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1. RESUMEN

La cerveza es un caldo de cereales fermentado; en esta las levaduras son las
responsables de fermentar el mosto cervecero convirtiendo el azlcar en etanol y didxido de
carbono. La produccion de la cerveza industrial y artesanal se ha incrementado, generando un
desafio entre las compafiias por optimizar los procesos de produccién sin afectar la calidad del
producto. Los procesos fundamentales en la produccion de la cerveza son la fermentacion y la
maduracion los cuales requieren de mucho tiempo para llevarse a cabo, esto ha generado un
gran interés por la aplicacion de la tecnologia de inmovilizacion celular, la cual permite
optimizar la produccion de cerveza debido a que el area superficial aumenta incrementando la
velocidad de reaccion. En el presente estudio se implementa la inmovilizacion de
Saccharomyces cerevisiae en una matriz de nanofibras de celulosa y alginato de sodio para la
produccién de cerveza en un sistema de fermentacion semi-continuo; obteniendo como
resultado la reduccion de tiempo en la produccién de cerveza al fermentarse y madurarse en el

mismo sistema, reduciendo a tres dias el proceso que de otra manera toma alrededor un mes.

Palabras clave: cerveza, fermentacion, inmovilizacién celular, matriz, nanofibras de celulosa.



2. ABSTRACT

Beer can be defined as fermented malt wort; by yeast which are microorganisms that
are responsible for the fermentation process to occur by metabolizing fermentable sugar into
ethanol and CO.. Nowadays industrial and craft beer production have increased, creating a
dispute between beer companies for optimizing production processes without affecting
product quality. The most important processes in beer production are fermentation and
maturation which required a lot of time, this issue has generated an increased interest in the
development of immobilized yeast cell technology, which allows the optimization of beer
production because surface area an reaction rate are increased. The present study focuses on
the immobilization of Saccharomyces cerevisiae in nanofibrillated cellulose and sodium
alginate matrix for beer fermentation in a fed-batch system, achieving time reduction in beer
making since fermentation and maturation occur in the same system, reducing the traditional

process that usually lasts a month to just 72 hours.

Key words: beer, cell immobilization, fermentation, matrix, nanofibrillated cellulose.



3. INTRODUCCION

La cerveza ha formado parte de la dieta de los humanos desde el afio 5000 a.C. (de
Gaetano et al., 2016), ganandose el puesto de la bebida alcohodlica més consumida en el mundo
con un consumo global de 1.83 billones de hectolitros en el afio 2015 (Olajire, 2012; KIRIN,
2015) (Anexo 1). Es elaborada a base de agua, malta, lupulo y levadura y consiste en un caldo
fermentado a partir de la coccion de cereales; contiene minerales como: calcio, hierro, zinc,
potasio, fosforo, magnesio, sodio, manganeso, cobre, selenio, fluoruro y silicio (de Gaetano et
al., 2016). Ademas de vitaminas del grupo B (niacina, riboflavina, piridoxina, folatos y
vitamina B12) y compuestos vegetales secundarios como los polifenoles (Salud, Laura,

Morona, Humberto y Brieva, 2016).

La produccion de cerveza ha evolucionado de elaborarse caseramente a producirse a
gran escala (Briggs, Boulton, Brookes, y Steven, 2004). Esto ha provocado que en el mercado
global, las empresas que se dedican a su produccion alcancen tamafios colosales (Farina et al.,
2017). Se realiz6 un estudio de mercado en el que se demostré que la cerveza artesanal es
escogida por sus consumidores debido a su gran variedad de sabores como: malta de cebada,
castafa y hasta cervezas con sabor a miel; distinguiendo una mayor calidad que las cervezas
comerciales (Aquilani, Laureti, Poponi y Secondi, 2015). Por ser una bebida arraigada a la

historia de la humanidad su consumo sigue incrementandose al igual que su produccién.

3.1 PROCESO DE ELABORACION DE CERVEZA

En el proceso de produccion de cerveza se requiere de mucha energia por parte
de los maestros cerveceros. A continuacion se describen los pasos a seguir para la produccién

de cerveza (Fig.1).



3.1.1 MOLIENDA DE CEREALES: En esta etapa se rompe la
malta manteniendo la integridad de la cé&scara para lograr un lecho filtrante que favorezca el
lavado de grano y la separacion del mosto. En la molienda se puede distinguir tres tipos de
fracciones: cascaras, sémolas y harinas, cuyo fin es aumentar las superficies de contacto de las
enzimas para que los componentes de la malta sean mas faciles de solubilizar durante la
maceracion. Finalmente, la calidad de la molienda tiene un impacto sobre la maceracion y
separacion del mosto, lo que conlleva a deficiencias en el rendimiento y calidad de la cerveza

resultante (Briggs et al., 2004; Santucci, Bras, Belgacem, Curvelo y Pimenta, 2016).

3.1.2 MACERACION: En cerveceria el agua es un componente vital
en los procesos de maceracion, dilucion de la cerveza, limpieza de la planta y otros. El agua,
también Ilamada licor de braseo, presenta diferentes caracteristicas de calidad dependiendo del
proceso al que se emplee. Durante el proceso de maceracion las caracteristicas finales de la
cerveza son definidas de acuerdo a la metodologia empleada (Briggs et al., 2004; Montanari,

Floridi, Marconi, Tironzelli y Fantozzi, 2005).

En el proceso de maceracién interviene el licor de braseo y la malta
previamente molida, el objetivo principal es hidrolizar el almidon de malta en glucosa,
maltosa, y maltotriosa (azlUcares fermentables), y dextrina (azUcares no fermentables); los
glucanos a oligosacéaridos; y las proteinas a péptidos y aminoacidos. La solubilizacién de
carbohidratos y proteinas ocurre gracias a un escalado de temperaturas que activan a las
enzimas contenidas en la malta. Como resultado se obtiene un licor dulce del que su
composicion esta sujeta a diferentes curvas de cocimiento empleadas ( Koljonen, Hamaélainen,
Sjéholm y Pietila, 1995; Montanari et al., 2005; Juri¢, Corié¢, Odak, Herceg y Ti$ma, 2015).
Este proceso es fundamental ya que al variar las temperaturas de coccion permite obtener

distintos tipos de cerveza (Kryl, Gregor y Los, 2012).



Existen dos técnicas para realizar la maceracion: por infusion y por
decoccién. Cuando se incrementa gradualmente la temperatura del macerado en un solo
contenedor, la maceracion se ejecuta por infusion. Mientras que en la maceracion por
decoccion, una porcion del macerado es separado de la mezcla, calentado hasta llegar al punto
de ebullicion y reincorporado al recipiente principal; este proceso se lo puede realizar de dos a
tres veces denomindndose doble o triple decoccidn. El proceso tarda alrededor de dos horas,
una vez concluido se prosigue a filtrar el macerado y la cama de granos restante es lavada con
agua para recuperar el extracto residual (Montanari et al., 2005; Worrell, 2008; Olajire, 2012;
Juri¢ et al., 2015).

3.1.3 FILTRADO Y LAVADO DEL GRANO: en estas etapas
ocurre la separacion del licor dulce de los sélidos provenientes del grano gastado, donde las
cascaras actuan como filtro durante este procedimiento (Preedy, 2009). En el inicio del
filtrado, se extrae el primer mosto, el cual contiene un extracto con una concentracion entre
16-20% de azUcares. Posteriormente, el grano gastado es lavado varias veces con agua
caliente (concentracion de extracto: 0,5-1%). La temperatura (75 - 80 °C) es un factor
importante durante este procedimiento, puesto que, su aumento reduce la viscosidad y se
acelera el lavado. No obstante, temperaturas sobre los 80 °C destruyen las amilasas
provocando que el almidén no solubilizado no se sacarifique (Briggs et al., 2004; Preedy,
2009).

3.1.4 EBULLICION: en este procedimiento el licor dulce junto con
los lupulos son llevados a punto de ebullicion (por un tiempo de una a dos horas), cuyo
objetivo es inactivar las enzimas, concentrar, esterilizar y saborizar el mosto. En este ultimo
aspecto, los alfa acidos (A.A) del lupulo (humulona, cohumulona, adhumulona, etc.) son
responsables del amargor, aroma y confiere las propiedades antioxidantes, preservantes y
antimicrobianas de la cerveza. Ademas, en este proceso disminuye el pH (de 0.1 a 5 unidades
de pH), se evaporan componentes no deseados y se destruyen las proteinas ( Koljonen et al.,
1995; Virkajarvi, 2001; Briggs et al., 2004; Olajire, 2012). Al final de la ebullicion el licor

dulce pasa a llamarse mosto cervecero.



3.1.5 WHIRLPOOL.: Cuando la ebullicion concluye, se remueve el
mosto de forma circular hasta formar un remolino denominado whirlpool, el cual permite la
precipitacion de soélidos (principalmente proteinas) para clarificar el mosto cervecero. Esta
etapa también puede llevarse a cabo mediante sedimentacion, filtracion o centrifugacion
(Willaert, 2012).

3.1.6 ENFRIADO: A continuacion el mosto cervecero es enfriado,
durante este proceso ocurre una segunda separacion de solidos que consisten en su mayoria de
proteinas, polifenoles y algunos lipidos. El objetivo de enfriar el mosto cervecero es alcanzar
una temperatura adecuada para ser inoculado con la levadura en el fermentador; airearlo u
oxigenarlo sin riesgo de deterioro oxidativo y, de esta manera, proveer oxigeno a las levaduras

en la etapas iniciales de la fermentacion ( Virkajérvi, 2001; Briggs et al., 2004; Olajire, 2012).

3.1.7 INOCULACION DE LEVADURA: Saccharomyces cerevisiae
es la especie de levadura més utilizada tanto a nivel industrial como artesanal. Esta levadura
presenta varias tipos de cepas, las cuales son utilizadas en los diferentes estilos de cerveza
(Kobi, Zugmeyer, Potier y Jaquet-Gutfreund, 2004). En este proceso los azlcares son la
fuente principal de compuestos de carbono para las levaduras, las cuales metabolizan los
azucares fermentables disueltos en el mosto cervecero, obteniendo como productos finales:
alcohol etilico (etanol), y didxido de carbono (CO2) (Briggs et al., 2004; Olajire, 2012), como

se muestra en la siguiente ecuacién (Bastidas, 2013):

CeH120Qg Fermentzions  2C,H:OH + 2CO»

3.1.8 FERMENTACION: Tradicionalmente la fermentacion se lleva
a cabo en sistemas batch, que consiste de una fermentacion lenta con levadura libremente
suspendida, tomando alrededor de tres a cuatro semanas (Almonacid, Najera, Young, Simpson
y Acevedo, 2012). La fermentacidn se divide en dos fases: la principal, la cual toma de seis a

diez dias; y la secundaria, la cual toma de una a dos semanas. Ambas fermentaciones ocurren



en el mismo fermentador (Virkajarvi, 2001; Briggs et al., 2004). Durante este proceso, la
levadura va a presentar floculacion como consecuencia del agotamiento de los azucares
fermentables al término de la fermentacion primaria. Esta caracteristica intrinseca de las
levaduras ocurre cuando estas se adhieren a otras formando agregados por las interacciones
entre las proteinas de la superficie de la célula y los receptores de carbohidratos ( Miki, Poon y
James, 1982; Briggs et al., 2004). Sin embargo, una floculacién temprana puede resultar en
una cerveza con altos niveles de levaduras residuales, causando sabores no deseados. Ademas,
puede detener la fermentacion lo que reduce el rendimiento de glucosa a etanol (Briggs et al.,
2004).

3.1.8.1 TIPOS DE CERVEZA: Existen dos grandes grupos de
cerveza, los cuales difieren por su temperatura y levadura utilizadas en la fermentacion,
clasificandolas en dos grandes familias: Ale y Lager. Se denominan cervezas Lager cuando el
mosto cervecero es fermentado a temperaturas bajas de 6 a 14°C (Vidgren, Multanen,
Ruohonen y Londesborough, 2010), requiriendo de un mayor tiempo de fermentacion (Walsh
y Martin, 1977; Bokulich y Bamforth, 2013). Levaduras como Saccharomyces uvarum y
Saccharomyces pastorianus son tradicionalmente utilizadas en Lager (Harborne, 1971; Briggs
et al., 2004). En contraste, las cervezas Ale se inoculan con levaduras que fermentan a
temperaturas altas de 16 a 24°C (Virkajarvi, 2001; Briggs et al., 2004; LOPEZ PLUMED,
2013) y con tiempos de fermentacion menores a las Lager. Este tipo de cerveza emplea en su
mayoria cepas de Saccharomyces cerevisiae (Tornai-Lehoczki y Dlauchy, 2000; Kobi et al.,
2004).

3.1.9 MADURACION: En este procedimiento, generalmente ocurre
un trasvase de la cerveza del fermentador al madurador. En la maduracion la cerveza es
sometida a refrigeracion (-1° C a 8 °C), con el fin de precipitar los sélidos y reducir las
dicetonas vecinales a acetoina y a 2,3-pentanodiol los cuales producen sabores indeseables,
puede llevar de tres semanas a tres meses (Branyik, Vicente, Cruz y Teixeira, 2004; Briggs et
al., 2004; Pires, Teixeira, Branyik, Branddo y Vicente, 2015) y las sustancias volatiles como
los aldehidos y los compuestos de azufre se eliminan mediante burbujas de CO>. Finalmente,
la sedimentacion de la levadura aclara el brebaje (Preedy, 2009).



3.1.10 ENVASADO Y CARBONATACION: la cerveza es envasada
mediante diferentes métodos de acuerdo al recipiente que se emplee; estos pueden ser botellas,
latas, barriles o kegs. Las botellas, tanto retornables como no retornables, son las mas
utilizadas. El empaquetamiento debe realizarse en un ambiente estéril para conservar la
calidad del producto y se debe asegurar que la cerveza no contenga microorganismos
perjudiciales. Una vez rellena la botella, esta debe cerrar de inmediato con una tapa corona,
previamente sanitizada, para evitar que se contamine (Virkajarvi, 2001; Briggs et al., 2004;
Preedy, 2009).

La competencia entre compafias se ha intensificado obligandolas a buscar nuevos
métodos para optimizar su rendimiento mediante la aplicacion de nuevas tecnologias que
permitan lograr un incremento en el margen de ganancias reduciendo el tiempo de produccion
sin afectar la calidad del producto (Virkajarvi, 2001; Schmidt, 2005; Vrellas y Tsiotras, 2015;
Gbmez-Corona, Escalona-Buendia, Garcia, Chollet y Valentin, 2016). La fermentacion es uno
de los procesos que mayor tiempo requiere, por este motivo las investigaciones se han

centrado en reducir el tiempo de este proceso.

3.2 METODOS DE OPTIMIZACION DE PROCESOS DE
PRODUCCION DE CERVEZA.

La fermentacion y la maduracién son los procesos que requieren mayor tiempo
en la produccion de cerveza. A escala industrial, la produccion puede ser operada por tres
métodos: 1. fermentacion en batch, 2. fed-batch (semi-continuo) y, 3. fermentacién continua
(Pilkington, Margaritis, Mensour y Russell, 1998; Ylzgec, Turker, y Hocalar, 2009).
Tradicionalmente la produccion de cerveza tiene una fermentacion lenta en batch, en el que el
biorreactor es rellenado con el mosto cervecero y todo el volumen se fermenta gradualmente;
posteriormente es retirado. Este método demanda de un mayor tiempo de produccion,
necesidad de monitoreo y control del batch (Verbelen, De Schutter, Delvaux, Verstrepen y
Delvaux, 2006; Almonacid et al., 2012; T. Li, Chen, Chen, Wu y Chen, 2014).



En contraste, el sistema continuo tiene un flujo constante de mosto cervecero
dentro del biorreactor y un correspondiente flujo ininterrumpido del producto fuera del sistema
(T. Li et al., 2014; Verbelen et al., 2006). Por otro lado, en el sistema semi-continuo (fed-
batch), la tasa de alimentacioén del mosto cervecero varia durante el proceso y el producto
obtenido es removido al final. Estos sistemas son mas econémicos comparados con el proceso
en batch (Ghose y Tyagi, 1979; O’Brien, Roth, y McAloon, 2000; Kwon, Yoo, Lee, Chang y
Chang, 2001; Verbelen et al., 2006).

3.2.1 INMOVILIZACION CELULAR

La industria cervecera en su anhelo por optimizar los procesos de produccion
ha estado interesada en la tecnologia de inmovilizacion de células (levaduras) desde que
emergi6 durante el siglo pasado (Emerald, 2016). Generalmente, esa técnica se combina con
sistemas semi-continuo y continuo, lo que permite la reutilizacion de levaduras (Pilkington et
al., 1998; Virkajarvi, 2001; Branyik et al., 2004; Verbelen et al., 2006; T. Li et al., 2014).

Un factor esencial en las técnicas de inmovilizacion de levaduras es conocer el
disefio del biorreactor, debido a que esta relacionado con el método de inmovilizacion que se
va a emplear. Existen cinco tipos de reactores para sistemas de fermentacion en la industria, A.
Reactor de lecho relleno, B. Reactor de lecho fluidizado, C. Reactor de gas de elevacion, D.
Reactor de columna de burbujas, y E. Reactor de células recicladas de membranas (Virkajarvi,
2001; Verbelen et al., 2006) (Anexo 2). Por otro lado, existen cuatro técnicas de
inmovilizacion: 1. Atrapamiento dentro de una matriz porosa, 2. Adhesién a una superficie, 3.
Coagregacion, y 4. Contencién detras de una barrera (Karel, Libicki y Robertson, 1985;
Verbelen et al., 2006) (Anexo 3).

Entre los requisitos que deben cumplir los materiales que portan las células
inmovilizadas estan ser estables, reutilizables, no toxicos y abarcar altas concentraciones de

células. Bajo estos criterios, se han propuesto diferentes materiales como: compuestos



10

inorganicos y organicos, proteinas, polisacaridos hidrocoloidales, y productos y desechos
agroindustriales celulésicos (Djordjevi¢ et al., 2015; Harborne, 1971; Karel et al., 1985;
Nakagaito & Yano, 2005; Verbelen et al., 2006).

La inmovilizacién de células en soportes porosos ha sido empleada en la
industria por su alta area superficial especifica debido a su estructura compleja, donde las
células se localizan principalmente en los poros. Esta técnica es la mas utilizada por ser
sencilla y por la gran variedad de polimeros aplicables como matrices, entre los polimeros mas
populares se encuentran: carragenina, agar y geles de alginato (Karel et al., 1985; Klein y
Ziehr, 1990).

En los dltimos afios, la atencion se ha centrado en utilizar la celulosa como
matriz de inmovilizacion celular. A partir de este compuesto, se obtienen nanofibras de
celulosa, las cuales confieren a este biopolimero una alta resistencia mecanica, capacidad para
modificacion quimica, permeabilidad y durabilidad. Ademas, al provenir de biomasa vegetal
es biodegradable y no téxico (S. T Yang, Zhu, Li y Hong, 1994; S.T Yang, Huang y Hong,
1995; Hsu, Chu, Argin-Soysal, Hahm y Lo, 2004; Kilonzo, Margaritis, y Bergougnou, 2009;
Santucci et al., 2016). Estas caracteristicas convierten a este biopolimero en una alternativa
prometedora a los materiales porosos convencionales (alginato, carragenina, colageno, etc.)
(A. Li y Wang, 2005; Canbolat et al., 2013; Anirudhan, Deepa y Binusreejayan, 2015).

La aplicacion de la inmovilizacién celular para la optimizacion de procesos de
fermentacion y maduracion en los sistemas: semi-continuo y continuo, permite obtener el
producto final en un tiempo de tres a cinco dias. Esto ocurre gracias a que el area superficial
de la levadura aumenta al estar en mayor contacto con el medio (mosto cervecero),

incrementando la velocidad de reaccion (Anirudhan et al., 2015; Pires et al., 2015).
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Sin embargo, los estudios sobre fermentacion con inmovilizacion celular solo se han
reportado para cervezas tipo Lager, mientras que, existe poca informacion respecto a cervezas
tipo Ale. Este hecho ocurre de igual manera para matrices de inmovilizacion a partir de

nanofibras de celulosa para la industria cervecera.

Por este motivo, en la presente investigacion se prueba una matriz de inmovilizacion
mixta de alginato de sodio y nanofibras de celulosa parenquimatica proveniente de
endospermos de tagua (Phytelephas aequatorialis) para levaduras de la especie
Saccharomyces cerevisiae en un sistema de fermentacion semi-continuo obteniendo como
resultado la reduccién de tiempo en la produccion de cerveza tanto en fermentacién como en

maduracion.
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4. OBJETIVOS

4.1 GENERAL.:

Fermentar mosto cervecero mediante un sistema semi-continuo con levaduras de la
especie Saccharomyces cerevisiae inmovilizadas en una matriz mixta de nanofibras de

celulosa de tagua y alginato de sodio.

4.2  ESPECIFICOS:

Estandarizar el proceso de maceracion por triple decoccion para la obtencién de mosto

cervecero.

Estandarizar la técnica de inmovilizacion de levaduras en una matriz mixta de

nanofibras de celulosa de tagua y alginato de sodio

Disefiar un sistema semi-continuo de fermentacién en columna de lecho relleno

utilizando levaduras inmovilizadas.

Evaluar la eficiencia de fermentacion del sistema disefiado versus un sistema de

fermentacidn tradicional.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 ELABORACION DE MOSTO CERVECERO.

- Se elabor6 un mosto cervecero con una densidad inicial (DI) de: 1.050 (Fig. 2).
Los ingredientes fueron: 21 L de agua destilada, 3.5 Kg de malta Pilsen (Patagonia Malt), y
15 g de lapulo Northern brewer (6 % A.A). El mosto cervecero se elaboré mediante el método
de triple decoccion (MacGregor, Bazin, Macri y Babb, 1999; Montanari et al., 2005; Juri¢ et
al., 2015) (Fig. 1).

51.1 CURVA DE COCCION:

- Los 3.5 kg de malta molida fueron mezclados con 14 litros de agua

destilada a 35 °C.

- La primera decoccion se llevé a cabo retirando 5 litros del macerado
principal. Este volumen fue llevado a ebullicion en un recipiente distinto durante 10 min, al
cabo de los cuales, fueron reincorporados al recipiente de maceracién principal, con lo que se
consigue incrementar la temperatura a 50°C. Se mantuvo la mezcla a esta temperatura durante
40 minutos. Se repitio el mismo procedimiento para la segunda y tercera decoccion.
Incrementando la temperatura a 62°C por 40 minutos y con la tercera decoccién a 72° C por el

espacio de 20 min.

- Finalmente, se elevo la temperatura del macerado a 76°C con fuego

alto, se mantuvo a esta temperatura durante cinco minutos (Fig. 3).
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5.2 INMOVILIZACION DE LEVADURAS Saccharomyces cerevisiae EN
MATRIZ MIXTA.

- Se elabor6 un starter de levaduras Saccharomyces cerevisiae (CLQCA INT -
086). Se adiciond esta cepa a un medio de cultivo con 3% de sacarosa p/v, 1% de extracto de
levadura p/v (DIFCO BACTO TM) y 1% de peptona p/v (DIFCO BACTO TM) a 30 °C por
tres dias.

- Se centrifugd a 5000 rpm por tres minutos en una centrifuga (DYNAC 297 C) y

se traslado el pellet a medio con 5% de sacarosa p/v (Bastidas, 2013).

- La observacién microscopica se realiz6 para verificar que no exista floculacion
(Fig. 4).

- Se realizo el conteo de UFC (unidades formadoras de colonias) en una camara

de Neubauer, y se aplico la siguiente férmula:

(# de células contadaS/ )

UFC = X 4 x10% X FD

16

En donde: #, nimero; FD, factor de dilucién(Arredondo, 2007).

- Se calculé el volumen de starter de levadura Saccharomyces cerevisiae
(CLQCA INT - 086) que debe agregarse al hidrogel mixto de nanofibras de celulosa al 2% y

alginato de sodio al 2%, con la siguiente férmula:

ClxV1=C2x%xV2
En donde: C1, concentracion uno (obtenida); V1, volumen uno (obtenido); C2,

concentracion dos (deseada); V2, volumen dos (deseado).
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- El volumen de starter calculado se centrifugd a 5000 rpm (DYNAC 297 C), se

descarté el sobrenadante y se reservo el pellet.

- En el hidrogel mixto de nanofibras de celulosa al 2% p/v y alginato de sodio al
2% p/v (pH 7), previamente esterilizado en una autoclave (TUTTNAUER 3870mL) a 120 °C
por 15 minutos, se adiciond el pellet de levadura en una cadmara de flujo laminar

(LABCONCO). La mezcla se agito vigorosamente para obtener una solucién homogénea.

- El hidrogel mixto fue reticulado en solucion de CaCl, (Cloruro de calcio)
estéril al 1% p/v; formando perlas de aproximadamente dos mm de didmetro (Verbelen et al.,
2006), con ayuda de un esferificador ® previamente esterilizado con etanol al 94%.

- Finalmente las perlas se lavaron en agua estéril para retirar el CaCl..

5.2.1 SISTEMA PARA INMOVILIZACION DE LEVADURAS.

- La solucién de hidrogel mixto con levadura, se vierte dentro del
esferificador.

- Se coloco el esferificador sobre la solucion de CaCl, y se presiono el

botdn para que las gotas caigan sobre esta (Fig.5).

5.3 FERMENTACION DEL MOSTO CERVECERO EN SFSC (SISTEMA
DE FERMENTACION SEMI-CONTINUA) Y EN BATCH.

La evaluacion de esta fermentacion consiste en medir la atenuacion de los azucares
fermentables como glucosa, maltosa y maltotriosa a lo largo de la fermentacion primaria y
secundaria. Los resultados de la fermentacion fueron medidos por cromatografia liquida de

alta precision (HPLC) e hidrometria.
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531 SFSC CON LEVADURAS INMOVILIZADAS EN MATRIZ
MIXTA.

- Se empaquetd la columna de fermentacion de lecho relleno con las

perlas de levaduras inmovilizadas, en una camara de flujo laminar (LABCONCO) (Fig. 6).

- Se drend el exceso de agua intersticial con una bomba peristaltica
(MILLIPORE).

- Se aliment6 1000 mL con ayuda de una bomba peristaltica
(MILLIPORE), de mosto cervecero estéril y se esper6 24 horas hasta que se active la columna,

al evidenciar la produccién de burbujas.

- Posteriormente, se aliment6 la columna con 500 mL de mosto
cervecero cada 24 horas, y se extrajo 500 mL de cerveza fermentada cada 48 horas del

embudo de separacion donde se almacena el producto del sistema semi-continuo.

- Se midio la densidad final de las muestras extraidas diariamente, con
ayuda de un hidrometro (BREWER'S ELITE).

- Se tomaron muestras, de 1 mL, para analisis de concentracion de

azucares inicial y final y % de productos de fermentacion; por HPLC.

- El porcentaje de etanol producido en los anélisis de HPLC se calculard

con la siguiente férmula:

Etanol obtenido%
0.789 (densidad del etanol)

% de etanol% =
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- El porcentaje de alcohol por volumen (APV) medido por hidrometro se

calculara con la siguiente formula:

((DI - %1;) x 1,05) . 100

%APV =
APV 0,789 (densidad del etanol)

(Garcia, 2013).

532 FERMENTACION EN SISTEMA BATCH CON LEVADURAS
NO INMOVILIZADAS.

- Se tom6 500 mL de mosto cervecero se afiadio el pellet del volumen

calculado en la seccion 5.2, de starter de levadura.

- Se tomaron muestras, de 1 mL, para analisis de concentracién de

azucares inicial y final y % de productos de fermentacion; por HPLC.

- El porcentaje de etanol producido en los analisis de HPLC, se calcular

con la siguiente férmula:

Etanol obtenido%

p
% de etanol— =
% de etano v 0.789 (densidad del etanolL)

- El porcentaje de APV medido por hidrémetro se calculard con la

siguiente formula:

(@185,

%APV =
% 0,789 (densidad del etanol)

(Garcia, 2013).



18

5.3.3 DISENO SFSC.

- El SFSC fue disefiada con materiales autoclavables y consta de una

columna de lecho relleno de 1 L de capacidad con dos filtros uno superior y otro inferior.

- La columna se alimento por la llave de paso ubicada en la parte inferior
de esta, el mosto ingresado paso por el primer filtro y a través de las células inmovilizadas. El
filtro superior sirvid para evitar el paso de las perlas poliméricas por la liberacion de CO»

producido por las levaduras.
- La columna se conectd con un balon de 250mL invertido, el cual posee
dos escapes, uno para CO2; y otro para el producto fermentado, este escape esta conectado

mediante una manguera a un embudo de separacion.

- El producto fermentado se almacena en el embudo de separaciéon de 1 L
de capacidad, el cual tiene adicionalmente una llave para la salida del producto (Fig. 7).

534 SISTEMA DE FERMENTACION EN BATCH CON
LEVADURAS NO INMOVILIZADAS.

- El sistema en batch consta de una botella de borosilicato de 1000 mL.

— La tapa de la botella fue perforada, se conecté una manguera para el

escape de CO2en un recipiente con etanol al 70% (Fig. 8).
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5.4 CALCULO DE ATENUACION APARENTE (AA)

- Se realiz6 el calculo de atenuacion aparente, también denominado
fermentabilidad del mosto, para calcular el porcentaje esperado de azlcares fermentados
(Evans, Hamet y Brew, 2005).

AA (DI —DF) 100
= *
DI

(Gardens, 1922)

55 MADURACION DEL PRODUCTO OBTENIDO EN LOS SISTEMAS DE
FERMENTACION.

- En el SFSC la maduracién se efectud en el embudo de separacion tras 24 horas

de haber sido alimentada la columna.

- Transcurridas las 48 horas, las muestras se extrajeron y almacenaron en botellas
de borosilicato (BOECO Germany) a 4°C (Fig. 9).

- En el sistema de fermentacién batch, la maduracién se efectud en la misma
botella de borosilicato (BOECO Germany).

- Transcurrido 16 dias de fermentacion a temperatura ambiente (18-24°C). Se

almacenaron a 4°C durante tres semanas.

- Al finalizar la maduracion se tomaron muestras para evaluar un conteo de UFC

existentes en el producto.
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5.6 ENVASADO Y CARBONATACION DE CERVEZA.

- Se esterilizaron las botellas de vidrio color &mbar de 330 mL en una autoclave
(TUTT NAVER 3870mL) a 120 °C por 20min.

- Se sanitizaron tapacoronas, en agua destilada en ebullicion, por 10 minutos.

- La carbonatacion natural, la cual consiste en la adiccion de CO2 en la cerveza
(Briggs et al., 2004), se realiz6 en la camara de flujo laminar (LABCONCO). Se agreg6 30 uL
de “starter” de levadura con 5% de sacarosa p/v y 3g de sacarosa, en cada botella estéril y se
afiadié 300 mL de cerveza.

- Las cervezas fueron selladas y almacenadas en un lugar limpio, fresco y alejado

del sol.

- Posterior a los siete dias de carbonatacion natural, a temperatura ambiente, la

cerveza envasada se almacen6 a 4°C.

57 DETERMINACION DE PERFIL DE AZUCARES Y PRODUCTOS DE
FERMENTACION.

- Se realizaron diluciones 1/100 de las muestras tomadas anteriormente y se
analizaron por HPLC para determinar la concentracion de sacaridos como maltodextrina,

maltotriosa, glucosa y productos de fermentacion como etanol y glicerol (Bastidas, 2013).
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5.8  ANALISIS ESTADISTICO.
- Se realiz6 una prueba de Wilcoxon, para comparar el % de etanol calculado
por HPLC y el % APV medido por Hidrometria, en sistema batch y SFSC. Con el objetivo de

identificar si existieron diferencias entre estos metodos (Sanchez, 2015).

- Los analisis fueron corridos empleando el paquete estadistico SPSS.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 ELABORACION DE MOSTO CERVECERO.

Se elaboraron tres mostos cerveceros por triple decoccidn, esta técnica fue aplicada
debido a que las decocciones repetidas aumentan la temperatura del macerado por etapas,
minimizando el riesgo de sobrecalentamiento y destruccion enzimatica total prematura (Juri¢
et al., 2015). Los mostos obtuvieron un color dorado profundo (Fig. 10), aroma a caramelo,
sabor ligero, DI de 1.050 y un APV de 6.5%. Esta descripcion encaja en las cervezas
American Pale Ale segln la guia de estilos de la BJCP (Beer Judge Certification Program), a
su vez estas se subdividen en Blonde Ale, un estilo de cerveza ligera, refrescante y sin sabores

agresivos (Strong y England, 2015).

6.2 INMOVILIZACION DE LEVADURAS Saccharomyces cerevisiae.

En el presente estudio se empled la inmovilizacion de células para optimizar el proceso
de produccion de la cerveza. Se inmovilizé S. cerevisiae por atrapamiento en una matriz de
nanofibras de celulosa (matriz fibrosa) y alginato de sodio (matriz porosa) (Fig. 11), la fusion
de ambas matrices se llevd a cabo con el fin de incrementar las propiedades de esta
(Anirudhan et al., 2015). Se ha reportado que las matrices de alginato poseen una estabilidad
mecénica y transferencia de masa limitadas (Verbelen et al., 2006; Juri¢ et al., 2015; Willaert,
2017). Por el contrario, las matrices fibrosas poseen una alta estabilidad mecanica, menor
resistencia a la transferencia de masas y una alta permeabilidad como lo reporta Kilonzo et al.
(2009). Por esta razon, se afiadié el 20 % de alginato de sodio del volumen total de la matriz
mixta, con el fin de obtener la consistencia idonea para lograr esferas resistentes (Fig. 12). No
se han registrado estudios sobre inmovilizacion celular en matrices de nanofibras de celulosas
para la optimizacion de produccién de cerveza, por lo cual, su aplicacién en procesos

industriales es prometedora.
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Antes de proceder con la inmovilizacién se verificod que las células no presenten
floculacion, para prevenir cimulos de levaduras dentro de la matriz deseando que obtengan
una mayor area superficial y que no se vea afectada la disponibilidad de nutrientes como lo
reportado por Pires et al. (2014a, 2015b).

Las células inmovilizadas se difundieron en la matriz y no presentaron alteracién en su
morfologia como se demuestra en la fig. 13, en donde, se pueden identificar levaduras no
inmovilizadas, levaduras inmovilizadas previo a la fermentacion y levaduras inmovilizadas
posterior a la fermentacion en SFSC. Sin embargo, se han reportado pocos casos en los que las
levaduras inmovilizadas Unicamente en matrices porosas presentan cambios morfolégicos al
encontrarse en un nuevo entorno que les genere estrés (Karel et al., 1985; Almonacid et al.,
2012). La aplicacion de una matriz mixta conformada por un 80% de nanofibras de celulosa,

posiblemente permitio conservar la morfologia de las levaduras intactas en el SFSC.

El diametro de las perlas poliméricas oscila entre 0.3 mm a 4 mm, generalmente el mas
utilizado es de 1.5 mm como en estudios realizados por Almonacid et al. (2012) y Willaert
(2012). En el biorreactor del SFSC se ingres6 aproximadamente 40 000 perlas de 2,5 mm de
diametro (Fig. 12), aunque, no se llend el volumen total del biorreactor (1L). Se ha descrito
que las perlas con un didmetro menor a 1 mm son menos fragiles y tienen una alta relacion
superficie-volumen (Bressel et al., 2008), no se pudo aplicar esta medida a falta de
adaptaciones del equipo de inmovilizacién; mientras que, no se aplicoé un diametro mayor para
prevenir la desintegracion de las perlas. No obstante, una minoria de perlas traspaso el
segundo filtro del sistema por la presion generada debido a la movilidad de las células por la
liberacion de CO2, ocasionando su fragmentacién (Tabla 1).

La inmovilizacion celular abarca una alta concentracion de células dentro de la matriz
(Pires et al., 2015), como ejemplos de inmovilizacion de S. cerevisiae tenemos a Mensour,
Margaritis, Briens, Pilkington y Russell, (1996) con 400 x 108 UFC/mL o a Kilonzo et al.
(2009) con 7700 x 10° UFC/mL. En este estudio se inmoviliz6 15 x 10® UFC/mL de S.

cerevisiae (CLQCA INT-086), esta concentracion no se basd en ninguna referencia para
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inmovilizacion celular; sino en concentraciones de levaduras inoculadas en sistemas batch. El
objetivo de la concentracion aplicada fue obtener uniformidad en la concentracion celular de
ambos sistemas. La aplicacion de esta no generd ningun problema y se evidencié produccién
de CO. a las 24 horas, tiempo esperado segun varios estudios (Tata et al., 1999; Andrietta,
Steckelberg y Andrietta, 2008; Kilonzo et al., 2009). La liberacién de CO> de las levaduras
inmovilizadas en el sistema semi-continuo fue persistente por los siguientes diez dias (Tabla
1).

6.3 SFSC CON INMOVILIZACION DE LEVADURAS EN MATRIZ
MIXTA.

El reactor escogido y disefiado en esta investigacion para el SFSC fue el de lecho
relleno (Anexo 2), por su simplicidad de disefio y de operacion (Bréanyik et al., 2004; Kilonzo
et al., 2009). Aunque, para la técnica de atrapamiento celular en una matriz, el reactor mas
utilizado es el de elevacion por gas (gas lift reactor) (Mensour et al., 1996; Verbelen et al.,
2006; Willaert, 2012).

Se ha sugerido, que los sistemas de fermentacion deben operar a temperaturas de 15 a
17 °C para evitar la formacion de alcoholes superiores y sabores no deseados (Salud et al.,
2016). En esta investigacion el SFSC permanecié a temperatura ambiente (18-24°C), se
ingres6 500 mL de mosto cervecero cada 24 horas a una velocidad de 14 mL/min como lo
sugerido por Kilonzo et al. (2009). El mosto ingresado permanecid en el sistema por 48 horas,
24 horas en el biorreactor (fermentacion) y 24 horas en el embudo de separacion
(maduracién). Posteriormente, se recolectaron 500 mL del producto cada dia y se verificd por
hidrometria que esté fermentado. Esta técnica, mide el grado alcoh6lico expresado en volumen
(% vol) basandose en la densidad, siendo uno de los mas utilizados en la industria cervecera
(Lachenmeier et al., 2010). La densidad final de las muestras extraidas obtuvo una DF
(densidad final) de 1.008 (Fig. 14), dando como resultado una cerveza de 5,5% APV. Estas
caracteristicas concuerdan con el estilo Blonde Ale registrado por (Strong y England, 2015).

El % APV se mantuvo constante desde el primer dia hasta el Gltimo, como se demuestra en la
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Tabla 1; refutando a Pilkington et al. (1998) y Branyik et al. (2004), quienes alegan que las
levaduras inmovilizadas disminuyen su capacidad de fermentacion, lo que se traduce a una
menor cantidad de etanol producido. Las variaciones en la DF y el % APV del 19 al 21 de
Abril del 2017 fueron consecuencia de la no alimentacion de la columna en los seis dias
previos, lo que provoco una desestabilizacion en el sistema. Willaert (2012), reportd que su
sistema de fermentacion tardd 60 dias en estabilizarse, mientras que, en esta investigacion el

SFSC se tardd cuatro dias.

Se tomaron muestras a las 24 horas del producto recolectado en el embudo de
separacion y mediante analisis por HPLC se evidencidé que el mosto cervecero fue fermentado
en su totalidad (Fig. 15,16; Tabla 2). El resultado obtenido es un 33% mas eficiente que los
reportados por Tata et al. (1999); Almonacid et al. (2012) y Willaert (2012), los cuales
obtuvieron su producto fermentado dentro de tres dias. Sin embargo, el producto fue retirado
del sistema cada 48 horas para que precipite la levadura libre y asegurar el término de la
fermentacion. Por otro lado, el estudio realizado por Mensour et al. (1996), consiguid obtener
un producto fermentado en 24 horas aplicando carragenina como matriz de inmovilizacion

(porosa), sin embargo, no toma en cuenta el tiempo de maduracion.

Al pasar los dias, la concentracion de células libres en el sistema se hizo evidente. Tras
esta observacion, se tomaron muestras del producto obtenido del SFSC para verificar que no
exista contaminacidn, puesto que una de las desventajas reportadas en varios estudios, es la
presencia de contaminacidn en sistemas con inmovilizacion celular en matrices porosas (S. T.
Yang y Shu, 1996; Ma T, Li Y, Yang ST, y Kniss DA., 1999; Branyik et al., 2004) . Durante
los 41 dias de funcionamiento del SFSC la presencia microbiana fue nula, este resultado pudo
deberse a la aplicacion de la matriz mixta principalmente compuesta por nanofibras de
celulosa, ya que se ha reportado que nanocelulosa proveniente de otras fuentes, presenta
actividad antimicrobiana, en especial hacia bacterias lacticas (Dehnad, Mirzaei, Emam-
Djomeh, Jafari y Dadashi, 2014). Sin embargo, se requiere de mas estudios de las nanofibras

de celulosa provenientes de Phytelephas aequatorialis para confirmar esta hipétesis.
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Desde otra perspectiva, la concentracion de células libres en el sistema de fermentacién
es explicada por Andrietta et al. (2008), quienes refieren que la presencia de estas se debe a su
buena actividad metabdlica en el biorreactor, en el cual la mayoria se encuentran vivas. En
este estudio el SFSC funcion6 durante 41 dias, pero existen registros de operacion de sistemas
con inmovilizacién celular que sobrepasan el afio para sistemas de fermentacion de cervezas
tipo Lager (Virkajarvi, 2001). Esto puede deberse a la alta tolerancia al etanol y baja de
inhibicidn del sustrato que presentan las levaduras inmovilizadas (Rochefort, Rehg y Chau,
1986; Norton & D’Amore, 1994; Almonacid et al., 2012).

6.4 SISTEMA DE FERMENTACION EN BATCH.

En esta investigacion el sistema de fermentacion batch (Fig. 17) fue empleado como
control frente al SFSC (Fig. 18; Tabla 3).

Al igual que el SFSC, los sistemas batch contuvieron el mismo mosto cervecero con
una DI: 1.050 y operaron a 18-24°C como lo sugerido por (S. T. Yang y Shu, 1996; Kobi et
al., 2004). Se inoculd 15 x 10% UFC/mL de Saccharomyces cerevisiae (CLQCA INT-086);
basdndose en la concentracion reportada por Pires et al. (2014), quien determin6 que la
cantidad déptima de levadura inoculada en un sistema de fermentacion batch es de 10 — 20 x
10% UFC/mL. La concentracion de células funciond conforme lo esperado, al evidenciar una
actividad de las levaduras a las 24 horas. Posterior a esto, se evidencié un decrecimiento
gradual en la produccion de CO2 y en la actividad dentro de la botella de borosilicato (Fig.
17).

El tiempo promedio registrado en el que la fermentacién primaria y secundaria se
efectlan es de 6 a 17 dias (Hsu et al., 2004; Salud et al., 2016). En el presente estudio se tomo

una muestra del sistema batch al dia 16 (previo a la maduracion) para ser analizarlos por
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HPLC y se evidencid que la fermentacion tomo6 mas de 16 dias (Fig. 19). Concluyendo que en
sistema batch la fermentacion toma mas de 16 dias versus 24 horas reportado en el SFSC con
levaduras inmovilizadas. Finalmente, la DF del producto obtenido se tomo tras acabar la
fermentacion, en promedio fue de 1.006 (Tabla 4, Fig. 14) correspondiente a un APV: 5.7%.
El sistema fue llevado a maduracion al décimo sexto dia, en el que se evidencid baja
produccion de CO», ya que, la fermentacion secundaria se puede llevar a cabo a bajas

temperaturas (Emerald, 2016).

6.5 ATENUACION APARENTE

El porcentaje de AA es considerado alto cuando es mayor a 75% Yy bajo cuando es
menor a 75% ( Evans et al., 2005; Arzil3, 2011). El calculo de AA para el SFSC fue de 84%);
mientras que la cerveza obtenida del sistema batch obtuvo una AA de 88%, estableciendo que
las cervezas obtenidas tuvieron una fermentabilidad alta tal. Con este calculo se pudo conocer
ciertas caracteristicas finales de la cerveza obtenida (Arzi3, 2011), las cuales se discutiran en

el apartado 6.7.

6.6 MADURACION DE CERVEZA.

Las cervezas producidas en ambos sistemas, fue puesta en maduracion para que los
metabolitos secundarios originados durante la fermentacion desaparezcan, los sélidos
presentes se precipiten y se clarifique la cerveza (Virkajarvi, 2001; Worrell, 2008; Emerald,
2016). El seguimiento de diacetilo en cervezas Lager es importante para conocer el término de
la fermentacion, mientras que, para cervezas Ale no se ha registrado concentraciones altas de

diacetilo debido a la temperatura a la que fermenta, la cual permite que el diacetilo sea
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reducido facilmente por las levaduras (J.E. Carvajal (comunicacion personal, 11 Julio de
2017)). Para este estudio se determind el término de la maduracién al no presentar UFC en el
conteo de celulas, concluyendo que hubo una buena precipitacion de solidos obteniendo una

cerveza clara.

Al final del proceso de maduracion se realizd un conteo de células libres (no
precipitadas) en camara de Neubauer para cada sistema. Como resultados no se observaron
celulas libres en la cerveza de ambos sistemas. La principal diferencia es que en el sistema
semi-continuo la precipitacion total de celulas tomd 24 horas mientras que en el sistema batch

tomo 21 dias, concluyendo que la precipitacion celular es mas eficiente en el SFSC.

En el SFSC la maduracién se llevo a cabo en el embudo de separacion, en el cual se
evidencid un precipitado de levaduras (Fig. 20,21); tras 48 horas las muestras extraidas se
almacenaron a 4°C. Este precipitado tuvo una concentracion celular de 165 - 170 x 108
UFC/mL, las cuales en su mayoria presentaron lisis (Fig. 22). Pires et al. (2014), reporté que

en sistemas con inmovilizacion celular la concentracion apta de levaduras muertas es de ~6 X

108 UFC/mL, ya que a concentraciones mayores la levadura comienza a excretar esteres. Para

contrarrestar este problema, se drené el precipitado diariamente del embudo.

Un pardmetro que induce la precipitacion celular es la velocidad del consumo de
azlcares fermentables de las levaduras (Bressel et al., 2008). Como se evidencio en el
cromatograma (Fig. 15), el consumo total de azlcares fermentables del SFSC se produjo a las
24 horas, produciendo que se precipiten mas rapido las células. Mientras que, en el sistema

batch la fermentacion no se ejecutaba por completo tras 16 dias (Fig. 19).

Los sistemas en batch tuvieron una maduracién de tres semanas, tomando en cuenta,

que la precipitacién de solidos puede tomar entre una a tres semanas. Un inconveniente con
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este sistema de fermentacion es que se requiere de la separacion de levaduras por métodos
como centrifugacion o filtracion (Briggs et al., 2004). En este estudio, la separacion de
levaduras del producto se realizo por sedimentacion. EI SFSC tiene una ventaja frente al batch
puesto que no requiere de la separacion de la levadura sedimentada (Ghose y Tyagi, 1979;
O’Brien et al., 2000; Kwon et al., 2001; Verbelen et al., 2006; Almonacid et al., 2012). Este
sistema presentd una concentracion de levaduras de 1310 x 10° UFC/mL (posterior a la

maduracion).

En el SFSC (Fig. 18) empleado en el presente estudio, se obtuvo un producto
fermentado y madurado en 48 horas denotando que estos dos procesos en la produccion de
cerveza se han juntado exitosamente logrando una ventaja, ya que este ha sido uno de los retos
mas complicados de lograr y aplicar en la optimizacion de procesos e incluso se han reportado
estudios en los que la no hay diferencias representativas en el tiempo de produccion en un
sistema continuo o semi-continuo con inmovilizacion celular frente al sistema en batch, al

necesitar siete dias adicionales para la maduracion (Almonacid et al., 2012; Willaert, 2012).

6.7 ENVASADO Y CARBONATACION DE CERVEZA.

Las cervezas obtenidas de ambos sistemas se embotellaron y carbonataron en un
ambiente aséptico. Tras una semana de carbonatacién natural (Cortacero-Ramirez et al.,

2003), se cataron las cervezas producidas en ambos sistemas.

Las cervezas obtenidas en ambos sistemas se caracterizaron por ser secas, de cuerpo
ligero y alta tomabilidad (drinkability); estos resultados concuerdan con lo reportado por
Arzif} (2011) y Evans et al. (2005), los cuales enunciaron que estas caracteristicas son
representativas de un alto % AA. Por otro lado, la cerveza del SFSC presenta, escasa



30

formacion de espuma, ligera presencia de sabores citricos y carbonataciébn moderada. En
cambio, la cerveza del sistema en batch exhibe una alta formacion de espuma, ausencia de
sabores citricos y alta carbonatacion. Ambas cervezas poseen una buena clarificacion, aroma

dulce, ausencia de aroma de lupulos y un color dorado oscuro. (Fig. 23).

6.8 DETERMINACION DE PERFIL DE AZUCARES Y PRODUCTOS DE
FERMENTACION

El monitoreo de la composicion del aztcar en el mosto y la cerveza juega un papel
importante para el desarrollo de nuevos tipos de cerveza, seleccion de nuevas cepas de
levadura y materias primas. Los principales azlcares fermentables son glucosa (alrededor del
20% del volumen total del mosto), maltosa (60%) y maltotriosa (20%). (Cortacero-Ramirez et
al., 2003). Ocasionalmente la levadura puede no consumir todos los azlcares fermentables,
dando como resultado un bajo rendimiento de etanol (Monosik, Magdolen, Stred’ansky y
Sturdik, 2013).

Se realizaron tres mostos cerveceros empleando la misma curva de coccidn,
posteriormente se analizé la concentracion de azlcares obtenidos (malto dextrina, maltotriosa,
maltosa, glucosa y xilosa) en los mostos mediante HPLC, dando como resultado: mosto 1 y
mosto 2: 92.6 g/L, y mosto 3: 94.8 g/L (Fig. 24- 26). La composicion del mosto 1y el mosto 2
es similar, ambos contienen una concentracion del 28.3% de malto dextrinas, 16.3% de malto
triosa, 47.8% de maltosa y 7.6% de glucosa. Mientras que, el mosto 3 difiere de estos con un
21.2% de malto dextrinas, 17% de malto triosa, 53.2% de maltosa, 8.51% de glucosa y
0.005% de xilosa (Fig. 27). El porcentaje de los azucares fermentables en los mostos 1y 2 es
de y 71.7 %. Mientras que, el mosto 3 obtuvo un porcentaje de 78.7%. Para ambos, el
porcentaje de glucosa obtenido es 10% menor a lo citado anteriormente por Cortacero-
Ramirez et al. (2003).
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Se compararon las muestras del sistema batch frente al sistema semi-continuo (Tabla
3). Los andlisis por HPLC, evidencian que la glucosa y la maltotriosa fueron consumidas en
su totalidad en ambos sistemas. Se reportd un 1.6 % de maltosa en la muestra del sistema
batch, este porcentaje pueden representar los azucares que no fue consumido por la levadura al
no poder romper sus enlaces para metabolizarlos, ya que, se ha registrado que la glucosa es el
primer azlcar que se consume seguido de la maltosa y maltotriosa (Monosik et al., 2013).
Desde otra perspectiva, estos Gltimos datos pueden deberse a falta de para concluir la
fermentacion, como se menciond los sistemas batch tomaron més de 15 dias. Finalmente se
evidencia la presencia de glicerol; un 1.7% en batch y un 1.9% en sistema semi-continuo. El
glicerol es formado por levaduras durante la fermentacion alcohdlica, es un indicador de esta y
contribuye a la viscosidad y la calidad sensorial de la cerveza (Cordella, Antinelli y Cabrol-
Bass, 2003).

En el presente estudio se midio el porcentaje de etanol por dos métodos, mediante
HPLC y por hidrometria. ElI promedio del porcentaje de etanol analizado por HPLC fue de
6.3% para batch y 5.8% para sistema semi-continuo. Mientras que para por hidrometria se
obtuvo un alcohol por volumen de 5.5% para sistema semi-continuo y de 5.8 para sistema
batch (Tabla 5). Como podemos observar, el porcentaje de etanol es mayor en la cerveza del
sistema en batch, para ambos métodos empleados. En la tabla 3 se sintetizan los resultados
obtenidos (Fig. 28).

La prueba de Wilcoxon realizada demostr6 que no hubo diferencias significativas entre
las dos metodologias empleadas (hidrometria vs. HPLC) para medir el % etanol en sistemas
batch y SFSC; al obtener un p > 0.05 (Tabla 6). Ambas metodologias son fiables, sin embargo
en la produccion de cerveza, tanto industrial como artesanal, la hidrometria es el método mas
utilizado para calcular el % etanol de cervezas Lager y Ale, por su sencillez, rapidez y bajo
costo (Briggs et al., 2004; Navarro, Pérez, Navarro, Mena y Vela, 2007; Olajire, 2012). Por el
contrario, el HPLC es mas utilizado para diferentes analisis en laboratorios, por su alto costo,
constante mantenimiento y necesidad de personal capacitado para su operacion (Piddocke,
Kreisz, Heldt-Hansen, Nielsen y Olsson, 2009).
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7 CONCLUSIONES

El mosto cervecero fue ingresado en el sistema de fermentacion semi-continuo en
columna de lecho relleno disefiado, obteniendo el producto fermentado y maduro a las
48 horas. El sistema empleado es 15 veces mas rapido que un sistema tradicional; esto
se debe a que la inmovilizacion celular aumenta el area superficial de las células

incrementando la velocidad de reaccion.

Se logré realizar la inmovilizacion celular en una matriz mixta de nanofibras de
celulosa y alginato de sodio, obteniendo perlas poliméricas con una baja probabilidad
de desintegracion.

Se evalud la eficiencia de fermentacion del sistema disefiado versus el tradicional por
HPLC e hidrometria. Por hidrometria, la cerveza del sistema continuo tiene un
porcentaje de etanol por volumen de 5.5%; mientras que, en batch el porcentaje de
etanol fue de 5.8%. los analisis por HPLC reportaron que el porcentaje de etanol en
sistema semi-continuo es de 5.8% y en batch de 6.3%. En ambos analisis el porcentaje

de etanol obtenido fue mayor en batch.

Se identificé con una prueba de Wilcoxon que no existen diferencias significativas
entre en el % de etanol calculado por HPLC y el % APV medido por Hidrometria, en
sistema batch y SFSC.

La matriz de nanofibras de celulosa de tagua y alginato de sodio es significativa para
lograr la produccion de cerveza, ya que no se han registrado resultados positivos con

matrices porosas netamente de alginato de calcio.

La morfologia de las levaduras no se ve afectada por el proceso de inmovilizacion.

Ademas no se altera la tasa de fermentacion ni el crecimiento celular.
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7. Se junto exitosamente la fermentacion con la maduracion en un sistema semi-continuo,
lo cual no se ha logrado a escala industrial excepto en la industria de cerveza sin

alcohol y procesos de maduracion.

8. Los cerveceros podrian implementar la inmovilizacion de células en sistemas de batch
y disfrutar de sus ventajas como menor tiempo de produccion o de no requerir la

separacion de levaduras del producto final.
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9. RECOMENDACIONES

- Mejorar el disefio del sistema de fermentacion semi-continua adicionando un

sistema de limpieza interno.

- Realizar estudios de la matriz de nanofibras de celulosa sobre su interaccién a
diferentes temperaturas sobre el metabolismo de las levaduras, y su influencia en sabor de la

cerveza.

- Igualmente se requieren estudios de la viabilidad de las células y produccion de
esteres excretados por levaduras que presentan lisis en sistemas semi-continuos y continuos;

para procesos implicados en la produccion de cerveza.
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10. FIGURAS
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Figura 1. Diagrama de pasos para la produccion de cerveza.




Figura 2. Medicion de densidad inicial
de mosto cervecero para fermentacion
en sistema batch y SFSC. DI, densidad
inicial: 1.050 g/L.
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Figura 3. Curva de triple decoccién para elaboracion de m. Primera decoccion, hervir 5
litros de macerado por 10 minutos, reincorporar al macerado principal incrementando su
temperatura a 50 °C, mantener la temperatura por 40 minutos; Segunda decoccion, hervir 5
litros de macerado por 10 minutos, reincorporar al macerado principal incrementando su
temperatura a 62 °C, mantener la temperatura por 40 minuto; Tercera decoccidn, hervir 5
litros de macerado por 10 minutos, reincorporar al macerado principal incrementando su
temperatura a 72 °C, mantener la temperatura por 20 minutos; elevar temperatura de
macerado principal a 76°C por 5 minutos.
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Figura 4. Levadura Saccharomyces cerevisiae INT-086. A, levaduras floculadas; B, levaduras no
floculadas.

Figura 5. Esferificador®. Sistema utilizado para
inmovilizacion de levaduras (S. cerevisiae) en matriz

de nanocelulosa de tagua y alginato de sodio.



Figura 6. Columna del SFSC. A, empaquetada con perlas de levaduras Saccharomyces

cerevisiae inmovilizadas en matriz de nanocelulosa y alginato de sodio; B, alimentacién con

mosto cervecero a la columna de fermentacion
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4]

Figura 7. Sistema de fermentacién semi-continua. A, botella de borosilicato con
mosto cervecero; B, bomba peristaltica; C, llave para ingreso de mosto cervecero;
D, filtro; E, columna de fermentacién empaquetada con levadura inmovilizada; F,
filtro de vidrio; G, escape de CO2; H, almacenamiento de producto fermentado; I,

llave; J, salida de levadura precipitada; K, salida de producto final.



L]
=

Figura 8. Sistema de fermentacion en batch
con levaduras no inmovilizadas. A, mosto
cervecero con levadura  Saccharomyces
cerevisiae (CLQCA INT-086), no inmovilizada;
B, escape de CO»; C, recipiente con solucion de

etanol al 70%.
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Figura 9. Botella de boro silicato, donde se almacenaron las muestras
extraidas del SFSC.

Figura 10. Mosto cervecero. Color

dorado profundo (Deep gold).
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Figura 11. Matriz de nanocelulosa
fibrilada de tagua y alginato de sodio.
Matriz de inmovilizacion de levaduras

Saccharomyces cerevisiae.

Figura 12. Perlas poliméricas con levaduras

inmovilizadas.
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Figura 13. Saccharomyces cerevisiae (INT- 086
CLQCA). A, S. cerevisiae no inmovilizada. B, S.
cerevisiae inmovilizada en matriz de nanocelulosa
con alginato de sodio. C, S. cerevisiae
inmovilizada después de fermentar.
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Figura 14. Medicién de DF con hidrémetro. A, Muestra tomada del sistema
de fermentacion semi-continua con DF: 1.008 g/L. B, Muestra tomada del
sistema de fermentacion en batch con DF: 1.006 g/L.
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Figura 15. Cromatograma de muestra del SFSC. Dia de recolecta: 04/04/17.
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Figura 16. Cromatograma de muestra del SFSC. Dia de recolecta: 05/04/17.



Figura 17. Sistemas de fermentacion en batch. A. dia 1; B. 3 dias; C, 5 dias;
D, 7 dias; E, 9 dias; F, 11 dias; G, 13 dias; H, 15 dias.
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Figura 18. SFSC con levaduras inmovilizadas en matriz mixta de nanofibras de
celulosa y alginato de sodio.
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Figura 19. Cromatograma de muestra del Sistema de fermentacion
batch. Dia de recolecta: 13/05/17. Décimo sexto dia tras su fermentacion.
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Figura 21. Embudo de separacion del SFSC. En este se
recolecta el producto fermentado.

Figura 22. Levadura Saccharomyces cerevisiae lisadas. Muestras tomadas del precipitado
del embudo de separacién del sistema de fermentacion semi-continuo.



Figura 23. Cerveza. A, cerveza producida en sistema semi-continuo; B,
cerveza producida en batch.
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Figura 25. Cromatograma de la concentracién de azucares para el
mosto cervecero 2.
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Figura 26. Cromatograma de la concentracion de azucares para el
mosto cervecero 3.
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Tabla 1. Registro diario de alimentacion con mosto cervecero, extraccion de cervezay
medicion del % APV mediante hidrometria en el SFSC.

FECHA REP. mL mL DI DF % OBSERVACIONES
ALI.  PRO. % % AP APV
AP
28 MAR 17 N/A 1000 N/A < % < % AP N/A Empaquetamiento de la
mL > AP 3 columna (18:00)
29 MAR 17 N/A N/A N/A % % AP N/A Activacion columna
< ap <
Z pd
30 MAR 17 N/A 1000 700 mL % % AP N/A Retiro de producto diluido
mL < a S
Z pd
31MAR17 1.1  500mL 500mL o % o %AP 55%
Lo o
o AP oS
— 65% ' 1%
1ABR 17 1.2 500mL 500mL o % o Y% AP 5.5%
Te) o
o AP S
< 65% ' 1%

2 ABR 17 1.3 200mL  200mL o % % AP - No se tomo la densidad
8 A I por hidrometria debido a
< 6.5% N/A la falta de muestra

3 ABR 17 14 500mL 500mL o % w % AP 5.5%

9] o
S AP oS
— 65% T 1%

4 ABR 17 1.5 500 mL 500 mL % % AP  5.5% Se gener6 mucha presion
3 AP 38 interna causando que el
S 65% S 1% balén del sistema salga

volando. Se pasaron perlas

5 ABR 17 1.6 500mL 500mL o % o Y% AP 5.5%

& AP 8
- 65% ' 1%

6 ABR 17 1.7 500mL 500mL o % w Y% AP 5.5%
& A 8
— 65% ' 1%

7 ABR 17 1.8 500mL 500mL o % ww Y%AP 55% Alta actividad en
8 AP 8 biorreactor, paso de perlas.
— 65% T 1%

8 ABR 17 19 500mL 500mL o % o Y AP 5.5%

S AP 8
- 65% ' 1%

9 ABR 17 1.10 500 mL 350 mL % % AP 5.5%
5 AP 3
S 65% = 1%
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Tabla 1. Registro diario de alimentacion con mosto cervecero, extraccion de cervezay

medicion del % APV mediante hidrometria en el SFSC (Continuacién...)

10 ABR 17

11 ABR 17

12 ABR 17

13 ABR 17
14 ABR 17
15 ABR 17
16 ABR 17
17 ABR 17

18 ABR 17

19 ABR 17

20 ABR 17

21 ABR 17

22 ABR 17

23 ABR 17

24 ABR 17

25 ABR 17

26 ABR 17

27 ABR 17

1.11

1.12

1.13
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1.17

1.18
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1.20

2.1

2.2

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL
500 mL
500 mL
500 mL
500 mL

500 mL

500 mL
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500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 Ml

500 MI

500 mL

500 mL

450 mL

500 mL

500 mL

450 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

1.050 1.050

1.050

1.050 1.050 1.050 1.050 1.050 1.050 1.050 1.050

1.050

%
AP
6.5%

%
AP
6.5%

%
AP

6.5%
% AP

% AP
% AP
% AP
% AP

% AP

%
AP
6.5%
%
AP
6.5%

%
AP
6.5%
%
AP
6.5%

%
AP
6.5%
%
AP
6.5%

%
AP
6.5%

%
AP
6.5%
%
AP
6.5%

1.008 1.008

1.008

1.008 1.008 1.010 1.014 1.010

1.008 1.008

1.010

1.008

% AP

1%

% AP

1%

% AP

1%
% AP

% AP
% AP
% AP
% AP

% AP

% AP

1.3%
% AP

1.8%
% AP

1.3%
% AP

1%
% AP

1%
% AP

% AP

1%

% AP

1.3%
% AP

1%

5.5%

5.5%

5.5%

5.2%

4.7%

5.2%

5.5%

5.5%

5.5%

5.5%

5.2%

5.5%

Comienzo de alimentacion
con mosto2
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Tabla 1. Registro diario de alimentacion con mosto cervecero, extraccion de cervezay
medicion del % APV mediante hidrometria en el SFSC (Continuacion)

28 ABR 17

29 ABR 17

30 ABR 17

1 MAY 17

2 MAY 17

3 MAY 17

4 MAY 17

5 MAY 17

6 MAY 17

7MAY 17

8 MAY 17

9 MAY 17

10 MAY 17

11 MAY 17

12 MAY 17

3 MAY 17

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

2.8

2.9

2.10

211

212

2.13

2.14

2.15

2.16

2.17

2.18

500 Ml

500 MI

500 MI

500 Ml

500 Ml

500 MI

500 MI

500 MI

500 MI

500 Ml

500 Ml

500 MI

500 MI

500 Ml

500 MI

500 MI

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

1.050 1.050 1.050 1.050 1.050 1.050 1.050 1.050 1.050

1.050

1.050 1.050 1.050

1.050 1.050 1.050

%
AP
6.5%
%
AP
6.5%
%
AP
6.5%
%
AP
6.5%
%
AP
6.5%
%
AP
6.5%
%
AP
6.5%
%
AP
6.5%
%
AP
6.5%
%
AP
6.5%
%
AP
6.5%
%
AP
6.5%
%
AP
6.5%
%
AP
6.5%
%
AP
6.5%
%
AP
6.5%

1.008 1.008 1.008 1.008 1.008 1.008 1.008 1.008 1.008

1.008

1.008 1.008 1.008

1.008 1.008 1.008

% AP

1%
% AP

1%
% AP

1%
% AP

1%
% AP

1%
% AP

1%
% AP

1%
% AP

1%
% AP

1%
% AP

1%
% AP

1%
% AP

1%
% AP

1%
% AP

1%
% AP

1%
% AP

1%

5.5%

5.5%

5.5%

5.5%

5.5%

5.5%

5.5%

5.5%

5.5%

5.5%

5.5%

5.5%

5.5%

5.5%

5.5%

5.5%

Mayor cantidad de células
libres en el sistema
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Tabla2. Verificacion de consumo de aztlcares fermentables en SFSC a las 24 horas.

Muestra 1 ( 08/04/17) Muestra 2 (09/04/17)
ug/mL ug/mL
MALTO DEXTRINA 333.2 326.1
MALTOTRIOSA - -
MALTOSA - -
GLUCOSA - -
GLICEROL 15.1 -

ETANOL 462.1 458.6




Tabla 3. Fermentacion batch vs. SFSC.

66

SISTEMA
i SFSC CON LEVADURAS
FERMENTACION
INMOVILIZADAS
BATCH
Tiempo de fermentacion (12 .
_ 24-48 horas >15 dias
y 2r|a)
Tiempo de maduracion 24-48 horas 2 semanas — 3 meses
Tiempo de produccién de i
4 dias 1 mes
cerveza
Temperatura de fermentacion 18-24 °C 18-24 °C

Temperatura de fermentacion

sugerida

DI
DF
% Alcohol
% APV
Reutilizacion de levadura
Concentracion celular
floculada
Presencia de diacetilo por

catacion

Presencia de alcoholes

superiores por catacion

Concentracion de células
inoculadas / inmovilizadas
Contaminacion
% azUcares fermentados

% azUcares no fermentados

15-17°C (Rochefort et
al., 1986; Salud et al.,
2016)
1.050 g/L
1.008 g/L
6.6 %
5.7%
Sl

165-170 x10° UFC/mL

NO

NO

15 x108 UFC/mL

NO
59.6%

5-20°C (Branyik, Vicente, Cruz, &
Teixeira, 2004)

1.050 g/L
1.006 g/L
5.8 %
5.5%
NO

60- 70 x10° UFC/mL

NO

Sl

15 x10° UFC/mL

NO
63.58%
1.62%




Tabla 4. Porcentaje de APV por hidrometria en sistema batch.
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N° DE DIl 20°C 1.90APV DF 2. % APV
_ _ % APV TOTAL
BATCH aproximado 20°C aproximado
1 1.050 6.5 % 1.006 0,8 % 58 %
2 1.050 6.5 % 1.006 0,8 % 5.8 %
3 1.050 6.5 % 1.008 1% 5.5%
4 1.050 6.5 % 1.006 0,8 % 5.8%
5 1.050 6.5 % 1.005 0,7% 59%
6 1.050 6.5 % 1.006 0,8 % 58 %
7 1.050 6.5 % 1.006 0,8 % 5.8 %
Tabla 5. Promedio de % etanol.
Paired Samples Statistics
Mean
Pair 1 HPLC_SFSC 5,8000
HIDRO SFSC 5,5000
Pair 2 HPLC BATCH 6,3257
HIDRO BATCH 57714

Tabla 6. Analisis estadistico. Prueba de Wilcoxon para comparar el porcentaje de etanol
obtenido por HPLC vs. Hidrometria, en sistemas batch y SFSC.

TEST STATISTICSA

z
Asymp. Sig. (2-tailed)

HIDRO_SFSC -
HPLC_SFSC

-1,183P

,237

HIDRO_BATCH -

HPLC_BATCH

-1,352P

,176

a. Wilcoxon Signed Ranks Test

b. Based on positive ranks.
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12. ANEXOS
2015 Total 633ml Bottle G::':m Global
Region Consumption Equivalent (million 201:_ Market
thousand kI bottles) Share
( ) ) 2015
Japan 5,380 B8,498.4 -1.5% 29%
Asia (excluding
57,920 91,500.8 -1.7% 31.5%
Japan)
Asia Total 63,300 100,000.0 -1.6% 34.4%
Europe 49,572 78,3120 -0.6% 27 0%
Central and 28,325 44,746.9 1.7% 15.4%
South America ’ T ' )
North America 26,263 41,490.0 -0.1% 14.3%
Africa 12,952 20,461.5 2.0% 7.0%
Oceania 2175 3,4354 -0.9% 1.2%
Middle East 1,195 1,887.2 0.3% 0.7%
Global Total 183,780 290,331.8 -0.3% | 100.0%

Anexo 1. Consumo global de cerveza por regiones en el 2015. Fuente: KIRIN (2015).

Fig. 2 Five common

types of immobilized cell A
bioreactors: (A) packed

bed reactor; (B) fluidized

bed reactor; (C) gas lift

reactor: (D) bubble

column reactor (or stirred

reactor if stirred); and (E)

membrane cell-recycle

reactor

Feed

Effluent

Opbonal
recycke

Feed
© Immobilized carriers

© Ar/Gas bubbles D

Membrane cell-recycle
component

Feed

Air fGas

— Effluent

QOptional strrer

Effluent

Anexo 2. Tipos de biorreactores con células inmovilizadas. A, reactor de lecho relleno; B,
reactor de lecho fluidizado; C, reactor de gas de elevacion; D, reactor de columna de burbujas;
E. reactor de células recicladas de membranas (Verbelen et al., 2006 ).
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Porous matrix Cells

e 0%
/(_ ‘ OQ
Cells Solid surface

1. Entrapment within a porous matrix 2. Attachment or adsorption on surface

Porous matrix Cells
Cells
Shell material
3. Co-aggregation 4. Mechanical containment behind a barrier

Fig. 3.1 Immobilization methods

Anexo 3. Técnicas de inmovilizacion celular. 1, atrapamiento dentro de una matriz porosa;
2, adhesiodn a una superficie; 3,coagregacion; 4, contencién detras de una barrera. (Karel,
Libicki, & Robertson, 1985; Verbelen et al., 2006)
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