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Resumen

La demanda de cerveza con bajo contenido alcohdlico ha incrementado, sin
embargo, las tecnologias disponibles para obtener esta bebida deterioran sus
propiedades organolépticas. Por lo tanto, se evalud el efecto de un sistema de
electrofermentacion en el contenido de etanol y el perfil aromatico de una cerveza.
Se realiz6 un disefio experimental factorial de 32. Los factores fueron el material del
electrodo (acero inoxidable, titanio y grafito) y el voltaje (0, 15y 30 V), y la variable
de respuesta fue el rendimiento de etanol. Ademas, estos tratamientos se
compararon con una fermentacion tradicional como control. El fermentador con el
mosto y la levadura (Saccharomyces pastorianus) se mantuvo en un rango de
temperatura de 14 - 18 °C. Las unidades experimentales se conectaron en serie y
se conectaron a una fuente de alimentacion con corriente continua, que suministro
energia a través de los electrodos. Se recolectaron muestras cada 12 h durante 60
h para determinar las concentraciones de etanol, azucares reductores y biomasa
mediante técnicas de espectrofotometria e identificacion de volatiles por HS SPME
CG MS. Los resultados de los rendimientos de los electrodos indican no hay un
efecto de interaccion entre electrodo y voltaje, pero hay un efecto del material del
electrodo en el metabolismo de la levadura. Con respecto al electrodo de grafito con
15y 30 V, se registréo un aumento de 60 % en la tasa de crecimiento, el tiempo de
duplicacién se redujo hasta un tercio, aceler6 el consumo de azucares reductores
0.6 veces y se presentd un aumento en la concentracién de compuestos volatiles.
La concentracion de etanol obtenida por electrodermentacion fue similar a la
fermentacion tradicional. La aplicacion de este sistema modulé el metabolismo de
la levadura para obtener una cerveza lager unica en los compuestos volatiles, pero
se sugiere una evaluacion sensorial para satisfacer las preferencias del consumidor.

Palabras clave: cerveza baja en alcohol, electrofermentacion, compuestos
aromaticos



Abstract

The demand for beer with low alcohol content has had an increase, however, the
available technologies to obtain this beverage are detrimental to their organoleptic
properties. Therefore, the effect of an electrofermentation system was evaluated in
the ethanol content and aroma profile of a beer. A 32 factorial experimental design
was conducted. The factors were electrode material (stainless steel, titanium, and
graphite) and voltage (0, 15, and 30 V), and the response variable was the ethanol
yield. Besides, these treatments were compared with a traditional fermentation as a
control. The fermenter with the wort and yeast (Saccharomyces pastorianus) were
kept in a cooler with ice to maintain a temperature range of 14 - 18 °C. The
experimental units were connected in series and plugged.into.a power source with
direct current, voltage supplying energy through the electrodes. Samples were
collected every 12 h during 60 h to determine the ethanol, reducing sugars, and
biomass concentrations by spectrophotometry techniques and volatile identification
by HS SPME GC MS. The electrode yield results indicate that there is no interaction
between electrode and voltage, but there is an effect of the electrode material on
yeast metabolism. The use of graphite as an electrode with 15 and 30 V registered
a 60 % increase in the specific growth rate was observed, the generation time was
reduced by up to a third, the consumption of reducing sugars accelerated 0.6 times
and an increase in the concentration of volatile compounds was presented. The
ethanol concentration obtained by electrofermentation was similar to the traditional
fermentation. The application of an electrostatic system modulated yeast
metabolism to obtain a-beer lager unique in the volatile compounds, but a sensorial
evaluation is suggested to meet consumer preferences.

Keywords: low alcohol beer, electrofermentation, aromatic compounds.
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1. INTRODUCCION

Una de las bebidas mas antiguas y distinguidas del mundo es la cerveza. De
acuerdo con descubrimientos arqueoldgicos, se sabe que se produce desde hace
mas de siete mil afos. En la actualidad, la produccidn de cerveza se realiza
internacionalmente y la cantidad de sabores y presentaciones es extensa. Se regula
constantemente por distintas asociaciones, por Io que su evolucion es mas
controlada.

Ademas de la diversificacion de estilos, se han presentado otra clase de
consideraciones en la comercializacion. Las mas recientes son en relacion al
contenido alcohdlico. El mercado de esta indole ha aumentado en los ultimos afios,
debido a que los consumidores tienen mayor interés en la salud, asi como en evitar
el abuso del alcohol. Aunque las definiciones de “bajo en alcohol” y “sin alcohol” en
las cervezas varian en diferentes paises, también varia su composicion que por lo
general es de 0 hasta 2.25 % v/v.

Ya en la industria se tienen distintos procedimientos para eliminar el etanol de
la bebida. En algunos casos, puede dafar la composicion aromatica por los
procesos aplicados. La reciente alta demanda requiere de explorar otros
procedimientos para su fabricacibn conservando o mejorando las propiedades
quimicas de la cerveza. Por lo tanto, las capacidades de la fermentacién deben estar
en constante evolucion para permitir la satisfaccion del mercado.

Las tecnologias emergentes han permitido aumentar la capacidad de
comprension de los fundamentos aplicados y marcan la pauta para aumentar la
capacidad de fabricacion. Un concepto relativamente antiguo que recientemente ha
sido retomado es la aplicacion de sistema bioelectroquimicos. Uno de los modelos
establecidos es la electrofermentacién. Con este mecanismo, se pretende utilizar
energia eléctrica para mediar las vias metabolicas, con el fin de aumentar o
disminuir los productos de interés. En algunos casos, también puede disminuir el
tiempo de fermentacién. Usar dicho procedimiento en la generacion de bebidas

fermentables, en especial cerveza, puede ser una opcidn para disminuir el contenido



alcoholico. Ademas, abre la posibilidad de crear otros estilos y formar otros atributos

caracteristicos.

2. ANTECEDENTES

21. Historia de la cerveza

De acuerdo con la definicion de la Norma Oficial Mexicana NOM-199-SCFI-
2017, la cerveza es “una bebida alcohdlica fermentada elaborada con malta, lupulo,
levadura y agua potable. Puede adicionarse con infusiones de cualquier semilla
farinacea procedente de gramineas o leguminosas, raices o materia prima vegetal
feculenta y/o carbohidratos de origen vegetal susceptibles de ser hidrolizados o, en
Su caso, azucares que son adjuntos de la malta, con adicion de lupulos o
sucedaneos en éstos. El contenido alcohdlico varia de 2 a 20 % v/v”.

La definicion anterior coincide con la dada por la FAO (1994), donde la cerveza
es hecha a partir de cereales malteados fermentados (principalmente cebada), agua
y lupulo. También pueden utilizarse cereales no malteados. Aunque la definicion de
la FAQ difiere de las principales clasificaciones internacionales, puesto que incluye
la cerveza no alcohdlica.

De cualquier modo, la bebida ha pasado por un largo proceso de
transformaciones. Tanto la estructura de elaboracion, como las cualidades
fisicoquimicas -y organolépticas de la cerveza han cambiado para ser como la
conocemos actualmente. Se cree que el origen de la bebida comenzd hace
aproximadamente 7,000 anos. Es posible que los mesopotamicos fueron
iniciadores, dado que las fechas coinciden con el nacimiento de la agricultura
(Damerow, 2012). En los registros de los sumerios encontrados en Sudan se
describe que la fermentacion se realizaba en vasijas con agua y trozos de pan. Las
vasijas eran colocadas en el sol durante dias y al finalizar el proceso de
fermentacion, la bebida era filtrada y almacenada. Esta bebida era conocida como
“sikaru” o “cerveza de pan” (FAO, 2019).

En Egipto se encuentran registros con una antigiedad de 3,000 afios sobre la
produccion de “sikaru” (Perruchini et al., 2018). La bebida se propagd por el



continente europeo, siendo los monasterios alemanes quienes mejoraron ciertos
aspectos organolépticos de la bebida. Hacia el siglo VII, los mismos monasterios
alemanes comenzaron a usar plantas para la conservacién de la bebida, tales como
mirto de bravante (Myrica gale) o lupulo (Humulus lupulus) (Behre, 1999). En
Alemania, durante 1516, se firmé la Ley de Pureza Bavara. En ella, se establecia
que los unicos ingredientes para la elaboracion de cerveza debian ser malta, lupulo
y agua. La levadura aun no se consideraba un ingrediente, debido a que todavia no
se conocia la existencia de estos microorganismos (Unger, 2007).

Durante el siglo XIX, surgieron descubrimientos cientificos importantes para la
elaboracion de la cerveza. Un ejemplo es el trabajo de Louis Pasteur con respecto
a los procesos de fermentacion, el cual tuvo un impacto en la industria alimentaria
y de bebidas, asi como lo fue el proceso de pasteurizacion. Por otro lado, Emil
Christian Hansen logro el aislamiento de cepas de levaduras puras a través del
cultivo. Lo anterior, ayudd a la industria cervecera a mejorar y unificar la calidad y
aumentar la vida de anaquel del producto (Sanchez, 1995).

Las aportaciones microbioldgicas no fueron lo unico que surgié durante esta
época, la revolucion industrial se propagé por Europa a mediados del siglo XVII,
hasta finales del siglo XIX (Li et al., 2015). La invencién del motor de vapor manifesté
un cambio drastico en la forma de produccion cervecera. Los motores que podrian
operar las maquinas, la invencion del termometro y el hidrometro para monitorear la
produccion de cerveza, el desarrollo de hornos de carbon utilizados para la
elaboracion de malta y las pequenas, pero muy utiles, mejoras para envasar la
cerveza en venta sirvieron para aumentar la produccién local (Mosher & Trantham,
2017). Lo anterior s6lo marco la diferencia para el inicio de la comercializacion a
gran escala, lo que provoco que la cerveza se volviera mas barata y mas facil de
comprar.

Por otro lado, la refrigeracion también fue un avance tecnolégico que beneficio
a las cerveceras. Antes de la refrigeracion, los cerveceros sélo podian usar hielo
que se recolectaba en rios congelados o nieve durante el invierno para las

fermentaciones que requerian bajas temperaturas. Ademas, la conservaciéon del



producto también significaba un problema, puesto que la vida util del producto se
veia afectada (Li et al., 2015). Gracias a esta nueva invencion, la cerveza podia ser
transportada a mayores distancias y almacenada durante periodos mas
prolongados.

2.2. Mercado de la cerveza

2.21. Mercado global

Las bebidas fermentadas ocupan el segundo lugar de las mas consumidas a nivel
mundial (Mencia Sanchez & Pérez Gallegos, 2016), siendo Norteameérica el principal
consumidor. No obstante, Europa es la region principal donde se consume mas
cerveza. Los paises que mas la consumen son Republica Checa, Alemania y
Polonia, que de acuerdo con un analisis de STATISTA (2018a), consumen un
promedio de 137, 98.1 y 91.0 L por persona al afio, respectivamente.

Anheuser-Busch InBev N.V./S.A. (o tambien conocido como AB InBev) es una
empresa multinacional de origen belga considerada como la mayor fabricante de
cerveza del mundo. En el 2018 percibio ingresos de aproximadamente 56.4 mil
millones de dodlares. Lo que traduce como la dominacién de una tercera parte del
mercado mundial (STATISTA, 2018b). En 2012, esta compafia multinacional
absorbié por completo a Grupo Modelo, la mayor cervecera de México. Grupo
Modelo, instaurada en México, fue una de fundadoras de la Camara de Cerveceros
de México junto con Cuauhtémoc-Moctezuma (Cerveceros de México, 2017). Esta
ultima también fue absorbida por una empresa extranjera: Heineken International.

2.2.2. Mercado nacional

México, por otro lado, no es un gran consumidor a comparacion de estos paises
europeos, pero si es un gran productor y exportador. De acuerdo con datos del
INEGI (2016), México es el cuarto productor de cerveza después de China, Estados
Unidos y Brasil y es el pais exportador mas importante desde el 2010. En el 2016
tuvo la participacion del 21.3 % de las exportaciones mundiales (Figura 1).

Lo anterior coincide con los datos registrados de STATISTA (2017). La fuente
manifiesta que la produccion tanto de América del Norte como del Sur fue de 595
millones de hL en el 2017, siendo Estados Unidos, Brasil y México los principales



productores. Lo que se infiere que el continente americano aporté aproximadamente
un tercio de la produccion mundial de ese mismo ano.

Principales paises exportadores de cerveza, 2016
Porcentajes respecto al valor total de las exportaciones mundiales

Mexico
Paises Bajos
Bélgica
Alemania

Reino Unido

Estados Unidos de
América

Francia

Irlanda
Dinamarca
Republica Checa

23.0

Resto de los palses

Figura 1. Principales paises exportadores de cerveza en 2016 (INEGI, 2016)

Actualmente, el mercado de la cerveza tradicional se encuentra en su mejor
posicion en el pais y en el mundo contando con un valor de mercado de 700 mil
milones de ddlares. Asimismo, la industria de la cerveza artesanal ha aumentado
su valor en los ultimos afios y actualmente cuenta con un valor 100 mill millones de
dolares, pero se prevé que seguira creciendo (Angeles & Zufiiga, 2018).

2.2.3. Tendencias de mercado

El consumo de alcohol es generalizado en todo el mundo y esta influenciado
por factores de vulnerabilidad social e individual. Los factores sociales incluyen los
niveles de desarrollo de las sociedades, la cultura, el contexto de consumo y la
produccion de alcohol. Por su parte, los factores individuales que afectan el
consumo de alcohol incluyen la edad, el género, los factores familiares y el estado
socioeconomico (Liguori et al., 2018). Con respecto a esto, el consumo de cerveza
ha cambiado, tanto a nivel mundial como nacional. Estas transformaciones se ven

reflejados en los cambios de habitos en el consumidor.
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Ultimamente, los individuos que buscan cervezas con bajo nivel de alcohol o sin
alcohol ha aumentado (Varela & Varela, 2019). Esto puede ser debido a que los
consumidores son cada vez mas conscientes de los problemas de salud causados
por el alcohol y buscan otras alternativas mas saludables (Branyik et al., 2012).

La produccién de cerveza con un menor contenido alcohdlico puede aumentar
el suministro de bebidas, la comercializacion, y mejorar el bienestar del consumidor
aprovechando las moléculas beneficiosas y el contenido restringido de alcohol
(Liguori et al., 2018). De acuerdo con Wise Guy Report (2019), en un estudio de
mercado sobre esta tendencia, se espera que el mercado global de cerveza baja en
alcohol y sin alcohol alcance los 5.91 mil millones de ddlares en el ano 2023. Esto
quiere decir que CAGR (en espanol, tasa de crecimiento anual compuesta) tendra
un crecimiento de 8.28 % durante este periodo estimado.

23. Clasificacién de la cerveza

A través del tiempo y practica, los maestros cerveceros se han dado a la tarea
de experimentar con los sabores y aromas para la elaboracién de diferentes
cervezas. Esto es posible debido a la combinacién de diferentes especies de
granos, tipos de levadura o lupulo y por la adicién de otros componentes como fruta,
especias, entre otros. Existen diferentes formas de hacer una cerveza, pero existen
recetas y procesos parecidos entre si. Por lo tanto, al clasificarlas se busca que
sean agrupados por sus similitudes (Mosher & Trantham, 2017).

La clasificacion general mas aceptada se divide en dos y esta basada en el
tipo de levadura que se utiliza durante la fermentacién: ale y lager (Li et al., 2017).
Un malentendido muy comun entre estas clasificaciones es la relacion al color. Por
lo general, se piensa que las ale son bebidas exclusivamente oscuras, mientras que
las‘lager son claras. No obstante, tanto las ale como lager tienen una amplia gama
de tonos, sabores y aromas (Palmer, 2017).

11



Cuadro 1. Estilos de cerveza. Recuperado de Harrison & Albanese (2017)

Tipo Pais de origen
Ales
Alt or altbier Alemania
Barley wine Inglaterra
Bitter ale Inglaterra
Cream ale Estados Unidos
Imperial stout Inglaterra
India pale ale Inglaterra
Lambic Bélgica
Porter Inglaterra
Saison Bélgica
Stout Irlanda
Sweet stout Inglaterra
Weizenbier orwheatbeer Alemania
Lagers
Bock Alemania
Dortmunder Alemania
Dunkel Alemania
Helles Alemania
Malt liquor Estados Unidos
Marzen Alemania
Pilsener Republica Checa
Rauchbier Alemania
Schwarzbier Alemania
Porter Inglaterra
Vienna Austo-Hungaro
Zwickelbier Alemania
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A esta variedad se le denomina estilo. Estas, a su vez, también se clasifican en
categorias y sub-categorias (Palmer, 2017). El tipo de malta, de lupulo, la especie
de levadura, asi como el anexo de otros adjuntos como especias, granos sin
maltear, lactosa en polvo, el uso de distintos tipos de lupulo y la combinacién de
éstos delimitan el perfil de sabores que tiene un estilo (Stewart et al., 2018). Inlcuso
la calidad del agua y el tipo clima en la regidn en conjunto con los ingredientes se
acoplan para dictar el caracter de la cerveza (Harrison & Albanese, 2017). En el
Cuadro 1. se muestran algunos de los estilos que existen y el pais en donde se
originaron.

Por ejemplo, de la categoria American Porter y Stout, se desprenden estilos
como la Imperial Stout o el American Porter, mientras que de la categoria Dark
British Beer, se desprenden los estilos Sweet Stout, Oatmeal Stout y Tropical Stout
(Cerveceros de México, 2018). Los estilos'son acotados por organizaciones con el
objetivo de estandarizar los métodos de cada categoria. Un ejemplo es Brewers
Association donde todos los afios, entre los meses de febrero y marzo, actualiza las
pautas de cada estilo (Brewers Association, 2019).

24, Ingredientes principales de la cerveza

Para la fabricacion de la cerveza se requieren cuatro ingredientes principales:
agua, malta de cebada, lupulo y levadura. Se requiere que éstos sean de alta
calidad para obtener un producto con las mejores cualidades (Mosher & Trantham,
2017). En algunos casos es posible afadir otros elementos como especias, frutas,
otros cereales con o sin maltear e, inclusive agregar mas de un tipo de lupulo.

241. Agua

Al'igual que otras bebidas, el agua es el componente mayoritario de la cerveza.
De acuerdo a diferentes autores, el agua se considera como el ingrediente mas
importante. No solo es el que ocupa el 90 % en composicion, sino que también,
dependiendo de su composicién quimica, puede tener un impacto relevante en el
sabor de la cerveza (Stewart et al., 2018).

El contenido de sales y minerales disueltos tiene una influencia directa con la

calidad sensorial. Por ejemplo, se conoce que el agua de la regién de Londres y
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también en partes de Irlanda contiene bicarbonato, lo que eleva el pH del agua. Esta
caracteristica del agua mejora las cualidades sensoriales de cervezas con estilos
porter y stout. Asimismo, el agua con alto contenido de sulfato de calcio también
tiene efectos positivos como potenciar el sabor y aroma del lupulo (Mosher &
Trantham, 2017).

Tanto los iones de calcio como los de magnesio son muy comunes en el agua
potable. Ambos influyen en la dureza del agua, es decir, aquella con una alta
concentracion de sales o iones. Existen dos tipos de dureza: temporal vy
permanente. La primera es la que esta contenida en forma de carbonato o
bicarbonato y la concentracion puede ser disminuida durante la ebullicion del agua.
La segunda se refiere a la presencia de aniones de sulfato, nitrato, clorato, entre
otros, pero las concentraciones no cambian, aun cuando el agua es hervida (Mosher
& Trantham, 2017).

Por otro lado, la calidad del agua tiene que cumplir ciertas reglamentaciones
para poder utilizarse. La mas relevante es la guia para la calidad de agua potable
de la Organizacion Mundial dela Salud para el uso en alimentos (Bamforth, 2016).
En ésta, se tienen recomendaciones para el desarrollo y ejecucion de estrategias
para garantizar la inocuidad y sanidad del agua. Contiene, ademas, requisitos
minimos razonables para cumplir practicas seguras y proteger la salud de los
consumidores (OMS, 2006).

24.2. Cebada

La cebada es considerada como de las primeras especies cultivables. Es el
cuarto grano mas cultivado en el mundo, con respecto a otros cereales. Existen dos
especies principales: de 2 (Hordeum distichum) y 6 hileras de grano (Hordeum
vulgare) (Shewry & Ullrich, 2014).

Los granos de cebada se usan para distintas industrias alimenticias, por
ejemplo, la panificacion, confiteria y bebidas alcohdlicas. La razon de esto es porque
tiene una composicion quimica rica en almidon y una porcion moderada de

proteinas. Especificamente para la produccion de cerveza, esta composicién de
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biomoléculas ayuda a la propagacion celular, asi como en la formacion de sabores

y aromas (Li et al., 2017).
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Figura 2. Estructura del grano de cebada (Mallet, 2013)

La estructura del grano esta definida por cascara, pericarpio, testa, capa de
aleurona, endospermo y embrion (Figura 2). En la capa de la testa se encuentran
polifenoles, también conocidos como taninos. Mientras que, en la capa de aleurona
es rico en acido ferulico, un precursor de aroma (Mallet, 2015). EI endospermo
ocupa aproximadamente el 70 % p/p del tamafio total (Mosher & Trantham, 2017).
Este ultimo es la parte mas importante, puesto que esta conformado por almidon.
El polisacarido se fragmentara y sera metabolizado por las levaduras; en la planta,
funciona como un almacenamiento de energia para la futura germinacion (Shewry
& Ullrich, 2014).

2.4.2.1. Cebada malteada

Para la cerveza, la especie que se utiliza es H. distichum, es decir, de dos
hileras. Esto es porque los genotipos de esta especie tienen una mayor proporcion
de sacaridos — proteinas en comparacion con los genotipos de H. vulgare
(Bettenhausen et al., 2018)
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El objetivo del malteo es inducir la produccion de enzimas con la capacidad de
degradar macromoléculas a moléculas solubles. El proceso completo esta dividido
en tres etapas: remojo, germinacion y secado (Hill, 2015). Primero, la cebada se
moja para inducir la germinacion, es decir, que la semilla empiece a generar raices.
Después, el grano se somete a una temperatura y humedad controlada. Este paso
es importante para la obtencién en enzimas hidroliticas para degradar el almidén
dentro del grano (Briggs et al., 2004). Por ultimo, el secado se controla en gran
medida mediante el horneado a temperaturas y tiempos especificos. El secado se
usa para inactivar a las enzimas, detener la germinacion, eliminar la raiz formada y
dar color, lo que hace la diferencia entre las maltas, por ejemplo, entre la palida y
chocolate (Bettenhausen et al., 2018). Este ultimo paso también es importante para
determinar el perfil de sabores que se buscan en el producto por medio de procesos
quimicos (Mosher & Trantham, 2017).

Entre las enzimas con mayor importancia se encuentran las hidrolasas. Estas
se producen en la capa de aleurona. Durante el malteo se exponen al almidén para
su degradacidén en moléculas mas pequefias denominados azucares fermentables.
Las levaduras metabolizan estas moléculas en orden de simplicidad, siendo la
glucosa el primer componente fermentado en el proceso (Shewry & Ullrich, 2014).

Impacto en el sabor

Las variedades del sabor de la cerveza se deben a diversos factores: el tipo de
granos utilizados, procesamiento de secado, tostado de las maltas y, en cierta
medida, al cultivar del grano utilizado (Stewart et al., 2018). Los sabores y
precursores de sabor se forman principalmente a partir de la reacciéon de Maillard
durante el tostado (Mallet, 2013). Algunos ejemplos son la generacion de
maltoxazina, maltol, isomaltol y etilmaltol que le proveen ciertas notas de pan,
caramelo o algoddn de azucar a la cerveza (Bettenhausen et al., 2018).

La reaccidn de Maillard es una reaccion de oscurecimiento no enzimatica.
Ademas de la generacion del color, es fundamental para el desarrollo de los sabores
y aromas mas preciados para el hombre. Esta reaccidn se lleva a cabo en presencia

de aminas y carbonilos. En la cebada, se encuentran en forma de aminoacidos o
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proteinas y azucares reductores. De los parametros mas influyentes sobre la
reaccion es la temperatura, composicion quimica, actividad de agua y pH. De los
anteriores, la temperatura se considera como la mas relevante debido a que las
enzimas que realizan dichas transformaciones necesitan mayor energia de
activacion. Combinado con baja actividad de agua, favorecen la produccion de
compuestos de sabor de notas tostadas (Reineccius, 2005).

24.3. Lupulo

El lupulo (Humulus lupulus) es una planta herbacea trepadora resistente
perteneciente a la familia Cannabaceae (Pistelli et al., 2018). Es conocida por su
participacion en la industria cervecera. Esta ampliamente distribuida por el mundo,
siendo Alemania y Estados Unidos sus mayores productores con mas del 70 % del
producto cosechado a nivel mundial (Stewart et al., 2018).

Cuadro 2. Composicion de conos de lupulo Recuperado de Bamforth (2016)

Porcentaje base seca

Elementos
(% p/p)
Resina 15
Proteinas 15
Monosacaridos 2
Polifenoles (terpenos) 4
Pectina 2
Aceites esenciales volatiles 0.5
Ceniza 8
Humedad 10
Celulosa 43

Es una especie dioica, es decir, que tiene plantas masculinas y plantas
femeninas separadas (Bamforth, 2016). Para la elaboracion de cerveza, se requiere
solamente la parte femenina, puesto que éstas tienen la capacidad de producir

conos o glandulas. En ellas, se encuentran las glandulas secretoras de polen. Este
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es una combinacion de distintos elementos (Cuadro 2), donde los mas importantes
son la resina, aceites esenciales y polifenoles (Stewart et al., 2018).

Inicialmente esta planta era conocida por sus propiedades antiinflamatorias,
antidepresivas y antimicrobianas en la edad media (Pistelli et al., 2018). Fueron los
alemanes quienes le anadieron el lupulo a la cerveza por primera vez con el
propésito de su conservacion (Li et al., 2017). Con el paso del tiempo, el uso de ésta
ha evolucionado, no solo en la generacidén de variedades de sabor y aroma, sino
también como estabilizante de espuma y como antioxidante. De acuerdo con
MillerCoors, centro de investigacion y elaboracidén de cerveza, el lupulo aporta a la
cerveza de amargura, aroma, sabor, textura, estabilidad de sabor, espuma vy
actividad antimicrobiana (Hieronymus, 2012).

2.4.3.1. Resina

La resina esta dividida en dos: suave y dura. La suave es una mezcla de dos
tipos de acidos: a y B. Al conjunto de los acidos a se les denomina comunmente
como humulonas y existen tres homaologos principales: humulona, cohumulona y
adhumulona. Mientras que los acidos 8 se conocen como lupulonas y, al igual que
los a, existen tres homologos: lupulona, colupulona y adlupulona (Bamforth, 2016).

Los acidos tanto a como [3, en su forma nativa, no proveen sabor u olor
caracteristico. Estos se someten a una isomerizacién térmica durante el proceso,
los cuales se denominan iso-a-acidos e iso-B-acidos. Los primeros son los
principales responsables de la amargura de la cerveza, el 80 % provienen de estos
compuestos (Oladokun et al., 2016). En adicion, los iso-a-acidos también tienen
propiedades antibacterianasy tienen la capacidad de estabilizar la espuma. Por otro
lado, los iso-B-acidos influyen poco en el aroma y sabor de la cerveza, asi como la
estabilidad de la misma (Li et al., 2017).

Una forma de medir la amargura es por medio de los IBU. Los IBU son una
unidad de medida definida por la Sociedad Americana de Quimicos Cerveceros que
significa, en sus siglas en inglés, International Bitterness Unit (Unidad Internacional
de Amargor). Esta es definida por 1 miligramo de iso-a-acidos por cada litro de
cerveza (Oladokun et al., 2017).
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2.4.3.2. Aceites esenciales

Ademas de las resinas, un elemento importante para la composicion del aroma
y sabor son los aceites esenciales. Como regla general, se conoce que entre mayor
sea la concentracion de acidos a, mayor es el contenido de aceites (Stewart et al.,
2018). De acuerdo con analisis cromatograficos, los aceites esenciales se
componen de mas de 300 compuestos diferentes. Se les puede clasificar en tres
categorias: terpenos, fraccién oxigenada y fraccion sulfurada (Pistelli et al., 2018).

Los terpenos constituyen hasta el 90 % p/p de los aceites totales, dependiendo
de la variedad de lupulo. Los mas importantes son los sesquiterpenos (conformados
por mirceno, a-humuleno y B-cariofileno) teniendo una presencia de hasta el 80 %
de los terpenos totales. Son compuestos poco solubles en agua, pero es posible
encontrar rastros de estos componentes en la.cerveza si se afiade lupulo en partes
especificas del proceso de elaboracién (Bamforth, 2016).

La fraccidon oxigenada esta compuesta principalmente por alcoholes, ésteres y
cetonas. Por lo general, son componentes que se encuentran en muy bajas
cantidades en el producto final..Lo anterior da pauta a que éstas se miden en partes
por billon en lugar de partes por millon. No obstante, se cree que el rol de estos
grupos tiene un efecto sinérgico importante para la calidad final de la cerveza
(Stewart et al., 2018).

Por ultimo, la fraccion sulfurada también influye en la calidad del sabor. Pero la
presencia de este grupo también tiene un impacto negativo. Esto es porque en
grandes -cantidades, los compuestos sulfurados dejan rastros de sabores
caracteristicos, ademas de afectar la coloracion de la cerveza (Bamforth, 2016).
Dichos componentes son dimetil disulfuro, trimetil disulfuro y metanotiol (Stewart et
al.,; 2018).

2.4.3.3. Polifenoles

La cantidad y tipo de polifenoles que hay en la cerveza, depende de la cantidad
y variedad de lupulo que se use. Tienen efectos positivos tanto en el sabor, como
en la estabilidad. De todos los ingredientes, el lupulo es el que puede proveer hasta
el 50 % de los polifenoles en la cerveza a pesar de ser afadido en pequefias
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cantidades (Stewart et al., 2018). Aunque, el ingrediente que provee la mayor parte
de los polifenoles en el producto final es la cebada, que en ciertas ocasiones, logra
atribuir hasta el 70 % (Hieronymus, 2012).

Los polifenoles se pueden dividir en cuatro categorias: acidos fendlicos,
flavonoles, catequinas y antocianidinas (Li et al., 2017). Los polifenoles de Iupulo
mejoran la estabilidad del sabor debido a sus cualidades antioxidantes, que
suprimen la formacion de compuestos no deseados (Hieronymus, 2012). De este
grupo, el compuesto mas importante podria considerarse que son las flavonoides
porque podrian tener efectos positivos en la salud (Li et al., 2017).

2.4.4. Levadura

Los microorganismos utilizados para la fermentacion de bebidas alcohdlicas,
por lo general, son las levaduras. Estas.son microorganismos eucariéticos
unicelulares de aproximadamente 5 a 10 ym de largo y 5 ym de ancho (Mosher &
Trantham, 2017). Pertenecen al dominio eukarya, lo que significa que tienen

estructuras endomembranosas definidas como nucleo y mitocondria (Figura 3).
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Figura 3. Estructura de S. cerevisiae (Walker & Stewart, 2016)

Forman parte del reino de los hongos y se caracterizan por dividirse asexual

(division binaria y gemacion) o sexualmente mediante ascosporas o basidioesporas
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(Palmer, 2017). Estos microorganismos son la parte central del proceso debido a
que la levadura realiza la conversion de azucares para producir etanol, CO2 y
compuestos importantes para el sabor y aroma (Zainasheff & White, 2010).

La eleccion de levaduras juega un rol vital para la produccion de bebidas
alcohdlicas, dado que la seleccion de cepas es esencial para maximizar el
rendimiento de alcohol y la calidad del producto. Para fermentaciones a gran escala,
la especie mas utilizada, tanto para la industria cervecera como para la vinicola, asi
como para la produccién de bebidas alcohdlicas destiladas, es Saccharomyces
cerevisiae. En producciones mas pequefias es posible que permitan fermentaciones
espontaneas con la microbiota natural de la materia prima. Este es el caso de
bebidas como tequila 0 mezcal en México, o la produccién de la cachaza en Brasil
(Walker & Stewart, 2016).

2.4.4.1. Levaduras cerveceras

Para la produccién de cerveza, el uso del género Saccharomyces es habitual.
Tanto el sabor asi como el aroma es en gran parte definido por la cepa empleada y
la composicion del mosto. En cierto modo, la calidad del producto final es
determinado por la levadura y los parametros fisicoquimicos manejados durante la
fermentacion. Por lo anterior, las cerveceras se han animado a realizar cambios en
las cepas de manera-artificial con el uso de técnicas moleculares (Hill, 2015).

Tipo ale

S. cerevisiae es comun en fermentaciones tipo ale y se denominan de alta
fermentacion. Lo anterior se refiere a que las levaduras se acumulan en la parte alta
del contenedor, que por su hidrofobicidad, se adhieren al CO. y espuma en la
superficie. Son mas eficientes a temperaturas elevadas (16 a 25 °C). Los sabores
que distinguen a los tipo ale son sabores mas afrutados y dentro de esta
clasificacion se encuentran otros estilos como Brown Ale, Pale Ale e Indian Pale Ale
(Lietal., 2017).

El grupo de cepas de S. cerevisiae es considerado como muy diverso. Muchas
de ellas, se diversificaron debido a la domesticacion de la levadura (Capece, 2018).
Durante este tiempo, algunas cepas han conseguido habilidades o caracteristicas
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unicas e, incluso, la hibridacion con otras especies, generando nuevas lineas
celulares para cervezas tipo ale. Lo anterior fue corroborado por Gonzalez et al.
(2008), que reportaron que el 25 % de las cepas encontradas en cerveza tipo
Belgian Trappist son hibridos entre S. cerevisiae y S. kudriavzevii.

Tipo lager

Actualmente, este tipo de levaduras son las responsables de la produccién del
90 % de la cerveza a nivel mundial (Capece, 2018). La cepa que mas se emplea es
S. pastorianus y se sabe que es un hibrido entre S. cerevisiae y S. eubayanus
(Mosher & Trantham, 2017). Ademas de S. pastorianus, algunas cerveceras utilizan
cepas modificadas de S. cerevisiae (Li et al., 2017).

A diferencia de las levaduras tipo ale, éstas son de baja fermentacion, en el que
las levaduras se sedimentan en la parte baja del tanque. Tanto el proceso de
fermentacién como de almacenamiento se lleva a cabo a bajas temperaturas (8 a
15 °C), lo que lo convierte en un producto de mayor costo a comparacién de la tipo
ale (Mosher & Trantham, 2017).

Levaduras no convencionales

La busqueda de productos innovadores ha impulsado la exploracién de otras
levaduras que permitan otras caracteristicas en la cerveza. Desde la obtencién de
bajos niveles de etanol, hasta la generacién de sabores diferentes, se ha
experimentado con levaduras de especies diferentes al género Saccharomyces. No
obstante, al tratarse de levaduras no domesticadas, pueden causar diferencias que
afecten la calidad y sabor del producto. También puede actuar como una ventaja,
es posible proponer nuevas variaciones o estilos con aromas y sabores diferentes
a los convencionales (Capece, 2018).

Algunas levaduras no convencionales que actualmente se utilizan en
cervecerias pertenecen a los géneros Brettanomyces y Dekkera, que estan
relacionadas con cervezas amargas tipo Lambic (Basso et al., 2016). Asimismo,
Brettanomyces también es utilizado para cervezas belgas ale tipo Gueuze en
combinacion con otros microorganismos como bacterias acido lacticas en conjunto

con Saccharomyces (Bamforth, 2016). Otros géneros son Hanseniaspora, Pichia,
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Torulaspora y Wickerhamomyces, que estan siendo considerados por su capacidad
para producir cerveza con contenido reducido de calorias y alcohol, ademas, con
propiedades funcionales (Stewart, 2016).

2.4.4.2. Metabolismo durante la fermentacion

El metabolismo es la suma de todos los procesos quimicos que se llevan.a cabo
en los organismos vivos. La manifestacion de dicho proceso se observa en la
transformacion de nutrientes en compuestos necesarios para sobrevivir. El conjunto
de las reacciones quimicas que actuan para la formacion de estos compuestos se
les denomina vias metabdlicas. El metabolismo puede dividirse en dos: catabolismo
y anabolismo. La primera se refiere a la liberacion de energia a través de la
degradacion de las moléculas organicas, mientras que la segunda es la formacién
de energia por medio de las vias catabolicas (Briggs et al., 2004).

Produccién de etanol y dioxido de carbono

Las levaduras tienen la habilidad de crecer en ambientes con y sin oxigeno, es
decir, son anaerobios facultativos. Cuando hay ausencia de oxigeno, o en
anaerobiosis, las levaduras se mantienen vivas por un mecanismo llamado
fermentacion (White & Zainasheff, 2010).
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Figura 4. Ingesta de azucares fermentables por S. cerevisiae (Bamforth, 2016)
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Al inicio, momento en el que el mosto es inoculado con el microorganismo, las
células utilizan sus reservas de glucogeno y el oxigeno que aun esta disponible en
el medio para adaptarse. De esta manera, se revitalizan las membranas para
permitir la permeabilidad y transferencia de nutrientes que tiene disponible el mosto
(Zainasheff & White, 2010). El oxigeno también es importante para la formacion de
esteroles y algunos acidos grasos insaturados a partir de carbohidratos. Las células
pueden continuar dividiéndose hasta que el agotamiento de los esteroles limite el
crecimiento, debido a que los necesitan para el mantenimiento celular (Stewart et
al., 2018).

El mosto tiene una gran variedad de biomoléculas como azucares fermentables,
aminoacidos, elementos lipidicos, vitaminas, entre otros (Stewart et al., 2018).
Algunos de los azucares disponibles en el mosto son glucosa, fructosa, sacarosa,
maltosa, maltotriosa y dextrinas (Figura 4). Las levaduras prefieren azucares
simples, por lo que la glucosa y fructosa se introducen a través de la membrana por
medio de difusion facilitada y seran los primeros en ser metabolizados. La sacarosa
primero es hidrolizada en glucosa 'y fructosa mediante enzimas hidroliticas
localizadas entre la pared celular y la membrana antes de ser introducidas a la célula
(White & Zainasheff, 2010). Por otro lado, la maltosa y la maltotriosa, compuestas
por dos y tres unidades de glucosa respectivamente, no pueden entrar a la
membrana de la-misma manera. Estas ingresan por medio de transporte activo, es
decir, necesitan energia para poder ingresar. Por ultimo, las dextrinas son
oligosacaridos conformados de moléculas de glucosa, pero no todas las especies
del género Saccharomyces son capaces de metabolizarla. En este ultimo caso, las
dextrinas permaneceran en la cerveza y proveeran cierta dulzura y cuerpo
(Bamforth, 2016).

En presencia de oxigeno, la glucosa se rompe y se forman dos moléculas de
piruvato en un proceso denominado glucdlisis (Figura 5). La glucdlisis consiste en un
proceso de diez reacciones, donde por cada dos piruvato se tienen una ganancia neta
de 2 ATP y dos moléculas de NADH. A partir de esto, se forman moléculas de alta

energia, gracias a la conversion del piruvato, por medio de la respiracion oxidativa. Las
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moléculas de alta energia se denominan adenosin trifosfato o ATP (por sus siglas en

ingles Adenosine Triphosphate) (Mosher & Trantham, 2017).
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Figura 5. Metabolismo de S. cerevisiae (White & Zainasheff, 2010)

Cuando el oxigeno es eliminado, se vera favorecido el proceso de fermentacién. Al

igual que respiracion aerobica, los carbohidratos también se pasan a través de la via
de glucolisis para degradarlos a piruvato, pero a diferencia de éstos, las moléculas de
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piruvato avanzaran a una via alterna para producir etanol y diéxido de carbono (CO>)
(Mosher & Trantham, 2017). Estas reacciones se llevan a cabo en el citosol y tanto el
etanol como el CO2 son excretados al medio. Las ecuaciones 2 y 3 resumen la

conversion de glucosa a etanol:
Glucosa + 2 ADP + 2 NAD* + 2 P; — 2 Piruvato + 2 ATP + 2 NADH + 2 H* ... (2)

Piruvato + NADH + H* — Etanol+ CO, + NAD* ... (3)

Cabe aclarar que no todo el piruvato es convertido a etanol. Una parte es dirigida a
acetaldehido (Figura 5) (White & Zainasheff, 2010).

Impacto en el sabor y apariencia

La tarea de la levadura no solo se limita a la produccidn etilica, sino que también
colabora en la gestacion de sabores. Durante la fermentacion, la levadura produce
metabolitos que contribuyen sensorialmente a la cerveza gracias al metabolismo
anaerobico. Los principales son alcoholes superiores, aldehidos, ésteres y acidos
organicos (Briggs et al., 2004). La excrecion de estos productos depende de
diversos factores como el contenido del mosto, la cepa de la levadura, la
temperatura de incubacion, el nivel adjunto, el pH del mosto, la capacidad de
amortiguacion, la gravedad del mosto, el oxigeno, la presion, etc. (Stewart et al.,
2018).

Los aminoacidos son el elemento mas importante del mosto. De los
ingredientes, los 'granos cebada proveen la mayor cantidad de aminoacidos en el
caldo. Gracias a éstos, se llevan a cabo dos procesos importantes para la formacion
de compuestos volatiles: la reaccion de Maillard y la generacion de alcoholes
superiores (Ferrera & Guido, 2018). El primero se debe a la presencia de azucares
y aminoacidos durante el secado y tostado de la malta, mientras que el segundo se
lleva a cabo por la via de Ehrlich a causa del metabolismo durante la fermentacion
(Pires et al., 2014).
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Cuadro 3. Valores umbral de los ésteres mas importantes y alcoholes

superiores presentes en la cerveza lager. Adaptado de Pires et al. (2014)

Umbral
Compuesto Aromas
(mg - L)
Esteres de acetato
Etil acetato 25-30 Frutal, solvente
Isoamil acetato 12-2 Platano
Feniletil acetato 0.2-3.8 Rosas, miel

Alcoholes superiores

n-Propanol 600 Alcohol, dulce
Isobutanol 100 Solvente
Isoamil alcohol 50 - 65 Alcohdlico, platano
Amil alcohol 50-70 Alcohdlico, solvente
2-Feniletanol 40 Rosas

La via de Ehrlich es un proceso catabolico donde los aminoacidos se
transforman en alcoholes superiores. Estos son los compuestos organolépticos mas
abundantes presentes en la cerveza. Para formarse, los aminoacidos pasan por una
serie de modificaciones que consta de tres etapas: transaminacion,
descarboxilacion y reduccion. El intermediario mas relevante en este proceso es el
a-cetoglutarato, esta molécula puede provenir de otros compuestos de sintesis de
novo (proceso anabalico) (Pires et al., 2014).

Otros' metabolitos excretados por la levadura son los ésteres y ésteres de
acetato (Cuadro 3). A comparacion de los alcoholes superiores, los ésteres de
acetato estan en muy bajas concentraciones. Son los compuestos mas deseables,
puesto que son aquellos que brindan tanto aromas y sabores caracteristicos, como
tonos florales y frutales (Stewart et al., 2018). Se han aislado alrededor de 100
ésteres diferentes. Si bien estas moléculas son deseables, pueden dar un sabor
amargo si se sobreproduce (Pires et al., 2014).
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Los compuestos sulfurados son otros compuestos que se forman durante el
metabolismo. Los compuestos de azufre son importantes en la elaboracién de la
cerveza debido a que trazas de compuestos de azufre volatiles como el sulfuro de
hidrogeno, dimetil disulfuro, didéxido de azufre y tioles contribuyen significativamente
al sabor de la cerveza. Ademas son de los elementos mas dificiles de controlar
(Stewart et al., 2018)

2.5. Proceso de elaboracién de la cerveza

El proceso general involucrado en la elaboracién de la cerveza y la fermentacion
es la conversion del almidén de cereal en alcohol para hacer una variedad de
bebidas apetecibles. Esta produccion generalmente es en una escala de produccién
de pequefia a moderada, algunas a nivel de fabrica, pero en gran medida a nivel de
hogar o local (Rosentrater & Evers, 2018). La elaboracion de cerveza consta de seis
pasos: malteado, maceracion, coccion, fermentacion, maduracion y carbonatacion
o segunda fermentacion. Esta ultima depende si es una fabricacion tradicional o
artesanal (Hill, 2015).

2.5.1. Preparacion del mosto

2.5.1.1. Maceracién y coccién

La maceracion es el proceso mediante el cual la molienda de malta, los adjuntos
sélidos y el agua se mezclan. Se lleva a cabo a una temperatura adecuada para
que las enzimas de la malta conviertan los diversos componentes de cereales en
azucares fermentables y se liberen aminoacidos (0 compuestos nitrogenados) y
otros nutrientes al medio. El medio donde se encuentran estos compuestos se le
denomina mosto (Stewart et al., 2018).

Para realizarlo, los granos malteados, que aun tienen en su interior grandes
cantidades de almidon, tiene que ser trituradas. Es necesario exponer el almidén a
las enzimas y moler los granos para obtener un polvo ligeramente molido, evitando
que se obtengan trozos demasiado pequefos. En este proceso también se pueden
afnadir otros ingredientes como el lupulo, especias, entre otras. En muchos casos,
este proceso es determinado de acuerdo a los requerimientos del fabricante
(Mosher & Trantham, 2017).
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Cuadro 4. Composicion final de azucares fermentables en el mosto. Adaptado
de Hill (2015) y Stewart (2016)

S Foéormula condensada Porcentaje

quimica (%o p/v)

Glucosa CeH1206 10-15
Fructosa CeH1206 1-2
Sucrosa C12H22014 1-2

Maltosa C12H22011 50 - 60

Maltotriosa C18H32016 15-20

Sacaridos superiores H20 + (CsH1005)n 20-30

Durante esta fase, las semillas son rehidratadas y sometidas a coccion. El caldo
es calentado a diferentes temperaturas en un-intervalo de 60 a 70 °C (Briggs et al.,
2004). Esto va a reactivar a las enzimas y, por consecuencia, se realiza la
sacarificacion. Este es un proceso en el cual las cadenas de almidon se hidroliza en
pequefios fragmentos de carbohidratos como glucosa, maltosa, maltotriosa, etc.
(Cuadro 4) (Mosher & Trantham, 2017).

Durante la maceracion se extraen sustancias aromatizadas en el mosto.
Algunos se destruiran o se perderan parcial o totalmente durante el hervor, mientras
que otros precursores del sabor se convertiran en sustancias sabrosas y llegaran al
fermentador sin.cambios (Briggs et al., 2004).

2.5.2. Fermentacion tradicional alcohdlica

El objetivo de la fermentacion de la cerveceria es utilizar la capacidad de las
células de levadura para convertir el azucar en etanol y didoxido de carbono como
los principales productos del metabolismo (Brigss et al., 2004). Como se menciona
en la seccion 2.4.4.1, existen dos tipos de cerveza, los cuales, son producto de dos
tipos de fermentacién. Cada tipo de fermentacion dependeran del tipo de levadura:
alta o baja. Cada una tiene condiciones fisicoquimicas distintas para el correcto
funcionamiento. Por ejemplo, las de alta (ale) trabajan a una temperatura mas

elevada que las bajas (lager) (Bamforth, 2016).
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Para trasladar el mosto al tanque, primero tendra que ser enfriado por
intercambiadores de calor en condiciones asépticas. Posteriormente, se inocularan
las levaduras, pero el proceso de fermentacion no inciara instantaneamente, debido
a que las levaduras requieren de un proceso de adaptacion y multiplicacion (Hill,
2015). La temperatura se fija (para lager de 8 — 15 °C y para ale de 16 — 25°C) y se
mantendra igual durante, minimo, siete dias de fermentacion para lager y entre 2 a
5 dias para ale (Li et al., 2017).

El principal modo de fermentacién empleado a nivel mundial es.el lote. Aunque
se han empleado varias técnicas de fermentacion por lotes, los recipientes
cilindricos verticales son los mas populares y, a lo‘largo de los afios, se han
instalado tanques de mayor capacidad. Sin embargo, los avances recientes se
relacionan principalmente con la automatizacion y métodos mejorados para el
monitoreo y control del proceso de fermentacion (Stewart et al., 2018).

Finalmente es filtrada para eliminar los restos de levadura. El filtrado también
puede ser usado como proceso de clarificacion. Antes de que la cerveza sea
embotellada, el liquido se carbonata para aumentar la concentracién de CO2. Se
logra por medio de dos opciones: una segunda fermentacion, muy comun en
cerveceras artesanales, o'la aplicacién de CO2 a presion. También se somete a un
proceso de pasteurizacién para aumentar la vida de anaquel del producto (Bamforth,
2016).

2.5.3. Métodos comunes para eliminar alcohol

La cerveza sin alcohol es un producto secundario de la industria cervecera y su
produccion esta motivada por la tendencia mundial para un estilo de vida mas
saludable y la conciencia sobre los beneficios del consumo moderado de cerveza
(Liguori et al., 2015). Por consiguiente, la industria se ha enfocado en encontrar
medios para conseguirlo. Tecnolégicamente, si es posible producir cerveza con
menos del 0.05 % v/v de alcohol (Montanari et al., 2009). La concentracion de
alcohol en la cerveza obtenida de los diferentes métodos se indica en la Cuadro 5
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Cuadro 5. Cervezas sin alcohol obtenidas con diferentes tecnologias de

produccion. Recuperado de Montanari et al. (2009)

Porcentaje de alcohol

Métodos (% Vviv)
Fermentacion limitada y dilucion 0.3-1.0
Levaduras no convencionales 048
(S. ludwigii)
Rectificacion al vacio 0.1
Evaporacion 0.4
Osmosis reversa 0.4
Dialisis 0.4

Dependiendo de las legislaciones de cada pais, la definicién de “bajo en alcohol”
o “sin alcohol” puede variar. En Alemania, Suiza, Austria, Finlandia y Portugal, el
contenido de etanol de la cerveza sin alcohol esta restringido al 0.5 % v/v. En la
legislacion belga, "sin alcohol" se utiliza para una cerveza con menos del 0.5 % v/v
de alcohol. Otros paises, como ltalia y Francia, consideran la cerveza como ‘“libre
de alcohol” si tiene menos.del 1.2% v/v de alcohol. Mientras que en Dinamarca y los
Paises Bajos, el término "sin alcohol" se puede aplicar a la cerveza con menos del
0.1% v/v de alcohoal (Montanari et al., 2009)

En la industria cervecera se tienen dos métodos (fisicos y bioldgicos) por los
que se puede eliminar el etanol de la bebida (Figura 6). Los fisicos engloban dos
procesos y son considerados como una eliminacion suave de etanol: térmicos y
membranas. La ventaja de éstos es que pueden eliminar el etanol de las cervezas
a niveles muy bajos (Branyik et al., 2012). Por otro lado, los métodos biologicos se
enfocan durante la fermentacion. Se modifican las condiciones fisicas para limitar
a la levadura o, como nueva tendencia, el uso de levaduras no convencionales. En
este apartado, también se incluyen las modificaciones genéticas (Liguori et al.,
2018).
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- Rectificacion al vacio

Térmico
~ -« Evaporacion
Fisico
/ N - Didlisis
Membranas
Cerveza libre ~ Osmosis inversa
de alcohol o
. Fermentacion limitada

Cerveceras Caiibi | d

__~tradicionales ambios en el macerado

Biologico ~
~. Equipo

especial

* Levaduras no convencionales

- Fermentacion continua

Figura 6. Esquema de los métodos mas comunes para producir cerveza libre

o baja en alcohol (Branyik et al., 2012)

2.5.3.1. Fisicos

Los procesos fisicos, durante la elaboracion se realizan después de la
fermentacidn. En comparacion con las cervezas tradicionales, se sabe que hay
pérdida de frescura, sabor y cuerpo. Hay dos procesos fisicos mas utilizados:
térmicos y membranas (Montanari et al., 2009).

Los tratamientos térmicos son los mas comunes, aunque a cierta temperatura
dafian el sabor de la cerveza. Dentro de éstos, se puede usar la evaporacion o la
destilacion a temperatura ambiente. No obstante, la temperatura utilizada en todos
los procesos térmicos se utilizan temperaturas de 30 - 60 °C. Lo que significa que
aun puede ocurrir una gran pérdida de sabor y vivacidad aunque dan mejores
rendimientos al eliminar el alcohol (Branyik et al., 2012).

Los de membrana son muy utilizados en la elaboracion de bebidas. Para
eliminar el etanol, los tratamientos mas comunes son dialisis, 6smosis inversa,
destilacion osmatica, pervaporacion y destilacion por membrana (Liguori et al.,
2018). Son muy eficientes al descargar moléculas muy pequefias como el etanol.
Pueden ser operados automaticamente y de manera flexible, pero al mismo tiempo

requieren importantes costos de capital y de funcionamiento (Branyik et al., 2012).
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2.5.3.2. Biolégicos

Los métodos mas comunes para disminuir el contenido alcohdlico se basan en
la limitacion durante la fermentacién. También depende de los equipos y de la
tecnologia disponible (Liguori et al., 2018). Los procedimientos respectivos
aplicados en la escala industrial son a menudo combinaciones de estrategias, que
pertenecen a tecnologias que utilizan instalaciones de cerveceria tradicionales

(Branyik et al., 2012).

Una de estas técnicas se relaciona con la composicion del mosto. Es posible
usar métodos tecnoldgicos para disminuir la cantidad de azucares fermentables
(Liguori et al., 2018):

e El uso de membranas también es aplicable en este rubro, especificamente, las
de nandfiltracidn para la retencion moderada de moléculas pequefias.

e Anadir agua para diluir el mosto, pero es ilegal en muchos paises (Europa,
Nueva Zelanda, Australia y Sudafrica) a excepcidon de Estados Unidos.

e La aplicacion de enzimas al mosto antes de afadir las levaduras puede
disminuir hasta en un 0.7 % v/v dealcohol. La glucosa oxidasa es la mas comun,
cambia la conformacién de la glucosa en gluconolactona. De esta manera la
levadura ya no puede metabolizarla
Recientemente, se ha buscado la manera de producir menos etanol por medio

de levaduras no convencionales. Esto se puede lograr mediante estrategias como

la seleccidn de un género microbiano adecuado con propiedades especificas o la

modificacion intencional de la levadura de cerveza mediante mutacién aleatoria o

ingenieria genética (Brayink et al.,, 2012). Con esta técnica se puede obtener

cerveza sin alcohol con una concentraciéon de alcohol no inferior a 0.05 % v/v por
volumen. La cepa que esta teniendo atencion es Saccharomyces ludwigii, esta
levadura tiene la ventaja de ser facil de manejar, al menos durante la fermentacion

y no requiere un monitoreo continuo (Varela & Varela, 2009).

Por otro lado, la modificacién durante la fermentacién es permitida. La actividad
durante la fermentacion puede ser suspendida (detenida), desactivada

(enfriamiento rapido o pasteurizacion) o por la remocion de la levadura
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(centrifugacion o filtracion). Para estos procesos se requiere que la concentracion
de azucares fermentables sea bajo. Este método permite producir una cerveza de
buena calidad con menos de 0.2 % v/v, pero requiere un control analitico preciso
(Montanari et al., 2009).

2.5.3.3. Propiedades sensoriales

Los compuestos aromaticos asi como los de sabor son diferentes entre una
cerveza normal y una baja o sin alcohol. Debido a los tratamientos que son
sometidos, sufren de desperfectos. Por ejemplo, aquellas producidas por los
procesos de membrana suelen tener menos cuerpo y un: perfil aromatico bajo,
mientras que las tratadas térmicamente pueden sufrir dafos por calor, mientras que
las cervezas obtenidas por métodos bioldgicos suelen tener un sabor dulce y puede
ser considerado como desagradable (Brayink et al., 2012).

2.6. Sistemas bioelectroquimicos

El concepto de Tecnologia Electroquimica Microbiana o MET, por sus siglas en
inglés (Microbial Electrochemical Technologies) es un area emergente para la
investigacion en la ultima década. El-uso reciente de las aplicaciones de MET se
informa en diversos dominios. Algunos sectores en los que ya se buscan
aplicaciones son en bioenergia, remediacion de desechos, captura de COa,
bioelectronica, recuperacion de recursos, desalinizacion, etc. Aunque las
aplicaciones en-alimentos aun son limitadas (Venkata et al., 2019).

Los sistemas son de naturaleza hibrida y son interdisciplinarios con agregacion
cohesiva de varias areas, por ejemplo, electroquimica, microbiologia, ciencias
materiales, bioquimica y entre otras (Venkata et al., 2019). Los sistemas
microbianos electroquimicos no solo proporcionan un entorno uUnico para
comprender la electroquimica microbiana, en gran parte no explorada, sino que
también ofrecen una plataforma flexible para el desarrollo de muchas funciones de
ingenieria diferentes (Wang & Ren, 2013).

Estos sistemas utilizan el potencial desarrollado in situ por el metabolismo
bacteriano para lograr el tratamiento o la produccién de productos de valor
agregado. Los microbios generalmente llevan a cabo sus actividades metabdlicas
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utilizando el sustrato disponible y generan el equivalente reductor (protones vy
electrones) que se mueven a través de una serie de componentes/portadores redox
(FADH, NADH, FMN, etc.) (Venkata et al., 2014). Los conocimientos fundamentales
sobre los mecanismos unicos de transferencia de electrones entre las células
bacterianas y los electrodos, asi como entre diferentes especies microbianas, son
cruciales para un mayor desarrollo del sistema (Wang & Ren, 2013).

Los mejores ejemplos conocidos de éstos son las celdas energéticas
microbianas. Dentro de este contexto de conversién bioelectroquimica, la
electrosintesis microbiana ha surgido recientemente como una opcion alternativa
para proporcionar poder reductor/oxidante para la produccion bioquimica a través
de la electricidad. La corriente eléctrica puede ser suministrada o extraida de
microorganismos, con el objetivo de estimular y mantener la produccion bioquimica.
Un ejemplo de procesos reductores es la produccion de acetato a partir de didoxido
de carbono y de un proceso oxidativo es la conversion de glicerol en etanol (Rabay
et al., 2011).

2.6.1. Electrofermentacion

Las fermentaciones han desempefiado un papel fundamental en la produccion,
transformacion y conservacion de alimentos a lo largo de la historia humana. El uso
de esta ha permitido facilitar el almacenamiento, aumentar la estabilidad y modificar
sus propiedades organolépticas y texturales de los alimentos. Aunque, en los
ultimos anos, la fermentacién también se ha aplicado a escalas industriales para
obtener otros metabolitos (Schievano et al., 2016).

Pero, las reacciones de fermentacion suelen ser desequilibradas redox y tienen
varias limitaciones termodinamicas durante el procesamiento industrial que limitan
las productividades y los rendimientos generales (Schievano et al., 2016). Por lo
tanto, se requiere que nuevos mecanismos disminuyan tales limitaciones
termodinamicas de la fermentacién microbiana convencional y que regulen las rutas
metabdlicas hacia productos especificos de base biolodgica (Shanthi-Sravan et al.,
2018).
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En este contexto, los sistemas bioelectroquimicos podrian utilizarse para
modificar el potencial éxido reductor extracelular mediante el suministro de energia
en forma de una corriente eléctrica mediante el uso de electrodos. Este proceso es
conocido como fermentacion electrostatica o electrofermentacion (Moscoviz et al.,
2016). Ademas, mantiene el equilibrio éxido-reduccién celular y puede optimizar la
produccion de productos microbianos, asi como redirigir el metabolismo bacteriano
(Das et al., 2017).

Con la introduccion electrodos, los entornos pueden controlarse para obtener
productos con mayor pureza, favorecer el crecimiento y la densidad de las células
microbianas (Schievano et al., 2016). La electrofermentacion ocurre en condiciones
anaerobicas para mantener el ATP por glucdlisis, cuando no hay fosforilacion
oxidativa (Venkata et al., 2019).

Se sabe que esta técnologia surgi¢ a principios del siglo XX. El primero en
mencionarlo fue Potter (1911) en la publicacion “Efectos eléctricos que acompafnan
a la descomposicion de lo organico”. En este articulo, discute una asociacion entre
la actividad metabdlica con una corriente eléctrica. Posteriormente, en 1960, la
NASA indago en las celdas bioelectroquimicas para la generacion de electricidad
por medio de reacciones bioquimicas. Durante esta misma época se construyo la
primera celda microbiana. Por lo que los sistemas bioelectroquimicos empezaron a
ganar importancia y se diversificaron en diferentes sistemas como electroquimica
microbiana, celdas solares microbianas, electrosintesis = microbiana,
electrofermentacion o fermentacion electrostatica (Venkata et al., 2019). A lo largo
de este documento, electrofermentacion y fermentacion electrostatica se tomaran

como sindnimos.
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3. JUSTIFICACION

La cerveza es una de las bebidas mas consumidas por la poblacion. Cada afo
los individuos que buscan propuestas diferentes aumentan. También son mas los
clientes se inclinan hacia opciones mas saludables. Debido a que, muchos de ellos
evitan el riesgo de dependencia y abuso del alcohol, en adicion a los efectos que
tiene en el organismo a largo plazo. Aun asi, desde antes de que esta tendencia
emergiera, ya existia otro tipo de consumidores. Aquellos que no pueden tomar
alcohol por fines médicos son un area del mercado que también puede cubrirse con
esta proposicién.

Para el mercado cervecero, la busqueda de productos que satisfagan a éstos
es un area de oportunidad. Se obtendrian beneficios cubriendo los intereses de un
segmento adicional de consumidores, No siginifican solo un incentivo econémico,
sino que también alcanzaria menores impuestos a las ventas y aranceles aplicables
en muchos paises. Ademas, México es uno de los paises con mas exportaciones a
nivel mundial, por lo que un avance en esta area significa una herramienta que
ayude al mercado mexicano y-mundial.

A pesar de que existen diversas tecnologias para la extraccion o limitacion para
la generacion de etanol, la calidad sensorial se ve comprometida. Por esto, la
busqueda de otras técnicas que permitan producir menores concentraciones de
etanol en la cerveza es indispensable para seguir manteniendo las necesidades del
mercado. Asimismo, que no solo sean menos invasivas en el perfil aromatico, sino
que también no representen un gasto elevado para las companias dedicadas a este
rubro.

Por consiguiente, el objetivo de este trabajo es la aplicacion de la
electrofermentacion como una nueva técnica para el area de alimentos y bebidas.
Aprovechando las capacidades de este, es posible disponer de nuevos productos y
de desarrollar nuevos procedimientos en el area de bebidas bajas en contenido
alcohdlico, sin descartar la posibilidad de mantener las propiedades organolépticas

del mismo.
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4. OBJETIVOS

41. Objetivo general

Evaluar el efecto de la electrofermentacion tanto en el contenido alcohdlico,

como en el perfil de aromas de una cerveza lager.

4.2, Objetivos especificos

i. Estimar el efecto de diferentes voltajes (0, 15 y 30 V) y diferentes materiales
de electrodo (acero inoxidable, titanio y grafito) sobre la produccion de etanol en

cerveza lager.
i. Determinar el consumo de azucares fermentables y generacién de biomasa
en la produccion de cerveza lager del tratamiento que conduzca a la menor

generacion de etanol.

iii. Comparar los compuestos aromaticos caracteristicos en la produccion de

cerveza lager del tratamiento que conduzca a la menor generacion de etanol.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

5.1.1. Material biolégico

Se uso la cepa de S. pastorianus SAFLAGER S-23 (Lesaffre, Francia). Se activo
en caldo de cultivo YPS (Yeast Peptone Sucrose). Se incubo por 24 horas a 30 °C,
150 rpm y pH 5. Posteriormente, se propagd en medio sélido con extracto de
levadura, peptona de caseina y dextrosa (YPD) a pH 5.0. Para la preservacion la
cepa, ésta se mantuvo en crioconservacion (- 80 °C) con glicerolal 20 % v/vy 80 %
v/v el indculo de levadura en medio YPS, segun la metodologia descrita por
Sherman (2002).

5.1.1.1. Medio YPS

Se uso el medio estandar YPS para activacion de levaduras. Se elaboré con las
concentraciones de (g - L'): 10 extracto de levadura, 20 peptona de caseina y 20
sacarosa en agua destilada. Se ajust6 a un pH 5.

5.1.1.2. Medio Agar YPD

Se uso el medio estandar agar YPD (Yeast Peptone Dextrose) para activacion
de levaduras. Se elabor6é con las concentraciones de (g - L™"): 10 extracto de
levadura, 20 peptona de caseina, 20 glucosa y 15 agar base en agua destilada. Se
ajusto a un pH 5.

5.1.1.3. Pre-in6culo

Se preparé un pre-indculo tomando una colonia de caja Petri con agar YPD y
se cultivé.en 100 mL de medio estandar YPS. Se incubd por 12 horas a 30 °C, 150
rom'y pH 5. Posteriormente, se midié la absorbancia con un espectrofotdmetro
(iMarkTM Microplate reader, Estados Unidos), diluyendo el medio 1:10, a una
longitud de onda de 595 nm, hasta alcanzar valores alrededor de 0.2.

5.1.1.4. Indculo

Se determind la curva de crecimiento de S. pastorianus SAFLAGER S-23 en
peso seco. La levadura se propago en 250 mL de medio YPS a pH 5.0 y una vez
alcanzada una densidad celular de 1 g/L aproximadamente 150 rpom y 30 °C, las
células fueron centrifugadas a 5000 g durante 15 min.
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5.1.2. Materia prima

5.1.2.1. Cebada

Se usaron dos tipos de malta para realizar el mosto. La primera, es una malta
tipo Pilsner, también conocida como Pilsen, Pilsener o Pils (Avangard, Alemania)y
la segunda es un tipo Caramel 20L (Briess Malt & Ingredients, EE.UU.). Los dos
pertenecen a la especie H. distichum (dos hileras).

5.1.2.2. Lupulo

Al igual que la cebada, se usaron dos tipos de lupulos: Tettnager y Perle
(Maltosaa S.A. ,Qro). Ambos se adquirieron en la presentacion de granulos.

5.1.3. Maceracion y coccion de mosto

La preparacion del mosto se baso en una receta estandar para 1 L de cerveza
lager. En la Cuadro 6 se muestran las porciones que se utilizaron como referencia.
Las cantidades se adaptaron en relacion ala cantidad de mosto que se necesitaron

para los tratamientos.

Cuadro 6. Ingredientes para producir 1L de cerveza tipo lager

Tipo Cantidad (g)
Malta
Pilsner 200
Caramelo 20L 30
Lapulo
Tettnager 1.9
Perle 0.9

Para proceder con la elaboracion del mosto, primero se trituaron los granos de
cebada, moliendo durante dos o tres segundos en una licuadora o procesadora, con
el objetivo de destruir el grano para que se exponga el endospermo, mientras se
deja la cascara intacta. Ademas de esto, la malta triturada se tamizé en una malla
#30 (con apertura de 0.595 nm), eliminando la harina mas fina. Esto evita que se

obtenga un liquido turbio. Después se coloco en una bolsa de muselina o malla.
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Se calentd agua destilada y se colocé la bolsa de muselina y se mantuvo entre
60 a 70 °C durante una hora. Se le fue agregando agua destilada para compensar
la pérdida de vapor. La temperatura se mantuvdé en el intervalo mencionado
anteriormente para mantener la proporcion entre el agua y la malta (por lo general

es 3:1) durante este paso.

Cuadro 7. Incorporacioén de lupulo al mosto durante la coccion para 1 L de

cerveza
Tiempo Cantidad
Tipo
(minutos) (9)
30 Perle 0.9
45 Tettnager 1.3
85 Tettnager 0.6

Una vez completado este paso, se removio la bolsa y se escurrird para
recuperar la mayor cantidad de liquido posible. Estas instrucciones se seguieron en
condiciones asépticas para evitar contaminar el caldo. Posteriormente, se cubrio el
recipiente y se seguio calentando. Una vez que llegdé a hervor se anadié el lupulo
de acuerdo a los tiempos establecidos en el Cuadro 7, siendo el tiempo cero el inicio
del hervor. Una vez cubiertos los 90 minutos de hervor, se procedié a enfriar el
mosto con hielos a bafio maria hasta que estuviera tibio; se col6 el mosto con ayuda
de una bolsa de muselina y un colador casero, previamente esterilizado con luz UV,
para evitar precipitados. Se afiadid agua destilada estéril hasta que se verifico que
los grados Brix del mosto estuvieran en un rango de 7.5 — 8.0. Se guard6 en
refrigeracion en un recipiente estéril.

5.2. Diseino experimental

5.21. Diseno del sistema de electrofermentaciéon

El sistema de electrofermentacion constd de un modelo modificado del
reportado por Mathew et al. (2015). El cultivo por lote en el sistema de fermentacion
electrostatico se realizo utilizando un electrodo. Cada electrodo varia en longitud
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entre 9 a 11 cm, dependiendo del material, sin embargo el area sumergida fue igual
para evitar ruido. El electrodos y el cable de cobre fueron conectados a través de
una fuente de poder con voltaje en corriente continua modelo GPS-3030DD y un
amperimetro (Mut-33, Truper, China). El electrodo estuvo suspendido de la tapa del
recipiente y conectado a una fuente de voltaje como se muestra en la Figura 7.

(_Fuente. de
voltaje

Electrodo

Embobinado

300 vueltas

Figura 7. Disefio del sistema de electrofermentacion (Gallegos Almanza,
2018)

5.2.2. Descripcion de la unidad experimental

Se entende como unidad experimental el sistema de electofermentacién en un
recipiente de polipropileno de dimensiones 5.2 x 7.5 x 5 cm, con 100 mL de mosto,
el inoculo de levadura SAFLAGER S-23 y un electrodo. El inéculo represento el 10
% del volumen del mosto. En el cual se evaluaron los voltajes de 0, 15 y 30 voltios,
usando como electrodos diferentes materiales: acero inoxidable (Al), gratifo (G) y
titanio (T).

5.2.3. Tratamientos

Se realizo disefio experimental factorial de 32 con triplicado. Los parametros que
se evaluaron en la electrofermentacion fueron el voltajes y el material del electrodo
(Cuadro 8). En el primero, se evaluaron diferentes voltajes (0, 15y 30 V) y, con
respecto al segundo, se variara el material del electrodo para evaluar si tiene algun
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efecto en la cantidad de etanol que se produzca (Al, Gy T). En la Cuadro 8. muestra
los factores y niveles que seran aplicados a la unidad experimental. Como control,
se realizara una fermentacion tradicional (FT) sin voltaje y sin electrodos, utilizando

el mismo reactor. Cada tratamiento, asi como cada control, se realizara por

triplicado
Cuadro 8. Factores y niveles de disefio experimental 3°
Factores Niveles
Electrodo (E) Al G T
Voltaje (V) ov 15V 30V
5.3. Métodos analiticos

5.3.1. Espectrofotometria

5.3.1.1. Cuantificaciéon de biomasa

Se realizdé una curva de calibracién relacionando la densidad éptica con el peso
seco usando la metodologia reportada por Catrilaf & Mufioz (2013). Primero se
procedid a realizar mosto. La curva constd en recolectar muestras cada cierto
tiempo (cada 8 h por 80 h incluyendo el tiempo cero). Cada muestra fue de 12 mL
de mosto con indculo de S. pastorianus, cada una contenida en tubos falcon de 15
mL y exponiéndose a las mismas condiciones de fermentacion. Cada punto de la
curva se realizé por triplicado. Las muestras se guardaron en congelacién a -20 °C
para su posterior evaluacion.

Las muestras se descongelaron y se agitaron vigorosamente en vortex para
desprender la biomasa que se queda en el fondo. Posteriormente, se separon 2 mL
y se diluy6 1:10 para medir en el espectrofotometro en microplaca de 96 pozos a
ODeoo. Los 10 mL restantes se usaron para la obtencion del peso seco. Se centrifugd
la mezcla y se elimino el sobrenadante; la pastilla celular se lavé con PBS salino (al
menos tres veces). Los recipientes de aluminio se colocaron en horno hasta que
tuvieron peso constante, posterior a esto, se resuspendio la pastilla celular con 300
WL de agua destilada y se vertieron en los recipientes. Se colocaron en el horno a
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60 °C hasta que el peso del recipiente fuera constante; las muestras se guardaron
en un desecador para evitar que recuperaran humedad. Por ultimo, se pesaron
(restando el peso correspondiente al recipiente) y el resultado final se multiplico por
100 para registrar el peso como g - L™'. La concentracion de biomasa fue calculada
usando la curva estandar y se expreso en gramos de biomasa por litro. Para realizar
el analisis de los parametros cinéticos, se comparard la tasa de crecimiento
especifica (Specific Growth Rate o SGR) (Ec. 1), asi como el tiempo de duplicacién
celular (Ec. 2). Donde B; y By corresponde a la biomasa .inicial y final,
respectivamente, t es el tiempo de fermentacion, tq es el tiempo de duplicacién.

_ (lTLBf—lTLBi)

SGR (Ec. 1)

ty = oo (Ec. 2)

5.3.1.2. Cuantificacién de azucares reductores
El mosto fermentado fue centrifugado a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.
El sobrenadante se cuantific6 para azucares reductores (AR) por medio de método
de acido dinitrosalicilico (DNS). (Miller, 1959). La concentracion de azucares
reductores fue calculada usando curvas estandar y se expres6 en gramos de
azucares reductores por litro. La energia de mantenimiento (Qs) se calculd con la

siguiente ecuacion (Ec. 3)

N
Qs = B;j* SGR (Ec. 3)

Donde, Qs es la velocidad de mantenimiento celular, S; y St es la concentracion
de sustrato inicial y final, mientras que Bi y Br es la concentracion de biomasa inicial

y final.
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5.3.1.3. Cuantificacién de etanol

El mosto fermentado se centrifugd a 10,000 rpom durante 10 minutos a 4 °C.
Posteriormente se llevd a cabo una extraccion liquido-liquido del etanol con un
solvente (tributil fosfato o TBP). La cantidad de etanol en el TPB se cuantificé por
medio de oxidacion con una solucion acida de dicromato, de acuerdo con el metodo
reportado por Seo, et al. (2009). La concentracion de etanol fue calculada usando
curvas estandar y se expresd en gramos de etanol por litro. La velocidad de
formacion de producto se calcul6 con la siguiente ecuacion (Ec.4).

Pr—P;
Gton = 7— * SRG (Ec. 4)

Donde, qgeton es la velocidad de generacion de producto, P; y Ps es la
concentracion de producto inicial y final, mientras que Bi'y B es la concentracion de
biomasa inicial y final, respectivamente.

5.3.2. Cromatografia de gases

5.3.2.1. Preservacion de las muestras

Las muestras tomadas de los tratamientos fueron congeladas para su posterior
evaluacion a -20°C. Previamente al analisis cromatografico, las muestras se
descongelaron a 4 °C.

5.3.2.2. Preparacion y corrida de la muestra

Se utilizdé una técnica de microextraccion en fase solida (SPME) acoplada a
cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC-MS). El GC-MS se realiz6
en un GC HP 7890A serie Il (Agilent Techologies, Inc., Wilmington, DE, EE. UU.)
acoplado a un espectrometro de masas (HP 5975C, Agilent Techologies, Inc.). Se
uso una fibra recubierta con divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS 50/30 um, Supelco, Bellefonte, PA, EE. UU.). El gas portador
utilizado fue helio de alta pureza (99.999%) con un caudal de columna de 1.9 ml/
min. La columna capilar utilizada fue un HP-5 (60 m x 0.32 mm de diametro, espesor
de pelicula de 0.52 pm, Agilent Techologies, Inc.). Se hizo uso de un muestreador
automatico MPS2 (Multipurposesambler; Gerstel, Linthicum, MD, EE. UU.) para

proporcionar una alimentacion automatica de muestras. La inyeccion de la muestra,



asi como la lectura de los datos fueron obtenidos de acuerdo a la metodologia
descrita por Vazquez Landaverde & Qian (2007).

5.4. Analisis estadistico

Todas las determinaciones se realizon por triplicado y fueron reportadas como
la media de los ensayos, de acuerdo a la prueba de Tukey para el primer objetivo y
Dunnett para el segundo. La comparacion de medias (p< 0.05 como el nivel minimo
significativo) se realizara mediante el software JMP Version 14 (Instituto SAS,
EE.UU)

41



6. RESULTADOS

6.1. Evaluacion del sistema de electrofermentacion

Se realizo la fermentacion utilizando un reactor modificado, de acuerdo a lo
reportado por Mathew et al., (2014). La diferencia radica en el embobinado,

los autores lo utilizan en el electrodo, mientras que en este proyecto el
embobinado se encuentra en el exterior del reactor.

Se hizé la evaluacién de tres voltajes y tres materiales de electrodo diferentes,
asi como el efecto que tienen cuando éstos interaccionan. Los reactores se
conectaron en serie a través de los electrodos y el embobinado de cable de cobre
(Figura 8a), con la ayuda de caimanes, a una fuente de poder (modelo GPS-
3030DD) usando corriente directa como se muestra en la Figura 8b. Todos los

tratamientos se mantuvieron durante 60 h y se tom6 muestra cada 12 h.

a b

Figura 8. a) Esquematizacion de la conexidn de los reactores embobinados
dentro de un contenedor para mantener temperatura constante entre 1612 °C. b)
Fuente de poder de corriente directa (modelo GPS-3030DD)

Para evaluar el sistema, se cuantificé tanto la produccién de alcohol como la
generacion de biomasa para comparar el comportamiento de la levadura a las
condiciones ya mencionadas. En la Figura 9, se esquematizan los resultados en
términos de rendimientos (Ec. 3 y Ec. 4) de la fermentacion con respecto a las 60 h

de tanto de alcohol, como biomasa.
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El factor con mayor efecto en el sistema es el material del electrodo, resulté ser
altamente significativo (a¢ = 0.05) en el 90 % de todos los analisis realizados, tanto
en los resultados de biomasa, como de alcohol (Anexo 10.1.). La interaccion de
ambos factores también resulto tener un efecto en el 70 % de los analisis. Por otro
lado, a las 48 h tanto los factores individuales, como la interaccion de éstos son
significativos, fenbmeno que ocurre en ambos resultados y que no se repitid en otro
punto de la fermentacion.

Se observo un aumento en el rendimiento de etanol correspondiente Al (Figura
9a)alas 24 hy 48 h. A las 24 h,los valores mas altos fueron 0.908'y 0.904 g alcohol
- g sustrato™! empleando los voltajes de 30 y 15 V, respectivamente. Mientras que a
las 48 h se registraron valores de 0.640 y 0.398 g alcohol - g sustrato™ que
corresponden a los mismos tratamientos de 30y 15 V, habiendo una disminucién
de 30 y 56 %, respectivamente. Ambos tratamientos fueron diferentes
significativamente del tratamiento que no recibid voltaje.

El rendimiento mas alto de T (Figura 9b) correspondio a las 12 h con la unidad
sin voltaje con 0.531 g alcohol-g sustrato™. El rendimiento cae abruptamente a las
36 h, no obstante se recupera a las 60 h hasta obtener los 0.342 g alcohol- g
sustrato™!, un 35 % menor del valor maximo. Por el contrario, los rendimientos de 15
y 30 V aumentaron gradualmente y no presentaron diferencias significativas con el
tratamiento sin voltaje, con excepcion de la 12 h.

En cuanto a los electrodos de grafito (G), fueron los tratamientos con los
menores rendimientos (Figura 9c) comparado con los dos electrodos anteriores. El
tratamiento de 30 V a las 12 h presento6 el rendimiento mas alto con 0.233 g alcohol-
g sustrato!. Posterior a las 12 h, el rendimiento de etanol aumenté de manera
constante y lenta hasta conseguir un rendimiento 4 veces mas pequefio que el valor
maximo obtenido con este electrodo. A lo largo de la fermentacién, los tratamientos
con los electrodos de grafito no presentan diferencias significativas entre los voltajes

aplicados.
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Figura 9. Rendimientos de alcohol usando S. pastorianus en mosto para
cerveza tipo lager aplicando 0, 15y 30 V con el uso de acero inoxidable (a), titanio
(b) y grafito (c) como electrodos
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En la Cuadro 9, se muestran los parametros de crecimiento. Se evaluaron cuatro:
tasa de crecimiento (TC), tiempo de duplicacion (Tp), velocidad de consumo de

energia (Qs) y velocidad de formacion de producto (geton).

Cuadro 9. Comparacion de los parametros cinéticos de S. cerevisiae en un
sistema de fermentacion electrostatica aplicando diferentes voltajes utilizando
acero inoxidable, titanio y grafito como electrodos

) Tc? To° Qs° geton?
Tratamiento
(h™) (h) (9S-gB'-h") (gS-gB"-h’)
0.0160 43.637 0.2660 0.0950
0 \V/ b a (] ab
+ 0.001 +1.379 +0.017 +0.002
0.0160 42.683 0.3430 0.0950
Ale 15 \V/ b a bc ab
+ 0.001 +1.382 +0.015 + 0.004
0.0150 45.345 0.2430 0.0730
30 \V/ b a c b
+ 0.001 +2.998 +0.017 + 0.004
0.0180 39.656 0.5750 0.1820
0 \V/ b a a ab
+ 0.001 + 3.137 + 0.050 +0.100
0.0180 39.045 0.5760 0.1740
Tf 15 \V/ b a a ab
+ 0.003 +8.192 +0.043 +0.025
0.0190 37.724 0.5320 0.2280
30 \/ b a ab a
+0.003 + 5472 + 0.041 +0.085
0.0340 20.133 0.6250 0.0670
0 \V/ a b a b
+ 0.001 + 0.460 +0.122 +0.033
0.0350 19.919 0.5870 0.0830
Gg 15 \V/ a b a b
+ 0.004 +1.963 + 0.054 +0.023
0.0330 21.429 0.6340 0.0750
30 \V/ a b a b
+0.003 +1.828 +0.129 +0.017
0.0210 33.886 0.3750 0.1290
FTh b a bc ab
+ 0.002 +4.235 + 0.039 +0.011




a Tc: tasa de crecimiento; » Tp: tiempo de duplicacion; ¢ Qs: velocidad de
consumo de energia; ¢ Qs: velocidad de formacion de producto; ¢ Al: acero
inoxidable; ' T: titanio; 9 G: grafito ; " FT: fermentacion tradicional.

Los resultados se reportan como la media + la desviacion estandar (n=3).
Letras iguales indican que no existe diferencia significativa por la prueba Tukey
(a<0.05).

De este cuadro se deduce que la tasa de crecimiento de G es mayor un 65% a
FT y duplica en valor a los tratamientos con Al. El tiempo de duplicacién tambien
disminuye un 40% en relacién a FT; tanto Al como T exceden el tiempo de
duplicacion de FT. Gy T tienen un alto nivel de mantenimiento, como se observa en
la columna referente a Qs, oscilan entre 0.5 a 0.63 g de sustrato - g ' de biomasa -
h-1, es decir, 56 % mayor a FT; por otra parte, en Al el mantenimiento descrece un
25 %. Por ultimo, Al y G tienen menor velocidad en generar producto con una
disminucién de un 9y 40 % en relacién con FT, respectivamente, mientras que T
tienen un aumento del 50 %.

El analisis estadistico muestra que los tratamientos sometidos a los
electrodos de grafito tuvieron diferencias significativas con los otros electrodos (Al
y T), tanto en los rendimientos como en los parametros cinéticos. Los tres
tratamientos (0, 15y 30 V) se compararon con una fermentacion tradicional (FT)
como control. Se analizé tanto el consumo de azucares reductores, generacion de
biomasa y produccion alcohol durante el mismo tiempo de fermentacion. Para el
analisis de estos tratamientos se realizo un analisis de medias por Dunnet (a=0.05).

La Figura 10 muestra los resultados de los analisis descritos anteriormente.
Todas las unidades experimentales y el control (FT) aumentan la concentraciéon de
alcohol (10a) con respecto al tiempo. Las concentraciones maximas se obtienen en
diferentes puntos del tiempo. Los valores maximos de cada tratamiento fueron 13.5,
10.7, 13 y 10.3 g - L™ para el control (FT), 0, 15 y 30 V, respectivamente. Sin
embargo, éstos se presentan en distintos tiempos durante la fermentacién: 0 V llega
aestepuntoalas 36 h, 15y 30V alas 48 hy el control (FT) a las 60 h. No obstante,
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en la hora 60 existe una disminucién de los tratamientos 0, 15y 30 V en un 42, 27
y 42 %, respectivamente, tomando como referencia el control (FT). De acuerdo con
el andlisis estadistico (Anexo 10.3.1), el voltaje no fue un factor que tuviera un efecto
en la produccidn de este producto y ninguno de los tratamientos presento
diferencias significativas con FT a lo largo de la fermentacion.

Al contrario que la produccion de alcohol, el voltaje si mostré un efecto
significativo en la generacion de biomasa (10b) y en el comportamiento del
consumo de los azucares reductores (10c). Para la generaciéon de biomasa, el
efecto del voltaje fue significativo a partir de las 36 h (Anexo 10.3.2). Se registrd un
aumento en la masa celular en un 75.5, 74.4 y 52 % a las 60 h de 0, 15y 30 V
respectivamente, tomando como referencia el control (FT). Ademas, esto coincide
con la Tabla 1, donde el tiempo de duplicacién es.menor en todos los tratamientos
con aplicacion de voltaje en un 40 %, aproximadamente, con respecto a la forma
tradicional de fermentacion. Asimismo, el voltaje tuvo un efecto significativo en el
consumo de azucares reductores desde las primeras 12 h (Anexo 10.3.3).

El consumo fue mucho ‘mas rapido en los tratamientos con voltaje a
comparacion de FT, dado que los azucares reductores se agotaron a las 60, 36 y
48 h correspondiente a 0, 15y 30 V en el mismo orden. El control (FT), por otra
parte, alin tenia una concentracion hasta 20 g - L' de azucares fermentables en el
medio a las 60 h. Utilizando un voltaje de 15 V el consumo es hasta 2.5 veces mas
rapido, mientras que 30 V es el doble. Coincidiendo con lo anterior, el Cuadro 9
ratifica que la velocidad de consumo de éstos es hasta dos veces mayor con la
estimulacion con voltaje que el control (FT).
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Figura 10. Dinamicas de a) generacion de alcohol, b) generacién de biomasa y c)
consumo de azucares reductores de los tratamientos del electrodo de grafito y una
fermentacion tradicional (FT) de una cerveza lager bajo el efecto de un sistema

electrostatico durante 60 h
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6.2.

gases

Identificacion de compuestos aromaticos por cromatografia de

Los tratamientos seleccionados para ser analizados por HS-SPME GC-MS

fueron 15 y 30 V, asi como de la fermentacion tradicional (FT) a las 60 h con el

objetivo de conocer el perfil aromatico. Se lograron identificar 63 compuestos

volatiles en los tres tratamientos, de los cuales comparten el 85 % entre ellos. Los

compuestos se categorizaron de acuerdo a su grupo funcional (ésteres, alcoholes,

acidos) y del origen de éstos, como es el caso de los terpenos del lupulo.
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Figura 11. Suma de areas de picos relativa de diferentes componentes

volatiles de la cerveza tipo lager realizada de forma tradicional (FT),a 15y 30V a

las 60 h

En la Figura 11 se observa la suma de areas de los picos registrados en el

cromatograma perteneciente a las categorias mencionadas anteriormente. Los

ésteres, también conocidos como ésteres alifaticos, son compuestos que tienen una

gran influencia en el aroma en la cerveza. Estos tienen valores muy similares y no

muestran diferencias significativas entre los tres tratamientos. Al contrario, en los

alcoholes se observa que 30 y 15 V presentaron mayor area a comparacion de FT,
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presentando un aumento de 71y 99 %, respectivamente. Los terpenos presentan
diferencias de medicion de FT y con los tratamientos sometidos a electrostatica, la
concentracion de éstos en 15 y 30 V son cuatro veces mayor que el control. Por
ultimo, la concentracion de acidos organicos resultaron ser casi el doble en el
Control (FT) a comparacion de los tratamientos.

Asimismo, se identificaron compuestos volatiles especificos. relacionados
estrechamente con las cervezas lager, reconocidos por los ensayos publicados por
distintos autores (Pires et al., 2014; DaSilva et al., 2015; Liguori et al., 2015; Richter
et al., 2017; Giannetti et al., 2019). En la Figura 12 muestra la lista de los
componentes presentes como un mapa de calor donde a mayor concentracion,
mayor es la coloracion.

En la mayoria de los volatiles detectados, la concentracion es mayor en los
tratamientos (15 y 30 V) con respecto a FT, no obstante, solo el decanoato de etilo
tiene un comportamiento contrario, puesto que los tratamientos tienen una
concentracion, aproximadamente, 35 % menor a comparacion del control. También
es importante mencionar que ‘el hexanoato de etilo resulto ser inexistente en el
control, mientras que la concentracidén de los otros no presentan diferencias
significativas entre ellas. Por ultimo, la concentracion de etanol no presentd
diferencias significativas entre ellos, corroborando los resultados de la cuantificacidon
por dicromato de sodio.

Se identificaron dos alcoholes superiores en los tratamientos y el control: alcohol
isoamilico'y feniletanol. Estos se encontraban un 86 y 50 % en mayor concentracion
en los tratamientos de 15 y 30 V, respectivamente, que en el control (FT), referente
al alcohol isoamilico, y feniletanol tenia una concentracion hasta casi cuatro veces

mas en los tratamientos con voltaje que en la fermentacién tradicional.
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Figura 12. Mapa de calor de los compuestos aromaticos presentes en la cerveza
tipo lager formados durante la fermentacion tradicional y los tratamientos utilizando
un sistema de fermentacién electrostatica con un electrodo de grafitoa 15y 30V a

las 60 h
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Mathew et al., (2015) reporté un aumento de 20 % en el rendimiento de
bioetanol usando glucosa como fuente de energia. A diferencia de Mathew et al.,
los resultados obtenidos muestran que los electrodos de grafito, a comparacion de
los otros materiales, fueron los que menor rendimiento tuvieron a 15 V. Por el
contrario, Gallegos Almanza (2018) evaluo distintos configuraciones de sistemas
electroéstaticos y diferentes voltajes (0, 15 y 30 V) para la obtencion del bioetanol
sin reportar diferencias significativas. En este trabajo se encontrdo un un efecto
significativo de los materiales de los electrodos asi como de los voltajes aplicados.

El material del electrodo mas utilizado para las MET es el grafito, debido a que
es un material accesible y versatil. También se tienen en consideracion los metales
como acero inoxidable, niquel, cobre, plata, oro y titanio (Kundi & Dutta, 2018). Por
ejemplo, Masoudi et al., (2020) utilizan una malla de acero inoxidable con un barniz
de grafito a base de acrilico para obtener un electrodo con mayor eficacia y a bajo
costo; este cambio no presentd toxicidad hacia los microorganismos y elevo su
eficacia. Afadido a esto, Qu etal., (2002) reportaron que el efecto de los electrodos
de acero inoxidable aumentaba la produccion y la calidad de biogas durante la
fermentacion de material lignocelulésico. Ademas, se observé un aumento en la
degradacion de la lignocelulosa en un 20 %, aproximadamente.

71. Efecto del potencial eléctrico sobre la fermentacién

Zetina & Zetina (2004) definen el potencial eléctrico como la fuerza de atraccion
o repulsion de una magnitud que depende de la carga eléctrica almacenada entre
un cuerpo electrizado con respecto a otro, siendo la unidad de medida el voltio (V).
Existen dos tipos de potencial eléctrico: positivo y negativo (Figura 11). Cuando un
cuerpo electrizado se conecta a la tierra y existe una transferencia de electrones de
la tierra al cuerpo, se tiene un potencial eléctrico positivo. Por el contrario, si la
transferencia de electrones se da del cuerpo a la tierra, posee un potencial eléctrico

negativo.
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Figura 13. Tipos de potencial eléctrico

En ensayos publicados por Shin et al., (2002) mencionan la importancia del
efecto del potencial eléctrico en este tipo de sistemas. En estos estudios pudieron
observar que un potencial eléctrico negativo de -0.75 a -10 V aumentaba la
produccion de etanol en S. cerevisiae. Resaltan que un potencial eléctrico muy
elevado podria tener consecuencias en la levadura. Uno de ellos es acelerar el
potencial oxido reduccion, lo que puede ocasionar que haya una baja de
reciclamiento de los cofactores, causando que actividades metabdlicas se vean
limitadas. Como se observo en los resultados, tanto el rendimiento de Al, Ty G
aumenta significativamente durante las primeras horas, infiriendo que el aumento
acelerado de la generacidn de etanol se debe al metabolismo acelerado durante las
primeras horas de la fermentacion. Por otro lado, los autores mencionan que la sola
presencia de un potencial eléctrico puede disminuir bioquimicamente la
concentracion de ciertos metabolitos causando cambios en el flujo metabdlico.

7.2. Efecto de la conductividad eléctrica de los electrodos sobre la
fermentacion

Una razon de que el electrodo sea un factor con alta relevancia puede deberse
al tipo de material, estos materiales tienen distintas constantes de conductividad
eléctrica, que esta representada por la letra griega o. Esta es la capacidad de un

material para dejar pasar corriente electrica através de él, donde la corriente
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eléctrica se define como un movimiento ordenado de cargas libres, es decir,
electrones. Asismismo, la conductividad electrica es inversamente proporcional a la
resistividad (Ec. 5).
o=1/, (Ec. 5)

donde la p corresponde a la resistividad y ¢ a la conductividad electrica. Esta
cualidad fisica se mide en Siemens por metro (S/m o, también puede representarse
como Q'-m") (Taherian, 2019). En el caso de los materiales elegidos para esta
actividad experiemental tienen conductividades eléctricas (o) de estos valores 1.45
x 108, 2.4 x 10° y de 2 a 3 x 10° S/m corresponden al acero inoxidable, titanio y
grafito, respectivamente de acuerdo con datos obtenidos de ASM International
Handbook Committee (2007). Por consiguiente, el aceroinoxidable y el titanio tienen
una mayor conductividad eléctrica a comparacion del grafito (Taherian, 2019). Los
electrones pasaran con mayor facilidad en acero inoxidable y titanio, lo que coincide
con los resultados obtenidos, los rendmientos de etanol fueron mayores con el uso
de estos materiales como electrodos y el caso contrario con grafito. No obstante,
esta propiedad fisica es afectada por distintos factores, como la temperatura,
densidad del material, porosidad, entre otras.

7.3. Efecto del campo magnético sobre la fermentacion

El reactor de electrofermentacion utilizado en este trabajo, se basa en el
fundamento de una bobina (Figura 14). Una bobina, también conocida como
inductor o choque, tiene como objetivo almacenar y liberar energia en forma de
campo magnetico (Martin Castillo, s.f.). Su unidad de medida es el Henrio (H) en el
Sl, pero es usual que se utilice en mH o uH. Pueden encontrarse distintos tipos de
inductores, para el caso del reactor utilzado es un inductor solenoide como en el
mostrado en la Figura 14. Este tipo de inductor también puede usarse en conjunto
con un nucleo, es decir un material sélido al centro de la espiral. Estos normalmente
son materiales ferromagnéticos debido a que aumentan la inductancia y cabe
recalcar que hay otros materiales que pueden ser menos sensibles a los campos

magnéticos .
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Figura 14. Esquema de un inductor tipo solenoide comparado con el reactor de

electrofermentacion

La generacion de un campo magnético pudiera estar causando que aquellos
tratamientos que no estan conectado a corriente directa puedan estar directamente
influenciados. Esta propiedad es ampliamente exporada, como lo menciona
Konopacka et al., (2019), como una aplicacion de gran relevancia para aumentar la
productividad de bioetanol en levaduras como S. cerevisiae. Estos mismos autores
probaron que si hay un aumento significativo en tanto en la produccién de etanol
como en la proliferacion celular. Asimismo, Bubanja et al., (2019) también
comprobarén ‘un-efecto significativo en otros mecanismos bioquimicos como la

respiracion celular y el consumo de azucares.

7.4. Comportamiento del metabolismo celular en un sistema de
electrofermentacion

El comportamiento del metabolismo celular es aun motivo de investigacién entre
los pioneros de la rama. De acuerdo con Mozcoviz et al., (2016), hay dos posibles
comportamientos que pueden experimentar los electrones disponibles:
transferencia directa o a través de mediadores redox. Prassad et al., (2007), asi

como otros autores, han comprobado que particularmente las levaduras hacen una
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transferecia directa por medio de la pared celular. La explicacion se basa en la
presencia de enzimas en la membrana celular.

En el caso especifico de S. cerevisiae, Rawson et al., (2012) se refirié a una
familia de proteias en la pared celular denominados proteinas trans de transporte
de electrones de membrana plasmatica (tPMET), los cuales pueden estar altamente
asociados con la recepcion de los electrones para dirigirlos hacia los citocromos
localizados en la mitocondria, sin embargo estos mecanismos aun no estan claros.
Ademas, la presencia especies electroactivas que pueden estar presentes en el
medio o que pudieran ser secretados por la levadura (Babanova et al., 2011) son
de gran ayuda para mantener la cadena de transporte de electrones. En el caso
particular de la cerveza, se ha encuentrado una molécula proveniente de la malta
que si tiene la capacidad de actuar como un mediador redox conocido como
riboflavina o vitamina B12, corroborado por Szollosi, et al. (2016).

De cualquier modo, se observaron cambios metabdlicos con la aplicacion de
voltaje. Estos cambios provocan descompensaciones en el sistema de oxido
reduccion, el cual es usado por la gran mayoria de los procesos internos y son
llevados a cabo por enzimas manteniendo un intercambio de electrones, muy
parecidos a los fendmenos fisicos ya comentados. La produccién de bioetanol es
una via metabolica esencial para las levaduras, mantiene el reciclamiento de los
cofactores en la-ausencia de oxigeno, el cual es importante, puesto que permite que
la glucolisis siga funcionando correctamente (Walker & Stewart, 2016). El efecto que
el voltaje tiene sobre la fermentacion se puede observar en los parametros cinéticos,
tanto. en el perfil de volatiles, las concentraciones de algunos compuestos
provenientes de la fermentacion parecen diferir a comparacion con respecto a la
fermentacion tradicional.

La cerveza es reconocida como una bebida que obtiene una gama extensa de
aromas y sabores a lo largo del proceso se elaboracidn, aun asi la mayoria de los
compuestos aromaticos provienen del metabolismo. Los alcoholes superiores,
ésteres, acidos organicos, componentes sulfurados y aldehidos son algunos

elementos que conforma tanto el aroma como cuerpo de una cerveza y son producto
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de la fermentacion (Alves, et al., 2020). Por un lado, los alcoholes superiores son
los compuestos organolépticos mas abundantes de en la cerveza lager y es el
producto de la digestion de los aminoacidos presentes en el mosto. Asimismo, los
ésteres solo se encuentran en trazas, pero son los volatiles de mayor importancia y
son producto entre la reaccion de los alcoholes superiores y acetil CoA. (Pires etal.,
2014). Los ésteres se encuentran en bajas concentraciones debido a que tienen un
umbral de deteccion muy bajo, es decir, el olfato es capaz de detectar el olor con
una minima concentracion de producto. Ahora bien, el aumento de la concentracion
de éstos compuestos puede ser contraproducente, si se sobreproducen pueden
generar un sabor amargo por el exceso de éstos en'lugar de un sabor afrutado
(Pires, et al., 2014). Cabe resaltar que no se identificaron compuestos relacionados
con el sabor y aromas desagradables como el diacetilo, en ningun tratamiento y el

control.

8. CONCLUSIONES

Se comprobd que la conductividad del material utilizado como electrodo en un
sistema de fermentacion electrostatica modulé la tasa de crecimiento, el tiempo de
duplicacién, el consumo de azucares reductores y el contenido de compuestos
volatiles de S. pastorianus en una cerveza lager.

Se observd que la intensidad del voltaje (15 y 30 V) en un sistema de
fermentacion electrostatico no tuvo efecto sobre los parametros cinéticos de la
levadura en una cerveza lager

Se necesitan estudios que relacionen el transporte de electrones de la levadura,
la regulacion de genes, asi como entender las propiedades fisicas involucradas en
el sistema de fermentacion electrostatica para explicar los mecanismos de reaccion
involucrados en la modulacién del metabolismo.

Por ultimo, debido a los cambios registrados en el perfil aromatico de los
tratamientos se sugiere una evaluacion sensorial para conocer las preferencias del
consumidor en una cerveza producida mediante un sistema de fermentacion

electrostatico.
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10. ANEXOS

10.1. Analisis de varianza del modelo factorial 32

10.1.1. Etanol
Tiempo Fuentede Gradosde Sumade Cuadrado ValorF  Valor®
variacion libertad cuadrados medio
Elect 2 0.9924 0.4962 18.3630 1.63e-04 ***
Volt 2 0.0339 0.0269 0.6270 0.5497
f2h Elect:Volt 4 0.5773 0.1443 5.3410 0.0091  **
Residuales 13 0.3513 0.0270
Elect 2 1.9784 0.9892 61.2220 2.42e-07 ***
Volt 2 0.0111 0.0056 0.3450 0.7145
24h Elect:Volt 4 0.2708 0.0677 4.1900 0.0214 *
Residuales 13 0.2100 0.0162
Elect 2 0.5441 0.5441 0.2721  2.68e-06 ***
Volt 2 0.1143 0.1143 0.0572 0.0078  **
Joh Elec:Volt 4 0.0764 0.0764 0.0191 0.1117
Residuales 16 0.1370 0.1370 0.0086
Elect 2 1.1597 0.5799  300.3100 3.18e-12 ***
Volt 2 0.0589 0.0295 15.2600 3.04e-04 ***
48 h Elect:Volt 4 0.0885 0.0221 11.4600 2.45e-04 ***
Residuales 14 0.0270 0.0019
Elect 2 0.3936 0.1968  107.9920 1.24e-09 ***
Volt 2 0.0181 0.0090 4.9570 0.0223 *
%% Elect:Volt 4 0.0204 0.0051 2.8000 0.0642
Residuales 15 0.0273 0.0018

Cadigos de significancia: 0 “*** 0.001 ** 0.01 ** 0.05‘" 0.1 *’ 1
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10.1.2. Biomasa

Fuente de

Grados de Suma de

Cuadrado

Tiempo Valor F Valor P
variacion libertad cuadrados medio
Elect 2 0.0003 0.0002 0.7700 0.4778
Volt 2 0.0014 0.0007 3.0990 0.0769
f2h Elect*Volt 4 0.0052 0.0013 5.8420 0.0056  **
Residuales 14 0.0031 0.0002
Elect 2 0.0161 0.0081 70.1110. "~ 1.09e-07 ***
Volt 2 0.0025 0.0013 10.8300 0.0017  **
24h Elect*Volt 4 0.0038 0.0009 8.2120 0.0016  **
Residuales 13 0.0015 0.0001
Elect 2 0.0047 0.0023 63.0980 4.90e-08 ***
Volt 2 0.0005 0.0003 7.0280 0.0070  **
Joh Elect*Volt 4 0.0001 0.0000 0.8870 0.4953
Residuales 15 0.0006 0.0000
Elect 2 0.0094 0.0047 80.3300 4.53e-09 ***
Volt 2 0.0024 0.0012 20.4300 3.93e-05 ***
48 h Elect*Volt 4 0.0043 0.0011 18.4000 7.84e-06 ***
Residuales 16 0.0009 0.0001
Elect 2 0.0042 0.0021 125.4840 2.90e-11 ***
Volt 2 0.0000 0.0000 1.4360 0.2638
o0h Elect*Volt 4 0.0004 0.0001 5.5890 0.0042  **
Residuales 18 0.0003 0.0000

Caédigos de significancia: 0 “*“** 0.001 ** 0.01 ** 0.05‘" 0.1’ 1
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10.2 Rendimientos de produccion de S. pastorianus de todos los tratamientos del modelo factorial 32

10.2.1. Etanol
Tratamientos Ys (g etanol - g sustrato™)
Electrodo Voltaje 12 h 24 h 36 h 48 h 60 h

ov 0.490 £ 0.019 abc 0.509 £ 0.036 ab 0.362 £ 0.071 ab 0.714 £ 0.051 a 0.403 £ 0.075 a
Ai 15V 0.834 +£0.154 a 0.904 + 255 a 0.319+0.078 abe 0.398 £ 0.060 b 0.297 £ 0.055 ab
30V 0.566 £ 0.189 abc 0.908 £+0.177 a 0.498 + 0.051 a 0.640 £ 0.047 a 0.280 £ 0.034 ab
ov 0.531+0.356 ab 0.320 £ 0.079 be 0.005 +0.047 S 0.223 £ 0.004 ¢ 0.342 £ 0.040 ab
T 15V 0.043 £0.036 be 0.090 £ 0.025 be 0.065 +0.077 bcde 0.206 £ 0.087 cd 0.244 + 0.067 b
30V 0.095 £0.132 be 0.166 £ 0.221 be 0.315+0.225 abed 0.187 £ 0.070 cde 0.334 £ 0.040 ab
ov 0.019 + 0.005 ¢ 0.019 £ 0.005 ¢ 0.054 £ 0.002 cde 0.063 £ 0.006 de 0.054 + 0.004 ¢
G 15V 0.091 £0.012 be 0.091 £0.012 ¢ 0.046 + 0.009 de 0.043 £ 0.002 € 0.052 £ 0.07 ¢
30V 0.223 £0.025 be 0.223 £0.025 be 0.057 £ 0.007 cde 0.052 £0.013 € 0.058 £ 0.001 ¢

Al: acero inoxidable; T: titanio; G: grafito

Medias con una letra comtn no son significativamente diferentes (p = 0.05).



10.2.1. Biomasa

Tratamientos

Ys (g biomasa - g sustrato™)

Electrodo Voltaje 12 h 24 h 36 h 48 h 60 h
oV 0.007+0.001 ® 0.050+0.009 % 0.037+0.001 < 0.087+0.011 a  0.056+0.003
Ai 15V 0.066+0.013 @ 0.092+0.014 2 0.031+0.005 % 0.040+0.004 ° 0.044+0.003 °©
30V 0.024+0.023 ° 0.107+0.015 2 0.048+0.014 2° 0.106+0.010 a  0.047+0.002 °
oV 0.047+0.028 2@ 0.019+0.003 % 0.018+0.005 ¢ 0.024 + 0.006 d  0.025+0.004 ¢
T 15V 0.013+0.001 ° 0.008+0.004 ¢ 0.018+0.002 ¢ 0.031 + 0.005 d  0.030+0.006 ¢
30V 0.004+0.003 ° 0.016+0.006 % 0.021+0.000 ¢ 0.022 + 0.005 d  0.025+0.003 ¢
oV 0.018+0.005 ° 0.040+0.003 ©°® 0.054+0.002° 2 0.063+0.006 b 0.054+0.004 2
G 15V 0.029+0.009 ° 0.028+0.004 °* 0.046+0.009 2° 0.043+0.002 ®¢ 0.052+0.007 2°
30V 0.018+0.006 ° 0.062+0.025 . 0.060+0.008 2 0.055+0.014 ®© 0.061+0.002 2

Al: acero inoxidable; T: titanio; G: grafito

Medias con una letra comtn no son significativamente diferentes (p = 0.05).
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10.3. Analisis de varianza de la comparacién de tratamientos del electrodo de

grafito con la fermentacién tradicional.

10.3.1. Generacion de etanol

Tiempo Fuentede Gradosde  Sumade Cuadr.ado valorE Valor H
variacion libertad cuadrados medio

Voltaje 3 9.06 3.02 0.75 0.55
teh Residuales 8 32.31 4.04

Voltaje 3 41.26 12.75 5.40 0.03 *
24h Residuales 8 20.36 2.55

Voltaje 3 84.62 28.21 1.28 0.35
Soh Residuales 8 176.76 22.09

Voltaje 3 29.66 9.89 1.36 0.32
8h Residuales 8 58.04 7.26

Voltaje 3 63.99 21.33 2.64 0.12
o0n Residuales 8 64.72 8.09

Cadigos de significancia: -0.”***0.001 ** 0.01 ** 0.05‘" 0.1 *’

10.3.2. Generacion de biomasa

Tiempo Fuentede Gradosde Sumade Cuadrado Valor E Valor P
variacion libertad cuadrados medio
Voltaje 3 0.237 0.079 1.701 0.244
feh Residuales 8 0.372 0.047
Voltaje 3 4.720 1.573 2.745 0.113
h Residuales 8 4.585 0.573
%) Voltaje 3 5.314 1.771 15.920 0.001  ***
Residuales 8 0.890 0.111
48 h Voltaje 3 3.394 1.131 6.593 0.015 *
Residuales 8 1.373 0.172
Voltaje 3 5.321 1.774 13490 0.002 **
o0n Residuales 8 1.052 0.132

Cddigos de significancia: 0 “** 0.001 “** 0.01 ** 0.05 ‘" 0.1 *" 1



10.3.3. Consumo de azucares reductores

Tiempo Fuentede Gradosde Sumade Cuadrado Valor F Valor P
variacion libertad cuadrados medio

Voltaje 3 2772.0 924.2 49.3 1.67E-05
12h Residuales 8 150.0 18.7 e

o h Voltaje 3 1919.2 639.7 619  7.05E-06
Residuales 8 82.7 10.3 e

36h Voltaje 3 1882.6 627.5 17.0  7.86E-04
Residuales 8 2954 36.9 e

a8 h Voltaje 3 2855.5 951.8 48.7  1.75E-05
Residuales 8 156.2 19.5 e

Voltaje 3 2496.6 832.2 19.2  5.21E-04
o0h Residuales 8 347.6 43.5 o

Cadigos de significancia: 0 “*** 0.001 ** 0.01 ** 0.05°" 0.1 “" 1
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