosa, a un intervalo de confianza
de 95%. Los resultados obtenidos para la media estadistica de cada una de las
cepas, con respecto a la concentracion de glucosa se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Valores de la media estadistica como estadistico
descriptivo, de cada una de las cepas

Cepa Media 9
promedio
Concentracién de 0.9694
glucosa
P 0,8880
D 0,8791

Fuente: elaboracién propia

Tomando los valores reportados en la tabla 8, se determiné que la cepa con mejor
perfil de fermentacion es la cepa D, ya que presenta el menor valor de la media
estadistica, lo que quiere decir que esta cepa es la que presentdé una menor
concentracion de glucosa como azUcar reductor, al terminar el proceso de
fermentacién y por ende una posible produccion de alcoholes.

3.11 ANALISIS DE RESULTADOS

De acuerdo a los resultados arrojados por el andlisis de varianzas ANOVA, se
determind que solo existe efecto del tiempo sobre la variable respuesta
concentracion de glucosa, al no tener efecto de la cepa, ni de su interaccién sobre
la variable respuesta, la seleccién de la cepa con mejor perfil fermentativo se realizo
por medio de la estadistica descriptiva, donde se tomé como criterio el menor valor
de la media estadistica.

123



3.12 PROCESOS DE FERMENTACION CON LAS CEPAS P, N DEL FRUTO DE
MARACUYA Y D DEL FRUTO DE CIRUELA

Como se menciond anteriormente para realizar los procesos de fermentacion es
importante tener en cuenta previamente procedimientos como la preparacion del
inoculo, seguida la determinacion de la cantidad de biomasa en el inoculo y
finalmente la elaboracion de los montajes de las fermentaciones, todo esto con el
fin de determinar la cepa de mejor perfil fermentativo y el tiempo adecuado para
llevar a cabo el proceso de fermentacion. Los resultados obtenidos del proceso
experimental se muestran a continuacion.

3.12.1 Determinacion de la concentracion de biomasa. Luego de la preparacién
del in6culo se determind la concentracién de biomasa presente en este, por medio
de la aplicacion de la técnica gravimétrica de peso seco, donde se calcul6 el peso
seco de la biomasa de cada cepa por unidad de volumen.

En la tabla 9 se muestra el peso inicial de los tubos Falcon y los pesos finales con
la biomasa seca.

Tabla 9. Datos del peso inicial de los tubos Falcon y peso
final con la biomasa seca
Cepa Réplica Peso inicial Peso tubo Falcon +
tubo Falcon biomasa seca (peso
constante) 72 horas

aprox.

1 5,7361 5,7496

N 2 5,3874 5,4006
3 5,6156 5,6298

1 5,4731 5,4842

P 2 5,8100 5,8224
3 5,4820 5,4939

1 5,3671 5,4062

D 2 5,4860 5,4964
3 5,3979 5,4048

Fuente: elaboracion propia

En la tabla 10 presentan los resultados obtenidos de la concentracion de biomasa
para cada cepa y sus respectivas réplicas.
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Tabla 10. Datos de la concentracion de

biomasa para cada cepa y sus réplicas
Concentracion
Cepa Réplica de biomasa

(g/ml)
0,001929
0,001886
0,002029
0,001586
0,001771

0,001700
0,005586

0,001486
3 0,000986
Fuente: elaboracién propia

o
NP WNPEFEP WNPR

D

Finalmente, la tabla 11 muestra el valor promedio obtenido de la concentracién de
biomasa para cada una de las cepas con los que se inocularon las unidades de
fermentacion.

Tabla 11. Datos

promedio de la
concentracion de
biomasa de cada una de
las cepas
Concentracioén
Cepa de
biomasa(g/ml)
N 0,001948
P 0,001686
D 0,002686

Fuente: elaboracion propia

3.12.2 Procesos de fermentacion. Como se mencion6 anteriormente, una vez
determinada la concentracién de biomasa para dar inicio a las fermentaciones con
las cepas N y P obtenidas del fruto de maracuyd y D proveniente del fruto de ciruela,
se realizaron los montajes de las unidades de fermentacion para cada una con sus
respectivas replicas. Las ilustraciones 7, 8 y 9 muestran el progreso de los procesos
de fermentacion de cada cepa hasta las 72 horas (3 dias) donde se evidencio el
avance del proceso de fermentacion.
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llustracion 7. Procesos de fermentacion
72 horas, cepa N

Fuente: elaboracion propia

llustracion 8. Procesos de fermentacion
72 horas, cepa P

Fuente: elaboracion propia

llustracion 9. Procesos de fermentacion
72 horas, cepa D

Fuente: elaboracion propia
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Como se observa en las ilustraciones 7, 8 y 9 , en las fermentaciones realizadas
con las cepas Ny P al cabo de 72 horas, bajo una caracterizacion cualitativa, no se
observa una produccién de diéxido de carbono, lo que posiblemente indica que
estas dos cepas requieren mas de 72 horas para consumir los azUlcares presentes
en el mosto; por el contrario, en los procesos de fermentacion con la cepa D a las
72 horas de fermentacién, se evidencio la produccién de espuma, lo que puede
indicar la posible presencia de diéxido de carbono!#®, demostrando asi un consumo
de azucares mas eficiente en comparacion con las otras dos cepas analizadas, lo
cual concuerda con los resultados de la estadistica descriptiva mostrados en el
numeral 3.10 y el seguimiento de la concentracion de glucosa como azucar reductor
determinado por medio del método DNS, durante 96 horas reportado mas adelante
en la tabla 17.

3.13 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

En el procesamiento de muestras se realizé el analisis del concentracion de
azucares por el método DNS por medio de la curva de calibraciéon, donde su
elaboracién se explica a continuacion.

3.13.1 Analisis de laconcentracion de glucosa por aplicacién del método DNS.
Analizando la concentracion de glucosa en las unidades de fermentacion donde se
aplico el método DNS, se observé que esta disminuye con respecto al tiempo, lo
gue demuestra una produccién de etanol. En esta seccién se realizé un seguimiento
de los procesos de fermentacién de las cepas N y P obtenidas del fruto de maracuya
y D proveniente del fruto de ciruela, por medio de la cuantificacion de la
concentracion de glucosa como azucar reductor presente en el mosto.

3.13.1.1 Curva de calibraciéon. Para la curva de calibracion se prepararon cinco
soluciones de glucosa, para las cuales se tomaron los datos mostrados en la tabla
12.

145 SALAZAR, VILLAMIZAR Op. cit., p. 153.
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Tabla 12. Tabla de datos de solucidon
patron de glucosa y agua destilada

Volumen
Numero solucion Volumen
de tubo patrén de agua
glucosa destilada (ml)
(ml)
1 0.1 9.9
2 0.3 9.7
3 0.5 9.5
4 0.7 9.3
5 1 9

Fuente: elaboracion propia

Luego se hallaron las concentraciones finales de glucosa para cada una de las
soluciones preparadas, ya que la curva de calibraciéon esta en funcion de dicha
concentracion y de su absorbancia.

Posteriormente las soluciones se llevaron al espectrofotbmetro para realizar la
lectura de su absorbancia a una longitud de onda de 540nm y asi obtener la curva
de calibracion, con la cual fueron analizadas las muestras de las fermentaciones,
este proceso se realizé para las tres replicas elaboradas. Luego, se realizd un
promedio de los valores de absorbancia obtenidos para realizar la curva de
calibracion; también se determind la desviacion estandar de los datos para asi tener
una confiabilidad estadistica de la curva de calibracion realizada. La tabla 13
muestra el promedio y la desviacién estandar de los datos obtenidos de la
absorbancia y la tabla 14 ensefia los datos que se utilizaron para elaborar la curva
de calibracion.

Tabla 13. Promedio y desviacion estandar de los datos de absorbancia
Numero Concentracion Absorbancia Absorbancia Absorbancia Promedio Desviacién

de tubo (C2) Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 dela estandar
absorbancia

1 0.00181 0.037 0.045 0.039 0.040 0.00416

2 0.00545 0.109 0.104 0.109 0.107 0.00288

3 0.00909 0.186 0.180 0.176 0.181 0.00503

4 0.0127 0.379 0.385 0.377 0.380 0.00416

5 0.0182 0.586 0.582 0.585 0.584 0.00208

Fuente: elaboracion propia

Tabla 14. Datos para la curva de calibracion.

Nimero de tubo Concentracion (C2) Absorbancia promedio
1 0.00181 0.040
2 0.00545 0.107
3 0.00909 0.181
4 0.0127 0.380
5 0.0182 0.584

Fuente: elaboracién propia
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Teniendo en cuenta la desviacion estandar de los datos de absorbancia obtenidos
de las tres replicas realizadas, se determind que esta no es apreciable y por lo tanto
la curva de calibracion realizada es confiable para determinar la concentracion de
glucosa como azucar reductor presente en las muestras de las fermentaciones
posteriormente.

A esta curva de calibracion se le realiz6 un ajuste lineal de los datos, donde se
obtuvo un coeficiente de determinaciéon de 0,9619 y una ecuacion con la cual
finalmente se determind la concentracién de glucosa de cada una de las muestras
de las fermentaciones, en la cual “Y” es la absorbancia a una longitud de onda de
540nm de cada una de las muestras de las fermentaciones analizadas y “X” es la
concentracion de glucosa presente en las muestras. La grafica 5 muestra la curva
de calibracion obtenida.

Gréfica 5. Curva de calibracion de glucosa

Curva de calibracion DNS
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Fuente: elaboracion propia

3.13.1.2 Determinacion de la concentracion de glucosa como azucar reductor
presente en las muestras. Para la determinacion de la concentracién de glucosa
como azucar reductor presente en las muestras de las fermentaciones preparadas
por medio de la centrifugacion, se tomé el sobrenadante para ser analizado y se les
aplicé el método DNS.

Primero, al sobrenadante conservado con anterioridad se le realizaron diluciones
1:5; 1:10 y 1:100, seleccionando la mas diluida 1:100 para realizar el analisis.
Después se tomaron 0.5yl de la dilucién seleccionada y se llevd a cabo el
procedimiento descrito anteriormente para determinar la concentracion de azucares
reductores por medio del método DNS presente en la muestra a analizar.
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Finalmente, a cada una de éstas muestras se les tomaron los datos de absorbancia
con ayuda de un espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm.

En la tabla 15, 16 y 17 se muestra el comportamiento de las concentraciones de
glucosa con respecto al tiempo, presentes en los procesos de fermentacion con las
cepas N, PyD.

Tabla 15. Comportamiento de la concentracion de glucosa con
respecto al tiempo en los procesos de fermentacion con la cepa N

Cepa N
Tiempo Absorbancia ﬁzggigtrigﬁgcﬂg Desviacion
(horas) promedio (540 nm) 9 (g?L) estandar
0 0,311 1,085 0,199
24 0,274 0,968 0,248
48 0,270 0,957 0,249
72 0,248 0,887 0,218
96 0,244 0,877 0,0872

Fuente: elaboracion propia

Tabla 16. Comportamiento de la concentracion de glucosa con
respecto al tiempo en los procesos de fermentacion con la cepa P

Cepa P
Tiempo Absorbancia ﬁaggzgtrfgﬁggi Desviacion
(horas) promedio (540 nm) 9 (gF/)L) estandar
0 0,276 0,976 0,280
24 0,275 0,973 0,0825
48 0,261 0,928 0,286
72 0,237 0,853 0,132
96 0,188 0,701 0,119

Fuente: elaboracion propia
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Tabla 17. Comportamiento de la concentracion de glucosa con
respecto al tiempo en los procesos de fermentacion con la cepa D

Cepa D
Tiempo Absorbancia Concentracion de Desviacion
P promedio (540 nm)  glucosa promedio .
(horas) (/L) estandar
0 0,350 1,207 0,0696
24 0,281 0,991 0,127
48 0,231 0,835 0,116
72 0.190 0,709 0,0389
96 0.143 0,562 0,00933

Fuente: elaboracion propia

Las gréficas 6, 7 y 8 muestran el comportamiento de la concentracion de glucosa
con respecto al tiempo de cada cepa.

Gréfica 6. Comportamiento de la concentracion de glucosa con
respecto al tiempo para la cepa N
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Fuente: elaboracion propia
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Gréafica 7. Comportamiento de la concentracion de glucosa con
respecto al tiempo para la cepa P
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Fuente: elaboracion propia

Grafica 8. Comportamiento de la concentracion de glucosa con
respecto al tiempo para la cepa D
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Teniendo en cuenta las gréaficas anteriores, se determiné que la cepa N procedente
del fruto de maracuya consumio el 20% de la glucosa presente en el mosto durante
las 96 horas de fermentacion, por otro lado, el consumo de este azucar para la cepa
P aislada del fruto de maracuyé fue de 28,18%, lo cual confirma que estas dos cepas
necesitan mas tiempo en el proceso de fermentacion, ya que se evidencia un
consumo de menos del 50% de la glucosa presente en el mosto. En el caso de la
cepa D obtenida del fruto de ciruela esta consumio el 53,43% de glucosa al cabo de
las 96 horas de fermentacién, lo cual indica una conversion de la mitad de la glucosa
presente en el mosto en este tiempo de fermentacion, con lo cual corrobora la
eleccion de esta cepa por su eficiencia al fermentar en comparacion con las cepas
NyP.
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4. ESTABLECIMIENTO DEL DESEMPENO DE LA CEPA SELECCIONADA
CON MEJOR PERFIL FERMENTATIVO PARA LA ELABORACION DE UNA
CERVEZA TIPO ALE

4.1 INTRODUCCION

Luego de haber sido seleccionada la cepa D, Céandida tropicalis, por presentar un
mejor consumo de azlcares en el proceso de fermentacion, se procedio a realizar
fermentaciones a escala laboratorio, las cuales se denominaron pre
experimentaciones, esto con el fin de obtener datos previos a la elaboracion de la
cerveza tipo ale.

Se evaluaron los siguientes parametros: concentracion de glucosa, potencial de
hidrégeno (pH), porcentaje alcohdlico aproximado y el porcentaje de atenuacion.
Posterior a ello, se elabor6 una cerveza artesanal tipo Ale con la cepa seleccionada
y otra con una cepa patron tipo Saccharomyces, a las cervezas se le evaluaron
caracteristicas sensoriales, por medio de una cata por maestros cerveceros,
siguiendo el formato de la Beer ScoreSheet de la organizacion BJCP.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Pre experimentacion fermentaciones. Para dar inicio a la pre
experimentacién con la cepa D, Candida tropicalis proveniente del fruto de ciruela 'y
la cepa patron Saccharomyces cerevisiae, se realizo la preparacion del indculo, y
posterior a ello los procesos de fermentacion, metodologia que se encuentra
detallada en el numeral 3.3.

4.2.2 Procesamiento de muestras. Para el procesamiento de las muestras se llevo
a cabo el mismo procedimiento explicado en el numeral 3.6, donde el parametro
gue se determing, fue la concentracion de glucosa. En este numeral se explicaran
nuevos parametros como el potencial de hidrogeno, pH, porcentaje alcohdlico
aproximado, la densidad aparente y el porcentaje de atenuacion, los cuales se
describirdn a continuacion.

4.2.2.1 Determinacion del potencial de hidrégeno, pH. Para poder determinar la
acidez o alcalinidad, el parametro a analizar en el mosto fermentado es el potencial
de hidrogeno, en éste se utilizdo un potenciometro SI ANALYTICS en donde, sus
especificaciones se encuentran en el anexo K. El cambio presentado en el pH
durante el proceso de fermentacion se da debido a la trasformacion de los
aminodcidos; para la utilizacion del potencibmetro primero se neutralizo el electrodo
con abundante agua, seguido de esto se calibré con 3 buffer diferentes de 4,7 y 10
purgando la muestra con el mosto. Por dltimo, se colocé la muestra en un
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Erlenmeyer de 250 ml para tomar la lectura del pH!#¢. Se ha podido comprobar que
el pH o6ptimo para el crecimiento de levaduras Saccharomyces esta entre 4.4- 5.5
siendo el promedio de estos dos el mejor.'*’ En el diagrama 17 se determinaran los
pasos a seguir para la determinacién del pH.

Diagrama 17. Determinacion del potencial de hidrogeno, pH
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Fuente: elaboracion propia

4.2.2.2 Determinacion de la densidad. Para la determinacion de la densidad en
las muestras de las fermentaciones se empled el picndmetro, el cual es un recipiente
de vidrio pequefio Util para determinar las densidades relativas de los liquidos.

Para iniciar se pesa el picnémetro vacio con el tapon, luego de esto se llena este
con la muestra y se coloca el tapdén esmerilado, teniendo en cuenta que no puede
haber burbujas de aire dentro, este se pesa de nuevo para obtener la masa de la
muestra. Para conocer el volumen del picnémetro primero se determina la masa de
agua destilada que el picnometro es capaz de contener y esta se multiplica por la

146 SALAZAR y VILLAMIZAR. Op. Cit., p. 90.

147 SUAREZ. Op. cit., p. 64.
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densidad del agua la cual se tom6 como 0,997 g/ml48, Y finalmente para determinar
la densidad de la muestra se divide su masa entre el volumen anterior. En el
diagrama 18 se muestra el procedimiento experimental realizado.

Diagrama 18. Determinacién la densidad relativa de las muestras
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Fuente: elaboracién propia

4.2.2.3 Determinacion del porcentaje alcohdlico aproximado. Para la
determinaciéon del porcentaje alcohdlico aproximado de la cerveza se utilizé la

148 pumS, Ralph. Mediciones fundamentales. [En linea] En: Fundamentos de la quimica. 5ta edicion
Pearson Educacion, México, 2011. p. 60-63. [Consultado 1 septiembre 2018]. Disponible en:
https://books.google.com.co/books?id=9K5qtyKHoUwC&pg=PA35&dag=BURNS,+Ralph.+Medicione
s+fundamentales&hl=es&sa=X&ved=0ahUKEwjp2ontlYDIAhXStIkKHd6 FBOIQ6AEIKTAA#v=0onepa
0e&g=BURNS%2C%20Ralph.%20Mediciones%20fundamentales&f=false
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ecuacion 8, la cual permite tener un valor aproximado teniendo en cuenta el
descenso de la densidad del mosto a medida que transcurre el proceso de
fermentacion, esta ecuacién empirica es comunmente utilizada en cerveceria
artesanal'®. Esta densidad fue determinada por medio de la técnica de
determinacién de densidades con picnémetro.

Ecuacion 8. Ecuacion para
determinacién del porcentaje alcohdlico
aproximado

1000 « (DI — DF)|
7.4 |

Fuente: GONZALEZ Marcos. Ingredientes. En:
Principios de Elaboracién de cervezas
artesanales. Morrisville, carolina del norte USA,
Lulu Enterprises. — Lulu Press Inc. p 121. ISBN
978-1-365-67284-2.

Porcentaje de Alcohol =

Donde:

DI: densidad inicial del mosto.
DF: densidad final
7,4 corresponde a una constante.

4.2.2.4 Porcentaje de atenuacion. El porcentaje de atenuacién es una de los
pardmetros mas comunes que se determinan en cerveceria, este permite medir la
disminucién de azucares durante el proceso de fermentacién, por medio de la
relacion entre la densidad inicial y la densidad final de la bebida, la cual esta dada
por la ecuacion 910,

149 GONZALEZ. Op.cit., p 121.
150 |pid., p. 120.
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Ecuacion 9. Porcentaje de
atenuacion

100 + (DI — DF)
Dr=1

Fuente. GONZALEZ Marcos.
Ingredientes. En: Principios de
Elaboracion de cervezas
artesanales. Morrisville, carolina
del norte USA, Lulu Enterprises. —
Lulu Press Inc. p 120. ISBN 978-1-
365-67284-2.

Atenuacion =

Donde:
DI: corresponde a la densidad inicial del mosto.
DF: corresponde a la densidad final.

4.3 ELABORACION DE LA CERVEZA ARTESANAL TIPO ALE

Para la elaboracidén de la cerveza artesanal son necesarios ciertos insumos los
cuales se presentan indispensables en la produccion, entre ellos se encuentran:
lpulo, mosto (malta Pilsen, centeno pailido y trigo), levaduras (comercial:
Saccharomyces cerevisiae y obtenida: Candida tropicalis) siendo utilizadas en el
proceso de fermentacién hasta llegar a un producto.

4.3.1 Preparacion de cerveza artesanal. Para la preparacion de las cervezas
artesanales, se realiz6 la descripcidbn de las materias primas empleadas, el
procedimiento seguido en la elaboracién, junto con la caracterizacién, estableciendo
pardmetros como la concentracidén de glucosa como azlcar reductor presente en el
mosto por medio de la aplicacién del método DNS, determinacion del potencial de
hidrogeno pH, densidad aparente, porcentaje alcohdlico aproximado y el porcentaje
de atenuacion. A su vez se determind un analisis microbiologico para verificar y
certificar que su consumo es seguro. Por ultimo, se realizdé un analisis sensorial del
Programa de Certificacion de Beer Judge determinando las caracteristicas
organolépticas. En el diagrama 19 se describira el procedimiento general.
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Diagrama 19. Procedimiento para la
elaboracion de la cerveza artesanal

IMICIO

Elaboracion cerveza artesanal tipo
Ale

.

Materias primas

Saccharomyce s cerevisiae

.

Procedimiento
Candidatrapicallis

Consurno de azucares
reductores

pH

Caracterizacidn —

Densidad

Grado alcoholico

v ¥ v v

Porcentaje de atenuacian

Andalisis microbioldgico

h

CiruelaCepal

y

Formato sensorial BICP

FIr

Fuente: elaboracién propia
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4.3.1.1 Materias primas. Para la elaboracion de la cerveza artesanal son
necesarios ciertos insumos los cuales se presentan indispensables para su
produccion, entre ellos se encuentran: lUpulo, las maltas y la levadura; para el caso
se emplearon dos tipos de levaduras para la elaboraciéon de las dos cervezas
artesanales, por un lado, se empled la levadura comercial, Saccharomyces
cerevisiae y para la otra cerveza se utilizo la cepa obtenida, Candida tropicalis, la
descripcion de estos insumos se explica a continuacion.

Mosto: el mosto utilizado en la preparacion, esta compuesto por 25% de Centeno
Palido, 25% de Trigo Palido, 50% de Malta Pilsen y lipulo presentando 50 grados
IBU. Tiene un pH de 5,32 y una medida de grados Brix ente 17 y 18. A continuacion,
se determinaran las caracteristicas principales de cada compuesto referenciados
por Weyeermann Malting ya que, se especializa en la innovacion de sabores
siendo de gran acogida por los consumidores®®?,

Centeno pédlido: esta malta brinda un aroma y sabor a pan, posee una
concentracion de proteinas elevada lo que lleva a tener retencién de la espuma en
la bebida y le permite tener cuerpo®2. La malta de centeno Weyermann es utilizado
en cervezas estacionales, cervezas de centeno (Ale y Lager de centeno), cervezas
de centeno de alta fermentacion y cervezas especiales. El sistema visual European
Brewing Convention (EBC) >3 presenta un rango de color entre 4-10. Al ser
utilizado el centeno se tiene posibilidad de obtener una cerveza tipica de centeno
de alta fermentacion, cervezas aromaticas, tipicos aromas de centeno con algunas
notas de pan'®4,

Trigo: esta es clasificada como una malta basica para las cervezas de trigo,
incrementando el sabor y el mejoramiento de espuma en cervezas de alta
fermentacion®>> . También brinda a la cerveza un sabor dulce y fresco,

151 VOIGT, Jens. WEYERMANN, Thomas y RICHTER, Andreas. A New Approach to Malt Flavor
Characterisation. En: Weyermann ® Specialty Malts. [ Sitio web]. Luxemburg. [ Consultado: 26
septiembre 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
http://www.agraria.com.br/extranet/arquivos/agromalte _arquivo/roda_de _aromas_weyermannr_mal
t aroma_wheelr_-_ing.pdf.

152 INSUMOS DE CERVEZA. Guia definitiva de la malta. En: Cerveza Artesana Homebrew S.L. [sitio
web]. [ Consultado: 10 agosto 2019]. Disponible en:https://www.cervezartesana.es/blog/post/la-quia-
definitiva-de-la-malta.html

153 MEASURING THE COLOUR OF BEER - SRM AND EBC METHODS. En: Jenway
spectrophotometer. [ sitio web]. [ Consultado: 28 septiembre 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
http://www.jenway.com/adminimages/Spectrophotometers Measuring the colour of beer.pdf.

154 RICHTER, Andreas. Bioland Rye Malt. En: Weyermann. [ sitio web]. Germany. |
Consultado: 1 octubre 2019]. Archivo pdf. Disponible en: www.weyermannmalt.com.

155 INSUMOS DE CERVEZA. Materias primas. En: Distrines. [ sitio web]. [ Consultado: 15 agosto 2019].
Disponible en: http://distrines.com/maltas/7/malta-trigo.
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comunmente se afiade entre un 20% y un 50% de trigo del total a utilizar%®. El trigo
palido Weyerman es utilizado en cervezas de trigo y en cervezas muy fermentadas
tipo barril, ligeras, bajas en alcohol y sin alcohol. Con un rango de color entre 3- 5.
Obteniendo un tipico aroma muy fermentado, agregando cremosidad y sabor a
notas de pan, biscocho, miel y caramelo!®’.

Malta Pilsen: esta producida a partir de cebadas de dos hileras de cultivo organico,
proporciona una sensacion de cerveza terminada en la boca con una buena
espuma. Posee un grano muy flexible con alta eficiencia de extraccion para la
fabricacion de una cerveza confiable, la Malta Pilsen Weyermann es utilizado en
cervezas Pilsen y cualquier otro tipo de cerveza, con un rango de color entre 2,5 —
4,5 (EBC) siendo utilizada como resultado en la fabricacién de todas las cervezas
claras y como malta base para cervezas especialest®®.

Lupulo: para el tipo de cerveza que se desea obtener se emplea el lupulo Dorado
proveniente de los Estados Unidos, presentado alfa acidos entre el 14% vy el 16%,
y beta acidos comprendidos entre el 7% y el 8%. Para una mayor conservacion de
esta materia prima se mantuvo a 20°C y puede tener una duracién de 6 meses. El
aroma y los sabores tipicos presentes en este son, fruta tropical y hierba>®. El
lGpulo fue utilizado en forma de pellets para su mayor aprovechamiento.

Levadura: se utilizaron dos levaduras en la produccion de la cerveza una es
Saccharomyces cerervisiae y la otra es Candida tropicallis.

Saccharomyces cerevisiae: safale K-97 es un tipo de levadura ale alemana
seleccionada por su capacidad de formar una capa superficial de espuma muy firme
y espesa durante la fermentacién. Es apta para producir cerveza tipo ale con baja
concentracion de ésteres y puede ser utilizada para cervezas de trigo tipo belgas. Su
bajo perfil de atenuacién genera cervezas con buena persistencia en el paladar.

156INSUMOS DE CERVEZA. Materias primas .En: cocinista [ sitio web]. [ Consultado: 15 junio 2019].
Disponible en:https://www.cocinista.es/web/es/enciclopedia-cocinista/maltas-y-lupulos/malta-
de- trigo.html.

I57RICHTER, Andreas.Wheat Malt. En: Weyermann. [ sitio web]. Germany. [ Consultado: 1
octubre 2019]. Archivo pdf. Disponible en: www.weyermannmalt.com.

158 RICHTER, Andreas.Organic Pilsen Malt. En: Weyermann. [ sitio web]. Germany. [ Consultado: 1
octubre 2019]. Archivo pdf. Disponible en: www.weyermannmalt.com.

159 EL DORADO (LUPULO]. Eniclopedia de la cerveza. En: Birrapedia. [ Sitio web]. Estados Unidos.
[Consultado: 30 septiembre 2019]. Disponible en: https://birrapedia.com/enciclopedia-de-la-cervezalel-
dorado--lupulo-/e.
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Esta compuesta por Levadura (Saccharomyces cerevisiae) y agente emulsionante
E4911%°, La ficha técnica se encuentra en el anexo L.

4.3.1.2 Procedimiento. Para la elaboracién de la cerveza artesanal se utilizaron el
mosto y la levadura como materias primas esenciales en el proceso de fermentacion
y maduracion para un posterior almacenamiento y empaque.

En el cuadro 15 se evidenciaran las cantidades utilizadas en la elaboracion de la
cerveza artesanal.

Cuadro 15. Cantidades de materia prima utilizadas para la elaboracion de la
cerveza artesanal

Mosto Sabor Fermentacion

1.71 Libras de Trigo pélido 15.95 Gramos de
levadura
(comercial)

46.75 Gramos de lapulo

1.71 libras de Centeno 1,3 litros de suspension

palido celular Candidd

3.42 libras Malta Pilsen tropicalis

Fuente: elaboracién propia

En el cuadro 16 semostraranlosequiposymateriales utilizados enlapreparaciénde
la cerveza tipo Ale.

Cuadro 16. Equipos vy
materiales utilizados en la
elaboracion de la cerveza
artesanal
Equipos Y Materiales

1 Olla en acero inoxidable de
20L

1 balanza

1 Botell6n de plastico de 20 L

Termodmetro digital para
alimentos
Fuente: elaboracion propia

160 INSUMOS DE CERVEZA. Materias primas. En: Distrines. [ sitio web]. [ Consultado: 15 agosto 2019].
Disponible en: http://distrines.com/levaduras/36/safale-k-97.
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Para empezar, el mosto se encontraba previamente preparado, siendo compuesto
por 1,71 libras de cebada palida, 3.42 libras de malta Pilsen y 1,71 libras de trigo
palido. Una vez obtenido el mosto, éste fue calentado hasta llegar a su punto de
ebullicion, al ver la formacion de espuma como primera instancia se agregdé una
sexta parte del lupulo en pellets, el lupulo se adicion6 cada 15 minutos una sexta
parte de éste llegando a los 55 minutos, influyendo en el amargor, sabor y aroma
de la cerveza. En seguida se le agregd el restante del Itpulo llevando a la olla de
acero inoxidable sobre agua fria hasta llegar a 21°C aproximadamente. Para el
proceso de fermentacion se utilizé un botellén plastico de 20 litros de capacidad,
donde se vertieron 11 litros de mosto, y posteriormente bajo la asesoria del maestro
cervecero y del microbidlogo profesional, fueron agregados 15.95 gramos de
levadura Saccharomyces cerevisiae para la elaboracion de la cerveza artesanal con
la Cepa de referencia, y para la preparacion de la cerveza con la cepa proveniente
de la ciruela nombrada como cepa D Candida tropicallis, se realizdé una suspension
celular, donde a partir de una caja de Petri se tom6 una muestra de inoculo puro de
cada una de las levaduras con el fin que el inoculo fuera alrededor del 10% del
volumen de fermentacién, para llevar a 1,3 litros de caldo sabouraud, el cual se
incubo durante 48 horas a temperatura ambiente. El proceso de fermentacion se
realizé durante 19 dias. Por ultimo, se presenta el proceso de maduracion para
acentuar los sabores siendo el tiempo necesario en las trasformaciones
fisicoquimicas y el aspecto visual del producto a obtener, en un tiempo de 30 dias.
Finalmente se envaso la cerveza en botellas de 33 centilitros. En el diagrama 20 se
muestra el procedimiento de la elaboracion de las cervezas tipo Ale.
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Diagrama 20. Procedimiento obtencién de cervezas
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4.3.1.3 Caracterizacion de la cerveza artesanal. Como se menciond
anteriormente en la caracterizacion de la cerveza artesanal se determind la medida
de los parametros antes mencionados, esto se explica a detalle en el numeral 3.5,
procesamiento de muestras. Aqui se explicara la determinacion de la densidad de
la cerveza artesanal realizada a mayor escala, donde se utiliz6 una de las
herramientas mas usadas en cerveceria, el hidrometro.

4.3.1.4 Determinacién de la densidad. Para llevar a cabo la medida de la
densidad, se utilizé un hidrometro con el fin de determinar la relacion masa- volumen
del mosto fermentado, para asi determinar el porcentaje alcohdlico aproximado y el
progreso de la atenuacion siendo un aspecto en donde se da la conversion del
azlcar en etanol por accién de la levadura'®l. El hidrémetro arroja resultados en
gramos sobre mililitro.

Se tomaron 2 muestras de mosto fermentado, de cada una de las cepas
seleccionadas, se verti6 en una probeta de 250 ml, sumergiendo el hidrometro
evitando que éste entre en contacto con las paredes de la probeta, luego de esto,
se esperd hasta que se estabilizara y entrara en reposo absoluto para,
posteriormente tomar la medicion.

Para llevar a cabo la determinacion de la densidad el diagrama 21 muestra los pasos
a seguir.

161 pAL MER, Jhon. How To Brew. Everithing You Need to Know to Brew Great Beer Every Time. [
en linea)]. En: Brewers Publications. 2006, Apéndice A. p.1. [Consultado: 23 marzo 2019].
Disponible en: https://www.doc-developpement-durable.org/file/Fabrications-Objets-Outils-
Produits/bieres/53735499-How-to-brew-John-Palmer-Espanhol.pdf.
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Diagrama 21. Determinacion de la densidad
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Fuente: elaboracién propia

4.3.1.5 Andlisis microbioldgico. Con el objetivo de evaluar los requisitos descritos
en la norma técnica colombiana 3854 para bebidas alcohdlicas, cervezas (NTC
3854) garantizando asi la calidad de la cerveza artesanal, en cuanto a indicadores
microbiolégicos de calidad, como mesofilos aerobios, E. coli, coliformes, hongos y
levaduras se refiere, se realizdé un recuento estimado de estos, por medio del uso
de placas 3M petrifilmTM, Siendo sistemas que constan de medios de cultivo listos
para utilizar, los cuales contienen los nutrientes necesarios para el crecimiento de
estos microorganismos en el medio.

Para el recuento de microorganismos se realizaron diluciones de 10?1, 102 10%y 10-
3 de la cerveza artesanal, donde se tomaron100 pL de la muestra para cada prueba.
Para el recuento de mesofilos aerobios se tomo6 la dilucion de 101 y 102, para E.
coli y coliformes se tomé la muestra directamente de la cerveza y finalmente para
hongos y levaduras se tomd la dilucion de 102 102y 1073, estas diluciones se
realizaron para posibilitar el recuento de estos microorganismos ya que aun se tenia
una presencia considerable de levadura. Posteriormente estas muestras fueron
inoculadas en las placas correspondientes y se enviaron a incubacion por 48 horas
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a 30°C. Estos analisis microbiologicos fueron guiados y asesorados por parte del
microbiblogo profesional.

4.3.1.6 Formato sensorial BJCP. Para el analisis sensorial de la cerveza elaborada
con la cepa Céndida tropicalis, se llevd a cabo la determinaciéon de compuestos
aromaticos de manera cualitativa presentes en la cerveza como producto en
proceso de maduracién, por medio de una evaluacion sensorial, la cual consiste en
una cata de cerveza realizada por maestros cerveceros, los cuales evalian la
cerveza elaborada con levadura comercial (Saccharomyces) y una cerveza
elaborada con la levadura Candida tropicalis (No Saccharomyces), obtenida por
tener el mejor perfil fermentativo luego del aislamiento, seguido de esto, los
maestros cerveceros llenaron un formato sensorial guiado por un instructivo tomado
como referencia para la evaluacién de los arométicos presentes, de la pagina en
linea del Programa de Certificacibn de Beer Judge “Beer Judge Certification
Program (BJCP)”, el cual brinda la informacion necesaria de la cerveza artesanal,
contribuyendo a reconocer las habilidades de degustacion y evaluacién de esta. En
el anexo M, se muestra el formato sensorial mencionado.

El formato Beer ScoreSheet de la organizacion BJCP en el cual se seleccionan
diferentes caracteristicas sensoriales que pueden estar presentes 0 no en la
cerveza, facilita la evaluacion e identificacion de inconvenientes presentados en una
cerveza. Este formato presenta descriptores organolépticos los cuales pueden ser
percibidos en la cerveza en donde se pueden encontrar:

e Acetaldehido: presencia de olor o sabor similar al de una manzana verde.

e Alcoholes superiores: presencia de olor o sabor similar al del Whiskey o el
Aguardiente.

e Astringencia: presenta en la boca una sensacion de sequedad.

e Diacetilo: evidenciado por olor o sabor similar al de la mantequilla o una
sensacion aceitosa en la boca.

e Dimetilsulfuro: evidenciado por olor o sabor similar al maiz.

o Esteres: presenta olor o sabor frutal o floral.

e Herbaceo: presencia de aroma y sabor a hierva recién cortada u hojas verdes.
e Golpe de luz: evidenciado por un olor parecido al de un zorrillo.

e Metdlico: presencia de sabor a lata, monedas, cobre, hierro o como sangre.
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e Rancio: Aromas y sabores a rancio, himedo, moho.
e Oxidado: Combinacion de sabores y aromas a rancio, vino, carton, papel.

e Fendlico: presencia de sabor a especias (clavo, pimienta), humo, plastico, cloro
fendlico.

e Disolvente: evidenciado en sabores a la acetona u otros disolventes y lacas.
e Agrio/ Acido: presencia de aroma y sabor agrio, parecido al vinagre.
e Sulfarico: evidencia de aroma a huevos podridos o cerillas quemadas.

e Vegetal: presencia de aroma y sabor a verduras hervidas, enlatadas o podridas
(repollo, cebolla, esparragos, apio, etc.).

e Levadura: presencia de sabor o aroma a pan, azufre o levadura.

El formato también presenta una seccién en donde se determina una puntuacién y
opcion de comentarios frente al aroma (limite de 12 puntos), apariencia (limite de 3
puntos), sabor (limite de 20 puntos), sensacion en la boca (limite de 5 puntos) y por
ultimo la impresién general (limite 10 puntos) para un valor total de 50 puntos.6?
Los puntos van ligados a la clasificacién en la que la cerveza estaria evaluada
correspondiente con su proceso final. En la tabla 18 se evidenciara los rangos de
puntaje, calificacién y las caracteristicas.

162 BEER SCORESHEET. Sanctioned Competition Program. En: Certification Beer Judge Program.
[sitio web]. [consultado: 19 junio 2019]. Archivo pdf. Disponible en: http://www.bjcp.org.
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Tabla 18. Parametros de calificacion

Puntaje Calificacion Caracteristicas
45-50 Excepcional Ejemplo de clase
mundial del estilo.
38-44 Excelente Ejemplifica bien el estilo.
Requiere de ajustes
menores.
30-37 Muy buena Generalmente dentro de

los estilos. Algunos
defectos menores
21-29 Buena Pierde la marca del
estilo. Fallas menores
14-20 Justa Sabores y aromas
deficientes. Poco
placentera
0-13 Problemética Sabores y aromas
problematicos. Dificil de
beber

Fuente: elaboracion propia

Para mayor soporte estadistico se realizé una cata de cerveza donde, el formato fue
diligenciado por cuatro maestros cerveceros los cuales calificaron la cerveza clasica
de la cerveceria artesanal y la cerveza obtenida con la cepa D del fruto de ciruela,
Candida tropicalis, seleccionada por los procesos anteriormente descritos.
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4.4 PRE EXPERIMENTACION DE FERMENTACIONES EMPLEANDO LA CEPA
D, CANDIDA TROPICALIS

Para realizar la pre experimentacion de las fermentaciones con la cepa Candida
tropicalis, se inicid6 con una serie de procedimientos donde los resultados seran
analizados a continuacion.

4.4.1 Determinacién de la concentracion de biomasa. Para la determinacion de
la concentracion de la biomasa para inocular los mostos, se llevé a cabo la técnica
gravimétrica de peso seco. Los resultados obtenidos del peso inicial de los tubos
falcon y el peso final de la biomasa seca se muestran a continuacion en la tabla 19.

Tabla 19. Datos del peso inicial de los tubos Falcon y peso
final con la biomasa seca, cepa D

Cepa Réplica Peso
inicial Peso tubo Falcon +
tubo biomasa seca (peso
Falcon constante) 72 horas
“D” Candida 1 5,423 5,437
tropicallis 2 5,413 5,516
3 5,470 5,500

Fuente: elaboracién propia

A continuacion, en la tabla 20 se muestran los resultados de la concentracion de
microorganismos para las dos cepas y sus réplicas.

Tabla 20. Datos de la concentracién de
biomasa de la cepa D y sus réplicas
Concentracion
Cepa Réplica de
microorganismos
(g/ml)

“D” Candida 1 0,001007
tropicallis 2 0.007371
3 0,002093

Fuente: elaboracién propia

Finalmente se determind que la concentraciébn de microorganismos a la cual se
inoculé las unidades de fermentacion fue de 0,00349 g/ml para la cepa D, y de esta
manera se iniciaron los procesos de elaboracion de la cerveza a baja escala (pre
experimentacion).
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4.4.2 Procesamiento de muestras. En el procesamiento de muestras se determiné
la medida de pardmetros como la concentracion de glucosa por medio del método
DNS, determinacion del potencial de hidrogeno pH, determinaciéon de la densidad,
determinacion del porcentaje alcohdlico aproximado (Anexo N) y del porcentaje de
atenuacion (Anexo N), los resultados de los parametros determinados en la pre
experimentacién se encuentran reportados en la tabla 21.

Tabla 21. Resultados de los pardmetros determinados
en la pre experimentacion con la cepa D
Cepa D, Candida Tropicalis

Parametro Resultados
Concentracion de glucosa 1,262
(9/1) inicio
Concentracion de glucosa 0,224
(/1) final
pH inicial 5,22
pH final 3,90
Densidad inicial (g/ml) 1,070
Densidad final (g/ml) 1,004
porcentaje alcoholico aprox. 8,9%
Porcentaje de atenuacion 93,85%

Fuente: elaboracién propia

Teniendo en cuenta los datos reportados en la tabla 21 se determind que el
consumo de glucosa para la cepa D fue eficiente ya que consumio
aproximadamente el 82% de la glucosa disponible en el mosto en 144 horas de
incubacion como se observa en la gréafica 9; en cuanto al pH inicial del mosto de
5,22, se determind que el medio es 6ptimo para la fermentacion ya que este valor
se encuentra dentro del rango normal de pH para un mosto el cual se debe encontrar
en un rango de 5 a 5.5. El pH final fue de 3,90, y se determiné que la cerveza
artesanal tendria un caracter acido.

En cuanto al porcentaje alcohdlico aproximado, se reporta un valor de 8,9 para la
cerveza realizada a baja escala, lo cual indica que posee un porcentaje alcohdlico
elevado de 8.9 %y finalmente para el porcentaje de atenuacion se obtuvo un valor
de 93,85% lo que indica que es elevado, ya que este valor indica la capacidad que
tiene el microorganismo de convertir los azucares en etanol; a un valor alto de
atenuacion se determina que la levadura fue capaz de consumir la mayor cantidad
de azucares presentes en el mosto, produciendo una cerveza con un porcentaje de
alcohol elevado.

A continuacion, se muestra el comportamiento de la concentracion de glucosa por
parte de la cepa D en el proceso de fermentacion.
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4.4.2.1 Determinaciéon de la concentracion de glucosa presente en la
fermentacién. Para determinar la concentracion de glucosa presente en la
fermentacion, se realizo la preparacion de la muestra a analizar, esto se encuentra
explicado en el numeral 3.5.

A continuacion, por medio de la tabla 22 se muestran los datos promedio de
absorbancia y la concentracion de glucosa obtenido con la cepa D.

Tabla 22. Datos promedio de absorbancia y la concentracién de
glucosa obtenidos con la cepa D

Cepa D
_ Absorbancia Concentracién de Desviacion
Tiempo (horas) promedio (540 glucosa promedio estandar
nm) (540 nm)

0 0,394 1,262 0,062
24 0,315 1,018 0,125
48 0,284 0,903 0,011
72 0,252 0,842 0,048
96 0,220 0,803 0,009
120 0,042 0,258 0,002
144 0,033 0,224 0,002

Fuente: elaboracion propia

La grafica 9 muestra el comportamiento de la concentraciébn de glucosa con
respecto al tiempo.
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Gréafica 9. Comportamiento de la concentracion de glucosa con
respecto al tiempo para la cepa D en la pre experimentacion
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Fuente: elaboracion propia

En la gréfica 9 entre las 96 y las 120 horas se observé una reduccion sustancial en
la concentracion de glucosa que se generd posiblemente por una mayor
concentracion de biomasa o presencia de microorganismos alteradores. Sin
embargo no se realizaron pruebas para comprobar la pureza del proceso de
fermentacion durante las 144 horas de incubacion.

4.5 PRE EXPERIMENTACION DE FERMENTACIONES EMPLEANDO LA CEPA
PATRON, SACCHAROMYCES CEREVISIAE (SAF ALE K-97)

4.5.1 Determinacion de la concentracion de biomasa. Para determinar la
concentracion de biomasa, se empleé la técnica de peso seco. Los resultados del
peso inicial de los tubos falcon y el peso final de la biomasa seca se muestran a
continuacion en la tabla 23.

Tabla 23. Datos del peso inicial de los tubos falcon y peso
final con la biomasa, cepa patrén

Cepa Réplica Peso

inicial Peso tubo Falcon +
tubo biomasa seca (peso
Falcon constante) 72 horas

“Patron” 1 5,405 5,435

Saccharomyces 2 5413 5473

cereviciae
3 5,452 5,471

Fuente: elaboracién propia
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A continuacion, en la tabla 24 se muestran los resultados de la concentracion de
biomasa para las dos cepas y sus réplicas.

Tabla 24. Datos de la concentracién de

biomasa de la cepa Patron y sus réplicas
Concentracion

Cepa Réplica de biomasa
(g/ml)
“Patron” 1 0,002100
Saccharomyces 2 0.004307
cereviciae '
3 0,001407

Fuente: elaboracion propia

Por ultimo, se establecid que la concentracién de biomasa que fue inoculada en las
unidades de fermentacion, para dar inicio a los procesos de fermentacion fue de
0.00260 g/ml.

4.5.2 Procesamiento de muestras. Para el procesamiento de muestras se
establecieron los mismos parametros anteriormente analizados, la concentracion de
glucosa por medio del método DNS, determinacion del potencial de hidrogeno pH,
determinacién de la densidad, determinacion del porcentaje alcohdlico paroximado
(Anexo N) y del porcentaje de atenuacion (Anexo N), en la tabla 25 se reportan los
resultados obtenidos.

Tabla 25. Resultados de los parametros determinados
en la pre experimentacion con la cepa patrén
Cepa Patron, Saccharomyces cerevisiae

Parametro Resultados
Concentracion de glucosa 1,198
(g/1) inicio
Concentracion de glucosa 0,218
(g/1) final
pH inicial 5.13
pH final 3.93
Densidad inicial (g/ml) 1,070
Densidad final (g/ml) 1,002
porcentaje alcohdlico aprox. 9,22%
Porcentaje de atenuacion 97,47%

Fuente: elaboracion propia
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Considerando los resultados obtenidos en la tabla anterior, se determiné que la cepa
patron en los procesos de fermentacion analizados tuvo un consumo eficiente de
glucosa ya que a las 24 horas de fermentacion presento un consumo del 82% de la
glucosa presente en el mosto (Gréfica 10), lo cual contrasta con la cepa D que logré
este mismo porcentaje pero en 144 h, sin embargo ademas de establecer
diferencias en los tiempos de fermentacion también se esperan hallar diferencias en
el perfil sensorial que se evalué en la caracterizacion de las cervezas como
producto.

4.5.2.1 Determinacién de la concentracién de glucosa presente en la
fermentacion. Para la determinacion de este parametro se llevdo a cabo la
preparacién de las muestras, este procedimiento se encuentra explicado en el
numeral 3.4.

A continuacién, por medio de la tabla 26 se muestran los datos promedio de
absorbancia y concentracion de glucosa, obtenidos con la cepa patron.

Tabla 26. Datos promedio de absorbancia y concentracion de glucosa
obtenidos con la cepa patron
Cepa Patron
Concentracion de

Tiempo Absorbancia Desviacion

(horas) promedio (540 nm) gl;ﬁjonizd(%l) estandar
0 0,348 1,198 0,130
24 0,048 0,266 0,009
48 0,044 0,254 0,013
72 0,040 0,241 0,018
96 0,039 0,237 0,007
120 0,035 0,224 0,015
144 0,033 0,218 0,015

Fuente: elaboracién propia

La grafica 10 muestra el comportamiento de la concentracibn de glucosa con
respecto al tiempo para la cepa patrén.
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Gréfica 10. Comportamiento de la concentracion de glucosa con
respecto al tiempo para la cepa patron
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Fuente: elaboracién propia

4.6 CARACTERIZACION DE LA CERVEZA ARTESANAL TIPO ALE
EMPLEANDO LA CEPA D.

A continuacion, se muestra la caracterizacion del producto, donde se determinaron
parametros como la concentracion de glucosa, por medio de la aplicacién del
método DNS, determinacion del potencial de hidrogeno pH, determinacion de la
densidad, esta se puede observar en la ilustracion 10, determinacion del porcentaje
alcoholico aproximado (Anexo N), del porcentaje de atenuacion (Anexo N) y el valor
SMR para determinar su color, también se encuentran las pruebas de calidad de la
cerveza por medio del reporte de un andlisis microbiologico y el andlisis
organoléptico empelando el formato sensorial de la BJCP.
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llustracion 10. Determinacion de la
densidad en la cerveza artesanal
con la cepa D

53¢

F*IML fimml [

Fuente: elaboracion propia

Para la caracterizacion de la cerveza artesanal elaborada con la cepa D, se
determinaron los parametros mencionados anteriormente, los resultados de dichos
parametros determinados en la cerveza artesanal elaborada con la cepa D, seran
mostrados en la tabla 27.
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Tabla 27. Resultados de los parametros determinados
en la cerveza artesanal elaborada con la cepa D
Cepa D, Candida Tropicalis

Parametro Resultados
Concentracion de glucosa 0,895
(g/1) inicio
Concentracion de glucosa 0,216
(g/1) final
pH inicial 4,45
pH final 3,97
Densidad inicial (g/ml) 1,052
Densidad final (g/ml) 1,006
Porcentaje alcohdlico aprox. 6,22%
Porcentaje de atenuacion 88,46%
SRM (valor color) 2

Fuente: elaboracion propia

Considerando los resultados obtenidos de los parametros anteriormente
nombrados, se determind que la cerveza elaborada con la cepa D, Candida
tropicalis, es una cerveza acida, ya que su pH final se encuentra entre 3,9 - 3,97, a
su vez también se considera una cerveza con un porcentaje de alcohol elevado, ya
que el porcentaje de alcohol se encuentra en un rango de 6 — 8%v/v , de igual
manera se clasifico con un valor SRM (Standard Reference Method)* de 2 a la
bebida lo que indica que esta corresponde a una cerveza rubia.

*(Clasificacion del color de la cerveza segun la American Society of Brewing
Chemists ASBC).

4.6.1 Anédlisis microbiolégico. Los resultados obtenidos del andlisis microbiolégico
para hongos y levaduras, se muestra en las ilustracion 11, 12 y 13, para E.coli y
coliformes se muestra en la ilustracién 14 y para mesofilos aerobios, se muestra en
la ilustracién 15y 16.
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llustracion 11. Recuento de

hongos ¥ levaduras, diluciéon 102
; D

Fuente: elaboracion propia

llustracion 12. Recuento de
hongos y levaduras, dilucién 102
S -

Terminudg 7,

— . .
Fuente: elaboracién propia
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llustracion 13. Recuento de
hongos y levaduras, dilucién 102

Fuente: elaboracién propia

llustracion 14. Recuento de E. coli
y coliformes

Fuente: elaboracion propia
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llustracion 15. Recuento de
mesofilos aerobios, dilucién 102

Fuente: elaboracion propia

llustracion 16. Recuento de
mesofilos aerobios, dilucion 101

AL %) "

Fuente: elaboracion propia

La tabla 28 muestra el reporte del analisis microbioldgico cuantitativo realizado a la
cerveza artesanal como producto terminado.

Tabla 28. Analisis microbioldgico de la cerveza artesanal

Analisis Resultados NTC 3854 cerveza industrial
Recuento estimado de hongos 1,3« 10° UFC/cm3 < 20 UFC/cm3
y levaduras
Recuento estimado de E. coli. y 0 UFC/cm3 0 UFC/cm3
coliformes totales
Recuento estimado de > 10 UFC/cm? <100 UFC/cm3

mesodfilos aerobios
Fuente: elaboracién propia
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Teniendo en cuenta el analisis realizado a la cerveza artesanal elaborada y los
pardmetros establecidos por la NTC 38543 se determind que es apta para ser
consumida, ya que esta presento un recuento estimado de hongos filamentosos y
levaduras de 1,3*10% UFC/cm3 el cual es un valor superior a 20 UFC/cm? debido a
que a la cerveza realizada con la cepa D no se le realizaron procesos de
microfiltracion. Tampoco se evidencio la presencia de E. coli o coliformes totales en
la bebida, y finalmente en el recuento estimado de mesdfilos aerobios reporta un
contenido de mayor a 10 UFC/cm? lo que indica que se encuentra bajo la norma
técnica Colombiana, cabe resaltar que la norma técnica colombiana 3854 esta
descrita para cervezas industriales por lo cual esta se toma como referente para
evaluar la calidad del producto obtenido.

4.6.2 Analisis sensorial de la cerveza artesanal empleando la cepa “D”. A
continuacion se evidenciaran los resultados reunidos de los analisis sensoriales
realizados por los maestros cerveceros.

Andlisis de la cerveza Ale Cepa D. Este andlisis se realizo a la cerveza obtenida
de la levadura aislada del fruto de ciruela seleccionada como cepa D la cual fue
sujeta a un analisis sensorial mediante el formato Beer ScoreSheet de la
organizacion BJCP siendo evaluada por cuatro maestros cerveceros los cuales
anteriormente sometieron a juicio la cerveza proveniente de la levadura patron y asi
se logré obtener un comparativo entre las dos cervezas obtenida tipo Ale, y asi
identificar las nuevas caracteristicas sensoriales que brinda la cerveza elaborada
con la cepa D. A continuacion, se dara un resumen del analisis correspondiente por
cada maestro cervecero frente a la cerveza denominada cepa D.

Maestro cervecero 1. Juan Sebastian Rodriguez. En la tabla 29 se evidencia un
resumen del analisis y en el anexo O se podra encontrar el formato en su totalidad.

163 INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Bebidas alcohdlicas,
Cervezas. NTC 3854. Bogota D.C.: El instituto, 1996.
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Tabla 29. Analisis maestro cervecero Juan Sebastian Rodriguez
Comentarios Puntaje
Aroma Con aroma intenso a 4/12
alcohol que pica en la
punta de la nariz
(Butirico), con perfil a
fenoles especiales y algo
de levadura residual

especiada.

Apariencia De color amarillo con 3/3
buena retencién y color
blanco marfil.

Sabor A malta medio con 10/20

recordacion a pan arabe y
sensacion seca, balance
hacia los esteres, final
largo algo acido.
Sensacion en la boca Medio ligero de 4/5
carbonatacién baja,
sensacion seca que
perdura en la boca.
Impresion general Muy buen intento, las 5/10
levaduras lograron varios
factores familiares que se
buscan en este tipo de
estilos, aungque se
generaron algunos off
flavors muy marcados,
recomendacion  revisar
procesos de
fermentacion.

Total 26/50
Fuente: elaboracion propia

Los descriptores organolépticos de esta cerveza fueron:

e Fendlico: presencia de sabor a especias (clavo, pimienta), humo, plastico, cloro
fendlico.

e Alcoholes superiores: presencia de olor o sabor similar al del Whiskey o el
Aguardiente.

e Disolvente: evidenciado en sabores a la acetona u otros disolventes y lacas.
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e Agrio/ Acido: presencia de aroma y sabor agrio, parecido al vinagre.

e Levadura: presencia de sabor o aroma a pan, azufre o levadura.

A partir del analisis por medio de puntajes se evidencio un total de 26/50 lo cual
corresponde a una cerveza Buena, presentando fallas menores, perdiendo un poco

la marca del estilo.

Maestro cervecero 2. César Salcedo. En la tabla 30 se evidencia un resumen del
analisis y en el anexo P se podra encontrar el formato en su totalidad.

Tabla 30. Analisis maestro cervecero César Salcedo

Comentarios Puntaje

Aroma Alcoholes superiores, 9/12
butirico, citricos, fendlico.

Apariencia Amarillo pélido, 3/3
carbonatacién tenue,
buena remanencia de
espuma

Sabor Acido medio, frutal citrico, 17/20
un poco dulzén

Sensacion en la boca Cuerpo medio, 4/5
apropiado, carbonatacion
alta.

Impresion general Controlar el butirico y la 8/10
carbonatacién con un
mayor tiempo de
maduracion puede
mejorar.

Total 41/50
Fuente: elaboracion propia

Los descriptores organolépticos de esta cerveza fueron:
e Esteres: presenta olor o sabor frutal o floral.

e Fendlico: presencia de sabor a especias (clavo, pimienta), humo, plastico, cloro
fendlico.

e Agrio/ Acido: presencia de aroma y sabor agrio, parecido al vinagre.
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A patrtir del andlisis por medio de puntajes se evidencio un total de 48/50 lo cual
corresponde a una cerveza Excelente, siendo una cerveza que ejemplifica bien el
estilo, solo requiere ajustes menores.

Maestro cervecero 3. Juan Carlos Riveros. En la tabla 31 se evidencia un resumen
del analisis y en el anexo Q se podra encontrar el formato en su totalidad.

Tabla 31. Andlisis maestro cervecero Juan Carlos Riveros

Comentarios

Puntaje

Aroma

Apariencia

Sabor

Sensacion en la boca

Impresion general

Total

Fenoles picantes,
alcoholes superioires
picantes vy butirico
presente, leve aroma a
trigo y maltas palidas.
Cabeza de espuma baja
con poca retencion, turbia
de color naranja.

Malta palida y trigo on un
dulzor residual y
sequedad media. Alcohol
picante.

Cuero medio con
carbonatacion media-
alta, alcohol picante y
sequedad media.
Es una
agradable pero que
necesita suavizar los
dulzores y eliminar el
butirico para que se
facilite tomar, revisar
proceso de fermentacion.

cerveza

5/12

3/3

8/20

3/5

6/10

25/50

Fuente: elaboracién propia

Los descriptores organolépticos de esta cerveza fueron:

e Fendlico: presencia de sabor a especias (clavo, pimienta), humo, plastico, cloro

fendlico.

e Alcoholes superiores: presencia de olor o sabor similar al del Whiskey o el

Aguardiente.

e Disolvente: evidenciado en sabores a la acetona u otros disolventes y lacas.
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e Agrio/ Acido: presencia de aroma y sabor agrio, parecido al vinagre.

A patrtir del andlisis por medio de puntajes se evidencio un total de 25/50 lo cual
corresponde a una cerveza Buena, presentando fallas menores, perdiendo un poco
la marca del estilo.

Maestro cervecero 4. Daniel Amezquita. En la tabla 32 se evidencia un resumen
del andlisis y en el anexo R se podra encontrar el formato en su totalidad.

Tabla 32. Analisis maestro cervecero Daniel Amezquita
Comentarios Puntaje
Aroma Inicia un aroma muy 9/12
caliente  del alcohaol,
resaltando notas
fendlicas y de butirico.
Apariencia Buena carbonatacion, 3/3
color &mbar con turbidez,
espuma de color crema,
retencion alta de burbujas

intensas.

Sabor Predomina notas 10/20
alcohdlicas, fendlicas.
Fermentacion limpia,

ligera  sensacion de
burbujeo, sabor seco.
Sensacién en la boca Sensacién presente por 1/5
la carbonatacion, sabor
resaltado por el alcohol
con un final dulce y seco.

Impresion general Cumple con los 5/10
parametros de una
cerveza, seria

interesante ver el
comportamiento con el
tiempo.
Total 28/50
Fuente: elaboracién propia

Los descriptores organolépticos de esta cerveza fueron:

e Fendlico: presencia de sabor a especias (clavo, pimienta), humo, plastico, cloro
fendlico.

e Alcoholes superiores: presencia de olor o sabor similar al del Whiskey o el
Aguardiente.
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¢ Disolvente: evidenciado en sabores a la acetona u otros disolventes y lacas.

A patrtir del andlisis por medio de puntajes se evidencio un total de 28/50 lo cual
corresponde a una cerveza Buena, presentando fallas menores, perdiendo un poco
la marca del estilo.

Segun el analisis anterior determinado por los maestros cerveceros siendo
calificada la cerveza tipo Ale obtenida por medio de la levadura aislada del fruto de
ciruela, se obtiene como resultado que es una cerveza Buena, la cual le falta definir
un poco el estilo presentando fallas menores. Lo descriptores que mas se resaltan
en esta cerveza son los alcoholes superiores y fendlicos. Se recomienda tener un
proceso continuo de muestreo para asi corregir las fallas presentes como el olor a
butirico para llegar a tener un producto que se acomode a las necesidades del
consumidor.

4.7 CARACTERIZACION DE LA CERVEZA TIPO ALE EMPLEANDO LA CEPA
PATRON

En la tabla 33 se determinaran los parametros que se tomaron en cuenta para la
caracterizacion de la cerveza obtenida, como la concentracion de glucosa, el pH, la
determinacién de la densidad la cual se puede apreciar en la ilustracion 17, del
mismo modo se le asigné el SRM para identificar su color y finalmente la
determinacién del porcentaje alcohdlico aproximado y el porcentaje de atenuacion.
Los calculos realizados para la determinacidén de porcentaje alcohdlico aproximado
se encuentran en el anexo N y para la determinacion del porcentaje de atenuacion
anexo N.
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llustracion 17. Determinacion
de la densidad en la cerveza
artesanal con la cepa patrén

Fuente: elaboracién propia

Los resultados de los parametros determinados en la cerveza artesanal con la cepa
patron se muestran en la tabla 33.
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Tabla 33.Resultados de los parametros determinados
en la cerveza artesanal elaborada con la cepa patrén
Cepa patron, Saccharomyces cerevisiae

Parametro Resultados
Concentracion de glucosa 0,889
(g/1) inicio
Concentracion de glucosa 0,204
(g/1) final
pH inicial 5.3
pH final 3.88
Densidad inicial 1,068
Densidad final 1,002
Porcentaje alcohdlico aprox. 8,91%
Porcentaje de atenuacion 97%
SRM (valor color) 2

Fuente: elaboracion propia

Tomando en cuenta la caracterizacién para la cerveza artesanal elaborada con la
cepa patron, Saccharomyces cerevisiae, se determiné que esta es una cerveza
acida, su porcentaje alcoholico aproximado es elevado, su porcentaje de atenuacion
indica una eficiencia del 97% por parte microorganismo para convertir los azucares
en alcoholes y por dltimo se clasifica como una cerveza rubia, al considera que se
le asigné un valor de 2 en el método de referencia para asignacion de color de la
bebida (SRM).

4.7.1 Analisis sensorial de la cerveza artesanal empleando la cepa patron. En
seguida se muestran los resultados del andlisis sensorial realizado por los maestros
cerveceros.

Andlisis de la cerveza Ale, Cepa patron. Luego de cumplir con el proceso, la
cerveza generada por levadura comercial Saccharomyces Cerevisiae, se sometié
al andlisis mediante el formato Beer ScoreSheet de la organizacion BJCP siendo
evaluada por cuatro maestros cerveceros. A continuacién, se dara un resumen del
analisis correspondiente por cada maestro cervecero.

Maestro cervecero 1. Juan Sebastidn Rodriguez. En la tabla 34 se evidencia un
resumen del analisis y en el anexo S se podra encontrar el formato en su totalidad.
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Tabla 34. Analisis maestro cervecero Juan Sebastian Rodriguez

Comentarios Puntaje
Aroma De aroma a malta bajo a 8/12
medio  bajo con

caracteres a pan oliva y
miel, esteres medio a
medio alto de caracteres
especiados y frutal (
pimienta blanca y
especias)
Apariencia De color dorado pélido 3/3
traslucido con espuma
blanca de buena
retencion.
Sabor De sabor a malta medio a 12/20
medio bajo con caracter a
grano y cereal con
presencia de esteres a
pimienta y especias.
Sensacion en la boca De cuerpo ligero a medio 3/5
con baja carbonataciéon y
final limpio pero con
sensacion picante en la
boca que perdura.

Impresion general Muy buena 7/10
representacion del estilo,
con una buena

fermentacién con algunos
tiempos a trabajar, se
recomienda revisar
tiempos y cantidades y
gue el picante esta muy
presente.

Total 32/50
Fuente: elaboracion propia

Los descriptores organolépticos de esta cerveza fueron:

e Fendlico: presencia de sabor a especias (clavo, pimienta), humo, plastico, cloro
fendlico.

A partir del analisis por medio de puntajes se evidencio un total de 32/50 lo cual
corresponde a una cerveza Muy Buena, presentando defectos menores.
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Maestro cervecero 2. César Salcedo. En la tabla 35 se evidencia un resumen del
andlisis y en el anexo T se podra encontrar el formato en su totalidad.

Tabla 35. Analisis maestro cervecero César Salcedo

Comentarios Puntaje
Aroma Dulce balanceado, 12/12
fendlico citrico y
agradable, semillas de
cilantro
Apariencia Buena espuma, retencion 3/3

excelente, carbonatacion
baja y brillante
Sabor Balanceado dulce - 18/20
amargo, acides baja,
pimienta negra, picante

exotica.

Sensacién en la boca Acido agradable, cuerpo 5/5
medio, picor agradable.

Impresion general Muy agradable, no se 10/10
siente carbonatacion
posterior.

Total 48/50

Fuente: elaboracion propia

Los descriptores organolépticos de esta cerveza fueron:

e Herbaceo: presencia de aroma y sabor a hierva recién cortada u hojas verdes.
e Levadura: presencia de sabor o aroma a pan, azufre o levadura.

A partir del andlisis por medio de puntajes se evidencio un total de 48/50 lo cual
corresponde a una cerveza Excepcional, siendo un ejemplo de clase mundial del

estilo Ale.

Maestro cervecero 3. Juan Carlos Riveros. En la tabla 36 se evidencia un resumen
del andlisis y en el anexo U se podra encontrar el formato en su totalidad.
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Tabla 36. Analisis maestro cervecero Juan Carlos Riveros
Comentarios Puntaje
Aroma Fenoles y esteres medio- 8/12
altos con toques citricos a
naranja y pimienta, leve
aroma a malta pélida y
trigo.
Apariencia Amarillo  palido con 3/3
turbidez media, cabeza
mediana con baja
retencion.
Sabor Malta paliday trigo con un 10/20
dulzor medio que es
balanceado  por las
especias. Alcohol un
poco picante con un final
a pimienta roja y toque
agresivo.
Sensacién en la boca Cuerpo medio, 4/5
carbonatacion media-
alta, calor por alcohol y
especias.
Impresion general Buena interpretacion, la 6/10
adicion de la pimienta roja
resulta un poco fuerte y
mata sutilidad de las otras
especias, le quita balance
a la cerveza.

Total 31/50
Fuente: elaboracién propia

Los descriptores organolépticos de esta cerveza fueron:
e Esteres: presenta olor o sabor frutal o floral.

e Fendlico: presencia de sabor a especias (clavo, pimienta), humo, plastico, cloro
fendlico.

A partir del analisis por medio de puntajes se evidencio un total de 48/50 lo cual
corresponde a una cerveza Muy buena, generalmente dentro de los estilos,
presentando efectos menores.

Maestro cervecero 4. Daniel Amezquita. En la tabla 37 se evidencia un resumen
del andlisis y en el anexo V se podra encontrar el formato en su totalidad.
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Tabla 37. Analisis maestro cervecero Daniel Amezquita

Comentarios Puntaje

Aroma La adiciones de especias, 10/12
seguido de las maltas y
un agradable final de
lGpulo.

Apariencia Color dorado intenso, 3/3
retencibon media baja,
buena carbonatacion.

Sabor Sabor maltoso que 10/20
combina y juega con las
especias y deja un final
refrescante.

Sensacion en la boca Sensacion sedosa Yy 4/5
ligera, final seco.

Impresion general Un poco picante, la 8/10
pimienta no me permite
jugar con la amplitud de
opciones de maridaje.

Total 35/50

Fuente: elaboracion propia

Los descriptores organolépticos de esta cerveza fueron:

e Esteres: presenta olor o sabor frutal o floral.

e Fendlico: presencia de sabor a especias (clavo, pimienta), humo, plastico, cloro

fendlico.

e Herbaceo: presencia de aroma y sabor a herva recién cortada u hojas verdes.

e Levadura: presencia de sabor o aroma a pan, azufre o levadura.

A partir del andlisis por medio de puntajes se evidencio un total de 35/50 lo cual
corresponde a una cerveza Muy buena, generalmente dentro de los estilos,

presentando defectos menores.

Como se puede observar en los formatos anteriormente diligenciados la cerveza
proveniente de la cepa patrén es clasificada dentro de cervezas tipo Ale, con una
calificacion Muy Buena, presentando defectos menores, con unos descriptores
organolépticos en su mayoria a Esteres, Herbaceos con presencia de sabor a

especias en especial la pimienta.
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5. CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resultados de la matriz de decision realizada para
seleccionar los frutos que fueron utilizados para el proceso de aislamiento de
levaduras, se determiné que las frutas adecuadas para este fin eran ciruela,
maracuya y guayaba, ya que estas contaban con un porcentaje de sdlidos
solubles de 18% para la ciruela y maracuya, 12% para la guayaba, siendo
estos mayores respecto a otras frutas como la mora la cual contaba con el
5%, la gulipa con un 10.2% y el melén con un 11%.

La diferenciacion entre cepas tipo Saccharomyces y No Saccharomyces por
medio del uso de agar Lisina no fue definitiva, por lo cual fue necesario el uso
de agar sabouraud con cicloheximida, para determinar por resistencia cuales
podrian corresponder a Saccharomyces, ademas de la caracterizacion de la
morfologia macroscopica y microscopica, seleccionando las cepas N, Py A
provenientes de maracuya y las cepas L y D provenientes de ciruela, como
las cepas mas cercanas al género Saccharomyces de forma cualitativa.

Las cepas N, P, A, L y D fueron sometidas a pruebas de identificacion
bioguimica API 20 C AUX, lo cual determino que las cepas N, P y D
pertenecen al género Candida tropicalisy las cepas L y A al género
Geotrichum candidum.

Fueron analizados los perfiles de fermentacion de las cepas previamente
seleccionadas (N, P y D) y bajo un analisis estadistico (ANOVA) se encontré
gue no hay diferencias significativas entre las tres cepas, a partir del consumo
de glucosa.

La seleccion de la cepa D se realiz6 a través de estadistica descriptiva pues
presento un menor valor de la media estadistica, y experimentalmente
consumio el 54% de la glucosa disponible en el mosto al cabo de 96 horas,
frente a un consumo de glucosa de tan solo el 20 y 28% para las cepas N y
P respectivamente, para las mismas horas de fermentacion.

Las pruebas pre experimentales de fermentacion para la elaboracion de una
cerveza con la cepa D y la cepa patron Sacchoromyces cerevisiae,
evidenciaron similitud en el valor de pH de 3.9 y atenuacién con valores de
93% y 97% respectivamente, y diferencias en los tiempos de consumo de
glucosa, ya que el 82% de esta, fue consumido en 144 horas para la cepa D
y 24 horas para la cepa patron.

Se elabor6 una cerveza tipo Ale con la cepa D y otra con la cepa patron, las
dos cervezas fueron evaluadas sensorialmente bajo el formato de la BJCP,
obteniendo una valoracion como “Buena” (27/50) para la cepa D y “Muy
buena” (36/50) para la cepa patron, sin embargo, la cerveza elaborada con
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la cepa D, a partir de los descriptores organolépticos presento sabor y olor
frutal y floral.
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6. RECOMENDACIONES

Implementar métodos moleculares para la identificacion del género de las
cepas aisladas.

Realizar un estudio de las caracteristicas metabodlicas de Candida tropicalis
en mostos cerveceros.

Realizar hidrélisis de los azucares complejos tales como maltosa y
maltrotriosa presentes en el mosto, para establecer la totalidad de los
azucares fermentables.

Experimentar con las otras dos cepas Ay L para determinar si son aptas para
emplearse en los procesos de fermentacion.

Prolongar los tiempos de fermentacion para el andlisis estadistico basado en
el consumo de azlcares.

Realizar un seguimiento del proceso de maduracion y filtracion de la cerveza
elaborada con la cepa D.

Evaluar el proceso de fermentacion teniendo en cuenta condiciones de
operacion como temperatura y presion.

Teniendo en cuenta el caracter de levadura salvaje de la cepa aislada se
recomienda hacer una caracterizaciébn y cuantificacion de compuestos
propios del metabolismo de estos microorganismos (acido fendlico y
butirico).
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ANEXO A
FICHA TECNICA CALDO SABOURAUD DEXTROSE BROTH

ot
o TN Technical Data
Sabouraud Dextrose Broth (Sabouraud Liguid Medium) M033
Intended Use:

Sabouraud Dextrose Broth (Sabouwrand Liguid Medium) is wsed for cultvation of veasts, moulds and aciduric
MRCTOOT ZANESTS.

Composition®*

Ingredients Gams / Litre
Dexirose (Glucose) 200,000
Peptone, special 1000
Final pH { at 25°C) 5602

**Formula adjusted, standardized 10 suit performance parameters

Directions
Suspend 3000 grams i 1000 ml distilled water. Heat if necessary to dissolve the medium completely, Stenilize by autoclaving
at 15 Ibhs pressure (121°C) for 15 minutes. Mix well and disperse as desired.

Principle And Interpretation

Sabouraud Destrose Agar is Cadiers modifications (1) of the formulation described by Sabourawd (2) for the cultivation of
fungy, particularly those associsted with skin infections. The medium is also recommended by APHA (3). Sabowraud
Dextrose Broth is also a modification by Sabourand (4) and serves the same purpose &5 Sabouraud Dextrose Agar Medium 3,
Sabouraud dextrose media are peptone media supplemented with dextrose o support the growth of fungl, Peptone meat and
casein) provides nitrogen, vitaming, minerals, amino acids and growth factors, Dextrose provides an energy source for the
erowth of microorganisms. The low pH favours fungal growth and mhdbits contaminating bacteria from clinical specimens
{5). The acud reaction of the final medium is inhibitory to a large number of bacteria making it partcularly useful for

cultivating, fungi and acidunc microorganisms, For solatwon of fungi from contaminated specimens, a selective medium
should be moculated simultanecusly. Incubate cultures for 4 1o & weeks before reporting as negative.

Type of specimen
Clinical : skin scrapings: Pharmaceutical samples
Specimen Collection and Handling

For clinical samples follow appropriate techniques for handling specimens as per established guidelines (T,8).
For food and dairy samples, follow appropriate techniques for sample collection and processing as per guidelines (6,31
After use, contaminated materials must be sterilized by awoclaving before discarding.

Warning and Precautions
In Vitro diagmostic use only, Read the label before opening the comtamer. Wear protective glovesiprotective clothing!
eve protection'face protection. Follow good microbiological lab practices while handling specimens and culture. Stardard

precautions as per established guidelines should be followed while handling clinical specimens. Safety guidelines may be
referred in individual safety data sheets.
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Limitations

Since it 15 a general purpose medium, bacterial culres will also grow
Further solation and biochemical tests should be carmed out for enfirmation.

Please refor disclaimer Overleaf.
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HiMedia Laboratories Technical Data

Performance and Evaluation

Performace of the medum is expected when wsed as per the direction on the label within the expiry perod when stored at
recomiemended temperaiune,

Quality Control

Appearance

Cream to vellow homogensous free flowing powder
Caolour and Clarity of prepared mediwm

Light amber coloured clear solution in tubses

Reaction

pH of 3.0% wiv aqueows solution at 25°C. pH ; 56402
pH

S40-5280

Cultural Response

Culural characteristics was observed after an incubation at 20-25°C for 3-5 days.

(irganizm Inoculum Growth
{CFU)

Culiural Response

Candidee albicans ATOC S0 - 100 lusuriant

10231 (D0DE4™)

Candidee albicans ATOC S0 - 100 lusuriant

S0 0005 5"y

Aspergillus brasiliensis S0 - 100 lusuiriant

ATOC Joddd (D0053%)

Saccharomyces cerevisize 50-100 lusuiriant

ATOC 9763 (00554 )

Saccharomyces cerevisize  50-100 go0d-1weouriant

ATOC 2600

Escherichio coli ATOC 8739 50 -100 L imcurizng

(2 {inhibited on
media with low
pH)

Escherichia eoli ATOC S0 - 100 gl usouriant

253922 (0001 37)

Escherichia coli NCTC W2 50 - 100 L imcurizng
{inhibited on
media with low
pH)

Lactobacillc cosed ATOC 50 =100 lusuriant

134

key : *Comesponding WDCM numbers,

Storage and Shelf Life

Store below 30°C m a tehily closed contamer and the prepared medium at 15-25%C, Use before expiry date on the label. On
opening, product should be properly stored dry, afier tightly capping the bonle i order to prevent lump formation due o the
by groscopic mature of the product. Improper storage of the product may lead w lump formation, Store in dey ventilated area
protected from extremes of temperature and sources of wnition Seal the contaimer tightly after use. Use before expary date on
the label, Product performance 15 best if used within stated expiry period.
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Disposal

User must ensuwre safe disposal by autoclaving andfor incineration of used or unusahle preparations of this product. Follow
established laboratory procedures in disposing of infectious materials and material that comes imo contact with clinical
sample must be decontaminated and disposed of in accordance with current laboratory technigues (7.8)

Reference
1. Carlier G. I. M., 1984, Brit. J. Derm. Syph., 60:6 1

2, Sabouraud B, 1892, Ann. Dermatol. Syphil. 3 0 1061,
3. Downes F. P.and Ito K., (Eds.), 2001, Compendium of Methods for the Microbiological Examinaton of Foods, dth Ed.,

APHA, Washingion, [.C.
Please refer disclaimer Overleaf.
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ANEXO B
FICHA TECNICA AGAR SABOURAUD CON CLORANFENICOL

Reference: 064-PRO003 Scharlau Microbiology - Technical Data Sheet

3[:(]‘!)311 Product: SABOURAUD CHLORAMPHENICOL AGAR

Specification
Salid culture mediurm for the isolation of fungi.
Presantation

30 Prepared Contact Flates - Iradisted Packaging Detalls

Contact Plates - Doubls Wrapping 1 bax with 5 blisters { base of aluminium_ PVDC and double wrapping) with & contact
) plates/blister

with: 14+19 Ewvery blister exhibitis an iradiation indicator

Composition
Formaa in gl

Caseain peptone....
Meat peplone...
D #)-Glucoss.

Chioramphenicol .0,
L - T SRS 111

Final pH 5.6 0,2 at 25°C
Description

This culture medium differs from the classical Sabouraud Agar only by the addition of chloramphenical. This thermostable antiblotic has a
broad antibacterial spectrum which ensures the selective isolation of fungl from highly contaminated samples. such as exudates, faeces,
nails and hair.

Usage instructions

Contact plates are used in the microblological contral of disinfection and ceaning of surfaces. 1t acts simultaneously 85 8 sampler and
incubation culture medium without the need for any other intermediate steps.

The plates come in a form appropriate for this function and can be used with different culture media depending on the type of microbe that
meads to be controlled. On average the plates provide a contact surface of approximately 25 cm2.

To use, remove the cover and gently press the culture medium an the surface to be controlled, enswring contact bebeesn the two
surfaces. The Contact plate s removed and covered with the bd to prevent air contamination. 1t is advisable that the kd is secured with
adhesive tape and the bottom labelled with the sampling data (place, date and time). The inoculated plates are incubated at 30-35° C for
24-438 howrs and examined dally. For fungl, the incubation |s camed out at 20-25 *C for 5 days and examined daily.

If the sample swurfaces are rowgh, the Contact plates will not make good contact, ewen when the pressure is increased. In these cases it s
advizable to delineate an sample surface area of 25 om squared and rub this area vigorously with & wet sterile swab and then rub the
gwab over the Contact plate.

If verifying the effactivensss of & cleaning or disinfection procass, Contact plates should be used within two howrs after the end of the
process, ensuring that the sample surisce s dry. It is advisable to always include positive contrals, samplng the area before disinfection
or dirty areas beside the disinfected area.

The technician will determine the frequency of sampling and disinfection according to performanca criteria.

Quality control

Color : Straw-coloured yellow pH: {(at 25°C) 5602

Incubation temperature:  30-25°C Incubation time: 48 h-5 days

Inseulum: 10-100 CFU (Productivity) & 1.000-10.000 CFU (Selectivity). Spread Plate Technigue

Microonganism Growth Remarks
Bacillus subhiis ATCC 6633 Inhibited Salactivity
Escherichia coll ATCC 5739 Inhibited Salactivty
Aspergillys rasillensis ATOC 16404 Productivity = 0.70 Growth & black sponaation
Candide afthicans ATCC 10231 Productivity = 0.70 -

Sterility Contral

No growth within 48 h and 7 days at 20-25°C and 30-35°C

Storage/Shelf Life
Shelfl Life Storage
T months B-250C

page 1 Revision date- 078/ 111
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ANEXO C
FICHA TECNICA AGAR LISINA

A
Britania

B0Z10605 BO210606

Lisina Hierro Agar

uso

Medio de cultive uliizadn para diferenciar microorganismos, & pe-
cialmente Salmonella spp basado en ka decashaxilacidn y desami-
nacitn de k ligina y en la produccidn de eido sulfhidrico.

FUNDAMENTO

En el medio de cullivg, la peplona y el extracln de levadura apor-
tan los nubrenles para el desarrolo bacteriano. La glucosa e e
hidrate de carbono fermentable y la ksina es o sustrata ulilizade
para delectar la presencia de las enzimas decarboxitasa y deamis
nasa El cibrato de hiera y amonio y el tiasulfale de sodio son los
indicadares de la produceion de eido sulfhidics. El purpura de
bromacresal, es o indicadar de pH (su colar es amaillo a pH igual
o menar & 5.9y violeta a pH igual o mayor a 68) v el agar es &
agente sobidificante.

Las microorganismas fermentadares de glucosa acidifican el me-
dio y provacan &l viraje del colos pdrpura al amarnlla.

El ambiente dcide favorece la actvidad ensmatica decarboxilasa y
e metabokra ka lising a cadavering sevando & pH dal media de
cullive y lomindols al celor plnpura o vinleta,

Los macroanganismos fermentadores de glucnsa que no Henen ac=
thvidad Esina decarbosilasa, producen un viraje de la tolalidad ded
medio de cullive & color amarilio. A las 24 horas de ncubacién se
ohsenda el fonds del tuba color amarillo y la superficie de color vie-
leta debida al consums de las peplonas que producen alcalinidad.
La generacidn de sulfura de hidrdgeno, se visualiza por el ennagre-
cimiente del medie debida a la formacidn de sulfure de heero.

Las copas de los géneros Proleus, Providencia y algunas de bMar-
ganella, desaminan la lisina. Este produce un cide alfa-ceto-car-
bdnies, el cual con la =al de hiarre y baje la influencia dal cxigens
farma un eolar rajizn en la superficie del meadio.

CONTENIDO ¥ COMPOSICION
Cédigo BO210606: envase x 100 g.
Cédigo BO210606: envase x 500 g.

FORMULA (en gramos por litra)

FEFTOMA DE GELATINA. 1]
EXTRACTD DE LEVADILIRA, a
GELUCOSA g
LISINA {fulu}
CITRATO DEHIERRD Y AMOMIO O
TIOSULRATD DE SO0, (eln'}
FLURFURA OE BROMDCRESOL {ulor]
AEAR 150

pHFINAL-ET 202

INSTRUCCIONES

Suspender 35 g del polo en 1 e de agua purificada. Repasar
5 minulos. Calentar agitando con frecuencia y hesvir durante wn
minula hasta la disalucitn completa. Distibuir en lubos y eslerilizas
en autoclave & 121°C durante 15 minubos.

Enfriar y dejar soldificar en pasicién inclinada (pico de flauta pro-
fundal.

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTOD

Medio de cullive deshidratads: color besge, homogéness, e dag-
izarniento.

Medio de cullivo preparado: color plnpura rojino.

ALMACEMAMIENTO
Madio de cullive deshidratade a 10-35 °C.
Medio de cullivo preparade a 2-8 °C.

PROCEDIMIENTO

Siembra:

A partic de un cultive puro del microorganisma en estudio y me-
dianie &l uzo de aguja de inocutacion, inocular & medio de cultiva,
picando el fonda y edendiendo sabre ka superficie dal mizmo.
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Lisina Hierro Agar

Incubacicn
En asvrobiosis, a 35-37 "C durante 18-24 horas

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Decarboxileciin de la ksinac

Resultado Positivo: superficie alcalina / peofundidad alcalina (pi-
co vidleta # fondo wioleta).

Resultado negativa: superfice alcalina #profundidad dcida (pico
vicleta / fomdo amariio).

De=aminacidn de i lisina;

Resultado positive: superfcie mjiza # profundidad dcida Esio
sucede con cepas del género Prodeus, Providencia y algunas de
Morganela spp.

Resultado pasitivo: =nnegrecimiento del medio de cultivo (espe-
cialmente &n el limitz entre la superficie y profundidad).
Resultado negativo: =1 medio de cultivo permanece sin cambio
de calor

CONTROL DE CALIDAD

MCROOREANEROS  DESCARBOINL ACKIN DESAMINADION PRODUCINN

DE LESIris, DE LESika DE 5H,
L] (muparbca])
Frofmm mrsbin . +
AICC 43071 Hoskor mrrariic]) feskor oed
Salmonala frphemusus - v +
ARCC 14008 Hookon pispered Hoolor pispersd {color segro)
—ry— - - -
ARCC 1302 ook Hookor
Hisamis precrecrms - v
ARCC TO0E0a Hookor pisperal Hoodor prisperl
Eachancha. coit - v
ARCC 2507 [colos pirpensd Hookor prispersl
COWTROL DE ESTERLDAD RES1 8 Tl
i mn rocskr Sam. cambeanm

LIMITACIONES
Las especes de Probeus no ennegrecen e medio de cultiva al pro-
ducir 4, . El sulfura de hiero puede no evidenciarse en microor-

SIMBOLOS UTILIZADOS

o] ] G A

[EL L s W [S112 08 Lt
HYTHS

] EHRAAT

L

[or]

ganismas gue no producen ising decarboxilasa debico a gue la ack-
dez del medio puede inhibir su formacidn. Por eso s recomienda
realizar en paraleln la prueba de TSI Ager (Britanka )

MATERIALES NECESARIDS NO PROVISTOS

Equipos y material de laboratorio, microorganismos para control de
calidad, reactivas y medios de cultiva adicionales seqgin requeri-
mierio

PRECAUCIONES

- Solamenie para uso diagndstico in viteo, Uso profesional exche-
shio

= Ma ulilizar el producto = & recibido su envase estd abierto o da-
fiado.

- Mo utilizar &l products 5i existen signas ds conkaminacidn o debe-
rioro, as/ comao tampoco s ha expirado su fecha de vencimienio

- Ltilizar guantes y ropa prodeciora cuando se manipula & produc-
io.

- Considerar las muesins coma polencialmente infecciosas y ma-
nipularizs apropiadamente siguienda ks normas de bicsegundad
eshabhlecidadas por el laboratoia.

- Las caracienstices ded producio pusden alterarse @i no se conser-
wa apropiadamenie

- Descartar e producio gue no ha sido utiizada y los desechos del
mismo segldn reglamentaciones vigenbes.

REFEREMCIAS

- MacFaddin 1985, Media for isolation-cultvation-identification-
mardenance of medcal bacteria, wol 1. Williams & Wilins, Bali-
more, Md

- Ewing. 1988, Edwards and Ewing's identification of Enfercbac-
tenaceas, 4th ed Elsevier Soence Publishing Coy Inc, Mew York,
MY

- Holt, Krieg, Sneath, Staley and Wiliams (ed). 1994, Bagey's
Manual™ of determinative bacteriology, Sth ed Willams 4 Wikins,
Halimare, Md

- WMurray PR, Baron, Plaler, Tenover and Yoloen 1999, Manual of
dinical mioobiclogy, Tth ed. fmerican Society for Microbiology,
‘Washington, 0T

INDICACIONES AL CONSUMIDOR
Utilizar el producta hasia su fedha de wencimienio.
Conserar el producio segdn las indicaciones del étulko.

g 4

Pl i
PRMLTMH I

[
TR RATLRA

T CE
£

CoTEE & ]

I LR R BT SR

WWW, info@
britanialab.com britanialab.com

193

L - B D



ANEXO D
FICHA TECNICA DEL AGAR SABOURAUD CON CLORANFENICOL Y
CICLOHEXIMIDA

Technical Data

Sabouraud Cycloheximide Chloramphenicol Agar Mo664

Sabouraud Cyeloheximide Chloramphenicol Agar is used for selective solaton and cultivation of fungi.
Composition®*

Ingredients Cms / Litre
Peptic digest of animal tssue 100,000
Dextrose 200000
Chlorampheniool (0440
Cycloheximide 0.500
Agar 15,000
Fimal pH { at 25°C) 68402

**Formula adjusted, standardized 10 suit performance parameters
Directions

Suspend 4554 grams in 1000 ml distilled water. Heat to boiling to dissolve the medivm completely, Sterilize by autoclaving
at 15 Ibs pressure (121°C) for 15 minutes. Mix well and pour into sterile Petri plates.

Caution | Cycloheximide is very toxic, Avoid skin contact or aerosol formation and inhalation.

Some pathogenic fung may produce mfective spores, which are easily dispersed m air, so examination should be carried out
in safety cabimet.

Principle And Interpretation

Sabouraud Dextrose Agar was onigimally formulated by Sabouraud (1) and further modified by Emmons (2) by reducing
dextrose content and adjusting the pH close o neutral,

Peptic digest of animal tisswe 15 the source of nitrogenous growth factors while dextrose provides an energy source for the
growth of microorganisms. The media can be rendered selective for fungi by antibiotics such as Chloramphenicol (4) and
Cyeloheximide (5), which inhibit some bacteria as well as some saprophytic and pathogenic fungi, This medium inhibits fungs
like Crprococeus neaformans, Aspergillio, Nocardia, centain  Candida species but allow the dermatoplytes o grow well,

Quality Control

Appearance

Cream to vellow homogensous free flowing powder

Geelling

Firm, comparable with 1.5% Agar gel

Caolour and Clarity of Prepared Medium

Light amber coloured clear to slightly opalescent gel forms in Peini plates
Reaction

Reaction of 4.5% wiv aqueous solution at 235C, pH : 6.8£0.2

pH

6,60-7.00

Cultural Response

b6 Cultural characteristics observed after an incubation at 25-30°C for 2-3 weeks.
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Organism Inoeulum

Cultural Response
*Aspergiltus brosiliensis S0 100
ATOC Jeaia

Candicler albicans ATOC 20100
1231

Grawih

FICHE=[UOiT

poor-fair

Recovery

==2{"a

Please refer disclaimer Overleaf
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ANEXO E.
DILUCIONES SERIADAS DE 1:5 HASTA 1:100.000.

Fruto
Dilucion Maracuya Guayaba Ciruela
es
1:5
w‘z‘w\\ﬁ
\/E P
PR YAVAL
1:10
M/._!ML/(M %
% ‘/4:: 7=2
21 /14 /1
—
1:100
1:1.000
F:.: \I:\,‘\(\)v ‘, lv
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1:10.000

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO F.
PASES COMPLETOS DE LAS DOCE CEPAS EN AGAR LISINA POR SIEMBRA
EN AGOTAMIENTO.

Primer pase

CaracterizaciOn macroscopica

Maracuya Cepa A Cepa Patron

Forma: Circular. Forma: Circular.
Bordes: Regular. Bordes: Regular.
Textura: Cremosa. Textura: Cremosa.
Color: Beige. Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células circulares pequefias Posee células circulares pequefias
homogéneas. homogéneas.

Segundo pase

Caracterizacibn macroscopica

Forma: Circular. Forma: Circular.
Bordes: Regulares. Bordes: Regulares.
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Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Tercer p

ase

Caracterizacion macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

A

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Cuarto pase

CaracterizaciOn macroscopica
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Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

y -4

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Posee células circulares pequenas
homogéneas.

Primer pase

Caracterizacibn macroscopica

Maracuya Cepa B

Cepa Patron

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica
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Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas

Posee células circulares pequeinas
homogéneas.

Segundo p

ase

Caracterizacion macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion m

icroscopica

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Tercer p

ase

Caracterizacion m

acroscopica
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Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizaciéon m

icroscopica

A

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequeinas
homogéneas.

Cuarto pase

Caracterizacibn macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

d -~
e

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Primer pase

Caracterizacion macroscopica

Maracuya Cepa N |

Cepa Patron
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Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células circulares pequefias Posee células circulares pequefias

homogéneas.

homogéneas.

Segundo pase

Caracterizacion macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica
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Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Tercer p

ase

CaracterizaciOn macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

A

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Posee células circulares pequeinas
homogéneas.

Cuarto pase

CaracterizaciOn macroscopica
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Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Posee células circulares pequenas
homogéneas.

Primer pase

Caracterizacibn macroscopica

Maracuya Cepa P

Cepa Patron

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

L2 T

Tipgs

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Segundo pase
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CaracterizaciOn macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células circulares pequefas

homogéneas.

homogéneas.

Tercer pase

Caracterizacibn macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica
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Posee células circulares pequeinas




A

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Posee células circulares pequeinas
homogéneas.

Cuarto pase

Caracterizacion macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Posee células circulares pequenas
homogéneas.

Primer pase

Caracterizacion macroscopica

Guayaba Cepa | | Cepa Patrén
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Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

o
"

Posee células ovaladas alargadas

heterogéneas

homogéneas.

Segundo pase

Caracterizacion macroscopica

Forma: Circular.

Bordes: Regulares.

Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica
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Posee células circulares pequefias




Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Tercer p

ase

CaracterizaciOn macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

N
p® “ ‘

%
%g "

A

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequeinas
homogéneas.

Cuarto pase

CaracterizaciOn macroscopica
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Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequenas
homogéneas.

Primer pase

Caracterizacibn macroscopica

Guayaba Cepa J

Cepa Patron

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Segundo pase
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CaracterizaciOn macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

L
(Y

Posee células ovaladas alargadas

heterogéneas.

homogéneas.

Tercer pase

Caracterizacion macroscopica

Forma: Circular.

Bordes: Regulares.

Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica
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Posee células circulares pequefias




3

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Cuarto pase

Caracterizacion macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequenas
homogéneas.

Primer pase

Caracterizacion macroscopica

Guayaba Cepa G

Cepa Patron
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Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células ovaladas alargadas

heterogéneas

homogéneas.

Segundo pase

Caracterizacion macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica
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Posee células circulares pequefias




el M

"e"d’

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Tercer p

ase

CaracterizaciOn macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

e,

A

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Cuarto pase

Caracterizacibn macroscopica
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Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequenas
homogéneas.

Primer pase

Caracterizacibn macroscopica

Guayaba Cepa H

Cepa Patron

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Segundo pase
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CaracterizaciOn macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células ovaladas alargadas

heterogéneas.

homogéneas.

Tercer pase

Caracterizacibn macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica
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Posee células circulares pequefas




A

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Cuarto pase

Caracterizacion macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

phyd"

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Primer pase

Caracterizacibn macroscopica

Ciruela Cepa L | Cepa Patron
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Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

}

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Segundo pase

Caracterizacion macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica
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50

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Tercer pase

CaracterizaciOn macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

3‘.‘.‘.

[ T R g

A

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Posee células circulares pequenas
homogéneas.

Cuarto p

ase

CaracterizaciOn macroscopica
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Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Posee células circulares pequeinas
homogéneas.

Primer pase

Caracterizacibn macroscopica

Ciruela Cepa M

Cepa Patron

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

roe

L

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas

Posee células circulares pequenas
homogéneas.

Segundo pase
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CaracterizaciOn macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células ovaladas alargadas

heterogéneas.

homogéneas.

Tercer pase

Caracterizacibn macroscopica

Forma: Circular.

Bordes: Regulares.

Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica
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Posee células circulares pequeinas




A

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequeinas
homogéneas.

Cuarto pase

Caracterizacion macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Primer pase

CaracterizaciOn macroscopica

Ciruela Cepa C | Cepa Patron
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Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células ovaladas alargadas

heterogéneas

homogéneas.

Segundo pase

Caracterizacion macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica
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Posee células circulares pequefias




Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Tercer p

ase

CaracterizaciOn macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

A

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequeinas
homogéneas.

Cuarto pase

CaracterizaciOn macroscopica
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Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células ovaladas alargadas
heterogéneas.

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Primer pase

Caracterizacion macroscopica

Ciruela Cepa D

Cepa Patron

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regular.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células circulares pequefias
homogéneas.

Posee células circulares pequefias
homogéneas.
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Segundo pase

Caracterizacion macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

v.:"
e

.én‘!

Posee células circulares pequefias

homogéneas.

homogéneas.

Tercer pase

Caracterizacion macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

226

Posee células circulares pequefias




A

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Posee células circulares pequeinas
homogéneas.

Cuarto pase

Caracterizacion macroscopica

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Forma: Circular.
Bordes: Regulares.
Textura: Cremosa.
Color: Beige.

Caracterizacion microscopica

Posee células circulares pequefas
homogéneas.

Posee células circulares pequenas
homogéneas.

Fuente: elaboracién propia
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ANEXO G.
QUINTO PASE DE CEPAS SELECCIONADAS JUNTO CON LAS CEPAS DE

REFERENCIA.
Quinto pase
Cepa control Cepa seleccionada Cepa control (No
(Saccharomyces) Saccharomyces)
Cepa A

Caracterizacion macroscopica

CepaN

Caracterizacion macroscopica
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Caracterizacion microscopica

Cepa P

Cepa D

Caracterizacion macroscopica
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CepalL

Caracterizacibn macroscopica

Caracterizacion microscopica
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Fuente: elaboracion propia
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ANEXO H.
DESARROLLO DE LA CURVA DE CALIBRACION PARA LA DETERMINACION
DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES.

Para realizar la curva de calibracidén se tomé una solucién patrén de glucosa, puesto
gue este es uno de los azucares presentes en el mosto, el cual es utilizado como
sustrato por microorganismos como las levaduras para producir etanol y a su vez
este reacciona con el reactivo DNS, ya que es un monosacarido.

Se realizaron tres réplicas de la curva de calibracion a partir de una solucion patrén
de glucosa a una concentracion de 0.2 g/L.

Primero fue necesaria la preparacion de 5 soluciones en tubos de ensayo marcados
segun la solucién correspondiente, en la cual se tomaron para la solucién patron de
glucosa y agua destilada las cantidades mostradas a continuacion.

Datos para la elaboracién de las soluciones de glucosa.

Volumen
Numero solucién Volumen
de tubo patron de agua
glucosa destilada (ml)
(ml)
1 0.1 9.9
2 0.3 9.7
3 0.5 9.5
4 0.7 9.3
5 1 9

Fuente: elaboracion propia

Luego se tom6 un volumen 500 uL (0.5 ml) de solucion de glucosa y de reactivo
DNS, como blanco se utiliz6 agua destilada. En un vaso de precipitado de 1000 ml
se vertié agua, se llevé a ebullicién y se colocaron los 6 tubos, incluyendo el blanco,
dentro del vaso de precipitado por 5 minutos, luego de este tiempo se tomé un vaso
de precipitado de 1000 ml que contenia agua con hielo y se colocaron los 6 tubos
por 5 minutos hasta que se enfriaran, para terminar se les agregaron a los 6 tubos
500 pL de agua destilada para diluir las soluciones, y finalmente se realizo la lectura
de la absorbancia de cada una de ellas a una longitud de onda de 540 nm.

En el diagrama se encuentra explicado el desarrollo de la curva de calibracion para
la determinacién de azucares reductores.
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INICIO

De=samollo curva
de calibracion
Solucidn patron
i glucosa
Preparacion Agua desfilada
soluciones
47/ Tubos de ensayo /
0.5 IT'i de Muesiras en agua
solucion de en ebullicion
glucosa Preparacion de las
soluciones
Muestras en agua
0.5 ml de DNS l con higlo
0.5 ml agua i Espectrofotometro
Aesfilada Leer absorbancia / sA0nm

FIM

Fuente: elaboracién propia
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ANEXO |
PROTOCOLO PARA LA PREPARACION DEL REACTIVO DNS.

Para la preparacion de 250 ml de reactivo DNS se pesaron 2 g de hidroxido de sodio
(NaOH), 40 g de tartrato de sodio y potasio, 2 g de acido 3,5-dinitricosalisilico (DNS),
0.4 g de fenol 0.1N y 0.1 g de metabisulfito de sodio, todo esto se disolvié en agua
destilada caliente en agitacion, se dejo enfriar y se envaso en un frasco ambar, ya
gue este reactivo es fotosensible.

Protocolo de preparacion para el reactivo DNS.

INICIO

——»  2zMalH
Reactivo DMNE
* _| 40 Tarrato de
sodioy potado
Pesar
——»  zgons |
+ | 04gfenol |
Disalver
. 0.1z meta
7| bisulfito de sodio
L i
Agitar 250ml Agzua
caliernte
r
Ervasar L—p! Frascoambar
 J
FIMN

Fuente: elaboracién propia
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ANEXO J.
CALCULOS DEL ANALISIS DE VARIANZA ANOVA PARA EL DISENO DE
EXPERIMENTOS.

Ecuacion 10. Numero de datos para el andlisis de varianzas.

Nza*b*nreplicas
N= 3% 3%x3=27

Fuente. WALPOLE,Ronald; MYERS,Raymond and MYERS,Sharon. Probabilidad y estadistica para
ingenieros&nbsp; sexta ed. México FC: Pearson Educacion, 1999. 465 p.

Ecuacion 11. Suma de cuadrados totales

SCT = SCE, + SCEyp + SCE45 + SCDgg

YZ
2t %
SCT =0,2422+0,04473+0.1348+0,3938

SCT =0,8156

Fuente. WALPOLE,Ronald; MYERS,Raymond and MYERS,Sharon. Probabilidad y estadistica para
ingenieros&nbsp; sexta ed. México FC: Pearson Educacion, 1999. 465 p.

Ecuacion 12. Suma de cuadrados entre factores A

SCE, = ! ZYZ v
47 bn L. N

SCE, = % % (9,1052 + 8,4622 + 7,063%)-
SCE, = 0,2422

24,632
27

Fuente. WALPOLE,Ronald; MYERS,Raymond andMYERS,Sharon. Probabilidad y estadistica para
ingenieros&nbsp; sexta ed. México FC: Pearson Educacion, 1999. 465 p.

Ecuaciéon 13, Suma de cuadrados entre factores B

24,632
27

SCEp = — * (8,726% +7,992% + 7,9122)-
SCE = 0.04473

Fuente. WALPOLE,Ronald; MYERS,Raymond and MYERS,Sharon. Probabilidad y estadistica para
ingenieros&nbsp; sexta ed. México FC: Pearson Educacién, 1999. 465 p.

Ecuacion 14. Suma de cuadrados entre factores AB
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1 Z
SCE,p = ;Z V2 === SCE, — SCE,

SCE, 5 = é* (3,0282 + 2,8102 + 3,2672 + 2,8722 + 2,8512 + 2,7392 +
24,632

2,826% + 2,3312% + 1,9062%) — —-——10,2422 - 0,04473
SCE,z = 0,1348

Fuente. WALPOLE,Ronald; MYERS,Raymond and MYERS,Sharon. Probabilidad y estadistica para
ingenieros&nbsp; sexta ed. México FC: Pearson Educacion, 1999. 465 p.

Ecuacidon 15. Suma de cuadrados dentro de tratamiento

SCDER = SCT - SCEA - SCEB - SCEAB
SCDgr = 0,8156 - 0,2422 - 0,04473 - 0,1348
SCDgg = 0,3938

Fuente. WALPOLE,Ronald; MYERS,Raymond and MYERS,Sharon. Probabilidad y estadistica para
ingenieros&nbsp; sexta ed. México FC: Pearson Educacion, 1999. 465 p.

Factor A (Tiempo de fermentacion)

Para este factor, la tabla de andlisis de varianzas muestra un valor Fa calculado de
5,536 y un valor F de tablas de 3,55 a un nivel de significancia de 0.05. Con estos
valores se elabor6 la grafica 11 para determinar la aceptacion o rechazo de la
hipétesis nula HO.

Grafica 11. Distribucion F para el factor A,
efecto del tiempo sobre la concentracion de
glucosa

3,55 5,536

Fuente: elaboracién propia
Como se observa el valor de Fa calculado de 5, 536 queda en la zona de rechazo

de la hipdtesis nula, HO, con esto se concluye que hay efecto significativo del tiempo
sobre la concentracion de glucosa.
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Factor B (Cepa seleccionada)

Para el factor B, la tabla de analisis de varianza arroja un valor FB calculado de
1,022 y un valor F de tablas de 3,55 a un nivel de significancia de 0.05. Con estos
valores se elabor¢ la grafica 12 para determinar la aceptacion o rechazo de la
hipotesis nula HO.

Gréafica 12. Distribucion F para el factor B,
efecto de la cepa seleccionada sobre la
concentracion de glucosa

|
|
1,022 3,65

Fuente: elaboracion propia

Como se observa el valor de FB calculado de 1,022 queda en la zona de aceptacion
de la hipétesis nula, HO, con esto se concluye que no hay efecto de la cepa
seleccionada sobre la concentracién de glucosa.

Interaccién de los factores A (Tiempo de fermentacién) y B (Cepa
seleccionada)

Para el factor de interaccion AB, la tabla de analisis de varianzas muestra un valor
FAB calculado de 1,541 y un valor F de tablas de 2,93 a un nivel de significancia
de 0.05. Con estos valores se elabor6 la grafica 13 para determinar la aceptacion o
rechazo de la hipétesis nula HO.
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Gréfica 13. Distribucion F para el factor de
interaccién AB, efecto de la interaccién entre
el tiempo y la cepa seleccionada sobre la
concentracion de glucosa

1541 293

Fuente: elaboracion propia

Como se observa el valor de FAB calculado de 1,541 queda en la zona de rechazo
de la hipétesis nula, HO, con esto se concluye que no hay efecto de la interaccion
entre el tiempo y la cepa seleccionada sobre la concentracion de glucosa.
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ANEXO K.
ESPECIFICACIONES POTENCIOMETRO SI ANALYTICS.

2 Aparato de medicion del pH Lab 870

Maxima seqguridad al medir y calibrar gracias 3 la deteccion sin cable de electrodos 1D, SI Analytics
- Valores de medicidn predisos y trasladables mediante |a determinacion perfecta del
sisterna de medicidn.
Electrodos y soluciones tampdn
- Medicién y calibracion rapida del pH mediante un algoritma optimizada de medicidn.
- Seguridad en la visidn con el "CalClock”, |a evaluacidn del sensor y el temporizador calibrado
- Documentacion rapida v simple seqin GLP mediante |a comunicacidn perfacta a través de USB (Slave) y RS 232
- Identificacién automatica e intercambio y disposicién de datos de los electrados 10,
- El montaje del soporte especial con un clic y el soporte queda fijado con sequridad
- El material suministrado en conjunto es el siguiente:

- Aparato de medicion

- Electrodo con sensor de temparatura integrads
- Soluciones tampdén

- Soporte

- Fuente de alimentacidn

- Tapa

Especificaciones:

Margen de medicidn del pH: -2.000pH a +19.999pH
-2,00pH a +19,%5pH
Exactitud (1 digito): 0,005
£0,01
Margen de medicidn mv: -989.9 mV a + 999.9 mv
-999m\V a +99%mY
Exactitud (%1 digito): £0,3mV
] mV
Margen de medicion de |a temperatura: -5,00C & +120,09C
Exactitud (+1 digita): 0,19C
Tipo ud.E Cadigo
Lab B¥0 DIN Set 1 9.773851
Lab BYD BNC St 1_89.773 852
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ANEXO L.
FICHA TECNICA LEVADURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE, AGENTE
EMULCIONANTE E491.

(¢ Fermentis

LESAFFRE FOR BEVERAGES

SafAle™ K-97

Levadura tipo ale alemana seleccionada por su capacidad de formar una capa superficial de espuma muy firme y espesa durante la
fermantacitn. Es apta para producr ales con baja concaniracstn de ésteras y pueda ser uliizada para carvazas da tigo tipo balgas. Su bajo
perfil de atlenuacitn genera cenvezas con buana persistencia en el patadar.

INGREDIENTES: Levadura (Saccharomyces cargvisiae), agante emulsionarie E491

ESTERES ALCOHOLES AZUCARES FLOCULACION SEDIMENTACION
TOTALES SUPERIORES TOTALES  RESIDUALES

55 85 0 5

ppoe a 15°Py 20°C ppam a 18°P y 20°C * Zg mahotriose/L
il tibes EBC en tubing EBC cofTesponds 3 Ul aenuaciin
aparente de B1%

FERMENTACION: ideal 15-20°C (59-68°F)
DOSIS: 50 a B0 g/hl en la fermentacifin primaria

INSTRUCCIONES DE SIEMBRA:

Previamente a la inoculacidn, se debe rehidratar la levadura seca en un recipiente con agitacidn hasta formar una crema. E| procedimiento
consiste en esparcir [a kevadura seca en un volumen de agua esténil o mosto 10 veces superior a su propio peso, a una lemperatura de
252 29°C (TT°F to B4°F). Una vaz que al peso total de |a kevadura se encuentre reconstituido en forma de crema (esta etapa Beva de 15a
30 minutos) se mantiane |a agitacidn suave por otros 30 minutos. Posteriormente se siambra la crema chienida en los fermentadores.
Altamativarants, sa pusde sambrar directamants levadura saca en el farmentador, asagurando que ka tamparatura del mosto supere los
20 *C (B8 °F). Este procedimiento consiste en esparcir a levadura seca en forma progresiva sobre |a superficia del mosto, asegurando que
la misma cubra toda el drea disponibla, evitando la formacisn de grumos. Se daja an reposo por 30 minuibes  Usgo sa mazca el mosto, por
ajemplo, utilizands aireacion.

ANALISIS TiPICOS: ALMACENAMIENTO
% peso seco W0-965 Durante el ransporte: e producio puede ser transportado y almacanado
Células viables al envasado: =6x 10 a lamparalura ambsente durante 3 meses, sin que sea afectada su
Bactarias fotlas": <5iml performance.
Bactarias dcido acéticas": <1iml .
L s <1 fmi A desting: Consarvar en lugar fresco (< 10 °C/ 50 °F) y ambiante seco.
Pediococcus’: =1iml .

. . VIDA UTIL
Levaduas salvajes no Saccharomyces™: < 1/ml .
Microorganismis petigencs: en acusrdo a la requlacién vigente 35 meses luego de la fecha de produccidn. Ver a facha maxima

recomendada para su impresa en & sachet.

*Cuando |a levadura seca es inoculeda @ una tesa de Los sachet abserios deban ser sellados y almacenados a 4°C (39°F) y
100 gl o > 6 x 106 calulaswiables / mi utiizados dentro de los T dias posteriores a su aperura. Mo wlilizar los

sachel blandos o dafados.

Se informa que cualguier cambio en el procesa fermentativ puede alerar |a calidad final del producto. Por o tanto, se sugiers realizar
ansayes de fermentacion antes de ublzar comercialmants nuestra levadura.

TECHMICAL DATA BHEET - Sabdle™ K-07 - Rev NOVZDIE

Fesmantis. Division of 5.1, Lesaffre - BP 3029 - 137 Rue Gabwiel Péri - 30703 Marcg-an-Barcmel Cedex - FRARCE - Tel. 433 (0)3 20 B1 &7 75 - Fae, 433 (003 20 21 62 70 - werfarmentizcom
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ANEXO M.
FORMATO SENSORIAL DE LA ORGANIZACION BEER SCORESHEET (BJCP)

BEER SCORESHEET

e o s AHA/BICP Sanctioned Compatfion Propram i) homek

ir.ll.ldﬂﬂ Marms {pring) Category # Suboabsgory (a4 Entry #

i Judge BJCF ID Bubaategory (el oul)
Speolal Ingr it

i

1 Judge Emall
e M dvery bl A Bofbe Inspaotion: 0 Appropriste dee cap G0 level, libel removal, e

BJCF Rank or 3tatuc:

O Appressce O BRecopnied T Centilied

M abiyeal o O (zand Memlsr _ APOMA jan appropriais for syl Lk
' Hemoiisy' Mamer O Honeewry (M 0 Mesd Jadgs Comrnrt on mak bor, 4B an Ther BUTEIC

O Provigoeal Judge O Rank Peadisg O Cidder Judge
Hon-BJCP Gualifoations:

O Prolssionsl Brewsr O Bes Semmelicr O GABFWEC

O Conife] Ciasae O Adv. Cieseas O Msisr Cicssoag
O Serory Traismg O Other

Degoriptor Definticns (Mark all that applyl: ADpEaranos o o M eve) i3
O Acataliehyde - Green apple-like anma and Navar. Cimmmrent y sohe, i A, el v fputenfion, suler. ek iewiord

O Alesbiolic = The soma, Davor, md warmisg et ol
ethanal s highs slohels. desiribeed do fed

O Astrispest - Puskerng, lagering hardinsia anlior Snvass
gy e il Barsh gl i

Crordrn

[FlAVOT [o sprepras for mvi) ____[m
T Diacers] - Astifaial builes, bullernich, o pifee womi \Commsant o ik, g, talarca, e o S
nd Maver 5 peftasivead i g alich the kagus

T DS (Sl sulfide) - Al low bevels o swesl, cocked o
caned aom-liks e ad Naves

O Esiery - Asomia sndlor Maves of sy caler (e, frain
Naworngs, of foes

O Carsasy — ArcenwThaver of fesb-cul grass of grosn leves,

O Ligh-Struck — Similar o the aroms of s shusk ﬂ:’;‘;m"m sl ot —

I Micaallic - Tissry, cosiny, copper, iros, of bisod-like e

T Musiy - Stae, musty, or meldy sroemasTavor:

O Chuidized] - Anry oo oo oomibisaaon of stae, vy /v,
cordand, pasesy, o aherry like aromas end Mavers

O Fhesalic - Sy (ke pepper), enoky, phioce:, plstic
selbsiive sirip, malior medarizal (shlosophonsla:) Dverall Impreccion /1

O Sadvesi— PR —— el {fusel Crmrsant o cvarsll drinkisg s susciied Wil STy, GRS R ERIECE S IEperaE
alonbek] Similer Lo estons of leeqoes loanst aomn.

O SowriAcidic - Tortmns in afom and Devor, Ces be dam
and clean (lactic axid), of vingge-le (acelic axid)

O Sulfer - The e of ftien aggs o burming maichs:

T Wigetal - Cookal, conned, of rollen vegetably s mnd
Narvor (cabiige, eninn, oelery, g, oe.)

O Weasty — A brealy, smifury or veasi-like groms of laves

Toial IS0

Outsissding (45 - 300 Workd-clum suephs ofsivls. Stylistic Avourucy

Exeedlent (38 - 44 Fxamplifs ol wel, raquine meinor fins-aming. ChssicExample 0 O O O O NeoeeSok
Wiery (s (30 « 3T} Carsarlly within syls parayssr, ks wisr Sns Teehiical Meric

oo (21 -5 Wi ha ke o vl andior miror S Flawlms O O O O O Sigmifesst Flaws
Fair (14 -0 cer or A e Lrpamr Lntangibles

Prohlematic (90 - 13 Major o Suve and wors dorsins. Tard o drink. Wondesful O O O O O Likeles
BN Bner Scoreshord. Copreright € 207 Biner Jaclpe Cerifcasion Frogrem o 90802 Floane sined camy comomemt o Uiy Do G O g
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ANEXO N.
DETERMINACION DEL PROCENTAJE ALCOHOLICO APROXIMADO DE LA
CERVEZA ARTESANAL.

Para la determinacion del porcentaje alcohdlico tanto en las fermentaciones a baja
escala como de las cervezas artesanales elaboradas con la cepa D, Candida
tropicalis y la cepa patron, Saccharomyces cerevisiae se realizo el siguiente célculo.
Pre experimentacion fermentacion, Candida tropicalis.

. 1000 * (1,070 — 1,004)
porcentaje de alcohol = o =8,9%

Cerveza artesanal con Candida tropicalis

) 1000 * (1,052 — 1,006)
porcentaje de alcohol = v =6,22%

Pre experimentaciéon fermentacién, Saccharomyces cerevisiae

. 1000 * (1,070 — 1,002)
porcentaje de alcohol = o =9,22%

Cerveza artesanal con Saccharomyces cerevisiae

) 1000 * (1,068 — 1,002)
porcentaje de alcohol = o =8,91%
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ANEXO N.
DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE ATENUACION DE LA CERVEZA
ARTESANAL

Para la determinacion del porcentaje de atenuacion, tanto en las fermentaciones a
baja escala como de las cervezas artesanales elaboradas con la cepa D, Candida
tropicalis y la cepa patron, Saccharomyces cerevisiae se realizo el siguiente célculo.
Pre experimentacion fermentacion, Candida tropicalis.

Atenuacion < 100 (1070 -1008) _
enuacion = 1,070 = ’ 0

Cerveza artesanal con candida tropicalis

Atomuacion < 100* (1052-1,006)
enuacion = 1,052 = ’ 0

Pre experimentacion fermentacion, Saccharomyces cerevisiae

Atomuacion < 100 (1070-1,002)
enuacion = 1070 =97,47%

Cerveza artesanal con Saccharomyces cerevisiae

Atoruacion < 100 (1068 -1,002) _
enuacion = 1,068 = 0
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ANEXO O.
ANALISIS DEL MAESTRO CERVECERO JUAN SEBASTIAN RODRIGUEZ
CERVEZA CEPA D.
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ANEXO P.
ANALISIS DEL MAESTRO CERVECERO CESAR SALCEDO CERVEZA CEPA
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ANEXO Q.
ANALISIS DEL MAESTRO CERVECERO JUAN CARLOS RIVEROS CERVEZA

CEPAD.
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ANEXO R.
ANALISIS DEL MAESTRO CERVECERO DANIEL AMEZQUITA CERVEZA
CEPA D.
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ANEXO S.
ANALISISDEL MAESTRO CERVECEROJUAN SEBASTIANRODRIGUEZ
CERVEZACEPAPATRON.
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ANEXO T.
ANALISIS DEL MAESTRO CERVECERO CESAR SALCEDO CERVEZA CEPA
PATRON.
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ANEXO U.
ANALISIS DEL MAESTRO CERVECERO JUAN CARLOS RIVEROS CERVEZA
CEPA PATRON.
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ANEXO V.
ANALISIS DEL MAESTRO CERVECERO DANIEL AMEZQUITA CERVEZA
CEPA PATRON.
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