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Resumen y Abstract IX

Resumen

Evaluacién de un proceso bioldgico para la obtenciéon de una cerveza con bajo

contenido en alcohol con inclusion de quinua

Con la realizacion de este trabajo se busco desarrollar una cerveza artesanal tipo Ale con
bajo contenido alcohdlico empleando un proceso a una escala de 25 L, para lo cual se
evaluo el uso de una cepa de levadura no convencional de la especie Saccharomycodes
ludwigii, asi como la inclusion de quinua sin maltear en un sustrato basado en malta. Se
analizaron varios parametros del proceso como lo son el pH, la gravedad especifica, °Brix,
contenido de etanol, entre otros. Ademas, se aplicaron pruebas afectivas para determinar
cudl de las combinaciones levadura-sustrato generan el producto con un menor contenido
en etanol y con una adecuada aceptacion sensorial. La combinacion S. ludwigii-sustitucion
parcial de 30% de malta de cebada por quinua, permitié obtener el producto con menor
contenido de etanol con un valor de 3.09+0.15% v/v. Sin embargo, el producto con mejor
aceptacién sensorial y bajo contenido en etanol fue el obtenido con la combinacién
Saccharomyces cerevisiae- sustitucion parcial de 30% de malta de cebada por quinua con
una puntuacién de que 5.3 sobre 7, cerveza con un contenido de 3.55+£0.50% v/v. Aunque
no se alcanzé un contenido menor al 3% sugerido por los estandares internacionales, los
resultados son promisorios y permiten sugerir que el proceso que conduce a un producto
de estas caracteristicas, aceptable sensorialmente, se puede lograr mediante el empleo
de mayores sustituciones de quinua en el sustrato, manteniendo el uso de la levadura

tradicional de la especie S. cerevisae.

Palabras clave: Saccharomycodes ludwigii, fermentacién, cerveza artesanal, bajo

contenido de alcohol, quinua.
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Abstract

Evaluation of a biological process for obtaining a low-

alcohol beer including quinoa

The purpose of this work was to develop a low-alcohol Ale beer by using an artisanal
process on a 25 L scale, it was evaluated the use of a non-conventional yeast strain of the
Saccharomycodes ludwigii species, as well as the inclusion of unmalted quinoa in a malt-
based substrate. Several process parameters were analyzed such as pH, specific gravity,
°Brix, ethanol content, among others, in addition, affective tests were performed to
determine which of the yeast-substrate combinations generated the product with the lowest
ethanol content and adequate sensory acceptance. The combination S. ludwigii-partial
substitution of 30% barley malt for quinoa, allowed to obtain the product with the lowest
ethanol content with a value of 3.09+0.15% v/v. However, the product with the best sensory
acceptance and low ethanol content was the one obtained with the combination
Saccharomyces cerevisiae- partial substitution of 30% barley malt for quinoa with a score
of 5.3 out of 7, beer with a content of 3.55+0.50% v/v. These results show that, although a
content lower than the 3% suggested by international standards was not reached, they are
promising since they allow suggesting that the process leading to a product of these
characteristics and acceptable can be achieved through the use of greater substitutions of
guinoa in the substrate, maintaining the use of the traditional yeast of the species S.

cerevisae.

Keywords: Saccharomycodes ludwigii, Fermentation, craft beer, low alcohol

content, quinoa.
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Introduccién

La cerveza, tercera bebida mas consumida en el mundo, después del té y el café, es
culturalmente importante ya que es empleada como acompafiante de comidas y es una de
las bebidas mas utilizadas en reuniones sociales; se ha postulado que fue originada en las
primeras civilizaciones desarrolladas en Mesopotamia y el Antiguo Egipto (Sannino et al.,
2019), razo6n por la cual es una bebida que ha mantenido una tradiciéon propia de las
regiones en su produccién y consumo. Cuenta con un mercado importante y tiene procesos
industrializados a gran escala que garantizan su oferta y distribucién (Cabras & Higgins,
2016).

El sector cervecero comercial comprende la produccion a gran escala, la cual esta
representada a nivel mundial por grandes corporaciones o conglomerados de cerveceros,
siendo los mas relevantes ABInBev, SABMiller y Heineken. Estos se caracterizan porque
son grandes compafias que abarcan mas del 90% del mercado. Por su parte, la cerveceria
artesanal ha tomado el liderazgo en la diversificacion de la variedad y el “entrenamiento”
de los consumidores al mejorar su conocimiento sobre el mundo de la cerveza,
despertando interés en el consumidor respecto a los fundamentos de dicha diversidad de

productos (Toro-Gonzalez, 2017).

El sector de la cerveceria artesanal en América Latina tiene un mercado en crecimiento.
En particular, para el periodo comprendido entre 2008 y 2013 hubo un crecimiento de un
2.8% en esta region, de la cual Colombia es el cuarto mas grande productor, siendo el
doble respecto al resto del mercado mundial, que crecié un 1.4% en ese mismo periodo
(Toro-Gonzalez, 2017). Este crecimiento puede deberse a un incremento en la demanda y
oferta de los productos, por ejemplo, el aumento en la demanda debido a la resistencia del
consumidor y el cambio de este en sus preferencias y de la existencia y consolidacion de
asociaciones de cervecerias artesanales, acceso a la informacion y nuevas formas de

financiamiento (Garavaglia & Swinnen, 2017).
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Por otro lado, las cervezas producidas a nivel industrial tienen un costo comercial mas bajo
gue las cervezas artesanales, ya que éstas Ultimas son elaboradas a partir de sustratos y
levaduras menaos convencionales y, ademas, son elaboradas en instalaciones con menor
capacidad de produccion. Por ejemplo, las cervezas rubias de caracter comercial tienen
poca graduacion y cuerpo moderado, con bajo costo y facilidad de produccion. Una de las
razones por las cuales existe una poca diversidad en las cervezas rubias es que el
mercadeo extensivo de unas pocas marcas de cerveza ha habituado a los consumidores
a un mismo sabor, asociado a la mitigacion de la sed y a la generacién de un efecto euférico

caracteristico (Gonzélez, 2017).

Sin embargo, la cerveza, independientemente de si es producida de manera artesanal o
industrial, es una bebida alcohdlica y por lo tanto su consumo excesivo puede generar
efectos negativos sobre la salud. Dichos efectos adversos pueden ser nutricionales,
neuroldgicos, teratdbgenos y hepéaticos; inclusive puede llevar a alteraciones del sistema
nervioso central, endocrino, gastrointestinal, entre otros (Téllez Mosquera & Cote
Menéndez, 2006).

Hasta el momento no existen criterios unificados a nivel mundial acerca del contenido de
alcohol que debe tener una cerveza para que sea denominada como de bajo contenido en
alcohol o incluso libre de alcohol (Montanari et al., 2008). A nivel nacional se ha establecido
enlaNTC 222 (ICONTEC, 1996b) que el contenido de etanol para una cerveza debe estar
en un rango entre 2.5-12% v/v, pero no se especifica a partir de cuales valores se tiene
una cerveza con bajo contenido en alcohol. Por su parte, en el Decreto 1686 de 2012
(Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2012) se establecen los mismos rangos que en
la NTC 222 y se denomina a una cerveza sin alcohol o no alcohdlicas cuando el contenido
de etanol se encuentra por debajo de 2.5 grados. Este tipo de bebidas tienen algunas
ventajas en su comercializacion, como una menor tasa de impuestos asociados a su venta
y un incremento en el interés de las personas en relacion a los posibles efectos en la salud
de su consumo, en especial entre la cohorte demografica conocida como milenials (Bellut
et al., 2018; Bellut & Arendt, 2019).
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A nivel mundial el mercado ha experimentado un incremento en la demanda de cervezas
bajas en alcohol de aproximadamente un 20% desde el 2011 al 2016, y se pronostico un
crecimiento de otro 24% hasta 2021 (Bellut & Arendt, 2019). Teniendo en cuenta la
situacion del mercado a nivel nacional e internacional, existe entonces una serie de

beneficios para innovar en este sector.

Por otro lado, se observa un auge en el uso de ingredientes y sustratos alternativos a los
usualmente empleados en la industria cervecera, especialmente de productos con
identidad de origen. Al considerar la inclusién de la quinua como sustrato para la
produccion de cerveza se busca establecer un sentido de identidad en el producto
considerando que este pseudocereal es originario de los Andes. Ademas, se ha planteado
gue el uso de la quinua en bebidas de amplio consumo tendria como beneficio la
posibilidad de fortalecer su cadena productiva al ampliar el nUmero de productos de los
que puede ser aprovechada esta materia prima, estimulando los diferentes eslabones de
la cadena de este producto agricola (Lombana et al., 2018), lo cual es de interés particular
para paises productores de quinua como los son Colombia, Bolivia y Pera. De hecho, a
nivel nacional desde hace algunas décadas se han propiciado acciones encaminadas a
impulsar la produccién y transformacion de la quinua y a conformar su cadena productiva
(Montoya et al., 2005).

Convencionalmente, los procesos de transformacion empleados para la produccion de
cervezas con bajo contenido del alcohol pueden implicar operaciones unitarias de
transferencia de calor como la destilacion, operacién que puede causar alteraciones en el
color, sabor y aroma del producto. Otra opcidn de proceso fisico involucra operaciones de
separacion por membranas, tecnologia que se reconoce por sus elevados costos de
implementacién (Montanari et al., 2008). Por otra parte, con los métodos bioldgicos se
busca restringir la formacién de etanol mediante el desarrollo de fermentaciones a bajas
temperaturas, la remocion de las levaduras para interrumpir el proceso fermentativo y la
utilizacién de levaduras no convencionales incapaces de fermentar la maltosa y maltotriosa
del mosto (Muller et al., 2020).

El proceso de elaboracion de cervezas con menor contenido de alcohol que implica
levaduras no convencionales puede ser mas conveniente para el sector artesanal,

considerando que su implementacién no requiere de equipos u operaciones adicionales,
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como si lo demandan los otros procesos (Montanari et al., 2008). Es pertinente mencionar
gue las levaduras convencionales para la elaboracién de cerveza artesanal tipo Ale son
cepas de la especie Saccharomyces cerevisiae caracterizadas por permitir la fermentacién
alta (15-25°C), mientras que las cepas de Saccharomyces carlbergensis son las mas

empleadas para la elaboracién del tipo Lager (fermentacién baja, 4-9°C) (Gonzalez, 2017).

De esta manera el objetivo general del presente trabajo final fue evaluar un proceso
bioldgico para la obtencion de una cerveza con bajo contenido en alcohol utilizando en la
fermentaciébn una cepa comercial de Saccharomycodes ludwigii y realizando una
sustitucion parcial de la malta por quinua sin maltear. Los objetivos especificos fueron
evaluar el efecto que tiene el uso de una cepa comercial de la levadura S. ludwigii y de la
sustitucion parcial de malta por quinua sin maltear sobre el contenido de alcohol obtenido
en cervezas tipo Ale; y ademas comparar el nivel de aceptacion de las cervezas obtenidas
con la levadura S. ludwigii y con la inclusién de quinua con aquel de un producto elaborado

con 100% de malta tradicional y una cepa de levadura comercial de S. cerevisiae.

La realizacién de este trabajo se llevé a cabo empleando un sistema de produccion
artesanal a una escala de 25 L, siguiendo las etapas convencionales en el proceso de
elaboracion que incluyeron la maceracion de los sustratos, la coccion y adicion de lupulo,
la fermentacion del mosto, la carbonatacion y maduracion de la cerveza. Durante el
proceso se realizaron mediciones de pH, gravedad especifica, °Brix, contenido de etanol
y perfil de azucares, con el fin de verificar que este se desarrollara adecuadamente. Las
cervezas elaboradas fueron evaluadas a través de pruebas afectivas de aceptacion
sensorial con el propdsito de conocer la influencia del uso de quinua y/o una levadura no
convencional en el proceso de elaboracion. Este trabajo muestra un punto de partida para

la produccion de cervezas artesanales con bajo contenido en alcohol a nivel nacional.
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Justificacion

Cerca del periodo comprendido entre 2008-2013, el movimiento de la cerveceria artesanal
en Estados Unidos tuvo un gran impacto en los consumidores colombianos, debido
probablemente a la influencia cultural y al alto flujo de visitantes extranjeros, lo que en
Ultimas ha impulsado el establecimiento de negocios y ha contribuido a ampliar el

conocimiento sobre la diversidad y variedad de las cervezas (Toro-Gonzalez, 2017).

La cerveceria artesanal crea espacios y condiciones para nuevos nichos de mercado,
permite la sofisticacion de los gustos de los consumidores, inclinandolos a probar
productos cualitativamente diferentes. Ademas, en algunos paises existen politicas que
apoyan a los pequefios emprendedores, estimulando la diversificacion de la oferta (Cabras
& Higgins, 2016). Sin embargo, las grandes industrias cerveceras poseen los medios para
generar cervezas de gran homogeneidad, lo cual exige de condiciones y controles mas
sensibles, en especial en la calidad de la materia prima y en los intervalos de variacion de

las temperaturas.

Debido a su naturaleza alcohdlica, la cerveza es una bebida controlada, por ejemplo, con
una cantidad de etanol entre 60-100 mg por cada dL de sangre, causa un aumento en la
euforia, en la alteracion del autocontrol y de la capacidad valorativa (Aragon et al., 2002).
Estos efectos toman especial relevancia al considerar que la cerveza es una de las bebidas
alcohdlicas mas consumidas a nivel mundial y en la mayoria de los territorios del mundo.
Por este motivo, es pertinente establecer alternativas de este producto con bajos
contenidos de alcohol, para las personas que se preocupan mas por su salud pero que, en
especial en ocasiones de celebracion, desean consumir un producto que sea atractivo y

gue conserve los principales rasgos sensoriales de la cerveza.

Con la inclusion de quinua se pretende fortalecer su cadena productiva; un aspecto
interesante es que los productos a base de quinua aun son relativamente nuevos para el
resto del mundo, lo cual podria generar buenas expectativas respecto a su inclusion en
productos de consumo tradicional como la cerveza, causando beneficios para el productor

nacional al tener como ventaja su ubicacion geogréfica (Lombana et al., 2018).
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Planteamiento del problema

El principal problema de la produccion de cerveza artesanal radica en el dominio del
mercado por parte de grandes conglomerados ya sea a nivel nacional o global (Toro-
Gonzalez, 2017). Esta industria se ha enfocado en la produccion masiva, por consecuencia
las caracteristicas sensoriales de sus cervezas no tienden a ser muy variadas. Por otro
lado, se encuentra el inconveniente relacionado con las caracteristicas organolépticas, ya
gue estos productos no gozan de una amplia aceptacion por sus reducidas caracteristicas

sensoriales (Gonzalez, 2017).

En algunos estudios se ha demostrado que las cervezas de bajo contenido en alcohol
retienen el sabor a mosto (Montanari et al., 2008), de manera que se han implementado
diferentes estrategias para que estas bebidas puedan ser percibidas como sabrosas
(Gibson et al., 2017). De acuerdo con diversos estudios sobre las bebidas de bajo
contenido en alcohol, es posible identificar que no todas se hacen a partir de los mismos
sustratos y aditivos, de manera que es posible incrementar la aceptacién de estos
productos involucrando la evaluacion de la inclusion de diferentes ingredientes para

otorgar nuevas caracteristicas sensoriales.

Las cervezas con bajo contenido en alcohol no tienen una amplia oferta en el mercado,
debido a que son productos nuevos, en particular para Colombia en un periodo de 3 afios
solo se dio un incremento de 6% en la produccion de estas bebidas, la cual es representada
principalmente por la produccion industrial y no por la artesanal (Bellut et al., 2018).
Adicionalmente, sus costos de produccion pueden ser mas altos, debido a que se requieren
operaciones unitarias adicionales respecto al proceso de produccién convencional (Bellut
et al., 2018). Esto cuando se realizan operaciones basadas en procesos fisicos como los

son las operaciones térmicas y de membranas.

A pesar de que se ha descrito que el uso de quinua como materia prima para la elaboracion
de cervezas podria otorgar al producto nuevos atributos sensoriales que no se encuentran
presentes en las bebidas obtenidas con cereales tradicionales, lo cual esta asociado a los
componentes volatiles (Dezelak et al., 2014), existen varios aspectos que podrian ser
limitantes para la inclusiéon de quinua como materia prima en la elaboracion de cerveza,

entre los que se encuentran: la presencia de saponinas en el grano, las cuales pueden
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generar amargor (Castafieda et al., 2018); la realizacion del malteado y su efecto en el
color, turbiedad y acidez(Castafieda Teran, 2015); la relevancia de la introduccion de
enzimas exogenas para aprovechar los carbohidratos de la quinua cuando esta sustituye

a la malta hasta en un 30% (Kordialik-Bogacka et al., 2018).



1. Marco conceptual y revisién del estado del
arte

La cerveza es una bebida fermentada elaborada a partir de sustratos ricos en
monosacéridos, especialmente en glucosa y otros azlcares presentes en muchos
cereales; no es una bebida consumida por su aporte nutricional, sino que es empleada
tipicamente en celebraciones y festividades (Gonzalez, 2017). Las primeras bebidas
fermentadas basadas en cebada y trigo datan de 5000 AC en Mesopotamia y en el Antiguo
Egipto (Sannino et al., 2019), incluso otros autores sugieren que las primeras evidencias
de elaboracion de este producto datan de 12000 AC en China (Cabras & Higgins, 2016).
Esta practica se ha mantenido hasta el dia de hoy gracias a que existen preferencias
culturales arraigadas y econOmicas, haciendo de este producto una de las bebidas
alcoholicas mas consumidas en el mundo, asi mismo, existe una alta oferta de diferentes
tipos de cerveza, en parte debido al desarrollo de diversas tecnologias, las cuales

contribuyen a perpetuar la tradicion del consumo de esta bebida.

La inclusién de lupulo en el proceso de elaboracion de cerveza data del siglo IX, ya que en
el territorio que hoy corresponde a Alemania se encontré evidencia de su uso (Cabras &
Higgins, 2016). Otro autor menciona que la ley Bavara de pureza de la cerveza de 1516
establece que una cerveza tradicional alemana esta hecha Uunicamente de cebada, lupulo
y agua con adicion de levadura (Zannini, 2013); el lGpulo brinda el sabor amargo y el olor
caracteristicos del producto, ademas contribuye a la preservacion y contrarrestar la dulzura
de la malta (Cabras & Higgins, 2016). La bebida actualmente conocida como cerveza
incluye al menos los siguientes ingredientes: malta, lGpulo, agua y levadura; precisando

gue la inclusién de lapulo dio el paso hacia la era moderna de la cerveza (Suéarez, 2013).

Si bien esta bebida es producida principalmente a escala industrial y la gran mayoria de la

cerveza consumida en el mundo es producida por unos pocos grupos empresariales, la
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producciéon a pequefia escala y su distribucion en microcervecerias ha tenido un
crecimiento importante de forma reciente. La cerveceria artesanal surge con la intencién
de generar diferentes propiedades organolépticas y de crear bebidas a un gusto particular,
cambiando el estilo que se tenia establecido por las grandes industrias (Gonzalez, 2017).
Su crecimiento puede atribuirse a una demanda cambiante respecto a las preferencias de
los consumidores, asi como a una mayor oferta en cuanto a la aparicién y consolidacién
de asociaciones de cervecerias artesanales, un mayor acceso a la informacion y nuevas
formas de financiamiento para este tipo de emprendimientos (Garavaglia & Swinnen,
2017). Se podria decir que las diferencias entre las cervezas artesanales y las tradicionales
radican en que las artesanales son elaboradas con un abanico mas amplio de ingredientes,
métodos y con una produccién a una escala mucho menor. Cabe destacar que la
elaboracion de cervezas artesanales no solo implica el conocimiento del producto o de la
fermentacion, sino también requiere de un alto aporte del conocimiento empirico e

innovacion.

Recientemente se ha incrementado la creacién de nuevos negocios de cerveceria
artesanal, entre los paises que han tenido un mayor surgimiento de empresas de este tipo
se encuentran EEUU, pasando de 92 empresas en 1981 a 2751 empresas en 2012; y
Reino Unido aumentando de 142 empresas en 1981 a 1113 empresas en 2012 (Cabras &
Higgins, 2016). De acuerdo con Gonzalez (2017), los establecimientos de cervecerias
artesanales pueden ser de varios tipos: cerveceria casera, cerveceria Pub y cerveceria
artesanal o microcerveceria, los cuales a su vez originan una gran variedad y estilos de
cerveza. Sin embargo, a grandes rasgos se pueden distinguir dos tipos: Ale que es tipica
de fermentaciones altas 18-24°C (la fermentacién ocurre en la superficie del biorreactor);
y Lager tipica de fermentaciones bajas 8-14°C (la fermentacion ocurre en el fondo del
biorreactor) (Sannino et al., 2019); y dentro de estos dos grupos existen una gran cantidad
de subgrupos con caracteristicas apreciables distintivas en su aspecto, espuma, aroma y

sabor.

1.1 Materias primas usadas en la elaboracion de cerveza

Para la elaboracion de cerveza tipicamente se utiliza un cereal (0 mezclas), levadura,
lipulo y agua, componentes que tienen diferentes roles en el proceso de produccién. Los

cereales se caracterizan porque contienen almidén, el cual puede ser convertido en
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azucares fermentables como glucosa y maltosa, razén por la cual se le denomina
convencionalmente como sustrato. La levadura realiza la transformacion de los azucares
en etanol mediante la accién de su metabolismo; el lupulo aporta el amargor caracteristico
del producto; mientras el agua aporta un medio necesario para la liberacién de azlcares
del cereal y para la reproduccion la levadura, en las siguientes secciones se presentara

una mayor descripcion de las materias primas.

1.1.1 Sustratos

Los cereales son el producto agricola de mayor importancia, dado que su produccién
representa el 60% del total de alimentos (Hammes et al., 2005); son el principal sustrato
empleado para la elaboracion de cerveza, destacandose la cebada malteada y el trigo,
aungue en algunos casos también se ha utilizado arroz y quinua (pseudocereal) (Bellut et
al., 2019; Castafieda Teran, 2015; Kordialik-Bogacka et al., 2018). En un principio el uso
de un cereal u otro obedecia a razones culturales y geograficas, e incluso de su costo de
producciéon. El principal componente de los cereales es el almidén el cual es un
polisacéarido cuya estructura quimica tiene humerosas unidades de glucosa unidas entre
si. Mediante la etapa de malteado el grano de cebada pasa a llamarse malta, etapa en la
cual se desarrolla la actividad enzimatica que permite la posterior hidrolisis del almidén
contenido en el grano. Durante la maceracién a partir de la malta se obtiene un mosto rico
en azlcares fermentables. La mayoria de los mostos tienen un contenido del 12% de
glucosa, 0.8-2.8% de fructosa, 5% de sacarosa, 65% de maltosa y 17.5% de maltotriosa
(Bellut et al., 2018).

Bellut et al., (2018) reporta la composicién de un mosto obtenido a partir de malta Pilsner,
la cual es una de las méas usadas para la elaboracion de cervezas tipo Ale. Esta informacion
es presentada en la tabla 1, donde se puede observar que los azlcares con mayor

contenido son maltosa, glucosa y maltotriosa.
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Tabla 1. Composicién del mosto de fermentacién

Composicion del mosto Unidad Valor
Extracto seco °P 6.63+£0.01
pH - 5.73+0.01
Maltosa g/L 26.60+0.25
Maltotriosa g/L 5.09+0.04
Glucosa g/L 5.46+0.01
Sacarosa g/L 1.70+0.04
Fructosa g/L 1.29+0.02
Aminoacidos totales mg/100mL 98.31+0.86
Nitrogeno libre mg/L 1105

1.1.2 Sustratos alternativos-quinua

La quinua (Chenopodium quinoa wild) es un pseudocereal que se destaca por contener
todos los aminoacidos esenciales, también por presentar un contenido relativamente alto
de proteinas en comparacién con otros cereales como la cebada vy el trigo, ademas se
considera que este alimento es de bajo indice glicémico al contener un menor contenido
de carbohidratos, por lo tanto, su consumo favorece al control metabdlico (Forero et al.,
2007). Especificamente el contenido de almidén de la quinua esta en un rango de 58.1%-
64.2% de la materia seca y de 60-74% de carbohidratos en materia seca, dentro de estos
carbohidratos se pueden encontrar cerca de 4 azUcares simples como se puede observar
en la tabla 2, donde la xilosa y la maltosa son las de mayor contenido, sin embargo, la

xilosa no es metabolizada por las levaduras.

El contenido de almidon y carbohidratos presentes en la quinua al ser expresados en forma
de NFE (extracto libre de nitr6geno) es de 52-61%, mientras otros cereales tipicamente
usados para la elaboracion de cerveza tienen valores superiores, por ejemplo, el trigo tiene
un NFE de 75.2%-82.9% y un contenido de 71% de almidén en el grano sin maltear y
59.6% en el grano malteado; en la cebada el NFE es de 72.8%-82.8% Yy el contenido de

almidon esta entre 60%-68% para el grano sin maltear y entre 58%-60% para el grano
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malteado (Castarieda et al., 2018; Galwey et al., 1989; Serna-Saldivar, 2016; Thoufeek
Ahamed et al., 1998; Zannini, 2013).

Tabla 2. Azlcares presentes en la quinua

Componente Contenido (mg/100 g)
Glucosa 19.0
Fructosa 19.6
Maltosa 101.0
D-xilosa 120.0

Para la elaboracion de una cerveza con quinua, se tiene que considerar la eleccion de la
variedad de quinua ya que existen variedades que presentan altas cantidades de
saponinas, clasificandose estas variedades en dulces cuando contienen menos del 0.11%
de saponinas o en amargas si contienen mas del 0.11%. Esto implica que en algunos
procesos de elaboracion se involucre una etapa previa de desaponificacion del grano
(Castafieda et al., 2018).

A diferencia de los demas cereales, el grano de quinua se ha utilizado sin maltear y
malteado, sin diferencias notables en los atributos sensoriales de la cerveza, en particular
cuando se usa sustituyendo parcialmente la malta por quinua. Por ejemplo, Castafieda et
al., (2018) encontraron que una cerveza elaborada con la sustitucion del 50% de la malta
de cebada tradicional por 50% de quinua malteada generd un producto con un buen nivel
de aceptacién en todos los parametros evaluados (transparencia, color, cuerpo, aroma,
sabor), aunque, los niveles de aceptacion no eran muy diferentes al utilizar quinua sin
maltear. En esa investigacion también se encontrd que al utilizar una quinua sin maltear
se obtenia un producto con menor contenido de alcohol, es decir presentd una menor
atenuacion (entendida como una menor conversion de azulcares a alcohol). Por otro lado,

Kordialik et al. (2018), encontré que con una sustitucion del 30% de malta tradicional por
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guinua sin maltear, se obtenia un producto con mejores atributos sensoriales que el

producto de referencia.

1.1.3 Levadura

Las levaduras son microorganismos unicelulares (hongos) pertenecientes principalmente
al grupo de los ascomicetos (Gonzéalez, 2017), han sido usadas como modelo para el
analisis del genoma de las eucariotas (Pretorius et al., 2003) y estan en camino de ser la
primera eucariota en tener su genoma recreado sintéticamente (Gibson et al., 2017). Son
capaces de metabolizar monosacéaridos como la glucosa (presente en forma de almidén
en los cereales), transformandolos en etanol mediante fermentacion. Este proceso
metabdlico utiliza las enzimas de la via glicolitica para la obtencion de piruvato, y
subsecuentemente este intermediario se descarboxila con la accion de la enzima piruvato
descarboxilasa y se reduce con la accion de la enzima alcohol deshidrogenasa (Durango
Londofio, 2007). El metabolismo fermentativo lo realizan las levaduras en un medio
anaerobio cuando el fin es la obtencion de etanol, en la siguiente ecuacion se representa
este proceso (Bamforth, 2016; Gonzalez, 2017; Mosher & Trantham, 2017).

Ce¢H1,04(Glucosa) » 2C,HsOH (Etanol) + 2C0,

La especie de levadura mas usada en la elaboracion de cervezas tipo Ale es
Saccharomyces cerevisiae, es el microorganismo comercial mas importante y es
considerado seguro (GRAS, Generally Regarded As Safe), mientras que en la elaboracién
de cervezas tipo Lager se emplea la especie Saccharomyces carlsbergensis (también
descrita como S. pastorianus) (Pretorius et al., 2003). Estas especies de levaduras se
utilizan porque que poseen caracteristicas importantes como lo son una eficiente

produccion de etanol y una alta tolerancia a este metabolito (Sannino et al., 2019).

Estos microorganismos tienen caracteristicas que varian con la especie y con la cepa, sus
propiedades pueden ser inhibidas o potencializadas por condiciones como la temperatura,
el nivel de pH, la cantidad y tipo de sustrato, la cantidad de oxigeno disponible, la cantidad
de alcohol producido y la actividad de agua en el sustrato, es decir, las levaduras son
sensibles a cualquier cambio en el mosto, lo cual puede incidir en el desempefio de la
fermentacion (Marecek et al., 2002). En particular se recomienda que la actividad acuosa

sea mayor a 0.8 para que la levadura este activa (Badui Dergal, 2006).
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En el proceso de elaboracion de cervezas tipo Ale, las levaduras son agregadas al mosto
cuando este se encuentre a una temperatura entre 15-30°C, mas cominmente alrededor
de 25°C para que las levaduras puedan crecer adecuadamente (Gonzalez, 2017; Kunze,
2006; Matthew F, 2019). Las levaduras prefieren los azlcares mas simples ya que estan
mas disponibles para su asimilacion, de manera que la maltosa y maltotriosa al ser
unidades mas complejas serdn consumidas después de la glucosa. Tipicamente una
levadura puede producir una nueva célula hija cada 90-120 minutos en un medio adecuado
(Bamforth, 2016), esta tasa de reproduccién causa que las fermentaciones avancen mas

rapidamente durante los 3 primeros dias (De Francesco et al., 2015)

1.1.4 Lapulo

El ldpulo es un ingrediente usado para dar el sabor amargo y caracteristico de la cerveza,
particularmente es la inflorescencia de la planta enredadera Humulus lupulus la que se
agrega en la etapa de coccién. La planta del lipulo es perenne y es cultivada a nivel
comercial para la industria cervecera, se considera que pudo haber provenido de China
donde empezaron las migraciones hacia América y Europa (Alonso-Esteban et al., 2019;
Graham G, Inge Russell, 2018; Matthew F, 2019). Ha sido clasificado en 5 variedades
taxondmicas basadas en su geografia y morfologia acorde con Alonso-Esteban et al.,
(2019). Los principales compuestos del lUpulo que generan el sabor amargo son los alfa-
acidos y los beta-acidos, estos también inhiben el crecimiento de bacterias gram-positivas
debido a los grupos prenilo (De Keukeleirc, 2000). Se han desarrollado alternativas
distintas para la agregacion de este ingrediente, dependiendo de la receta este se agrega
en diferentes tiempos de la ebullicion ya sea en forma de dos dosificaciones o de una y
tipicamente en una proporcién de 6 gramos por cada 10 litros de mosto (Dennenldhr et al.,
2020).

A continuacion, se presenta en la tabla 3 la composicién quimica del lipulo (Castafieda
Teran, 2015). donde se puede observar que su inclusion como ingrediente no influencia
de manera significativa el contenido de etanol durante la etapa de fermentacién, ya que
este insumo solo contiene entre 2-4% de azUcares y es usado en una baja proporcion de

la formulacion (Mosher & Trantham, 2017).
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Tabla 3. Composicién quimica del lGpulo

Parametro Porcentaje
Humedad después de cosecha 10-12
Resinas amargas totales 10-12
Aceites esenciales 0.5-2
Lipidos 2.5-3
Proteinas 13-18
Polifenoles 4-14
Azucares 2-4
Aminoacidos 0.1-0.2
Celulosa 10-17
Sales minerales 7-10

El complejo sabor y aroma que confiere el lUpulo a las cervezas es debido a las diferentes
interacciones de componentes para dar una impresion sensorial. Entre los compuestos
volatiles se encuentran los terpenos mirceno, humulona y farneseno; mientras que entre
los componentes no volatiles se encuentran las fracciones polifenélicas. Los monoterpenos
nerol, linalol y limoneno presentes en el ldpulo también son considerados como
contribuyentes al sabor y aroma caracteristico del producto, incluso este grupo de
compuestos pueden ser transformados enzimaticamente por algunas cepas de levaduras
no convencionales, lo cual aporta mayor complejidad al analisis de los atributos sensoriales
(Michel, Kopecka, et al., 2016).

1.2 Proceso de elaboracién de cerveza

El proceso para la elaboracion de cerveza consiste en una serie de etapas que se pueden
dividir en 2 secciones, la del malteado y la produccién, como se puede ver en la figura 1,

se hace esta separacion debido a que la seccién del malteado es opcional ya que es un
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proceso que no es necesario realizar uno mismo (Gonzalez, 2017; Graham G, Inge
Russell, 2018).

Entradas Procesos Productos Entradas Pracesos Productos

Maltasy
Granode adjuntos
cebada

Molienda

Germinacion *
Agua . Maceracion

Agua

Malta Separaciondel N Mosto
Secado - vards Agua masta déhil
Malta Lipulo. | Coccion del mosto | = Evaporacian

Tostado
especial

Aguay

Enfriamiente
oxigeno

Mezcla de maltas . L] y
Levadura | Fermentaeidn +_ CO2y Etanol

Cozo

. Carbonatacicn
azucar

Filtracién o pasteurizacidn

Maduracian l | Embotellado

Figura 1. Esquema general de la elaboracion de cerveza

1.2.1 Malteado

Esta etapa del proceso consiste en la induccién de la germinacién del grano mediante su
inmersién en agua por varios dias, también implica su posterior tratamiento térmico para
estabilizar la actividad enziméatica desarrollada en la germinacién, ademas este tratamiento
induce la generacion de cambios de color mediante reacciones de Maillard, una vez
finalizada esta etapa el grano termina con una humedad de 4-4.5%, y en el caso de la
cebada pasa a llamarse malta (Yu et al., 2020). Cuando el grano de cereal absorbe agua
incrementa la actividad acuosa en la interface solido/gas y permite el desarrollo de varios
procesos bioquimicos (Raimbault, 1998), entre estos se induce la sintesis de diferentes
enzimas, entre las que se encuentran: la a-amilasa, la B-amilasa, proteasas y la B-

glucanasa.

En particular la a-amilasa hidroliza los enlaces a (1-4) del almidén de manera aleatoria, es
decir, es una endoglucanasa que actla casi en cualquier parte de la cadena, siendo
limitada a regiones distantes de las ramificaciones de la molécula; su actividad contribuye
a que haya una alta fermentabilidad del mosto, ademas su actividad se desarrolla de

manera eficiente a temperaturas entre 60-65°C. La 3-amilasa difiere en estructura y funcién
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de la a-amilasa, es mas activa a temperaturas entre 55-65°C, esta enzima también
hidroliza los enlaces a (1-4) entre monémeros de glucosa, es una exoglucanasa que
genera unidades de maltosa a partir de los extremos de la molécula de almidén. Por su
parte las proteasas hidrolizan proteinas e incrementan el aumento de nitrdgeno libre y la
B-glucanasa hidroliza B-glucanos presentes en las paredes celulares de los granos,
reduciendo la viscosidad del mosto y favoreciendo su posterior filtracion, es asi que gracias
a la actividad enzimatica los azucares presentes en el grano estan mas disponibles para
las siguientes etapas (Linko et al., 1998; Matthew F, 2019; Mosher & Trantham, 2017;
Zannini, 2013).

Por su parte los tratamientos térmicos que se realizan sobre el grano germinado permiten
detener su crecimiento, ya que con esta etapa se remueve un alto contenido de humedad,
lo cual implica que las enzimas ya no pueden actuar sobre el almidon y las paredes
celulares del grano; conviene mencionar que las enzimas pueden actuar nuevamente
sobre los sustratos en la etapa de maceracion, en la que el contenido de humedad es
suficiente para asegurar la actividad enzimatica. Por otro lado, los tratamientos térmicos
se realizan en una intensidad suficiente como para asegurar el tostado de la malta, lo cual

puede influenciar en el color, sabor y aroma del producto (Mosher & Trantham, 2017).

1.2.2 Molienda

La molienda consiste en la trituracion del grano (sustrato) en un molino, se disminuye su
tamafo de particula y se expone el endospermo (Gonzalez, 2017) para que las enzimas
tengan una mayor facilidad para hidrolizar los polisacaridos constituyentes del grano. En
esta etapa de trituracion mecanica no es conveniente que las cascarillas sean molidas
completamente ya que estas son necesarias para crear un medio filtrante para el mosto,
esta es la razon por la cual el grano no debe convertirse completamente en harina (Kunze,
2006).

1.2.3 Maceracion

En esencia es la continuacion del proceso de malteado, consiste en la mezcla del grano
molido con agua a temperaturas comprendidas generalmente entre 62°C-68°C por un
periodo de 1-2 horas y con un rango de pH de 5.2-5.6, cerca al limite inferior del rango de

temperatura se da un contenido mas alto de maltosa y los mostos ricos en maltosa
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fermentan mas rapidamente (Gonzalez, 2017; Kunze, 2006; Matthew F, 2019). El malteado
permite la activacion completa de las amilasas (diastasas) presentes en el grano malteado,

lo cual es un requisito para favorecer la hidrdlisis del almidén.

El almidén es un carbohidrato que se encuentra en forma de granulos en el endospermo
de los cereales, es el componente mayoritario del grano y la evolucion del almidon se
puede observar en la figura 2 (Yu et al., 2020). Este polisacarido esta constituido
principalmente por amilosa y amilopectina, en promedio la amilosa de la cebada esta
constituida por 650 unidades de glucosa unidas entre si formando enlaces a (1-4) y esta
dispuesta como una cadena lineal; por su parte la amilopectina de la cebada esta
constituida por 7000 unidades de glucosa con enlaces a (1-4) y esta ramificada (Matthew
F, 2019).

En general la materia prima debe ser de buena calidad, es decir, debe estar libre de plagas
y granos en mal estado, de no ser asi la degradacién por parte de las enzimas no sera
completamente funcional durante la etapa de maceracion (Bamforth, 2016; Gonzélez,
2017; Suérez, 2013). Estas condiciones permiten que el almidon presente en la malta se
hidrolice, esto puede ocurrir en 3 etapas, estas son la gelatinizacién, la licuefaccion y la

sacarificacion (Matthew F, 2019).

La gelatinizacion ocurre cuando el almiddn absorbe agua y se hincha, estas moléculas de
agua se introducen entre las de almidén rompiendo esos enlaces y finalmente el granulo
de almidon se rompe y la viscosidad aumenta debido a que las moléculas de almid6n son
liberadas al medio. En la licuefaccién la viscosidad disminuye y es cuando las principales
enzimas (a y 3 amilasa) empiezan a hidrolizar el almidén en pequefas cadenas. Por dltimo,
la sacarificacion es la completa hidrolisis del almidon, formandose maltosa, glucosa y
maltotriosa (Matthew F, 2019). Para que este proceso se lleve cabo de manera eficiente la
proporcion de agua y grano debe ser de aproximadamente 3-6 litros de agua por kilogramo

de grano.

En la practica la manera de verificar que la hidrdlisis del almidon se esta llevando a cabo

correctamente es mediante la prueba de Lugol, esta prueba involucra una reaccion de
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formacion de un complejo de color azul cuando el almidén no esta hidrolizado al poner una
mezcla de yodo/yoduro, mientras se obtiene un color marrén si la etapa se ha llevado a
eficientemente. Asi mismo, es importante tener en cuenta que el pH del agua es un factor
influyente en la actividad enzimatica, siendo el rango mas adecuado para el proceso de
4.5 a 5.8 (Gonzalez, 2017).

Almidén de cebada

Baja L
Germinacion
temperatura
Almidén de malta
Temperatura Agua
alta caliente
Maceracion
Separacién
del mosto
Levadura y
lapulo
Biomasa Mosto Fermentacion Cerveza
Alimento animal
o humano Azucares no Azlcares
fermentables fermentables

Efectos
sensoriales

Figura 2. Evolucion del almidon de cebada durante el proceso cervecero

1.2.4 Separacion del mosto

El liquido rico en azlcares obtenido después de la maceracion se llama mosto dulce, este
liguido contiene algunas proteinas, aminoacidos individuales, acidos, cationes metéalicos
(como calcio, magnesio y otros) y una mezcla de azucares fermentables y no fermentables
(Mosher & Trantham, 2017; Suarez, 2013). El mosto que sale de la etapa de maceracion
debe ser recuperado mediante filtracion, ademas el grano residual es lavado para
maximizar la recuperacion de azlcares fermentables, todo esto mientras se evita la
extraccién de taninos indeseables (Graham G, Inge Russell, 2018; Matthew F, 2019). El
lavado se realiza con agua aproximadamente a 78°C de manera que se arrastre y se
desprendan los azlcares del grano agotado, actuando este residuo como medio filtrante,

este proceso se conoce también con el nombre de lautering y sparging (Matthew F, 2019).
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1.2.5 Coccién del mosto

Se parte del mosto dulce obtenido en la separacién previa, esta mezcla es llevada a
condiciones de ebullicién por un periodo entre 60-90 minutos, es en esta etapa en la cual
se agrega el lipulo (Mosher & Trantham, 2017). Esta etapa cumple con varios objetivos
entre los que se encuentran la concentracion de los solutos a medida que se evapora el
agua, lo cual conlleva a que los sabores, olores, colores, textura y apariencia se acentuen;
se reduce la mayor cantidad de carga microbiana, otro beneficio es la inactivacion de las
enzimas fijando el contenido de carbohidratos en el mosto. Esta etapa del proceso es muy
beneficiosa para el producto final porque se isomerizan los alfa-acidos del lGpulo y esto va
a proveer la amargura caracteristica de la cerveza, también se eliminan componentes
volétiles responsables de sabores indeseados como lo es el dimetil sulfuro causante de un
sabor a maiz enlatado. Finalizando la ebullicién se lleva a cabo el whirpool, que consiste
en crear un vortice o torbellino en el mosto con el fin de concentrar en el centro las
particulas que precipitan y deshacerse de ellas, tipicamente puede durar 40 minutos
(Graham G, Inge Russell, 2018; Matthew F, 2019; Mosher & Trantham, 2017;Gonzélez,
2017; Kunze, 2006).

1.2.6 Enfriamiento

El objetivo de esta etapa ajustar la temperatura del mosto que proviene de la etapa de
coccién a una temperatura en la que la levadura puede ser inoculada para ejercer su
actividad metabdlica. Como se menciond anteriormente este rango de temperatura varia
dependiendo de la levadura, si la levadura usada es la S. cerevisiae, cominmente utilizada
para estilos Ale el rango se encuentra entre 18-24°C, si se usa la S. pastorianus, para
estilos Lager el rango esta entre 8-14°C. El principal reto es que el enfriamiento debe ser
rapido para que no proliferen microorganismos dafinos y se coagulen mejor las proteinas
gue causan turbidez (Gonzalez, 2017; Graham G, Inge Russell, 2018; Matthew F, 2019).
De manera adicional en esta etapa se da la aireacion (oxigenacion) del mosto, lo cual es
necesario para que la levadura pueda completar la fermentacién, ya que a pesar de que
las levaduras trabajan en un medio anaerobio en este proceso estas necesitan oxigeno
para sintetizar nuevas membranas plasmaticas. Esta oxigenacion se puede hacer al

trasvasar a un tanque con filtro que es el fermentador.
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1.2.7 Fermentacion

Partiendo del mosto enfriado se procede a inocular la levadura, segun Gonzalez (2017), la
inoculacion consiste en la adicion de la levadura al mosto, se puede agregar en su forma
granular o la levadura se puede activar previamente, dependiendo de las especificaciones
del productor. Por cada 100 gramos de glucosa se pueden obtener teéricamente 51.1
gramos de etanol y 48.9 gramos de CO; pero en la practica el rendimiento es
aproximadamente un 5% menor, este rendimiento es tipico para la levadura S. cerevisiae.
En la etapa de fermentacion se debe agregar 1 millon de células viables por cada mililitro
de mosto, sin embargo, esto varia dependiendo de la cantidad de azlcares que seran
fermentados (gravedad especifica) o grados plato (°P) usando la ecuacion Inéculo = 1

millén cel. viables x Vol. mosto (mL) x © Plato (Gonzalez, 2017).

Considerando que el proceso de fermentacion alcohdlica es anaerobio se debe evitar la
entrada de aire mediante el uso de una véalvula unidireccional, a nivel artesanal se usa un
airlock, este dispositivo impide la entrada de aire del exterior y permite salir el CO, formado
durante la fermentacion, evitando que el fermentador tenga incrementos de presion que
puedan comprometer su integridad estructural. El objetivo de esta etapa es que la levadura
metabolice los constituyentes del mosto para formar etanol, CO;, glicerol y otros productos
gue dan lugar a la cerveza (Graham G, Inge Russell, 2018). La fermentacién tiene una
duracion aproximada de 7-10 dias, la culminacion de esta etapa es evidente de manera
cualitativa cuando ya no hay un evidente desprendimiento de gas (Mosher & Trantham,
2017).

1.2.8 Carbonatacion

Uno de los atributos asociados a la calidad de la cerveza esté relacionado con la formacion
de espuma, lo cual esta determinado por la cantidad de CO; disuelto en el producto. El
diéxido de carbono se produce naturalmente durante el proceso de fermentacién, pero este
es liberado al ambiente, razén por la que se hace necesario desarrollar una etapa que
asegure su presencia en cantidades adecuadas en el producto (Gonzalez, 2017; Matthew
F, 2019). Existen dos alternativas para realizar la carbonatacién, entre estas se encuentran
la carbonatacién forzada conocida como kegging y la carbonatacién mediante adicion de

azucar que es conocida como priming Gonzélez (2017).
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La carbonatacion forzada consiste en disolver el gas carbdnico de un cilindro a alta presion
en el seno de la cerveza, este gas pasa al tanque de manera forzada y se disuelve en la
cerveza con el tiempo, es un proceso lento que depende de la presion y temperatura de la
cervezay puede realizarse mediante dos técnicas. La primera técnica es la de presién baja
y tiempo prolongado, esta consiste en establecer una presién y temperatura constante y
esperar varios dias, ajustando el regulador a 12.9 psi; la segunda técnica es la de presién
alta y tiempo breve consiste en forzar al méximo la dilucion de CO;, esta presion es de 30
psi. Por su parte la carbonatacion por adicion de azucar es mas sencilla y consiste en
afiadir azucar ya sea en forma de jarabe a la cerveza en el barril y luego embotellarla o
directamente en la botella y llenarla, es importante determinar la cantidad de CO; que se
desea generar, la temperatura maxima de fermentacion y la cantidad residual de este gas

en la cerveza (Gonzélez, 2017).

1.2.9 Filtracién o pasteurizacion

La presencia de microorganismos y enzimas pueden afectar la calidad del producto por lo
cual la pasteurizacion favorece su control (Matthew F, 2019; Mosher & Trantham, 2017).
Los procesos de filtracion consisten en remover levaduras, adjuntos y microorganismos
basandose en su tamafio de particula y en las diferencias de las cargas eléctricas, el
objetivo de esta etapa es conservar mas tiempo el producto de manera que no se
produzcan cambios visibles y sensoriales. En cerveceria se realizan los procesos de
filtracién profunda (columna) o filtracion con membranas, estos Ultimos son una alternativa
a la pasteurizacion (Kunze, 2006; Matthew F, 2019). En la filtracion profunda el filtro es
grande en comparacion al tamafio de particula que se quiere separar, sin embargo, durante
el recorrido las particulas tienen gran posibilidad de ser atrapadas por el medio filtrante
(Kunze, 2006; Matthew F, 2019).

Por otra parte, mediante procesos de filtracion con membranas también es posible remover
los microorganismos presentes en el producto, dado que las membranas tienen un tamafio
de poro de 0.1-10 um este proceso es denominado como microfiltracion. Este tipo de
procesos pueden operar de dos modos, el primero es la filtracién perpendicular (dead end
filtration) y consiste en forzar el producto a través de la membrana aplicando presién, por

su parte, el segundo modo es la filtracion tangencial (cross-flow filtration) y consiste en
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alimentar el producto paralelamente a la membrana que se permeara a través de esta por
diferencia de presion. En la industria cervecera se utilizan sistemas de microfiltracion con
membranas de 0.45 um para clarificar el producto al separar la levadura y particulas
coloidales (agregados de proteinas y polifenoles) responsables de la turbidez (Charcosset,
2021).

Industrialmente la pasteurizacion se lleva cabo mediante un tanel de calentamiento, el
proceso consiste en eliminar casi todos los microorganismos de un producto mediante un
tratamiento térmico en un tiempo determinado (tipicamente corto), sin embargo altas
temperaturas pueden cambiar el aromay sabor de la cerveza, para que no ocurra se puede
llevar a altas temperaturas pero con muy poco tiempo (pasteurizacion flash), permitiendo
gue las caracteristicas del producto sean estables a través del tiempo, es decir, aumenta
la vida util del producto (Matthew F, 2019). Por otro lado a nivel artesanal no es comun
realizar esta etapa por las limitaciones de recursos, pero cuando se realiza se pueden
exponer las botellas a un bafio maria a 70°C por 10 minutos, se enfria hasta que llegue a
35°C y finalmente se mantiene en refrigeracion para pasar a la siguiente etapa (Rodriguez
Cruz, 2015).

1.2.10 Maduracion

La cerveza ya fermentada y carbonatada se conoce como cerveza verde, la cual no
corresponde aun al producto final, porque adn posee compuestos como el diacetilo y
sulfuro de hidrogeno que causan atributos sensoriales indeseados, el producto cuenta con
un sabor fuerte a etanol y alcoholes superiores, el cual debe ser suavizado, es por eso que
se hace necesario realizar un ajuste en el producto. Esta etapa de maduracién consiste en
someter la cerveza verde a un periodo de reposo tipicamente en frio (0-4°C), cuya duracién
esta entre 2-4 semanas. Por su parte la maduracion en caliente se realiza a temperatura
ambiente por pocos dias, esto para las cervezas elaboradas con el estilo Ale, sin embargo
puede requerir meses para las cervezas con el estilo Lager (Gonzéalez, 2017; Matthew F,
2019; Mosher & Trantham, 2017).

A menudo la maduracién se lleva a cabo después del embarrilado o embotellado, sin
embargo, para la produccién artesanal puede resultar inconveniente realizar la maduracién

en barril, esto porque los productores deben de disponer de varios barriles que pueden ser
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requeridos en otras etapas del proceso para la elaboracion de otros lotes de cerveza, es
decir, limita los recursos disponibles; por su parte las botellas son un recurso menos
costoso y es por eso que la maduracion mas usada se lleva a cabo en botella (Matthew F,
2019).

1.3 Procesos para la elaboracién de cerveza con bajo
contenido de alcohol

En algunos paises como los Estados Unidos de América la produccion de bebidas de bajo
contenido de alcohol fue motivada por la prohibicion a la fabricacion, consumo y venta de
bebidas alcohdlicas, es asi que se crea la necesidad de elaborar procesos para fabricar
bebidas con bajo contenido de alcohol para suplir la demanda. En aquellos paises donde
no hubo una prohibicién tan marcada, las cervecerias se esforzaron por incrementar la
produccién general de cervezas con bajo contenido de alcohol motivados por la incursion
a paises con mercados altamente competitivos y a mercados de paises donde el consumo
de alcohol tiene restricciones religiosas, otra necesidad es la de proveer alternativas a los
consumidores gue estan llevando a cabo actividades en las que el consumo del alcohol es
prohibido y de personas que se encuentren bajo condiciones de embarazo o medicacion
(Branyik et al., 2012; Montanari et al., 2008).
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Métodos de produccién de cerveza con
bajo contenide en alcohol
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Figura 3. Procesos para la elaboracion de cervezas con bajo contenido de alcohol

Los métodos para la produccién de cervezas de bajo contenido en alcohol pueden ser
clasificados en dos grandes grupos: los procesos fisicos y los biol6gicos, como se puede
observar en la figura 3 (Branyik et al., 2012). Los procesos fisicos son aquellos que
consisten en la remocion del alcohol al final del proceso de elaboracion, este tipo de
procesos pueden generar una pérdida en el aroma, el sabor y el cuerpo (relacionado con
la viscosidad) del producto, por su relativa disponibilidad comercial son los mas usados
industrialmente. Los procesos fisicos pueden ser térmicos como lo son: la destilaciéon
simple, la rectificacion continua por vacio y la evaporacion de pelicula descendente,
también pueden ser mediados por membranas como la dialisis y osmosis (Branyik et al.,
2012).

1.3.1 Procesos fisicos para la obtencion de cervezas con bajo
contenido de alcohol

La destilacién es el mas simple y conocido, en este proceso la cerveza se calienta para

separar por diferencias en puntos de ebullicion el alcohol de los demas componentes, sin

embargo, la exposicion del producto a temperaturas elevadas por periodos prolongados

de tiempo puede degradar la calidad de la cerveza al cambiar su color, caramelizar los

azucares y eliminar algunas notas de sabor, es por eso que es una tecnologia que ya no

se encuentra en uso (Montanari et al., 2008; Szollosi et al., 2016). La rectificacion por vacio
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consiste en el precalentamiento de la cerveza (previamente desgasificada), la remocién
del alcohol se da en una columna de vacio a contra flujo a temperaturas entre 42-46°C, el
contacto de la cerveza con el vapor generado provoca la separacion selectiva del alcohol
de la cerveza (Branyik et al., 2012). Por otro lado, la evaporacion de pelicula descendente
consiste en precalentar la cerveza hasta ebullicion bajo condiciones de vacio, una vez
precalentada es transportada a través de tubos de calentamiento verticales en donde se
realiza la transferencia de calor con vapor, a medida que la pelicula de liquido desciende
esta va perdiendo etanol, proceso que ocurre en un periodo tiempo (segundos),
posteriormente el etanol evaporado es recuperado en un separador conectado al

evaporador, dejando la cerveza con un bajo contenido en etanol (Montanari et al., 2008).

Por su parte los procesos fisicos mediados por membranas se usan para separar
moléculas pequefias como el etanol y el agua de la cerveza, a nivel industrial los métodos
mas usados son la dialisis y la osmosis inversa. Estos procesos no requieren el aumento
de la temperatura en el producto, pero si pueden implicar costos superiores (Branyik et al.,
2012). La dilisis consiste en el uso de una membrana semipermeable que hace de barrera
molecular especifica para ciertas moléculas, los componentes de la cerveza se mueven
del &rea de mayor concentracion hacia la de menor concentracién, este mecanismo es
conocido como difusién molecular (Branyik et al., 2012). La separacidn consiste en hacer
pasar la cerveza en un sistema con una membrana de dialisis, en la cual también fluye de
manera simultanea y en contracorriente un dializado libre de alcohol, el etanol fluye desde
la cerveza hacia el dializado por la diferencia de concentracién, sin embargo con este
proceso de separacion también se pueden remover componentes de bajo peso molecular

gue debilitan el sabor de la cerveza (Montanari et al., 2008)

Los procesos de osmosis estdn mediados por diferencias de presion entre dos sustancias
separadas por una membrana, esta presion de debe ser sustancialmente mayor a la
presion osmatica (Koztowski et al., 2021). La separacion se lleva a cabo en una membrana
semipermeable de acetato de celulosa, haciendo pasar la cerveza a una presion de 40 bar,
obteniéndose un permeado que es una mezcla de etanol y agua. Con este proceso se
obtiene una forma concentrada del producto, razén por la cual se debe realizar una etapa

de diafiltracién para ajustar el contenido de agua (Montanari et al., 2008).
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1.3.2 Procesos bioldgicos para la obtenciéon de cervezas con bajo
contenido de alcohol
Los procesos biolégicos involucran métodos en los que se restringe o limita la produccion
de etanol en el proceso, entre ellos se encuentran la modificacion del proceso de
maceracion, la interrupcion del proceso de fermentacion por la remocion de las levaduras,
el uso de levaduras especiales (no convencionales) y el uso de procesos de fermentacion
continua (Branyik et al., 2012). Estos procesos se caracterizan por no requerir de una etapa
adicional de remocién del alcohol, por lo que se han considerado convenientes para ser

implementados en cervecerias artesanales (Muller et al., 2020).

La modificacion del proceso de maceracion busca reducir la actividad de la enzima [3-
amilasa al realizar la etapa a una temperatura comprendida entre 75-80°C, condicién en la
cual la enzima a-amilasa aun puede actuar sobre el almidén, causando una menor
liberacion de azucares fermentables al mosto. Es necesario recordar que la enzima 3 tiene
su mayor actividad en una temperatura de 62-65°C, y es la causante de la produccién de
la maltosa, mientras la a-amilasa produce principalmente dextrinas (Branyik et al., 2012).

En cambio, la interrupcion de la fermentacion consiste en la remocion de las levaduras
durante el proceso, con lo cual se evita una alta conversion de azucares a etanol, pero con
esta interrupcién se puede generar un producto pobre en compuestos aromaticos y con un
caracteristico sabor al mosto de partida y no a cerveza en el producto final. Otra alternativa,
es llevar a cabo una fermentacion prolongada a bajas temperaturas, esto causa que no se
produzca etanol, pero puede ocasionar que las levaduras produzcan ésteres y mezclas de
alcoholes superiores o compuestos carbonilicos, los compuestos carbonilicos pueden
impartir el sabor a mosto (Montanari et al., 2008), las bajas temperaturas también pueden
convertir los aminoacidos en compuestos que generen sabores no deseados, no obstante
las cervezas elaboradas con fermentaciones a bajas temperaturas tienen caracteristicas
similares a las cervezas comunes (Muller et al., 2020). La fermentacién en continuo se
lleva a cabo con levaduras libres o inmovilizadas, siendo estas Ultimas el sistema mas
frecuentemente utilizado, el cual se caracteriza por bajos costos de produccién y de mano
de obra, al reducir el tiempo de contacto entre la levadura y el mosto durante la
fermentacion, esto se logra con un flujo lento y continuo del mosto sobre las levaduras

inmovilizadas (Branyik et al., 2012; Koztowski et al., 2021).
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El método de utilizaciéon de levaduras no convencionales podria ser uno de los mas
adecuados debido a que existe un gran nimero de estas especies, las cuales producen
cantidades bajas de alcohol debido a su incapacidad de fermentar la maltosa, azlcar que
representa aproximadamente el 60% de los presentes en el mosto. De manera que
naturalmente con el cambio de levadura se puede llegar a este objetivo (Branyik et al.,
2012; Vidgren et al., 2005).

1.3.3 Levaduras para la elaboracién de cervezas con bajo
contenido de alcohol

En el contexto de la elaboracion de cerveza, se denominan levaduras no convencionales
a aquellas que no pertenecen al género Saccharomyces, sin embargo, a pesar de que las
levaduras agrupan mas de 1600 especies, tan solo han sido estudiados algunos géneros
como Pichia, Saccharomycodes, Zygosaccharomyces, Scheffersomyces, Hanseniaspora,
Torulaspora, Cyberlindera y Mrakia para su uso como cultivos iniciadores en la industria
cervecera (Sannino et al., 2019). Actualmente se ha mostrado el potencial que ofrecen
para estas levaduras no convencionales para la obtenciéon de bebidas alcohdlicas, por
ejemplo para la obtencién de cervezas con nuevos perfiles de aroma y sabor y otras

propiedades deseables (Grijalva-Vallejos et al., 2020).

Con el auge de las nuevas especies y cepas de levaduras ha sido necesario identificarlas
correctamente para garantizar que sea seguro su uso en alimentos, correspondiente a su
calidad, para ello, se han utilizado técnicas de genética molecular, como lo son cariotipo
electroforético, RFLP (polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion), RAPD
(ADN polimorfico amplificado al azar), PCR (reaccion en cadena de polimerasa), TGGE
(electroforesis en gel de gradiente de temperatura), DGGE (electroforesis en gel en
gradiente desnaturalizante) y AFLP (polimorfismos de longitud de fragmentos

amplificados) (Pretorius et al., 2003).

Las caracteristicas de los atributos obtenidos con levaduras no convencionales son
diversos, por ejemplo, para el caso del género Brettanomyces como la B. bruxellensis y B.
anomalus se ha encontrado que esta levadura puede aportar caracteristicas sensoriales

positivas a la cerveza, pero si no es bien trabajada puede dafiar el producto (Serra Colomer
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et al., 2019). La procedencia de las levaduras es un factor que se debe considerar para la
seleccion de estas, dado que el empleo de la levadura psicrofilica Mrakia gelida, ademas
de permitir obtener cervezas con bajo contenido en alcohol en condiciones de bajas
temperaturas, también favorece la aparicion de metabolitos secundarios propicios para

nuevos perfiles de sabor como los etil y ésteres de acetato (De Francesco et al., 2018).

Un acercamiento diferente para la obtencion de levaduras no convencionales que puedan
servir como cultivos iniciadores es el estudio de los microorganismos presentes en bebidas
autéctonas como la chicha, en la que se han aislado cepas de T. delbruekii (Grijalva-
Vallejos et al., 2020). La inclusion de levaduras alternativas también ha permitido obtener
cervezas con bajo contenido en alcohol con caracteristicas probidticas en el campo de los
alimentos funcionales (Senkarcinova et al., 2019). Con un enfoque diferente en la Ultima
década se ha trabajado con la intencion de optimizar los métodos para la seleccion de
caracteristicas especificas de levaduras para ser usadas en la fabricacion de cervezas.
Entre estos acercamientos se destacan las modificaciones genéticas para insertar genes
especificos para causar cambios en la produccion de metabolitos secundarios que
conduzcan a la generacion de caracteristicas sensoriales mas favorables (Alperstein et al.,
2020).

1.3.4 Comportamiento en la fermentacién de Saccharomycodes
ludwigii

La levadura S. ludwigii es un microorganismo unicelular (hongos) perteneciente al grupo

de los ascomicetos, al igual que la especie S. cerevisiae, tienen una forma elongada y

ovalada, como se puede observar en la figura 4 y presentan una reproduccién asexual por

gemacion bipolar (no hay limite para producir nuevas células); este microorganismo ha

sido asociado a inconvenientes en el proceso de fermentacion del proceso de elaboracién

de vinos, especialmente por su tolerancia al SO, (Romano et al., 1999; Vejarano, 2018).
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Figura 4. Imagen propia obtenida mediante microscopia 6ptica a 40x para la cepa WLP
618 de la especie S. ludwigii.

Esta levadura es usada en algunas cervecerias alemanas, italianas y checas gracias a que
las cepas empleadas para la fabricacion de estos productos poseen caracteristicas
asociadas a descriptores sensoriales positivos, como por ejemplo la baja concentracion de
algunos ésteres que generan sabores desagradables (De Francesco et al., 2015; Romano
et al., 1999; Sannino et al., 2019). Sin embargo, se debe tener en consideracion que la
concentracion de metabolitos secundarios que contribuyen al sabor y olor varian
dependiendo del sustrato y de la cepa usada, por ejemplo, en el estudio realizado por
Romano et al., (1999) se encontrd que el 30% de las 19 cepas de la especie S. ludwigii
analizadas generaban un producto con cantidades elevadas de acetato de etilo y de acido
acético. Esto sugiere que se debe evaluar la cepa de S. ludwigii a ser utilizada en un
proceso comercial con el fin de garantizar que se obtenga un producto con una adecuada
aceptacion sensorial. Teniendo en cuenta la biodiversidad natural encontrada en las
levaduras aisladas en este estudio el contenido de estos compuestos es un problema que
se puede resolver ya que existe evidencia de cepas capaces de producir una baja cantidad

de estos metabolitos indeseables.

Esta especie ha sido descrita como capaz de fermentar facilmente azlcares simples como
la glucosa, fructosa y manosa, mientras es incapaz de fermentar maltosa y maltotriosa,

razon por la cual ha sido considerada como una opcién interesante para la produccion de
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cervezas con bajo contenido en alcohol. EI comportamiento respecto al consumo de

azucares por la S. ludwigii se presenta en la tabla 4 (Bellut et al., 2018).

Tabla 4. Asimilacion de azlcares por S. ludwigii, (+) significa asimilacién y (-) no

asimilacién
Azlcar Consumo Azlcar Consumo
Maltosa - Sacarosa +
Maltotriosa - Melobiosa -
Glucosa + Rafinosa +
Fructosa + Celobiosa +

Respecto al potencial de produccién de bebidas alcohdlicas es preciso mencionar que esta
levadura tiene una capacidad de tolerar etanol en niveles incluso entre el 8-12% (Ciani &
Maccarelli, 1997; Waldir Estela-Escalante, Mojmir Rychtera et al., 2011), esto sugiere que
el etanol producido por la levadura no influencia con gran afectacién el proceso de
fermentacion llevado a cabo por esta levadura. Ademas, una elevada produccion de etanol
esta condicionada al uso de un mosto con un alto contenido de azucares fermentables por
la levadura, por ejemplo, esto ocurre cuando se emplea un mosto a base de jugo de uva

el cual es rico en glucosa y fructosa (Mufioz et al., 2011).

Con relacion a la productividad del proceso fermentativo realizado por S. ludwigii es
conveniente resaltar que la velocidad de utilizacion de los azucares depende de la
concentracion y el tipo de azucares, ya que primero consumira aquellos mas simples, otros
factores que influyen en la velocidad para usar estos azlicares son la concentracion de
oxigeno, la temperatura de fermentacion y el pH, comportamiento que en términos
generales es semejante a las levaduras empleadas de manera convencional de produccién
de bebidas alcohdlicas (Sannino et al., 2019; Waldir Estela-Escalante, Mojmir Rychtera et
al., 2011).
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1.4 Consideraciones sobre cervezas de bajo contenido
de alcohol en otros paises

La connotacion de cerveza de bajo contenido en alcohol varia dependiendo la legislacion
de cada pais, siendo Europa uno de los continentes con mayor tradiciobn cervecera,
continente que es un buen punto de referencia para especificaciones de este tipo de
productos. La Union Europea en su conjunto no tiene leyes como tal que se refieran o
especifiquen que se considera una cerveza de bajo contenido en alcohol o libre de este,
sin embargo, cada pais si las tiene (Montanari et al., 2008). En la tabla 5 se presentan
especificaciones para este producto en Alemania, Suiza, Austria, Finlandia, Portugal, entre

otros (Montanari et al., 2008).

Tabla 5. Consideraciones para cervezas libres o con bajo contenido en alcohol por
diferentes paises de la UE.

Pais Cerveza baja en alcohol (% v/iv Cerveza libre de alcohol (% viv
alcohol) alcohol)
Austria >0.5y=<1.9 <0.5
Bélgica >0.5y <1.2 y gravedad=2.2°P <0.5 y gravedad=2.2°P
Dinamarca - <0.1
Finlandia <2.8 <0.5
Francia - <1.2
Alemania >0.5y=<1.2 <0.5
Italia - <1.2 gravedad 23° y <3°P
Holanda >0.1y=<1.2 <0.1
Portugal >0.5y=<1.2 <0.5
Espafia Dela3 <1
Suecia 22.25 -
Reino Unido 1.2 <0.05
Estados <25 No hay alcohol presente

Unidos
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Colombia es el cuarto productor mas grande de cerveza en Latinoamérica, y la produccién
industrial representa la mayor parte del mercado nacional, existe una preferencia en
Colombia por las cervezas sobre los vinos y bebidas espirituosas, en 1825 se empez0 la
produccion de las cervezas artesanales hasta llegar a mas de 100 establecimientos entre
1830-1930 (Toro-Gonzalez, 2017), en Colombia la venta y produccién de bebidas
alcohdlicas estéa regulada por el INVIMA (Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos
y Alimentos), esta regulacion se basa en el decreto 1686 de 2012 que establece que una
bebida alcohdlica es un producto apto para consumo humano y tiene una concentracion
no inferior a 2.5 grados alcoholimetros, ademas se considera que es una cerveza a partir
de ese grado y hasta 12 grados alcoholimetros. Por otro lado, la NTC 3854 (ICONTEC,
1996) (Normas Técnicas Colombianas) también establece el mismo rango en lo que se

refiere al contenido alcohdlico para una cerveza en Colombia.

La relacion entre estos temas investigativos que han venido surgiendo a lo largo del tiempo
con respecto al trabajo final brindan la posibilidad de recurrir a nuevos métodos y técnicas
gue no se habian pensado en un principio, siempre y cuando se tenga detallado cuidado
en como esa informacion ha de ser estructurada y estudiar cémo aplicarla al tema del
trabajo final, que en Ultima instancia es la elaboraciéon de una cerveza con levaduras no
convencionales pero que estas puedan generar la caracteristicas particulares que se
desean en la cerveza final, y a su vez comparar con una referencia para determinar que
tan bien se ha acoplado esa levadura a las demas condiciones y si en efecto da lugar a

un perfil de sabor nuevo.

1.5 Metabolitos asociados ala consecuciéon de
caracteristicas sensoriales

Son componentes considerados como sabores activos como los alcoholes superiores,
ésteres entre acidos grasos y alcoholes superiores o etanol, aldehidos y dicetonas
vecinales (Sannino et al., 2019), en las cervezas se pueden encontrar cerca de 40
alcoholes superiores, siendo los mas influyentes el propanol, isobutanol, el feniletanol,

alcohol isoamilico y amilico (Loviso & Libkind, 2019).

Otros componentes generadores de nuevos sabores son los ésteres, estos compuestos

producen sabores flérales y frutados, su formacién depende en parte de los nutrientes
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presentes en el mosto pero principalmente la genética de la levadura (Loviso & Libkind,
2018), ademas un nivel alto de acidos graso insaturados en las fermentaciones pueden

hacer decrecer la produccion de etil ésteres (Saerens et al., 2008).

Los compuestos fendlicos son también contribuyentes a la a aparicion de aromas y sabores
especificos en las cervezas, son compuestos provenientes de los granos y lUpulos, algunos
de los compuestos fendlicos son el 4-vinilguayacol que produce un sabor ahumado y el 4-
vinilfenol un sabor picante, etc. (Lentz, 2018).

Los lactones y furanones también contribuyen en sabores caracteristicos, en especial
lactones propicios de sabor del durazno y albaricoque y son originados de las maltas,
lGpulos, levaduras y de aminoacidos provenientes como metabolitos secundarios (Holt et
al., 2019).



2. Evaluacion del uso de la levadura S.
ludwigii y de la inclusion de quinua en el
sustrato en la elaboraciéon de cerveza tipo
Ale

En este capitulo se presentan los resultados de la evaluaciéon del uso de la levadura S.
ludwigii y de la inclusion de quinua en el sustrato en la elaboracion de cerveza tipo Ale con
el fin de definir una combinacién levadura-sustrato que permita obtener un producto con
bajo contenido en etanol. Para ello se prepararon dos diferentes mostos, uno a partir de
100% de cebada malteada y el otro sustituyendo un 30% de la cebada por quinua sin
maltear. Ademas, se comparo la produccion de etanol al empelar una cepa de levadura
comercial de S. ludwigii con la obtenida con una cepa comercial de S. cerevisiae. Durante
el proceso de elaboracion se siguieron parametros que permitieron verificar el avance del

mismo (pH, gravedad especifica, °Brix, contenido de etanol, consumo de azucares, etc.).

2.1 Metodologia

La metodologia para la elaboracién de las formulaciones estéa dividida en 5 secciones que
comprenden las etapas para la fabricacion de cerveza artesanal, estas son la consecucién
de las materias primas, la elaboracion del mosto, la coccién del mosto, la fermentacion y
el acondicionamiento (maduracion). La realizacion de la evaluacién de las combinaciones
sustrato-levadura se llevd a cabo mediante un disefio factorial de 2 factores con 2 niveles
(2?), las combinaciones son presentadas en la tabla 6. Los ensayos E1 y E3 corresponden
a cervezas producidas por levadura S. ludwigii con mosto de cebada malteada 100% y con
reemplazo de 30% por quinua, respectivamente, y los ensayos E2 y E4 a las producidas
con S. cerevisiae, cebada malteada 100% y con reemplazo de 30% por quinua,

respectivamente.
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Tabla 6. Disefio experimental.

Ensayo/Formulacion Saccharomycodes Saccharomyces
ludwigii cerevisiae
Cebada malteada 100% El E2
Cebada malteada 70% quinua 30% E3 E4

2.1.1 Materiales e insumos

La malta de cebada seleccionada para el estudio fue del tipo Vienna, la cual fue adquirida
previamente molida de la marca Castle Malting (Bélgica); esta malta es recomendada por
el fabricante para la elaboracion de cervezas del estilo Pale Ale. El lapulo utilizado fue el
de la referencia Styrian Golding (Celeia) también de la marca Castle Malting. La quinua
seleccionada fue adquirida de la marca Doria (grano entero sin maltear) en un almacén de
cadena de la ciudad de Bogota. Para su uso, el grano fue procesado en un molino de
cuchillas de uso doméstico. La cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae empleada fue
la referencia comercial SafAle US-05 de marca Fermentis (Francia), cuya presentacion
viene en forma deshidratada y granulada. La cepa de levadura WLP618 de la especie
Saccharomycodes ludwigii fue adquirida de la marca White Labs (Estados Unidos). Por
ultimo, el agua utilizada para la preparacion de los mostos fue agua mineral embotellada

de la marca Cristal (Postobon, Colombia).

2.1.2 Elaboracién del mosto

Esta seccion corresponde a las etapas de maceracién y separacion del mosto. Para llevar
a cabo la etapa de maceracion se siguieron las instrucciones del distribuidor de la malta,
para lo cual a 13.2 L de agua a una temperatura aproximada de 75°C se le adicioné una
masa de 4.4 kg de cereal en una malla de 50x50 cm y aberturas de 2mm de diametro. El
macerador utilizado en esta etapa fue un recipiente de acero inoxidable, el cual tenia una
valvula de drenaje en la parte inferior y un termémetro ubicado en el interior del tanque. El
agua adicionada permitié asegurar que todo el grano se encontrara cubierto, y la mezcla
se mantuvo a una temperatura aproximada de 65°C por 2 horas. Para verificar el avance

del proceso de maceracion se realizé la prueba de lugol. Para el tratamiento en el que se
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utilizé quinua se realiz6 un lavado con agua a 20.3°C por 30 minutos de este pseudocereal
previo a la etapa de maceracién, con el fin de eliminar de las saponinas presentes en el

mismo.

Una vez culminada la maceracion se continud con la etapa de separacion del mosto, la
cual se realiz6 en forma de cascada para aprovechar el trasvase por gravedad desde el
tanque con el agua de lavado hacia el macerador, y de este hacia el recipiente de coccién.
El lavado requirié un volumen de 17.5 L de agua a 78°C por un periodo de 30 minutos, con
el fin de evitar que residuos sélidos de la etapa de maceracion pasaran al recipiente de

coccion se utilizé un filtro de mallas.

2.1.3 Coccidn del mosto, adicion de lupulo y enfriamiento

El recipiente con el mosto ya filtrado se llevo a ebullicién. Una vez alcanzada esta condicion
se retiré la espuma que se formaba por un periodo de 10 minutos, luego de lo cual se
agregaron 9 g de lapulo. Esta mezcla se mantuvo en ebullicién durante 45 minutos y
posteriormente se agregaron 7 g adicionales de lupulo. Al cabo de 15 minutos se detuvo
el calentamiento de esta mezcla, dando por terminada la etapa de coccién del mosto.
Finalmente se enfrid la mezcla hasta los 25°C aproximadamente usando un intercambiador
de calor tipo serpentin, mediante la circulacidn de agua de la red domiciliaria. Con el fin de
evitar que residuos sdlidos de la etapa de coccion pasaran al fermentador se utilizé un filtro

de mallas.

2.1.4 Fermentacion

La fermentacion se realiz6 en un tanque con un volumen de 30 L de capacidad, con valvula
para el desagie en la parte inferior y airlock adaptado en la parte superior. En el tanque
se ubico el mosto ya filtrado y la inoculacion con cada levadura fue realizada de acuerdo
con las instrucciones del productor, como se describe a continuacion: la cepa de S. ludwigii
se agreg6 en forma liquida, empleando una relacién de cultivo iniciador de 35 mL por cada
25 L de mosto, recomendada por el proveedor de la levadura en su forma de presentacion
comercial; para la inoculacién de S. cerevisiae se realizdé activaciéon de la levadura
granulada, resuspendiendo 11.5 g (contenido de sobre de presentacion comercial) en 100

mL de agua previamente hervida y enfriada a 25°C, suspension que fue empleada para la
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inoculacion del mosto, esta relacion fue recomendada por el proveedor. Una vez realizada
la inoculacion, los tanques de fermentacién fueron cerrados y se colocé el respectivo
airlock para asegurar que se generaran condiciones anaerobias. El proceso de
fermentacion se llevé a cabo por 10 dias a temperatura ambiente de la ciudad de Bogota
(16-20°C). Cada ensayo de fermentacion se realizé por duplicado empleando siempre
mosto fresco, haciendo seguimiento de la gravedad especifica, el pH y el contenido de
solidos solubles en °Brix. Estas mediciones se llevaron a cabo los dias 1, 5, 10 de
fermentacion y después de la maduracion; el muestreo se realizé de manera aséptica a
través de la valvula ubicada en la parte inferior del tanque de fermentacion, vertiendo un

volumen de 250 mL de cerveza en una probeta limpia.

2.1.5 Carbonatacién, envasado y maduracion

Al cabo de los 10 dias de fermentacion se carbonato la cerveza por el método de priming,
gue consiste en agregar sacarosa y llevar temperaturas de 0-4°C para generar CO,. Para
esto se tomaron 500 mL de la cerveza fermentada en los cuales se disolvieron 107.5 g de
azucar; esta disolucién se agregé al fermentador homogeneizando de manera que no se
oxigenara la cerveza. Posteriormente el liquido contenido en el tanque se envas6 en
botellas de vidrio &mbar de 330 mL, las cuales se taparon con una selladora manual.

Finalmente, el producto envasado fue mantenido a una temperatura de 5°C por 2 semanas.

2.1.6 Caracterizacion fisicoquimica de la cerveza

Las caracteristicas fisicoquimicas medidas durante el proceso de elaboracion de la cerveza
fueron el pH (método potenciométrico), la gravedad especifica (por densimetria) y la
concentracion de sdlidos solubles (°Brix, medida refractométrica). Para ello se tomaron
muestras en una probeta de 250 mL y posteriormente estas propiedades fueron medidas
con instrumentos portables en el momento requerido, estos fueron un pHmetro portable de
marca OEM (China), un densimetro hidrémetro marca Midwest Homebrewing and

Winemaking Supplies (EEUU) y un refractémetro portéatil de marca HCO (China).
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2.1.7 Perfil de azlcares durante la fermentacion de las cervezas

El seguimiento realizado para los azUcares glucosa, maltosa y maltotriosa se realizd por
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), empleando un cromatégrafo JASCO LC-
2000 (Jap6n). La separacioén fue realizada en una columna Rezex monosacharide marca
Phenomenex (EEUU) de intercambio catidnico, empleando como fase mavil agua tipo | a
40°C. Los azUcares se detectaron por medio de un detector de indice de refracciéon JASCO
IR-D600 (Japdn) operando a una temperatura de 40°C. Para la cuantificacion se realizaron
soluciones stock de los patrones de los tres carbohidratos (Sigma, EEUU), realizando una
curva de calibracién con 7 niveles de concentracion entre 0.1 y 5 mg/mL (ver Anexo A)
realizando inyecciones con un loop de pL. Las muestras tomadas durante el proceso fueron
microfiltradas (0.45 pm) y almacenadas a -20°C para su posterior analisis. Se realizaron
diluciones adecuadas de las muestras cuando la sefial (area del pico cromatogréfico)
registrada por el equipo superaba el umbral del limite superior de la curva de calibracion.
Cada azucar fue identificado mediante los tiempos de retencion del pico cromatografico
establecido en los ensayos con los patrones (maltotriosa de 9.349 minutos; maltosa de
10.300 minutos y para la glucosa de 12.225 minutos), el volumen de inyeccion utilizado

para cada ensayo con las muestras fue también de 10 pL.

2.1.8 Determinacion del contenido de etanol en las cervezas

Para la determinacién del contenido de etanol en el producto final se utiliz6 el método
volumétrico, el cual consiste en la medicion de la gravedad especifica del destilado de cada
producto y su respectiva comparacidn contra una curva patron siguiendo el procedimiento
descrito en la GTC 4:1994 (ICONTEC, 1994).

2.1.9 Analisis microbioldgico de las cervezas

La calidad microbioldgica se evalué mediante analisis de NMP (nimero mas probable) de
coliformes, empleando para ello el medio liquido Fluorocult® (Merck, Alemania), el cual
permite la deteccion de coliformes totales y fecales. Para ello se realizaron diluciones

seriadas con las muestras a analizar, las muestras fueron incubadas a 37°C por un dia.



40
Evaluacién de un proceso biolégico para la obtencion de una cerveza con bajo

contenido en alcohol con inclusion de quinua

El conteo de mesofilos totales se realizé en un medio Agar Plate Count (Merck, Alemania),
mientras el conteo de mohos y levaduras se realizé en un medio Agar Papa Dextrosa (PDA)
(Merck Millipore, EEUU).

2.1.10 Analisis estadistico de datos

Para realizar las comparaciones de las caracteristicas fisicoquimicas medidas entre los
dos sustratos evaluados en el mosto mediante la prueba t de Student se utilizé la
herramienta Andlisis de datos-Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales
de Office Excel 2016 (Microsoft, EEUU).

Para realizar el analisis del efecto sustrato-levadura de las caracteristicas fisicoquimicas
en la cerveza después de madurada mediante la prueba t de Student se utilizo la
herramienta Analisis de datos-Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales
de Office Excel 2016 (Microsoft, EEUU). Las comparaciones de las caracteristicas
fisicoquimicas medidas durante la fermentacion se realizaron mediante la prueba ANOVA,
se utilizo la herramienta Analisis de datos- Analisis de varianza de un factor de Office Excel
2016 (Microsoft, EEUU). La evaluacion del disefio factorial 22 utilizado para establecer si
existen diferencias significativas de los factores estudiados sobre el contenido de etanol

sobre la cerveza se realizé con el software Minitab® 2019 (Minitab Inc, EEUU).

2.2 Resultados y discusion

Se llevaron a cabo fermentaciones para la produccién de cervezas empleando dos tipos
de levadura, S. ludwigii (E1 y E3) y S. cerevisiae (E2 y E4), con dos tipos de mosto, uno
convencional (E1 y E2), compuesto por cebada malteada y otro en el cual el 30% de la

malta de cebada fue reemplazado por quinua sin maltear (E3 y E4).

El tiempo de fermentacién fue de 10 dias y fue seguido de carbonatacién, envasado y una
maduracion de dos semanas a 5°C. Se analizaron muestras durante los dias 0, 1, 5y 10
de fermentacion, asi como del producto final luego de la maduracién. En la tabla 7 se

encuentran registrados los resultados de las caracteristicas fisicoquimicas de las 4



Evaluacién del uso de la levadura S. ludwigii y de la inclusién de quinua en el

sustrato en la elaboracion de cerveza tipo Ale

41

formulaciones de cerveza, incluyendo el contenido de alcohol, resultados correspondientes

al inicio y durante la fermentacion, asi como después de la maduracion.

Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimicas de los mostos (100% cebada malteada y 70%
cebada maltada +30% quinua).

Caracteristicas fisicoquimicas de los mostos
Levadura Tiempo de Gravedad Sdélidos
Formulacion fermentacion pH especifica solubles
(dias) P (°Brix)
0,
100% de cebada 0 5.78+0.00° | 1.0400° | 11.9+0.8°
malteada (E1)
Sacch;?Nrir;deeS 70% de cebada
0,

malteada y 30% de 0 5.96+0.00° | 1.032:¢0° | 8.7+0.3°

quinua sin maltear

(E3)
0,
100% de cebada 0 5.81+0.042| 1.039+0° | 12.3+0.12
malteada (E2)
Sac(::cer:;rl?sr;;);ces 70% de cebada
0,

malteada y 30% de 0 5.84+0.00° | 1.032+0° | 10.4+0.0°

guinua sin maltear

(E4)

*Valores en la misma columna con diferentes superindices son estadisticamente
diferentes (p<0,05); n=2 (duplicados)

2.2.1 Caracteristicas de los mostos

En la tabla 7 se reporta el nivel del pH para los mostos recién preparados, es decir, antes
de inocular la levadura (tiempo 0 dias). Para el caso de las combinaciones E1 y E2 las
cuales estan basadas en un sustrato con 100% de cebada malteada en el mosto, se
observa que el nivel de pH fue de 5.78+0.00 y 5.81+0.04 respectivamente, mientras que
las combinaciones E3 y E4, las cuales estan basadas en un sustrato con 70% de cebada
malteada y 30% de quinua sin maltear, tuvieron un pH de 5.96+0.00 y 5.84+0.00
respectivamente. El efecto del sustrato permitié observar que las diferencias de pH fueron

significativas (p<0.05), razon por la cual se puede inferir que la sustitucion parcial de quinua
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(30%) en el sustrato afect6 levemente la acidez del mosto, mas especificamente elevando
ligeramente el nivel de pH alcanzado para el dia 0, es decir, antes de la inoculacién de la

levadura.

Este efecto de la adicion de quinua en mostos cerveceros ha sido reportado previamente.
De acuerdo con Kordialik-Bogacka et al. (2018), la inclusién de quinua sin maltear aumenta
el pH del mosto, siendo este aumento proporcional a la cantidad de quinua incluida en la
formulacion (dentro del rango estudiado de 10% a 30%). Asi el mosto de una cerveza
elaborada con 100% de cebada malteada tuvo un pH de 5.68+0.04, mientras que con una
sustitucion del 30% se tuvo un pH de 5.91+0.05. En contraste Castafieda Teran, (2015)
reporté que la sustitucion del 35% de cebada por quinua resulté en un pH del mosto de
5.2510.35, lo cual indica que pueden existir otros factores que afecten el pH del mosto,

destacando que en ninguno de los dos estudios se reporta la variedad de quinua empleada.

En términos generales el pH para los diferentes mostos estuvo entre 5.80-5.90, valores
gue son cercanos al nivel maximo adecuado para el inicio de la fermentacion con S.
cerevisiae si se tiene en cuenta que la levadura puede desempenfarse en intervalos de pH
gue van desde 4.5-5.8 (Denby et al., 2018; Gonzélez, 2017; Mosher & Trantham, 2017).
Para el caso del uso de la levadura S. ludwigii, se ha reportado un desempefio adecuado
para un rango de pH comprendido entre 5.2 y 5.7, en mostos empleados para la obtencion
de cervezas con bajo contenido en alcohol (Bellut et al., 2018; De Francesco et al., 2015;
Michel, Meier-Dérnberg, et al., 2016). No obstante, Rodriguez Cruz (2015) fij6 el nivel de
pH inicial en valores de 5y 6, en mostos preparados con una sustitucion parcial de 25%
de quinua, identificando que el desempefio de la fermentaciébn no se vio alterado
significativamente, lo cual sugiere que el rango de pH obtenido para los mostos en el
presente estudio es adecuado y consistente con los reportes de otros autores para esta

etapa.

En cuanto a la gravedad especifica de los mostos, en la tabla 7 se puede observar para el
caso de las combinaciones E1 y E2 (100% cebada) que el valor fue de 1.040 y 1.039,
respectivamente, mientras que las combinaciones E3 y E4 (sustitucion de cebada por

guinua) presentaron una gravedad especifica de 1.032. El analisis estadistico muestra que
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existen diferencias significativas (p<0.05) entre los dos tipos de mostos, lo que indica que
la sustitucion parcial de quinua (30%) en el sustrato afecté la gravedad especifica del

mosto.

La gravedad especifica esta relacionada con el contenido de sélidos disueltos en el mosto,
gue en general corresponden a los azucares que han sido liberados en la etapa de
maceracion. En particular conviene mencionar que en los mostos tradicionales las
gravedades especificas iniciales bajas pueden contribuir a la obtencién de cervezas con
bajo contenido de alcohol, por ejemplo, si la gravedad especifica inicial es de 1.042
(10.37°P) el contenido de alcohol puede ser de 3.30%, 1.048 (12°P) puede fermentar para
producir cervezas con un contenido de etanol del 5%, mientras que valores de 1.074 (18°P)
pueden alcanzar concentraciones de 7.5% de etanol y gravedades de 1.105 (24.76°P)
llegan a 9.96% de etanol, esto ocurre tanto para las cervezas tipo Ale (S. cerevisiae) como
las Lager (S. pastorianus) en diferentes estilos de cervezas comerciales europeas
(Maudoux et al., 1998; Puligundla et al., 2020). Para el caso de este trabajo, el rango en el
gue se encontrd esta propiedad fue de 1.032-1.040, valores adecuados conforme a lo
expresado por Bellut et al. (2019) y Callejo et al. (2019) en estudios ralizado con varias
cepas de S. ludwigii, donde se preparaon mostos con gravedades especificas entre 1.020
y 1.060. En contraste, para la elaboracién de una cerveza con un contenido de alcohol
convencional es usual que la gravedad especifica inicial el mosto esté entre 1.020-1.076
(Callejo et al., 2019; Gonzalez, 2017).

En estudios donde también se realizaba una sustitucion parcial de quinua sin maltear, pero
al 35%, como el realizado por Castafieda Teran (2015), se muestra que el mosto alcanza
una gravedad especifica de 1.053, siendo este un valor relativamente cercano al limite
superior del rango obtenido el presente trabajo, teniendo en cuenta que hay un 5% mas
de quinua en el estudio mencionado. De manera similar, Kordialik-Bogacka et al. (2018)
realizan una sustitucion parcial al 30% con quinua, obteniendo una gravedad especifica de
1.048. Asi pues, se evidencia que los valores obtenidos de los mostos estuvieron dentro
del rango que reportan los estudios relacionados a la baja produccién de alcohol en la
elaboracion de cerveza, pero por debajo de lo que usualmente ocurre con una cerveza

tradicional, con y sin quinua.
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En la tabla 7 se pueden observar los sélidos solubles en términos de la medicién en °Brix
para los mostos recién preparados; para el caso de las combinaciones E1 y E2 (100%
cebada), se observa que los °Brix fueron de 11.9+0.8 y 12.3+0.1, respectivamente,
mientras que las combinaciones E3 y E4 (con sustitucién parcial de quinua) presentaron
un valor de 8.7+0.3 y 10.4+0.00 respectivamente. Se evidenciaron diferencias
significativas, es decir, la sustitucién parcial de quinua (30%) en el sustrato disminuy6
significativamente los sélidos solubles en el mosto y, adicionalmente, comparado con el
empleo de cebada, esta materia prima aportd6 una mayor variabilidad al mosto en este
aspecto, posiblemente debido a una menor homogeneidad respecto al uso de cebada
previamente malteada. Debido a que la finalidad del trabajo es la elaboraciéon de un
producto con bajo contenido de alcohol, en el caso de un mosto con inclusion de quinua
gue presenta menor contenido de solidos solubles facilita la produccion de poco etanol ya

gue hay una menor presencia de carbohidratos hidrolizables.

Tabla 8. Caracteristicas fisicoquimicas de cervezas elaboradas empleando dos tipos de
mosto (100% cebada malteada y 70% cebada maltada +30% quinua) y dos especies de
levadura (S. ludwigii y S. cerevisiae) durante la fermentacion.

Caracteristicas fisicoquimicas durante la fermentacion

Levadura Tiempo de Sélidos Contenido
L, - Gravedad
Formulacion fermentacion pH P solubles de alcohol
. especifica o
(dias) (°Brix)
0 5.78+0.00 | 1.040+02 11.9+0.82
1 5.69+£0.04 | 1.039+02 11.0+0.12
100% de cebada

4.48+0.30

malteada (E1) 5 5.24+0.25 | 1.034#0° | 10.70.28

10 4.70+£0.00 | 1.022+02 8.1+2.32

Saccharomycodes
ludwigii 0 5.960.00 | 1.032+0% | 8.7+0.3%

70% de cebada

+ + ab + ab
malteada y 30% de 1 5.39+0.04 | 1.0270 8.1+0.0
quinua sin maltear
(E3) 5 4.67+0.04 | 1.014+0% | 6.1+0.0% | 3.09%0.15

10 4.760.00 | 1.010+0% | 5.1+0.02°
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Caracteristicas fisicoquimicas durante la fermentacion
Levadura Tiempo de Solidos Contenido
L, - Gravedad
Formulacion fermentacién pH . solubles | de alcohol
. especifica S
(dias) (°Brix)
0 5.81+0.04 | 1.039+02 | 12.3+0.12
100% de cebada
malteada (E2) 1 5.27+0.21 | 1.038+£0% | 10.6+2.13
5.40+2.32
5 4.97+0.04 | 1.005+02° 5.5+0.820
Saccharomyces 10 5.03+0.04 | 1.005+0% | 5+0.002°
cerevisiae
0 5.84+0.00 | 1.032+0° | 10.4+0.00°
70% de cebada
malteada y 30% de 1 4.91+0.04 | 1.013+0" | 5.5+0.8"
quinua sin maltear
(E4)
5 4.94+0.08 | 1.00900 | 5.5:0.7> | 3-55%0.50
10 4.97+.13 | 1.010%0° 5.0+0.0°

*Valores en la misma columna con diferentes superindices son estadisticamente diferentes (p<0,05); n=2
(duplicados)

2.2.2 pH durante la fermentacion

En la tabla 8 se reportan los niveles de pH durante los diferentes dias de seguimiento de
la fermentaciéon para las combinaciones utilizadas. Se observa que para todas las
combinaciones trabajadas se presenté una tendencia de disminucion del pH, como es de
esperar en fermentaciones alcohdlicas anaerdbicas mediadas por levaduras. El proceso
de fermentacién con la levadura S. ludwigii en los dos mostos preparados inicié con un
nivel de pH promedio de 5.87 y finalizé en 4.73, mientras que, para la levadura S. cerevisiae
inicié en 5.83 y finalizd en 5.00 también en los dos mostos, esto muestra que se presentd
una tendencia a disminuir de este parametro durante el proceso para las dos levaduras
utilizadas. Al comparar el valor de pH entre las dos cepas y las dos formulaciones para
cada dia de la fermentacién, no se evidenciaron diferencias significativas (p>0.05) entre

ninguna de las combinaciones respecto a la variacion de pH a través del tiempo.
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Los niveles de pH que alcanzan los mostos al final del proceso de fermentacion son niveles
en los que el crecimiento de las levaduras se podria ver afectado, ya que en estas
condiciones el metabolismo puede ocurrir mas lentamente. El descenso del pH fue mas
notable en aquellos mostos que fueron inoculados con la levadura S. ludwigii, en particular
a los 10 dias de la fermentacion independientemente de la combinacion utilizada en el
sustrato. Estos valores son semejantes a los reportados por Bellut et al. (2018), en un
estudio en el cual se llevé a cabo la fermentacion empleando cebada como sustrato y la
levadura S. ludwigii, obteniendose un nivel final de 4.76. Esta disminucion en el pH se ha
descrito ampliamente y esta asociada al metabolismo de la levadura, dado que conforme
esta se va desarrollando va consumiendo el sustrato produciendo un aumento en la
cantidad dioxido de carbono, lo cual implica una acidificacion del medio, tambien contribuye
en este efecto la transformacion de aminoacidos, el consumo de fosfatos primarios y la

absorcion de iones de amonio y potasio (Kunze, 2006; Suarez, 2013).

2.2.3 Gravedad especifica durante la fermentacion

En la tabla 8 se puede observar la gravedad especifica para los diferentes dias de
seguimiento de la fermentacién para las combinaciones utilizadas. En todas ellas se
presentd una tendencia de disminucion de la gravedad especifica. Al analizar si todas las
combinaciones posibles sustrato-levadura presentaban diferencias significativas respecto
a la gravedad especifica a través del tiempo de fermentacion, se evidencio que Unicamente
las combinaciones E1 (S. ludwigii+100% de cebada malteada) y E4 (S. cerevisiae+quinua)
son diferentes desde el punto de vista estadistico (p<0.05), combinaciones que no tenian

sustratos de composicion similar ni empleaban la misma levadura.

El efecto de la levadura sobre el cambio en la gravedad especifica durante la fermentacion
fue mas marcado al emplear la levadura S. cerevisiae, dado que con esta levadura y un
sustrato basado en 100% de cebada se inicié con un valor de gravedad especifica de 1.039
y se finalizé con uno de 1.005, mientras que al incluir quinua en el sustrato se inicié en
1.032 y finaliz6 en 1.010, esto representa un cambio en promedio para los dos sustratos
de 0.028 unidades de la gravedad especifica. Por su parte con la levadura S. ludwigii y un

sustrato basado en 100% de cebada malteada inicié con un valor de gravedad especifica
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de 1.040 y se finaliz6 con uno de 1.022, mientras que al incluir quinua inicié en 1.032 y
finaliz6 en 1.010, esto representa en promedio un cambio de 0.020 unidades de la

gravedad especifica, lo cual es menor al cambio descrito anteriormente para S. cerevisiae.

Los resultados anteriormente detallados son contrarios a los descritos por De Francesco
et al., (2015) para un estudio realizado con cepas de la levadura S. ludwigii, dado que estas
redujeron solo 0.008 unidades de gravedad especifica (<2 kg/hL), lo cual implica un
consumo aun mas bajo de azucares después de 10 dias de fermentacion, lo cual sugiere
gue la cepa de S. ludwigii utilizada en ese estudio casi no metabolizaba maltosa, ya que el
descenso en la gravedad especifica fue mucho menor en un mosto elaborado en su

totalidad con malta base tipo Pilsner, muy similar a la utilizada en el presente estudio.

El efecto del sustrato sobre el cambio en la gravedad especifica durante la fermentacion
fue mas marcado al emplear 100% de cebada malteada, representando un cambio en
promedio de 0.026 unidades de gravedad especifica. Por su parte cuando se empleé un
sustrato con sustitucion parcial de cebada por quinua se presentdé un cambio promedio de
0.022 unidades de gravedad especifica, estadisticamente no existieron diferencias
significativas para la gravedad especifica en los mostos de diferente sustrato, a pesar de
esto el cambio fue ligeramente mas bajo con la sustitucién del sustrato, lo cual implica que
la inclusién de quinua no afecta fuertemente el consumo del sustrato. Teniendo en cuenta
esto, se pueden ajustar las condiciones de la maceracion para definir un perfil de azlicares

mas conveniente.

Finalmente conviene resaltar que la gravedad especifica fue considerablemente mayor al
final de la fermentacion para el ensayo E1 (fermentacion con S. ludwigii y 100% cebada
malteada) en comparacion con las demas combinaciones utilizadas, esto puede implicar
qgue al final del proceso aun permanecian azUcares sin fermentar en el mosto. Este
comportamiento puede ser explicado por dos posibles efectos; en primer lugar, el mosto
basado en cebada malteada tenia la mayor gravedad especifica inicial con respecto al
mosto que utilizaba cebada en combinacién con quinua, ademas, la levadura S. ludwigii
no puede fermentar la maltosa y maltotriosa, que son componentes mayoritarios de los

mostos.
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2.2.4 Solidos solubles durante la fermentacion

En la tabla 8 se pueden observar los °Brix para los diferentes dias de seguimiento de la

fermentacién, para las combinaciones utilizadas. Se observa que para todas las

combinaciones trabajadas se presenté una tendencia de disminucion de los °Brix, pero

solo se presentaron diferencias significativas entre

las combinaciones E1 (S.

ludwigii+100% de cebada) y E4 a través del tiempo; este comportamiento apoya los

resultados obtenidos para la gravedad especifica ya que son parametros que se

encuentran relacionados porque tienen la capacidad de dar una medicién aproximada de

los azlcares disueltos en el mosto, que para esta instancia del proceso han disminuido

considerablemente respecto a los valores iniciales.

Tabla 9. Caracteristicas fisicoquimicas de cervezas elaboradas empleando dos tipos de
mosto (100% cebada malteada y 70% cebada maltada +30% quinua) y dos especies de
levadura (S. ludwigii y S. cerevisiae) después de la maduracion.

Caracteristicas fisicoquimicas después de maduracién

Saccharomyces
cerevisiae

quinua sin maltear (E3)

100% de cebada

Después de

Levadura Tiempo de Gravedad Solidos
Formulacion fermentacién pH especifica solubles
(dias) P (°Brix)
100% de cebada Después de
malteada (E1) maduracién 4.67+0.13| 1.016+0 6.5+0.7
Saccharomycodes
ludwigii 70% de cebada Después de
b b
9 +
malteada y 30% de maduracion 4.64+0.00 | 1.009+0 5+0.0

@ +
malteada (E2) maduracion 5.0320.04 1.004 £0 5+0.7
70% de cebada Después de b
malteada y 30% de - d%racién 4.88+0.08 |  1.004+0 4.6+0.0

quinua sin maltear (E4)

*Valores en la misma columna con diferentes superindices son estadisticamente

diferentes, con respecto a la levadura (p<0,05); n=2 (duplicados)
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2.2.5 Propiedades fisicoquimicas de las cervezas después de la
maduracion

En la tabla 9 se reporta el nivel del pH para la cerveza después de 2 semanas de
maduracion. Para el caso de las combinaciones E1 y E2 (100% cebada) se observa que
el nivel de pH al cabo de la maduracion fue de 4.67+0.00 y 5.03+0.04 respectivamente,
mientras que las combinaciones E3 y E4 (sustitucion parcial con quinua), tuvieron un pH
de 4.64+0.00 y 4.88+0.08 respectivamente. El analisis estadistico mostré que no existen
diferencias significativas en el nivel de pH al cabo de la maduracion al comparar el efecto
del sustrato, lo que sugiere que la inclusion de quinua no influencia el pH final después de
la maduracion. Por otro lado, al comparar el efecto de la levadura si existieron diferencias
encontrandose que el nivel mas alto del pH fue de cuando se empleé la levadura S.

cerevisiae.

En la tabla 9 se puede observar la gravedad especifica para la cerveza después de 2
semanas de maduracion. Para el caso de las combinaciones E1 y E2 (100% cebada) se
observa que la gravedad especifica fue de 1.016 y 1004 respectivamente, mientras que
las combinaciones E3 y E4 (sustitucién parcial con quinua) presentaron una gravedad
especifica de 1.009 y 1.004. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0.05) al
comparar el efecto del sustrato, razén por la cual se puede inferir que la sustitucion parcial
de quinua (30%) en el sustrato no tiene un efecto importante sobre la gravedad especifica
en la cerveza. Por otro lado, comparando el efecto de la levadura si existieron diferencias,
siendo la gravedad especifica mas alta cuando se empled la levadura S. ludwigii,

implicando un menor consumo de azlicares por ese microorganismo.

Con relacién a los solidos solubles de la cerveza (tabla 7) para las combinaciones E1y E2
(100% cebada), se obtuvieron valores de °Brix de 6.5+0.7 y 5.0+0.7, respectivamente,
mientras que para las combinaciones E3 y E4 (sustitucién por quinua), presentaron un
valor de °Brix de 5.0+0.1 y 4.6+0.1, respectivamente. Desde el punto de vista estadistica
no se presentaron diferencias significativas. Sin embargo, se destaca la tendencia mas alla
del nivel de significancia, al final de la maduracion los °Brix fueron mayores en las

combinaciones con 100% de cebada, asi como en las que utilizaban la levadura S. ludwigii,
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lo cual puede estar asociado a la menor capacidad que tiene este microorganismo para

asimilar azlicares como la maltosa, como se ha mencionado anteriormente.

2.2.6 Contenido de etanol en la cerveza

Los analisis para la determinacion del contenido de alcohol observados en la tabla 8
mostraron que la graduacion alcohdlica de las cervezas fermentadas con S. cerevisiae
estuvieron dentro de los valores esperados para este tipo de bebidas, y que tanto el uso
de la levadura S. ludwigii como el reemplazo parcial de cebada por quinua, favorecieron
un menor contenido alcohdlico. Para las cervezas elaboradas con 100% de cebada
malteada (E1) se obtuvo como resultado que la fermentacion con la levadura S. ludwigii
tuvo un 4.48+0.30% de etanol, inferior al hallado con la levadura S. cerevisiae (E2) cuyo
contenido de alcohol alcanz6 5.40+2.32%. Por otro lado, la combinacion de 70% de cebada
malteada y 30% de quinua sin maltear con la levadura S. ludwigii (E3) obtuvo un
3.0910.15% de etanol, mientras que la combinacion de 70% de cebada malteada y 30%

de quinua sin maltear con la levadura S. cerevisiae (E4) obtuvo un 3.55+0.50% de alcohol.

No obstante, los valores de concentracion de etanol obtenidos con S. ludwigii fueron
superiores a los esperados. En estudios realizados con el fin de producir cervezas con bajo
contenido de alcohol, en el que se emplearon diferentes cepas de la especie S. ludwigii se
identificd que la produccion de etanol estuvo entre 0.51-1.36% (Bellut & Arendt, 2019; De
Francesco et al., 2015); es decir, valores notablemente inferiores a los obtenidos en el
presente estudio, los cuales se encontraron por encima del 3% v/v para ambos tipos de
mosto. Esto podria ser debido, al menos en parte, a que la cepa de levadura empleada fue
diferente a las utilizadas en los estudios mencionados. De hecho, también se han reportado
valores de hasta 6.88+0.1% v/v de alcohol para la cepa RIVE 16-1-5 de la misma especie,
esto empleando un mosto basado en jugo de manzana (Waldir Estela-Escalante, Mojmir
Rychtera et al., 2011). Lo anterior indica la alta especificidad de la cantidad de etanol
obtenida durante el proceso de fermentacion mediado por S. ludwigii en funcion de la
composicion de azlcares del sustrato. Es posible que la etapa de maceracion realizada en
la presente investigacién, se haya dado en un tiempo suficiente para causar una hidrolisis
de la maltosa en glucosa, siendo este Ultimo azucar de mas facil asimilaciéon por parte de

la levadura.
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En cuanto a las cervezas fermentadas con la levadura S. cerevisiae y mosto de 100% de
cebada malteada en condiciones similares a las del presente estudio, se observé que el
contenido de alcohol puede estar entre 5.11-5.40% (Kordialik-Bogacka et al., 2018;
Rodriguez Cruz, 2015); por su parte, en un estudio donde se elaboré una cerveza negra
tipo Ale American Stout, cuya diferencia esta en las cebadas empleadas, tuvo un contenido
de etanol de 3.41% de acuerdo a Vargas, (2012). Esto indica que el proceso de
fermentacion realizado se ajusté a lo reportado dado que el contenido de etanol fue de
5.40£2.32% viv.

El efecto de la sustitucidn parcial de cebada malteada por quinua sin maltear estuvo acorde
a lo reportado previamente en la literatura; por ejemplo Kordialik-Bogacka et al. (2018)
encontraron que una sustitucién del 10% de cebada malteada por quinua sin maltear
genera un contenido de alcohol de 5.20+0.3%, mientras que sustituciones del 20% y del
30% generan contenidos de alcohol de 4.90+0.4% y de 4.90+0.3% respectivamente. Otros
autores observaron contenidos de alcohol en la cerveza entre 4.08-4.55% cuando la
sustitucion parcial fue del 25% (Marquez Farias, 2015; Rodriguez Cruz, 2015); contenidos
de 5.33% cuando la sustitucion es del 35%, mientras con un rango mas amplio para la
sustituciéon con gquinua, incluso del 50% se puede encontrar produccion de etanol entre
3.61+0.13 y 5.33%+0.07%, esto modificando condiciones en la maceracion (Castafieda
Teran, 2015). En general la inclusion de quinua puede disminuir el contenido de etanol,
pero esta tendencia puede variar teniendo en cuenta la variedad de quinua, la cepa de

levadura utilizada y las condiciones del proceso.

De acuerdo a los resultados para el contenido de alcohol, se determiné que todas las
muestras cumplen con los parametros especificados por Ministerio de Salud para el
contenido de etanol en cerveza artesanal. Sin embargo, los valores obtenidos no son
suficientemente bajos para que el producto pueda ser considerado como una bebida de
bajo contenido de alcohol de acuerdo con los estandares internacionales (Montanari et al.,
2008). Algunas alternativas para poder llevar este contenido de alcohol a los niveles
deseados son la exploracion de otras cepas de la S. ludwigii, mayor sustitucién de cebada

por quinua y posiblemente cambios en la temperatura de maceracion.
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2.2.7 Analisis microbioldgico de las cervezas

En la tabla 8 se muestran los resultados de la evaluacién de la calidad microbiolégica de
las cuatro formulaciones por duplicado (dos muestras obtenidas de manera independiente
de cada tratamiento: E1-E4). Como se puede observar en la tabla 8, el analisis
microbioldgico de las 4 combinaciones y sus duplicados permiti6 identificar que 2 de las 8
muestras de cervezas elaboradas presentaron un recuento importante de coliformes (en
ambos casos se tratd de cervezas con mosto de 100% cebada malteada), indicando asi
gue estaban contaminadas y por lo tanto debieron ser retiradas de las pruebas sensoriales.
Las 6 cervezas restantes tenian una presencia elevada de aerobios mesofilos y levaduras.
Aunqgue los conteos de aerobios mesdfilos se encuentran por encima de los requisitos
microbiol6gicos de la NTC 3854 (ICONTEC, 1996a) esto se debe en parte al conteo de
levaduras. Estas muestras pueden ser consumidas, de acuerdo con Amaya & Pascagaza,
(2019) y M. P. E. Vargas, (2017), quienes hacen mencion a la aplicacion especifica de la
norma en el sentido que aplica especificamente para cervezas pasteurizadas y que han
sido sometidas a procesos de microfiltracion (industriales). En este caso, la cerveza
elaborada se filtr6, pero no recibié un proceso de microfiltracion, ni se pasteurizg, lo cual

posiblemente insidio en el recuento de aerobios mesofilos y levaduras.

Tabla 10. Andlisis microbiolégico de las cervezas artesanales y sus duplicados.

El E2 E3 E4
S.ludwigii-100% S.cerevisiae- S. ludwigii-30% | S. cerevisiae-
Requisito/Cerveza de cebada 100% de cebada | de quinua sin 30% de quinua
malteada malteada maltear sin maltear
El E1D E2 E2D E3 E3D E4 E4D
Coliformes totales
(NMP) 23 <3 460 <3 <3 <3 <3 <3
Coliformes fecales
(NMP) 23 <3 460 <3 <3 <3 <3 <3
Aerobios mesobfilos
Resultados 12.5*10°| 110*10% | 70*10* | 44*10° | 1,5*10% | 30*10* | 81*10* | 62*10*
UFC/mL
Levaduras
Resultados 16*106 | 188*10° | 69*10* | 45*10* | 1*10* 1*10* | 10*10° | 82*10*
UFC/mL

*La letra D hace referencia a “duplicado”; por ejemplo, E1D es una réplica de E1.

Limite para mesdfilos < 100 UFC/100cm? y limite para mohos y levaduras de < 20 UFC/100cms.
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2.2.8 Perfil de azlcares en las cervezas elaboradas

En la tabla 9 se puede observar la concentracion promedio de la glucosa, maltosa y
maltotriosa para cada formulacién de cerveza al inicio (dia 1) y final (dia 10) de
fermentacion. El primer dia de fermentacién se evidencio la presencia de los tres azlcares
en las cervezas. Para los productos que se elaboraron a partir de 100% de cebada
malteada (E1 y E2) la concentracion de maltotriosa y maltosa es mayoritaria con respecto
a las combinaciones realizadas con sustitucion de quinua (E3 y E4). Esta diferencia es
mas notoria en maltosa porque la cebada malteada posee mayor concentracion de este
disacéarido que la quinua debido a que posee menos almidéon un mosto que use este
pseudocereal, (Bellut et al., 2019; Kordialik-Bogacka et al., 2018), lo cual es consecuente
con lo esperado ya eran las etapas iniciales de la fermentacion.

La concentracion de glucosa fue mayor en la cerveza cuyo sustrato fue sustituido
parcialmente por 30 % de quinua (17.8 mg/mL), similar a lo encontrado en el estudio
llevado a cabo por Bellut et al. (2019) en el que los mostos preparados a base de diferentes
pseudocereales, entre ellos la quinua (13.7 mg/mL), mostraron una cantidad
significativamente mayor de glucosa que otro cereal, haciendo este azUcar el mas
abundante fermentable de los mostos. La combinacién E4 (S. cerevisiae+quinua) fue la
Unica que después de 24 h no present6 concentracion de glucosa, lo cual pudo deberse al
efecto combinado de una baja concentracién de azlcares debido a la inclusién de quinua
y al uso de una levadura que realiza el proceso de fermentacion de azlcares simples como

la glucosa de una manera rapida.
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Tabla 11. Concentracion de azucares y contenido de etanol en las 4 formulaciones para
el dia 1y 10 de fermentacion.

Di Concentracién de azucares (mg/mL)
' Maltotriosa Maltosa Glucosa
El
S. ludwigii-100% de cebada malteada
1 20.858+0.001 62.039+0.000 7.508x0.000
10 18.201+0.001 45.577+0.000 N.D.
E2
S. cerevisiae-100% de cebada malteada
1 16.969+0.001 51.538+0.000 8.014+0.000
10 N.D. N.D. N.D.
E3
S. ludwigii-30% de guinua sin maltear
1 12.525+0.689 19.740+5.748 17.825%0.657
10 7.294x1.277 0.629+1.176 N.D.
E4
S. cerevisiae- 30% de quinua sin maltear
1 8.232+0.580 5.102+7.456 N.D.
10 5.411+0.729 N.D. N.D.

N.D.: no detectado (limite de deteccion 0.03 mg/mL para glucosa, maltosa y maltotriosa)

Por su parte, el dia final de la fermentacion ocurrio una disminucion de la concentracion de
los azUcares en todas las formulaciones. Las combinaciones inoculadas con la levadura S.
cerevisiae (E2 y E4) presentaron la mayor disminucion de azlcares; la glucosa fue el
primer azlcar en ser consumido en su totalidad por todas las combinaciones, esto es de
esperar ya que ninguna levadura tiene algun tipo de limitacién a la hora de consumir
glucosa como ocurrié en el estudio llevado a cabo por Bellut et al., (2018). La maltosa y
maltotriosa fueron consumidas totalmente de acuerdo a lo esperado, sin embargo, cuando
se realizo la inclusion de quinua solo se consumié el 34% de la maltotriosa que quedaba

luego de la rapida fermentacion en el dia 1.

En cuanto a las cervezas inoculadas con S. ludwigii, en la formulacién con 100% de cebada
malteada (E1) la levadura consumi6 el 26.5% de maltosa y el 12.7% de maltotriosa del
contenido inicial, en la formulacién con 70% de cebada malteada y 30% de quinua sin
maltear (E3) consumié el 96.8% de maltosa y el 40.2% de maltotriosa del contenido inicial.
Teniendo en cuenta esto, la cepa WLP618 de la especie S. ludwigii no fue completamente

incapaz de fermentar maltosa y maltotriosa, sin embargo, si lo hizo en menor medida en
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comparacion a las combinaciones en las que se habia inoculado con la S. cerevisiae; no
es posible descartar que esta fermentacion haya ocurrido debido en parte a la
contaminacion por otro organismo que estuviese en la cerveza y que haya fermentado

azucares que la levadura S. ludwigii no podia.

Al comparar el efecto de la levadura sobre el contenido de alcohol en la cerveza no se
encontraron diferencias significativas (p>0.05), situacion similar al comparar el efecto del
sustrato. Esto quiere decir que el tipo de levadura no influencié el nivel de etanol en la
cerveza, sin embargo, es claro que las cervezas que presentaron menor contenido de
etanol fueron las elaboradas con un sustrato con quinua. Por otro lado, los niveles de etanol
alcanzados por aquellas combinaciones elaboradas con S. ludwigii no fueron lo
suficientemente bajos para ser consideradas cervezas de bajo contenido en alcohol,
posiblemente debido a que logro fermentar una parte de maltosa presente en los mostos,
generando que se produjera mas alcohol del esperado. Esto podria llegar a ocurrir
dependiendo de la cepa de levadura empleada, como es el caso del estudio realizado por
Boundy-Mills et al., (2011), en el que se estudio el crecimiento en agar con un extracto de
malta del 5% y un crecimiento en caldo para las mismas condiciones para la cepa CBS
821, en donde encontraron que al cabo de 1 mes se habia formado sedimento y un anillo
pudiendo indicar que hubo un consumo de este carbohidrato, sin embargo, debido a que
no muestra un consumo mas alto, concluyen que no es capaz de crecer en un medio rico
en maltosa. Aun se deben realizar mas estudios sobre el crecimiento en estos medios para

la cepa de S. ludwigii empelada en este trabajo.



3. Analisis sensorial

Este capitulo muestra los resultados obtenidos en la evaluacion sensorial de las cervezas
tipo Ale, elaboradas empleando diferentes combinaciones levadura-sustrato que
incluyeron, como alternativas a las formulaciones convencionales, el uso de una cepa de
levadura S. ludwigii y la utilizacion de un sustrato que incluia quinua sin maltear. Con la
realizacion de los andlisis sensoriales se buscé identificar cuales de las combinaciones
utilizadas generan un producto con la mayor aceptacion sensorial, para asi comparar la
aceptabilidad de las formulaciones que incluyeron levadura y/o sustrato alternativo, frente
a un producto mas convencional, realizando para ello métodos afectivos en los que no se

requiere entrenamiento o experiencia por parte de los panelistas.

En primer lugar, se realizé una prueba de aceptacion general usando una escala heddénica
con la cual se buscé identificar el nivel de gusto o rechazo; esta herramienta implica el uso
de uno o mas sentidos, para lo cual se emplean jueces no entrenados (consumidores)
(Espinosa, 2000). Para los test afectivos de aceptacion sensorial en los que se tienen datos
no paramétricos comunmente se utiliza la prueba de Kruskal-Wallis, este es un test de
rangos multiples de diferencias en tendencia central que permite el andlisis de los datos
obtenidos reemplazados por categorias de mas de 3 muestras independientes basadas en
datos clasificados, cominmente es utilizado en conjunto con el test de Mann-Whitney o
puede ser considerado una extension de este, el cual es aplicado a pares de datos para
determinar diferencias significativas entre pares de resultados (Granato et al., 2014; Van
der Hoeven et al., 2013).

El estadistico de Kruskal-Wallis se representa como:

k
=2 ZRiZ 3(N+1) Ecuacién 1
_N(N+1) 1ni cuacion
1=



Conclusiones 57

Donde:

k= Grupos (productos)

n= Numero de observaciones por grupo (jueces)
Ri= Suma de rangos para cada uno de los grupos

N= Numero total de observaciones entre todos los grupos

Este test compara las medianas, y las hipétesis son las siguientes:

H, = No existen diferencias en las respuestas obtenidas por los panelistas

H, = Al menos una respuesta es diferente

Donde:
Ho= Hipoétesis nula
Ha= Hipotesis alterna

Cuando existen diferencias significativas es necesario realizar el test de Mann-Whitney
para encontrar cuales muestras son diferentes. El estadistico se define como el minimo de
Uly U2

n(ng +1

U, =nyn, % — R Ecuacidn 2
ny(n, +1

U, = nyn, % — R, Ecuacién 3

Donde:
nly n2= Tamafos respectivos de cada muestra

R1y R2= Suma de rangos de ambas observaciones

Adicionalmente, se realiz6 una prueba de ordenamiento por preferencia, con la cual se
buscé determinar si los consumidores prefieren una muestra sobre otra, al ubicar las

muestras en una escala numérica de preferencia. Para esta prueba, una herramienta
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comunmente utilizada es el test de Friedman o andlisis de la varianza por rangos en datos
ordinales, este test también es utilizado para determinar diferencias en la mediana de dos
0 mas muestras relacionadas que presentan una ordenacién, esto para pruebas
unidireccionales con medidas repetidas y mas de tres muestras dependientes, con el fin
de determinar que productos son significativamente diferentes de otros se calcula la
minima diferencia significativa (DMS) para el nivel de confianza establecido (Castillo, 2013;
Granato et al., 2014; Perez Guines et al., 2012; Rocha, 2019).

El estadistico de Friedman se representa de la siguiente manera (Dominguez, 2007,
Espinosa, 2000)

x? = [ﬁ * Z T]z] —3k(J+1) Ecuacién 4
Donde:
T= Numero total de cada columna
J= Numero de productos o columnas
k= Numero de panelistas (juicios) o filas
Este test compara las medianas entre muestras
H, = No hay diferencias entre la suma de ordenaciones de las muestras
H, = La suma de las ordenaciones de la poblacion no son iguales

kJJ +1)

17 Ecuacion 5

DMS = Q
Q= Valor tabulado segun J y nivel de significancia

Posteriormente se calcula el valor modular de la diferencia de cada par de muestra y se

compara con el DMS calculado
Si |T;; — T;z| > DMS entonces hay diferencias significativas

Si |T;; — T;z| < DMS no hay diferencias significativas
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3.1 Metodologia

3.1.1 Toma de datos

En la evaluacién sensorial participaron voluntariamente 50 consumidores con edades
comprendidas entre 21-81 afios, de los cuales 22 personas se identificaron a si mismas
como mujeres y 28 como hombres. Las muestras de cerveza evaluadas fueron aquellas
elaboradas en el presente estudio, codificadas como se describe en la tabla 6 (seccion
2.1). A saber, las muestras E1 y E3 correspondieron a cervezas producidas por levadura
S. ludwigii con mosto de cebada malteada 100% y con reemplazo de 30% por quinua,
respectivamente, y los muestras E2 y E4 a las producidas con S. cerevisiae, cebada

malteada 100% y con reemplazo de 30% por quinua, respectivamente.

Las muestras fueron proporcionadas a los panelistas a una temperatura entre 0-5°C, un
volumen de 60 mL en copas venecianas (traslicidas) desechables, equivalente a 2 tragos,
de acuerdo a la NTC 4794 (ICONTEC, 2020), y entre cada muestra se ofrecieron galletas
de soda y agua para reducir la interferencia en el sabor de una muestra con otra. Previo al
comienzo de la prueba se entregd un formato de consentimiento informado en el cual se
describia en qué consistia la prueba sensorial, el propésito de esta, el estado en el cual se
encontraban las cervezas y cémo iban a ser utilizados los datos obtenidos. Los formatos

utilizados para la aplicacion de la prueba se pueden observar en el Anexo B.

Para la prueba de aceptabilidad general se hizo uso de una escala heddnica de 7 puntos
con descriptores de aceptacion: (7) me gusta mucho, (6) me gusta bastante, (5) me gusta
ligeramente, (4) ni me gusta ni me disgusta, (3) me disgusta ligeramente, (2) me disgusta
bastante y (1) me disgusta mucho; las formulaciones se codificaron usando niumeros de 3
cifras para evitar que los panelistas hicieran relaciones entre las muestras, limitando

sesgos de asociacion.

De manera complementaria se realizdé una prueba de ordenamiento por preferencia. Esta
prueba consistié en asignar un valor numérico para determinar la formulacion preferida
usando las mismas codificaciones que en la prueba de aceptacion general. El
ordenamiento se realizé estableciendo el nUmero 4 para la cerveza mas aceptable y el

namero 1 para la menos aceptable, esto sin la posibilidad de repetir el nimero.
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3.1.2 Andlisis estadistico de datos

Con el fin de determinar si existen diferencias significativas para la aceptacion general
entre las cervezas elaboradas con diferentes combinaciones de sustrato-levadura, se
empled la prueba de Kruskal-Wallis, debido a la no parametricidad de los datos. Para
identificar cuales combinaciones generaron cervezas con mayores diferencias se realizé
la prueba de Mann-Whitney. Los andlisis se llevaron a cabo usando el software Minitab®

version 21.1.

Teniendo en cuenta que los datos son no paramétricos los andlisis se realizaron con
métodos estadisticos que permitieron una mejor interpretacion de estos, como lo es la
prueba de Friedman para el ordenamiento por preferencia, realizada mediante el software
Minitab versién 21.1. De existir diferencia entre las muestras es necesario identificar que
pares de muestras son las que difieren, esto se hace calculando la diferencia minima
significativa (DMS; Ecuacion 5) y se realiza la suma de rangos de cada muestra. Los
calculos fueron realizados utilizando Office Excel 2016.

3.2 Resultados y discusion

En las siguientes secciones se encuentran registrados los resultados del analisis sensorial
de las 4 formulaciones de cerveza, incluyendo consideraciones acerca de la cantidad de
personas que tuvieron opiniones positivas y negativas del producto, asi como la

formulacion que fue mejor recibida y las posibles razones de ello.

Tabla 12. Resultados prueba de aceptacion general para cervezas artesanales tipo Ale
obtenidas con distintas combinaciones levadura-sustrato

Cervezas

Escala Puntuacién

El E2 E3 E4
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S. ludwigii- | S.cerevisiae- | S. ludwigii- | S. cerevisiae-
100% de 100% de 30% de 30% de
cebada cebada quinua sin quinua sin
malteada malteada maltear maltear
Me gusta mucho 7 8 19 7 10
Me gusta bastante 6 8 15 10 12
Me gusta S 14 13 19 18
ligeramente
Ni me_gusta ni me 4 12 1 5 5
disgusta
Me disgusta 3 4 1 7 4
ligeramente
Me disgusta 2 2 0 2 1
bastante
Me disgusta mucho 1 2 1 0 0
Totales 50 50 50 50

Los resultados observados en la tabla 10 corresponden a la aplicacién de la prueba de
aceptacion en una escala heddnica de 7 puntos para las cervezas elaboradas. En las
cervezas obtenidas con la combinacion en la que se utilizo la levadura S. ludwigii con 100%
de cebada malteada (E1) y la combinacién con 100% de cebada malteada con la levadura
S. cerevisiae (E2), se observé que el 60% y 94% de las personas expresaron aceptacion

por los productos respectivamente.

En cuanto a las formulaciones que contenian quinua en el sustrato, se observé que el 72%
de los evaluadores mostraron una buena aceptacion para el caso en el que la combinacién
utilizé la levadura S. ludwigii (E3), mientras que la combinacion con la levadura S.
cerevisiae (E4) tuvo una aceptacion del 80%. Los resultados indican que la adicion de
quinua en el sustrato no afectd negativamente la calidad sensorial de la cerveza. De hecho,
las cervezas con quinua se encuentran por encima del nivel medio de aceptabilidad, como
ocurre en el estudio realzado (Kordialik-Bogacka et al., 2018). Sin embargo, la combinacion
E4 al presentar la mayor aceptacion en conjunto con uno de los menores contenidos de
etanol, podria ser la mas adecuada para la obtencién de un producto con bajo contenido

de etanol que tenga el potencial de utilizarse comercialmente.

Con el propésito de identificar si las diferencias detectadas tienen significancia estadistica

se procedié a realizar los analisis respectivos. En primer lugar, se utilizé un test de
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probabilidad de respuesta para verificar si los datos estaban distribuidos normalmente,
obteniéndose que no lo estaban, lo cual confirmé la necesidad de aplicar una prueba no
paramétrica para identificar si existian diferencias significativas en la aceptacién de los
productos evaluados. Luego de la aplicacion del test de Kruskal-Wallis se evidencia que
existen diferencias significativas (p<0.05) para la aceptacion general de las cervezas, se
rechaza la hipétesis nula en la que todos los productos tienen niveles de aceptacion
general iguales.

Con el fin de complementar el test, se realizé la prueba de Mann-Whitney para comparar
la aceptacién de las cervezas elaboradas con las diferentes combinaciones, evaluacion
gue se realiz6é por pares de productos, el nivel de aceptacion se puede identificar en la
figura 6 y en la tabla 11 se observan los valores p obtenidos al realizar el test. Se encontro
gue existen diferencias significativas (p<0.00) entre las combinaciones E1-E2 que son
combinaciones con diferente levadura y un sustrato de 100% de cebada, también en las
combinaciones E2-E3 que difieren tanto en levadura y sustrato, por ultimo existen
diferencias entre las combinaciones E2-E4 cuya Unica diferencia es el sustrato utilizado;
esto quiere decir que el cambio en el sustrato y la levadura utilizados en el proceso si es
percibido y diferenciable por los panelistas, ademas se evidencia que la combinacién mejor
puntuada fue la E2 (S. cerevisiae + 100% de cebada), la cual corresponde a una

combinacion tradicional en la elaboraciéon de cerveza.

En términos generales, los jueces no encontraron diferencias entre las formulaciones que
utilizaron la levadura S. ludwigii (E1 y E3), productos que ademas presentaron el menor
nivel de aceptacion (me gusta ligeramente), mientras que las formulaciones elaboradas
con la levadura S. cerevisiae (E2 y E4) si presentaron diferencias significativas, ademas
tuvieron un mayor nivel de aceptacion (me gusta bastante-me gusta ligeramente). Lo
anterior muestra que, en cuanto al uso de levadura, hubo una preferencia por la cerveza
cuya produccioén se asemeja al de una cerveza comun, es decir, las personas perciben

claramente cambios en el sabor del producto cuando la levadura cambia.

Tabla 13. Resultados del test de Mann-Whitney para la comparacién de la aceptacion de
los productos obtenidos a partir de las diferentes combinaciones.
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Combinacion Mediana | Valorp Juicio

E1-E2 5--6 0 Existen
diferencias
E1-E3 5--5 0.559 |No existen
diferencias
E1-E4 5-5 0079 | Noexisten
diferencias

E2-E3 6--5 0 Existen
diferencias

E2-E4 6--5 0.008 | EXisten
diferencias
E3-E4 5--5 0.214 |No existen
diferencias

*Con un nivel de significancia a de 0.05

Combinacidn E1 (S./ludwigii+100% cebada) Combinacion E2 (S. cerevisiae+100% cebada)
2%
2%

1%

4%

8%
1l

2 2 26%
3 3
a4 a4
5 24% 5
6 6
n7 n7
28% 30%
Combinacion E3 (S./udwigii+sustitucion por quinua) Combinacidn E4 (S.cerevisiae+sustitucion por
quinua)
4% 52
m1 14% 8%
ml
2
2 10%
3
10% 3
a4
a4
5!
5
6 24%
6
n7 36%

u7
38%

Figura 5.Resultados de la evaluacion de la aceptabilidad general.

Si bien en general las 4 formulaciones obtuvieron indicadores de aceptabilidad
(calificaciones de 5 o0 mas en la escala heddnica) superiores al 60%, la mas aceptada fue
la cerveza E2 (S. cerevisiae+100% de cebada), cuya formulacién es aquella de una receta
estandar. Algunos panelistas lograron identificar olores descritos como ‘fuertes’ y ‘frutales’,

indicaron un nivel de turbidez alto y diferenciaron claramente las cervezas elaboradas con
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la levadura S. ludwigii. Por otra parte, los panelistas notaron sabores y aromas suaves en

las cervezas que fueron elaboradas usando la levadura S. cerevisiae.

3.2.1 Prueba de ordenamiento por preferencia

Esta prueba se realiz6 con el propdésito de confirmar cuales fueron los productos con mayor
preferencia. Los resultados de la prueba de ordenamiento por preferencia pueden
observarse en la tabla 12 y la figura 7. La formulacién elaborada con la levadura S. ludwigii
y 100% de cebada malteada fue aquella con la menor puntuacion, con un 38% de los
panelistas que le asignaron el nimero 1, es decir, la menos aceptable. Por otra parte, el
24% de personas, asignaron el valor de 1 a la combinacion de esta levadura con quinua.
Estos resultados confirmaron que el uso de S. ludwigii tuvo un efecto negativo en términos
de la aceptabilidad y que, en comparacion entre el uso de los dos tipos de sustratos, para

esta especie de levadura, el reemplazo parcial de quinua tuvo un efecto positivo.

Los resultados obtenidos en la realizacion de esta prueba confirmaron que las
combinaciones con la levadura S. cerevisiae tuvieron en general la mayor puntuacion,
especialmente la obtenida con la formulacion tradicional de 100% de cebada malteada,
mientras que, la combinacién E4 fue evaluada como la segunda mejor. Si se considera E2
como un control (cerveza convencional), se podria suponer que la combinacion S.
cerevisiae y 30% de quinua sin maltear, fue la mejor evaluada entre los tratamientos

alternativos.

Tabla 14. Resultados de ordenamiento por preferencia para las 4 formulaciones.

Cédigo | 1 | 2 4 | Panelistas

El |19(13|9 |9 50
E2 7171927 50
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E3 |12]17(18| 3 50
E4 |12)13|14|11 50

Combinacion E1 Combinacion E2

14%

Combinacion E3 Combinacion E4

Figura 6. Ordenamiento por preferencia.

Tabla 15. Valor modular y significancia de las combinaciones de cerveza.

Productos |Valor modular Juicio
E1-E2 4 no hay diferencia
E1-E3 48 si hay diferencia
E1-E4 16 no hay diferencia
E2-E3 44 si hay diferencia
E2-E4 12 no hay diferencia
E3-E4 32 no hay diferencia

Con el propésito de verificar que las observaciones realizadas tuvieran validez estadistica
se procedio a realizar el test de Friedman, en el que se obtuvo un valor p=0.001 para un
nivel de significancia del 5%, esto quiere decir que el nivel de preferencia de los 4 productos

es diferente. Con el fin de determinar que pares de muestras son significativamente
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diferentes para un nivel de significancia del 5% la DMS muestra que solo hay diferencias
significativas entre las combinaciones E1-E3 y E2-E3 ya que el rango se encuentra por
encima del valor de DMS=34 como se puede observar en la tabla 13, estos resultados
concuerdan con los obtenidos en el test de Kruskall-Wallis, identificando diferencia entre

el par de cervezas E2-E3.
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4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Las combinaciones empleadas en las que se incluyé quinua en el sustrato generaron
cervezas con los menores contenidos de etanol, alcanzandose el menor contenido en la
gue en el proceso se utilizé la combinacién quinua-S. ludwigii con un valor de 3.09+0.15%
v/v. Estos resultados son coherentes con los valores obtenidos para la gravedad especifica
y concentracién de sdlidos solubles (°Brix) del mosto, que indicaron un menor contenido

de azucares fermentables en el medio respecto a mostos de 100% cebada malteada.

Los resultados obtenidos en el presente estudio a partir del uso de una cepa comercial
WLP-618 de la levadura S. ludwigii en el proceso de fermentacion, bajo las condiciones de
trabajo estudiadas, sugieren que produce un contenido de etanol menor o igual a la S.
cerevisiae, no obstante, los niveles de etanol obtenidos con esta cepa fueron mayores a
los sefialados en la normatividad internacional para ser considerada como de bajo

contenido de etanol.

Si bien las cervezas elaboradas empleando las diferentes combinaciones levadura-
sustrato en general presentaron niveles de aceptacion positivos, las pruebas afectivas con
consumidores mostraron que las cervezas obtenidas con S. ludwigii tuvieron una menor
aceptabilidad sensorial, evidenciando que el uso de esta especie de levadura para llevar a
cabo la fermentacién representa una dificultad en términos de la palatabilidad de los
productos finales. La combinacion de S. cerevisiae con 100% de cebada malteada (E2),
con la cual se obtuvo una cerveza tipo Ale convencional, presentd el mayor nivel de
aceptacioén y el mayor contenido de alcohol, demostrando que el proceso realizado para la
produccion de las cervezas fue realizado correctamente. Los resultados obtenidos
sugieren como mejor combinaciéon para la obtencién de una cerveza con bajo contenido
en alcohol con una adecuada aceptacion sensorial (con una puntuacion promedio de
5.3/7), la elaborada a partir de S. cerevisiae con 70% de cebada malteada y 30% de quinua

sin maltear (E4).
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Aungue con ninguna de las combinaciones ensayadas se alcanzé un contenido menor al
3% sugerido por los estandares internacionales para una cerveza baja en alcohol, los
resultados son promisorios ya sefialan que una cerveza de estas caracteristicas se puede
obtener, manteniendo una adecuada aceptabilidad sensorial, mediante el empleo de
mayores sustituciones de quinua en el sustrato, incluso a través del uso de cepas de la

levadura tradicional de la especie S. cerevisiae.

4.2 Recomendaciones

Para fortalecer la investigacién realizada e implementar sus resultados se propone
continuar el trabajo con la quinua, dado que con la inclusién de este pseudocereal se
tuvieron los mejores resultados en términos del menor contenido de etanol y de buena
aceptacion sensorial. Para ello se sugiere estudiar la inclusién de niveles mas altos de
guinua en el sustrato, teniendo en cuenta que este grano genera un menor contenido de
azucares fermentables durante la etapa de maceracion. Adicionalmente es aconsejable

verificar si el uso de quinua malteada permite niveles mayores de reemplazo de la malta.

Se recomienda caracterizar la quinua cultivada por pequefios y medianos agricultores, ya
gue el grano a ser procesado para la elaboracion de cerveza debe contar con niveles bajos
de saponinas y baja variabilidad a su composicién, recomendandose el cultivo de una Unica
variedad esto implica la necesidad de fortalecer la cadena de produccion asociada a este
cultivo en Colombia de esta manera se podria lograr un mayor interés por el producto, y
podria haber mas personas que podrian entrar en el nicho de cervezas a base de este

pseudocereal.

Resulta interesante evaluar un método de carbonatacién diferente al de priming porque su
aplicacion dificulta el control del contenido de CO final en cada botella y puede contribuir
a un aumento en la turbiedad del producto por el crecimiento de levaduras y a un aumento
del contenido de etanol. Una alternativa para esta etapa del proceso consiste en
implementar una carbonatacién por inyecciéon de gas con la cual es posible ajustar el
contenido de CO, directamente en barril, también con un almacenamiento en frio, esto

ademas permitiria la reduccion de la turbiedad en el producto final.
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Dado que el uso de levaduras no convencionales se ha considerado una estrategia clave
para la obtencidn de cervezas con bajo contenido en etanol, se podrian evaluar otras cepas
de esta levadura, e incluso de otras especies. Sin embargo, es necesario tener en cuenta
el costo de los cultivos iniciadores puesto que estos pueden impactar duramente en costo
del producto final. Asi mismo, como se demuestra en los resultados del presente trabajo,
es critico verificar que las propiedades organolépticas del producto tengan altos niveles de

aceptacion por los consumidores.

Se recomienda explorar el interés comercial de la cerveza obtenida con el uso de levadura
convencional y sustitucién parcial de malta de cebada por quinua como bebida artesanal
con elementos ligados al origen y un caracter refrescante, teniendo en cuenta el menor
contenido de alcohol respecto a una Ale tradicional, asi como el uso del pseudocereal en
la formulacion. Este caracter podria ser valorizado sensorialmente a través del empleo de
ingredientes que aporten notas asociadas a bebidas refrescantes, como frutales

autéctonos, y también variando la proporcion de lupulo en la formulacion.

Finalmente, con miras a realizar un emprendimiento que tenga en cuenta la legislacion
vigente para la produccion y venta de cerveza, se hace necesario obtener un registro
sanitario. Para ello se requiere establecer la vida Gtil del producto y asi conocer el periodo
de tiempo en el que la cerveza conserva su sabor, olor, nivel de gas y cantidad de

microorganismos patégenos y no patégenos.
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Anexo: Curvas de calibracion

para el perfil de azucares durante la
fermentacion

Concentracion
Patron Masa Patrdon [mg] Masa soluciéon [mL] | estimada [mg/mL]
Glucosa 115 6.152 18.693
Maltosa 103.5 5.093 20.322
Maltotriosa 101 5.032 20.073
Curva de calibracién
Nivel Concentracion V. glucosa | V. maltosa | V. maltotriosa | V agua V. total
aproximada [mg/mL] [pL] [pL] (L] [pL] [mL]
1 0.1 10 10 10 1970 2
2 0.5 25 25 25 925 1
3 1 50 50 50 850 1
4 2 100 100 100 700 1
5 3 150 150 150 550 1
6 4 200 200 200 400 1
7 5 250 250 250 250 1
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Maltotriosa
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g 1200000
£ 1000000
c
‘s 800000 & Area
-
[7,]
3 600000 ——Lineal (Area)
§ 400000
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0,00000 1,00000 2,00000 3,00000 4,00000 5,00000
Nivel de concentracion (mg/ml)
Regresion factorial: [ETOH] vs. Cepa; Sustrato
Coeficientes codificados
EE del
Término Efecto | Coef | coef. | Valor T | Valor p | FIV
Constante 4,126 0,424 9,74 0,001
Cepa 0,692 | 0346 | 0424 0,82 0460 | 1,00
Sustrato -1,622 | -0,811 0,424 -1,91 0,128 1,00
Cepa*Sustrato | -0,232 | -0,116 | 0,424 -0,27 0,797 | 1,00

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
R-cuad. | (ajustado) | (pred)

1,19851 | 52,43% 16,75% 0,00%
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Analisis de Varianza

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Modelo 3 6,3322 2,1107 1,47 0,349
Lineal 2 6,2241 3,1121 2,17 0,230
Cepa 1 0,9591 0,9591 0,67 0,460
Sustrato 1 5,2650 5,2650 3,67 0,128
Interacciones de 2 términos 1 0,1081 0,1081 0,08 0,797
Cepa*Sustrato 1 0,1081 0,1081 0,08 0,797
Error 4 5,7458 1,4364
Total 7 12,0780

Ecuacion de regresion en unidades no codificadas

| [EToH] [ =] 4,126 + 0,346 Cepa - 0,811 Sustrato - 0,116 Cepa*Sustrato |

Estructura de alias

Factor | Nombre

A Cepa
B Sustrato
Alias
I
A
B
AB







B. Anexo: Formatos para las
pruebas sensoriales

Edad: | Nombre:

| Fecha:

Muestra evaluada: Cerveza artesanal

Instruccion: Pruebe las cervezas e indique segun la escala, su opinion sobre ellas.
Marcando con (X) en la casilla correspondiente

Escala

Cervezas

987

456

855 242

Me gusta mucho

Me gusta bastante

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me
disgusta

Me disgusta
ligeramente

Me disgusta bastante

Me disgusta mucho

Observaciones:

Formato prueba de aceptacién general.

Edad: | Nombre:

| Fecha:

Muestra evaluada: Cerveza artesanal

Instruccion: Pruebe las cervezas. Escoja cual de las muestras tiene el sabor mas
aceptable, siendo 4 la méas aceptable y 1 la menos aceptable, no se puede asignar el
mismo ndimero a dos muestras

Cédigo

Rango asignado

987

456

855

242

Formato prueba de ordenamiento por preferencia.
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Grafica de probabilidad de Respuesta
Normal
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| °® Desv.Est. 1396
I
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o
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<0
~

Respuesta

Prueba de normalidad.

Estadisticas descriptivas

Combinacion N Mediana Clasificacion de medias Valor Z

E1 50 5 825 -253
E2 50 6 1298 413
E3 50 5 882 -174
E4 50 5 101,5 0,14
General 200 100,5
Prueba

Hipdtesis nula  He: Todas las medianas son iguales
Hipotesis alterna Hy: Al menos una mediana es diferente

Método GL Valor H Valor p
No ajustado para empates 3 1991 0,000
Ajustado para empates 3 21,11 0,000

Test de Kruskall-Wallis para las combinaciones.
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Estadisticas descriptivas

Muestra N Mediana
E150 5
E2 50 6

Estimacién de la diferencia

IC para la Confianza
Diferencia diferencia _lograda
1 (-2-1) 95,02%

Prueba

Hipétesisnula  He:ns-n:2=0
Hipbtesis alterna Hy:ny - nz 2 0

Métod.

Estadisticas descriptivas

Muestra N Mediana
E150 5
E3 50 5

Estimacién de la diferencia

ICparala Confianza
Diferencia _diferencia lograda
-0,0000000 (-1; -0,0000000) 95,02%

Prueba

Hipotesisnula Heini-nz=0
Hipétesis alterna Hy:ny -nz 2 0

Valor W Valor p Método Valor W Valor p
No ajustado para empates 195900 0,000 No ajustado para empates 244200 0,570
Ajustado para empates 195900 0,000 Ajustado para empates 244200 0559

Estadisticas descriptivas

Muestra N Mediana
E2 50 6

E4 50

5

Estimacion de la diferencia

IC parala Confianza

Diferencia diferencia lograda
1 (0,0000000; 1) 95,02%

Prueba

Hipétesisnula Heine-nz=

Hipotesis alterna Hi:ny -n22 0

Método

Valor W Valor p

Estadisticas descriptivas

Muestra N Mediana
E150 5
E4 50 5

Estimacion de la diferencia

ICparala Confianza
Diferencia__diferencia lograda
-0,0000000 (-1; 0,0000000) 95,02%

Prueba

Hipétesisnula Heini-na=0
Hipétesis alterna Hy:ny -n: 2 0

d

Valor W Valor p
No ajustado para empates 227600 0,087
Ajustado para empates 227600 0079

Estadisticas descriptivas

Muestra N Mediana
E3 50 5
E4 50 5

Estimacion de la diferencia

ICparala Confianza

Diferencia _diferencia lograda
-0,0000000 (-1; 0,0000000) 95,02%
Prueba

Hipétesis nula  He:ns-n2=0

Hipdtesis alterna Hi:ny -n2 20

Método Valor W Valor p

No ajustado para empates 2897,50 0,010

Ajustado para empates

2897,50 0,008

No ajustado para empates 2350,50 0,230
Ajustado para empates 235050 0214

Test de Mann- Whytman para las combinaciones

Estadisticas descriptivas

Muestra N Mediana
E2 50 6
E3 50 5

Estimacién de la diferencia

ICparala Confianza
Diferencia _diferencia lograda
1(-0,0000000; 1)  9502%

Prueba

Hipétesisnula He:ni-n:=0
Hipdtesis alterna He:ny - n: 2 0

Método Valor W Valor p
No ajustado para empates 305100 0,000
Ajustado para empates 305100 0,000
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Consentimiento Informado

Yo declaro que he
sido informado e invitado a participar en una actividad denominada “prueba de
aceptacion general de cervezas artesanales de quinua y cebada malteada”. Esta
actividad es parte de un trabajo final de maestria en Ciencia y Tecnologia de
alimentos de la Universidad Nacional de Colombia titulado” Evaluacion de un
proceso bioldgico para la obtencion de una cerveza con bajo contenido en alcohol
con inclusion de quinua”.

Entiendo que este estudio busca identificar el grado de aceptabilidad de cuatro
formulaciones de cerveza elaboradas a partir de quinua y cebada malteada
empleando dos tipos de levadura.

Me han explicado que los productos que voy a degustar fueron elaborados con
buenas practicas de manufactura (BPM), y se me informo que los andlisis
microbiolégicos no mostraron que el producto presente riesgos en este aspecto.
Asi mismo, se me indico que los datos personales suministrados de mi parte seran
usados Unicamente con fines académicos. Tengo conocimiento de que los
resultados del estudio no me seran entregados y que no habra retribucién de
ninguna indole, por la participacion en el mismo. Comprendo que me puedo negar
a la participacion o retirarme en cualquier etapa de la investigacion, sin expresion
de causo ni consecuencias negativas para mi.

Acepto voluntariamente participar en este estudio.

Firma participante:

Fecha:




C. Anexo: Estadisticos de prueba para
los diferentes parametros

Test-t para el dia 0

Donde formulacién 1 es el mosto con 100% de cebada y la formulacion 2 es el mosto con
sustitucién de quinua; Sl hace referencia a la levadura S. ludwigii y Sc a la levadura S.

cerevisiae.

pH Gravedad especifica (densimetro)
0 0
Datos Formulacion 1 Formulacion 2 Datos Formulacion 1 Formulacion 2
5.78 5.96 1.038 1.032
S| 5.78 5.96 S| 1.042 1.032
5.78 5.84 1.034 1.032
Sc 5.84 5.84 Sc 1.044 1.032
Dia 0 Dia 0
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
iguales iguales
Formulacion 1 | Formulacion 2 Formulacion 1| Formulacion 2
Media 5.795 5.9 Media 1.040 1.032
Varianza 0.0009 0.0048 Varianza 2E-05 0
Observaciones 4 4 Observaciones 4 4
Varianza agrupada 0.003 Varianza agrupada 1E-05
Diferencia Diferencia
hipotética de las 0 hipotética de las 0
medias medias
Grados de libertad 6 Grados de libertad 6
Estadistico t -2.782 Estadistico t 3.3824
P(T<=t) una cola 0.016 P(T<=t) una cola 0.0074
Valor critico de t 1.943 Valor critico de t 1.9432
(una cola) (una cola)
P(T<=t) dos colas _ P(T<=t) dos colas
Valor critico de t Valor critico de t
(dos colas) 2.447 (dos colas) 2.4469
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°Brix
0
Datos Formulacion 1 Formulacion 2
11.28 8.43
S| 12.43 8.86
12.38 10.43
Sc 12.28 10.43
Dia 0
Pruebat para dos muestras suponiendo varianzas
iguales
Formulacion 1| Formulacion 2
Media 12.09 9.54
Varianza 0.30 1.09
Observaciones 4 4
Varianza agrupada 0.695
Diferencia
hipotética de las 0
medias
Grados de libertad 6
Estadistico t 4.334
P(T<=t) una cola 0.002
Valor critico de t 1,943
(una cola)
P(T<=t) dos colas | OOSR
Valor critico de t
2.447
(dos colas)

ANOVA durante dias 1, 5y 10 de fermentacion

pH
Andlisis de varianza de un factor para el pH durante la fermentacién
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E1 (S./ludwigii+100%
cebada) 3 15.63 5.21 0.2457
E2(S.cerevisisae+100%
cebada) 3 15.27 5.09 0.0252
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 0.0216 1 0.0216 0.159 0.710 7.709
Dentro de los grupos 0.5418 4 0.1355
Total 0.5634 5
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Andlisis de varianza de un factor para el pH durante la fermentacion

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E1(S./udwigii+100%
cebada) 3 15.63 5.21 0.2457
E3(S./udwigii+quinua
y cebada) 3 14.82 4.94 0.1539
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.10935 1 0.1094 0.547 0.500 7.709
Dentro de los
grupos 0.7992 4 0.1998
Total 0.90855 5
Analisis de varianza de un factor para el pH durante la fermentacién
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E1(S./ludwigii+100%
cebada) 3 15.63 5.21 0.2457
E4(S.cerevisisae+
guinua y cebada) 3 14.82 4,94 0.0009
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.10935 1 0.1094 0.887 0.400 7.709
Dentro de los
grupos 0.4932 4 0.1233
Total 0.60255 5




82 Evaluacién de un proceso biolégico para la obtencion de una cerveza con bajo
contenido en alcohol con inclusion de quinua
Analisis de varianza de un factor para el pH durante la fermentacién
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E2(S.cerevisisae+100%
cebada) 3 15.27 5.09 0.0252
E3(S./udwigii+quinua
y cebada) 3 14.82 4.94 0.1539
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de | Grados de de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.03375 1 0.0337 0.377 0.572 7.709
Dentro de los grupos 0.3582 4 0.0896
Total 0.39195 5
Analisis de varianza de un factor para el pH durante la fermentacién
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E2(S.cerevisisae+100%
cebada) 3 15.27 5.09 0.0252
E4(S.cerevisisae+
quinua y cebada) 3 14.82 4.94 0.0009
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Sumade | Grados de de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 0.03375 1 0.0338 2.586 0.183 7.709
Dentro de los grupos 0.0522 4 0.0130
Total 0.08595 5
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Andlisis de varianza de un factor para el pH durante la fermentacion
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E3(S./udwigii+quinua
y cebada) 3 14.82 4.94 0.1539
E4(S.cerevisisae+
quinua y cebada) 3 14.82 4.94 0.0009
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de | Grados de de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0 1 0 0 7.709
Dentro de los
grupos 0.3096 4 0.0774
Total 0.3096 5
Gravedad especifica
Analisis de varianza de un factor para la gravedad especifica durante la fermentacion
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E1(S./udwigii+100%
cebada) 3 3.095 1.032 8E-05
E2(S.cerevisisae+100%
cebada) 3 3.048 1.016 0.0004
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.00036817 1 0.0004 1.676 7.709
Dentro de los grupos | 0.00087867 4 0.0002
Total 0.00124683 5
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Andlisis de varianza de un factor para la gravedad especifica durante la fermentacion
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E1(S.ludwigii+100%
cebada) 3 3.095 1.032 8E-05
E3(S./ludwigii+quinua
y cebada) 3 3.051 1.017 8E-05
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.00032267 1 0.0003 4.155 0.111 7.709
Dentro de los
grupos 0.00031067 4 0.0001
Total 0.00063333 5

Analisis de varianza de un factor para la gravedad especifica durante la fermentacion

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E1(S./udwigii+100%
cebada) 3 3.095 1.032 8E-05
E4(S.cerevisisae+
quinua y cebada) 3 3.03 1.010 7E-06
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.00070417 1 0.00070 16.90 7.71
Dentro de los
grupos 0.00016667 4 0.00004
Total 0.00087083 5




Anexo C: Estadisticos de prueba para los diferentes parametros 85

Andlisis de varianza de un factor para la gravedad especifica durante la fermentacion

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E2(S.cerevisisae+100%
cebada) 3 3.048 1.02 0.0004
E3(S./udwigii+quinua
y cebada) 3 3.051 1.02 0.0001
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 1.5E-06 1 1E-06 0.007 7.709
Dentro de los grupos | 0.000884 4 2E-04
Total 0.0008855 5

Analisis de varianza de un factor para la gravedad especifica durante la fermentacion
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E2(S.cerevisisae+100%
cebada) 3 3.048 1.016 0.000363
E4(S.cerevisisae+
quinua y cebada) 3 3.03 1.01 7E-06
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 5.4E-05 1 5.4E-05 0.29 7.709
Dentro de los grupos 0.00074 4 0.000185
Total 0.000794 5
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Analisis de varianza de un factor para la gravedad especifica durante la fermentacion

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E3(S./ludwigii+quinua
y cebada) 3 3.051 1.017 7.9E-05
E4(S.cerevisisae+
quinua y cebada) 3 3.03 1.01 7E-06
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de | Grados de de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 7.35E-05 1 7.35E-05 1.709 7.709
Dentro de los
grupos 0.000172 4 4.3E-05
Total 0.0002455 5
Solidos solubles (°Brix)
Andlisis de varianza de un factor para los °Brix durante la fermentacion
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E1(S./ludwigii+100%
cebada) 3 29.755 9.918 2.599
E2(S.cerevisisae+100%
cebada) 3 21.04 7.013 9.543
ANALISIS DE VARIANZA
Grados | Promedio
Origen de las Suma de de de los
variaciones cuadrados | libertad | cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 12.6585375 1 12.659 2.085 7.709
Dentro de los grupos |24.2838833 4 6.071
Total 36.9424208 5
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Andlisis de varianza de un factor para los °Brix durante la fermentacion
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E1(S./ludwigii+100%
cebada) 3 29.755 9.918 2.599
E3(S./udwigii+quinua
y cebada) 3 19.21 6.403 2.333
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 18.5328375 1 18.533 7.514 7.709
Dentro de los
grupos 9.86528333 4 2.466
Total 28.3981208 5
Analisis de varianza de un factor para los °Brix durante la fermentacion
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E1(S./udwigii+100%
cebada) 3 29.755 9.918 2.599
E4(S.cerevisisae+
guinua y cebada) 3 16.005 5.335 0.100
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 31.5104167 1 31.510 23.35 7.71
Dentro de los
grupos 5.39906667 4 1.350
Total 36.9094833 5
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Analisis de varianza de un factor para los °Brix durante la fermentacion
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E2(S.cerevisisae+100%
cebada) 3 21.04 7.013333333 9.542633333
E4(S.cerevisisae+
quinua y cebada) 3 16.005 5.335 0.100225
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de | Grados de de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos | 4.22520417 1 [4.225204170.87633853 || 0402204789 |  7.708647422
Dentro de los grupos | 19.2857167 4 4.82142917
Total 23.5109208 5
Analisis de varianza de un factor para los °Brix durante la fermentacion
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
E3(S./udwigii+quinua
y cebada) 3 19.21 6.403333333 2.333333333
E4(S.cerevisisae+
quinua y cebada) 3 16.005 5.335 0.100225
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de Grados de de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos | 171200417 1 1.71200417 | 1.40699661 | 0.301197378 |  7.708647422
Dentro de los
grupos 4.86711667 4 1.21677917
Total 6.57912083 5
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Test-t después de la maduracién

Donde formulacién 1 es el mosto con 100% de cebada y la formulacién 2 es el mosto con
sustitucion de quinua

pH pH
DM DM
Formulacion 1|Formulacion 2 S.ludwigii S. cerevisisae
- 4.58 4.64 4.58 5.06
S.ludwigii
4.76 4.64 Formulacion 1 4.76 5
. 5.06 4,94 4.64 4.94
S. cerevisisae
5 4.82 Formulacion 2 4.64 4.82
DM DM
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas | [ Pruebat para dos muestras suponiendo varianzas
iguales iguales
Formulacion 1| Formulacion 2 S.ludwigii S. cerevisisae
Media 4.85 4.76 Media 4.66 4.96
Varianza 0.049 0.022 Varianza 0.006 0.010
Observaciones 4 4 Observaciones 4 4

(dos colas)

(dos colas)

Varianza agrupada 0.035 Varianza agrupada 0.0081
Diferencia Diferencia

hipotética de las 0 hipotética de las 0
medias medias

Grados de libertad 6 Grados de libertad 6
Estadistico t 0.676 Estadistico t -4.714
P(T<=t) una cola 0.262 P(T<=t) una cola 0.002
Valor critico de t 1943 Valor critico de t 1.943
(unacola) (unacola)

P(T<=t) dos colas 0.524 P(T<=t) dos colas _
Valor criticode t 2.047 Valor critico de t 2447
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Gravedad especifica (densimetro)

Gravedad especifica (densimetro)

(dos colas)

(dos colas)

DM DM
Formulacion 1 |Formulacion 2 S.ludwigii S. cerevisisae
- 1.015 1.011 1.015 1.001
S.ludwigii .
1.017 1.007 Formulacion 1 1.017 1.007
S. cerevisisae 1.001 1.006 ' 1.011 1.006
1.007 1.002 Formulacion 2 1.007 1.002
DM DM
Pruebat para dos muestras suponiendo varianzas Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
iguales iguales
Formulacion 1| Formulacion 2 S.ludwigii S. cerevisisae
Media 1.01 1.0065 Media 1.013 1.004
Varianza 5E-05 1E-05 Varianza 2E-05 9E-06
Observaciones 4 4 Observaciones 4 4
Varianza agrupada 3E-05 Varianza agrupada 1E-05
Diferencia Diferencia
hipotética de las 0 hipotética de las 0
medias medias
Grados de libertad 6 Grados de libertad 6
Estadistico t 0.847 Estadistico t 3.194
P(T<=t) una cola 0.215 P(T<=t) una cola 0.009
Valor critico de t 1.943 Valor critico de t 1943
(una cola) (una cola)
P(T<=t) dos colas 0.430 P(T<=t) dos colas _
Valor critico de t 2447 Valor critico de t 2447
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°Brix °Brix
DM DM
Formulacion1 Formulacion 2 S.ludwigii S. cerevisisae
S.ludwigii 6 > . 6 >
7 5 Formulacion 1 7 5
S. cerevisisae > > > >
5 5 Formulacion 2 5 5
DM DM
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales | Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales
Formulacion 1 Formulacion 2 S.ludwigii S. cerevisisae
Media 5.74 4.81 Media 5.75 4.805
Varianza 1.082 0.047 Varianza 0.916666667 0.194033333
Observaciones 4 4 Observaciones 4 4
Varianza agrupada 0.565 Varianza agrupada 0.5554
Diferencia Diferencia
hipotética de las 0 hipotética de las 0
medias medias
Grados de libertad 6 Grados de libertad 6
Estadistico t 1.750 Estadistico t 1.793
P(T<=t) una cola 0.065 P(T<=t) una cola 0.062
Valor critico de t 1.943 Valor criticode t 1.943
(una cola) (una cola)
P(T<=t) dos colas _[IN 08t T [P(T<=t) dos colas I 0028 W
Valor critico de t 2447 Valor critico de t 5 447
(dos colas) (dos colas)
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